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Organisation du cytosquelette
lors du développement
précoce de la souris

Le cytosquelette (particuliérement les microtubules et les micro-
filaments) joue un role trés important dans les toutes premiéres
étapes du développement de I'embryon de souris. Il contribue
a la mise en place de I’asymétrie cellulaire, conduisant a des
divisions inégales en deux cellules filles dont le destin est
différent. Ainsi en va-t-il de la seconde division méiotique de
I'ovocyte, déclenchée par la fécondation et aboutissant a ’'expul-
sion du second globule polaire, et de la polarisation des blas-
tomeres aux stades 8 et 16 cellules aboutissant a la différenciation
entre masse cellulaire interne et trophectoderme, précurseurs
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respectivement de 'embryon et des annexes.

u cours du développe-

ment embryonnaire,

des événements de

détermination et de

différenciation pro-
grammés par le génome conduisent,
a partir des cellules initiales, a la
formation des nombreuses lignées
cellulaires spécialisées présentes dans
I'organisme adulte. Classiquement,
dans un certain nombre d’espéces
(comme le nématode Caenorhabditis
elegans), les lignages* cellulaires
sont strictement définis et la dispari-
tion d’une cellule au cours du déve-
loppement conduit a I'absence d’'une
partie de l'organisme adulte. Chez
d’autres espéces (comme la souris),
des phénoménes de compensation
peuvent agir durant I’embryogeneése :
des mécanismes de régulation cyto-
plasmique sont capables de moduler
I’expression du programme généti-
que et donc de modifier le destin
d’'une cellule et de sa descendance.

* Lignage : néologisme pour « lineage ». Suc-
cession des cellules qui dérivent d’'une ou
plusieurs cellules et qui sont a l'origine d'un
type cellulaire donné.

Récemment, ce type de mécanisme a,
en fait, été également observé chez C.
elegans[1]. Dans ces deux types d’or-
ganismes, |’organisation spatiale des
cellules joue un réle important dans
les mécanismes de différenciation des
cellules embryonnaires (tels que divi-
sions cellulaires asymétriques ou
localisation de  déterminants cyto-
plasmiques). Enfin, il est indispensa-
ble que les diverses activités cellu-
laires soient intégrées, afin de
permettre aux cellules de croitre, de
se diviser et d’interagir entre elles.
Parmi les systémes cytoplasmiques,
le cytosquelette, et principalement le
réseau de microtubules, pourrait
assurer ce role de coordination [2, 3].

| Le cytosquelette

Sous le terme cytosquelette, on dési-
gne plusieurs réseaux de filaments
protéiques présents dans le cyto-
plasme des cellules eucaryotes et
impliqués dans l’architecture et la
mobilité cellulaires[2]. Les deux
principaux types de filaments com-
posant le cytosquelette sont les
microtubules et les microfilaments
d’actine, tous deux constitués de pro-
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Figure 1. Microtubules et centres organisateurs des microtubules. A : les microtubules sont des tubes creux de
25 nm de diamétre formés de 13 protofilaments paralléles. Ce sont des polyméres en équilibre dynamique avec la forme
soluble, le dimére de tubuline (a-B). Le dimére de tubuline étant asymétrique, cela conduit & une asymétrie du polymere
qui a deux extrémités ayant des propriétés cinétiques différentes, + et — La croissance du microtubule est plus rapide a
I'extrémité +. Le nocodazole se fixe au dimere de tubuline et bloque la polymérisation, alors que le taxol se fixe au microtubule
et déplace I'équilibre vers le polymere et le stabilise. B : les centres organisateurs des microtubules (MTOCs) permettent
aux microtubules de croitre a une concentration de tubuline libre inférieure a la concentration critique pour la polymérisation
de microtubules libres (nucléation). Les microtubules poussent toujours avec la méme orientation a partir des MTOCs,
I'extrémité étant toujours la plus proche du MTOC. 1. La concentration en tubuline (C) est inférieure a la concentration
permettant la nucléation (Cn) des microtubules par les MTOCs (cercle gris). Il n'y a pas de microtubules. 2. La concentration
en tubuline (C) est comprise entre la concentration permettant la nucléation (Cn) des microtubules par les MTOCs et la
concentration critique (Cc) permettant la formation de microtubules libres. Les microtubules poussent uniquement a partir

des MTOCs. 3. La concentration en tubuline (C) est supérieure a la concentration

microtubules libres.

téines polymérisées et dont les sous-
unités (tubuline et actine respective-
ment) peuvent s’associer et se disso-
cier rapidement. La troisiéme classe
de filaments, les filaments intermé-
diaires, est composée de sous-unités
formant des structures beaucoup
plus stables.

Le réseau microtubulaire est consti-
tué d’'une part de structures fibril-
laires, les microtubules — qui sont
composés de tubuline et de protéines
associées (MAPs, de 'anglais micro-
tubule associated proteins) —, et
d’autre part de structures individua-
lisées d’ou les microtubules semblent
pousser, les centres organisateurs des
microtubules (ou MTOCs, de I'an-
glais microtubule organising centers)
(figure1). Les centres organisateurs
des microtubules des cellules ani-
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males, ou centrosomes, sont habi-
tuellement constitués par une paire
de centrioles entourée par une struc-
ture dense aux électrons appelée
matériel péricentriolaire. C’est ce
matériel qui est responsable de I'ac-
tivité biologique du MTOC, la
nucléation des microtubules. Ce
réseau est trés dynamique et son
organisation change au cours du
cycle cellulaire. Dans une cellule en
interphase, les microtubules forment
un réseau dense, généralement orga-
nisé a partir du centrosome, alors
qu’en mitose ils constituent les fibres
du fuseau mitotique, un centrosome
étant situé a chaque poéle. De plus,
les microtubules contrélent la loca-
lisation cellulaire de nombreux orga-
nites cytoplasmiques tels 1’appareil
de Golgi et les mitochondries. Enfin,
dans plusieurs types cellulaires, il

critique (Cc) permettant la formation de

existe des sous-populations de
microtubules plus stables qui
contiennent de la tubuline modifiée
(acétylée, détyrosinylée*) par des
mécanismes agissant au niveau post-
traductionnel.

Les microfilaments dont I’élément de
base est I'actine, a laquelle de nom-
breuses protéines sont associées
(telles que myosine, fodrine, villine,
gelsoline...) forment un réseau pou-
vant étre constitué de cibles cytoplas-
miques, d’un feutrage sous-membra-
naire ainsi que de filaments
individuels. Ils jouent un réle dans
la mobilité et la division cellulaires,
ainsi que dans les mouvements intra-
cellulaires.

** Perte de la tyrosine C-terminale de la sous-
unité a de tubuline.

25



Fécondation Clivage

Oh 12 h 24 h 36 h 48 h
| 1 1 1 | 1 | ] | ...
Compaction Cavitation Blastocyste
60 h 72 h 84 h 96 h

|

®ee G

Figure 2. Développement de I’'embryon de souris avant implantation. Le nombre de cellules présentes dans |I'embryon
4 chaque stade est indiqué. A partir du stade 16, les cellules externes sont représentées avec un ombrage plus clair que
les cellules internes. Sur I'échelle du temps, les zones en grisé représentent les périodes durant lesquelles une ou plusieurs
cellules sont en mitose. '
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Figure 3. Mécanismes cytoplasmiques impliqués dans la divergence des deux premiers lignages de I’embryon.
Polarisation : lors de la compaction, les blastoméres, jusqu'alors symétriques, se polarisent (formation d'un péle apical
comprenant des microvillosités a la surface et divers organites dans le cytoplasme). Division asymeétrique : lors de la division
cellulaire, I'orientation du fuseau mitotique, paralléle ou orthogonal 3 I'axe de polarité de la cellule, détermine le phénotype
des cellules filles : deux cellules polarisées si le fuseau est orthogonal (division symétrique) ou une cellule polarisée et une
cellule non polarisée s'il est paralléle (division asymétrique). Seules les deux situations extrémes sont représentées, le fuseau
pouvant avoir n'importe quelle orientation par rapport a I’axe de polarité de la cellule. Adhésion : les cellules non polarisées
sont adhésives sur toute leur surface alors que les cellules polarisées ne le sont que dans la région baso-latérale, la partie
apicale n'étant pas adhésive. De ce fait, les cellules polarisées restent a I'extérieur de I'embryon et entourent les cellules

mssmmmm 10N polarisées.
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Les filaments intermédiaires, qui,
contrairement aux précédents sont
exprimés avec une spécificité tissu-
laire, semblent jouer un réle structu-
ral et mécanique dans 1'organisation
des tissus différenciés. Six types de
filaments intermédiaires ont été
décrits, incluant les filaments de
kératine des cellules épithéliales.
Des interactions structurales et fonc-
tionnelles ont été observées entre
microfilaments et microtubules et
entre filaments intermédiaires et
microtubules [2]. En particulier, il a
été montré que les microtubules sem-
blaient contrbéler dans certaines
situations physiologiques l'activité
des microfilaments.

Le développement
de la souris
avant implantation

Au moment de I'ovulation, 1’ceuf de
souris est arrété en deuxiéme méta-
phase de méiose (figure 2). La fécon-
dation déclenche la reprise de la
méiose et I’émission du second glo-
bule polaire. Les pronucléi mile et
femelle se forment et, aprés une
phase de synthése d'ADN, migrent
au centre de I'ceuf ou les génomes
maternel et paternel se mélangent
pour la premiére fois en constituant
la plaque métaphasique de premiére
mitose. Au cours du deuxiéme cycle
cellulaire, le génome embryonnaire
est activé et les synthéses d’ARN
commencent. Les deux premiers
cycles cellulaires durent environ 18 h
alors que les suivants durent environ
12 h. Pendant cette période de cli-
vage, les divisions cellulaires sont
égales et asynchrones, sans aucune
régularité dans l’orientation des
plans de division. Au stade 8 cellules,
I’embryon devient compact : les cel-
lules s’aplatissent les unes sur les
autres et les blastoméres que l'on
pouvait auparavant distinguer ne
sont plus visibles individuellement.
L’embryon, appelé morula, continue
de se diviser et, au stade 16 cellules,
on peut mettre en évidence pour la
premiére fois un groupe de cellules
internes, entiérement recouvert par
une couche de cellules externes. Une
accumulation de liquide, d’abord
intracellulaire dans la partie basale
des cellules externes, puis extracellu-
laire, débute au stade 32 et conduit
a la formation d’'une cavité appelée
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Figure 4. Embryons au stade 8 cel-
lules observés par microscopie
électronique a balayage. A:
Embryon non compacté, noter que les
blastoméres sont bien individualisés et
qu’ils sont couverts de microvillosités.
B: Embryon compacté. C: Embryon
compacté incubé dans un milieu appau-
vri en calcium pour inhiber I'adhésion
intercellulaire; noter la présence de
péles de microvillosités a la surface des
blastoméres.

le blastoccele. De I’accroissement de
taille de cette cavité résulte la posi-
tion excentrée de la masse cellulaire
interne. Dans le blastocyste, un épi-
thélium qui dérive des. cellules
externes, le trophectoderme, entoure,
d’'une part, le blastoccele et, d’autre
part, la masse cellulaire interne. Le
trophectoderme est a l'origine des
tissus des annexes embryonnaires
alors que les cellules de la masse
cellulaire interne sont a I'origine de
I’embryon lui-méme [4].

La position des cellules, a I'intérieur
ou a l'extérieur de 'amas cellulaire

constituant I’embryon, influe sur
leur différenciation: les cellules
externes donnant préférentiellement
naissance a des cellules du trophec-
toderme, les cellules internes a des
cellules de la masse cellulaire
interne [5, 6]. Des différences mor-
phologiques entre cellules internes et
externes sont évidentes alors méme
que leur destin n’est pas fixé: les
cellules externes sont polarisées, les
cellules internes ne le sont pas [4].
Clest durant la compaction qu’appa-
raissent les premiéres cellules polari-
sées. Au début du stade 8 cellules, les
blastomeéres sont radialement symé-
triques et bien individualisés: des
microvillosités couvrent toute leur
surface, les organites cytoplasmiques
sont distribués de maniére homogéne
dans tout le cytoplasme et il n’existe
pas encore de communication inter-
cellulaire (figures3 et 4). Les pre-
miéres modifications observables
sont, d’'une part, la formation de
jonctions communicantes et, d’autre
part, la formation d’'un pdle apical
cytoplasmique constitué par divers
organites tels les endosomes ou les
microfilaments [4). Puis, les cellules
s'aplatissent les unes sur les autres
(compaction) par un mécanisme lié
a une molécule d’adhésion cellulaire,
I'uvomoruline [7]. Les microvillosi-
tés disparaissent des zones de contact
intercellulaires ainsi que des régions
baso-latérales, ce qui restreint au
pole apical I’existence de microvillo-
sités [8].

Ce phénoméne de polarisation qui se
produit lors de la compaction est un
élément clé de la différenciation cel-
lulaire conduisant aux deux popula-
tions cellulaires présentes dans le
blastocyste. En effet, I'orientation de
I'axe du fuseau mitotique par rap-
port a 'axe de polarité de la cellule
détermine le phénotype des cellules
filles au stade 16 cellules, polarisées
(présumées étre a l’origine des cel-
lules du trophectoderme) ou non
(présumées étre a l’'origine des cel-
lules de la masse cellulaire interne) :
s'ils sont paralléles, une cellule fille
sera polarisée I'autre non, s’ils sont
perpendiculaires, elles seront toutes
deux polarisées (figure 3)[9]. 11 faut
noter que seules les deux situations
extrémes ont été décrites, le fuseau
pouvant avoir n’'importe quelle
orientation par rapport a l’axe
de polarité de la cellule a ce
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stade du développement [10]. Ce phé-
noméne de polarisation est a l’ori-
gine d'un autre mécanisme qui joue
un rdle important dans la différen-
ciation du blastocyste: 1’adhésion
intercellulaire. En effet, la membrane
plasmique des cellules polarisées est
constituée de deux domaines qui ont
des propriétés adhésives différentes :

le domaine apical non adhésif. La
surface des cellules non polarisées
étant adhésive, ceci conduit a I’encer-
clement des cellules non polarisées
par les cellules polarisées [4].

Il est possible d’isoler les deux types
de cellules et d’étudier leur évolution
dans différentes conditions expéri-
mentales. Lorsqu’une cellule interne

le domaine basolatéral est adhésif et est placée a 1'extérieur de ’embryon

Stade 16

Figure 5. Régulation du rapport entre le nombre de cellules internes et
externes durant la transition du stade 16 au stade 32 cellules. A : si le
nombre de cellules internes est grand (rapport cellules internes/cellules externes
= 1/1), les cellules externes seront aplaties et les fuseaux mitotiques s orienteront
parallélement a la surface. Dans ces conditions les divisions seront symétriques
et ne donneront que des cellules filles externes (polarisées). Les cellules internes
se divisant symétriquement, le rapport cellules internes/ cellules externes (I/E) sera
maintenu. B : si le nombre de cellules internes est faible (I/E = 1/7), les cellules
externes seront pyramidales et les fuseaux mitotiques s’‘orienteront perpendicu-
lairement & la surface. Dans ces conditions, les divisions seront asymétriques et
donneront des cellules filles externes (polarisées) et internes (non polarisées). Le
rapport I/E augmentera fortement et tendra vers 1/1. Seules les deux situations
extrémes sont représentées, dans la situation intermédiaire (I/E = 1/4 a 1/3) les
cellules seront plus cuboidales et le fuseau pourra avoir n'importe quelle orientation
par rapport a I'axe de polarité de la cellule. Dans ces conditions les divisions seront
asymeétriques ou symétriques et donneront plus de cellules filles externes (pola-
risées) qu’internes (non polarisées). Le rapport I/E augmentera légérement.
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Le cortex de l'ovocyte est couvert de microvillosités et
/— contient des microfilaments.

Le fuseau méiotique est situé a la périphérie de I'ovocyte,
paralléle a la surface. Les seuls microtubules présents sont
ceux qui constituent le fuseau.

Aux poles du fuseau méiotique se trouvent des MTOCs
constitués par des agrégats de matériel péri-centriolaire.

Des MTOCs qui ne provoquent pas la nucléation de
microtubules sont dispersés dans le cytoplasme pres

du cortex.

~— Lazone du cortex qui surplombe le fuseau est trés riche en
microfilaments et dépourvue de microvillosités.

Figure 6. Organisation du cytosquelette de I'ovocyte de souris.

et n’est plus entourée complétement,
son phénotype évolue progressive
vers celui d’'une cellule externe (pola-
risée) et elle sera a l'origine de cel-
lules du trophectoderme. Les cellules
externes quant a elles peuvent avoir
des descendantes internes non pola-
risées dans la masse cellulaire
interne [6], La conséquence de divi-
sions cellulaires asymétriques.

Au stade 16 cellules, le nombre de
cellules internes varie de 2 a 7 et le
nombre de cellules externes de 14 a
9 soit un rapport de 1/7 a environ
1/1[6]. Cette variabilité s’estompe au
stade 32 cellules, ou le rapport est
compris entre 1/2 et 1/1[6]. Cette
compensation s’effectue par un
mécanisme d’orientation préférentiel
de T'axe du fuseau de division des
cellules externes qui est fonction de
la forme de ces cellulles. Le volume
de I'embryon étant constant, plus le
nombre de cellules internes est
grand, plus les cellules externes sont
aplaties. Ceci favorise une orienta-
tion des fuseaux mitotiques paralléle
a la surface de I'embryon et donc des
divisions symétriques qui ne don-
nent que des cellules externes (figure
5A). Les cellules internes se divisant
symétriquement, la proportion de
cellulles externes ne changera donc
pas. Si, en revanche, le nombre de
cellules internes est faible, les cellules
externes seront pyramidales, les
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fuseaux perpendiculaires a la surface
de I'embryon (figure 5B) et les divi-
sions asymétriques. Ceci entraine
une augmentation de la proportion
de cellules internes présentes dans
I’embryon au stade suivant.

Réle du cytosquelette
lors du développement

Ovocyte et fécondation. Les événe-
ments qui prennent place apres la
fusion entre I'ovocyte et le spermato-
zoide, tels que l’extrusion du
deuxiéme globule polaire, la forma-
tion et la migration des pronucléi, le
mélange des chromosomes maternels
et paternels, sont d’'une importance
capitale pour I'établissement et I'ac-
tivation du génome embryonnaire.
En effet tout dysfonctionnement a ce
stade peut conduire a la perte de
I'embryon ou a des malformations
congénitales. La compréhension de
ces mécanismes nécessite I'étude de
I'organisation intracellulaire ainsi
que celle de la mobilité cellulaire,
processus sous la dépendance des élé-
ments du cytosquelette (microtu-
bules et microfilaments). L'organisa-
tion du cytosquelette de I'ovocyte est
détaillée dans la figure 6.

Dans 'ovocyte, le fuseau métaphasi-
que de seconde division de méiose est
situé pres du cortex, paralléle a celui-
ci (figure 7A4). 1l existe deux domaines

corticaux distincts dans 1'ovocyte
dont un trés riche en microfilaments
etdépourvu de microvillosités au voi-
sinage du fuseau méiotique (figure
7B). Aprés fécondation, le second glo-
bule polaire se forme dans ce domaine
et une autre région riche en micro-
filaments et dépourvue de microvil-
losités apparait dans le cortex situé
au-dessus de la téte du spermatozoide
(figure 7C). Ces différenciations
locales du cortex disparaissent lors de
la formation des pronucléi[11].

Les seuls microtubules présents dans
I'ovocyte sont ceux qui constituent
les fibres fusoriales. Bien que le
fuseau méiotique soit stable pendant
plusieurs heures (jusqu’au moment
de la fécondation), les microtubules
qui le composent polymérisent et
dépolymérisent trés rapidement, leur
dynamique étant équivalente a celle
des microtubules du fuseau mitoti-
que[l2]. I1 n'y a pas de centrioles
dans I'ovocyte de souris, un agrégat
de matériel dense aux électrons cor-
respondant au matériel péricentrio-
laire de la plupart des cellules soma-
tiques animales se trouve a chaque
pole du fuseau méiotique[13]. Le
spermatozoide n’apporte pas de cen-
triole fonctionnel lors de la féconda-
tion, et les centrioles apparaissent
tardivement dans I’embryon (ils sont
présents au stade blastocyste). De

nombreux agrégats de matériel péri- em—
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centriolaire qui ne sont pas liés aux
poles du fuseau méiotique sont pré-
sents dans 1’ovocyte prés de la mem-
brane plasmique [14]. Aprés féconda-
tion et entrée en interphase, ces
MTOC:s entrainent la nucléation des
microtubules du réseau interphasi-
que [15]). IIs sont ensuite impliqués
dans le mélange des deux groupes
haploides de chromosomes et se
retrouvent aux poéles du fuseau mito-
tique de premiére division. Grace a
I'utilisation d’inhibiteurs spécifi-
ques, 1l est possible de montrer que
les microtubules - et les microfila-
ments jouent un role important dans
la migration des pronucléi vers le
centre de I'ceuf. ’
Lorsque les ovocytes sont préincubés
en présence de nocodazole, drogue
qui induit la dépolymérisation des
microtubules, la transition entre
métaphase de méiose et interphase ne
se produit pas, bien que la téte du
spermatozoide ait pénétré a l'inté-
rieur de 'ceuf. De plus, la plaque
métaphasique se désagrége et les
chromosomes se dispersent en petits
groupes qui restent localisés prés de
la membrane plasmique[16]). Dans
ces conditions, on peut observer une
région de la surface cellulaire riche
en microfilaments et dépourvue de
microvillosités en regard de chacun
des groupes de chromosomes.
Quand, aprés dispersion des chromo-
somes par le nocodazole, on enléve la
drogue du milieu de culture, on
observe tout d’abord une polymérisa-

Figure 7. Mise en évidence de la
tubuline et de I'actine dans des
ovocytes par immunofluores-
cence indirecte. A : Ovocyte marqué
par un anticorps anti-tubuline (cliché de
gauche). Les chromosomes sont mar-
qués par le Hoechst 33258 (cliché de
droite). La fléche indique Ia position des
chromosomes. B : Ovocyte marqué par
un anticorps anti-actine (cliché de
gauche). Les chromosomes sont mar-
qués par le Hoesch 33258 (cliché de
droite). La fléche indique la position des
chromosomes. C: Ovocyte fécondé
expulsant le deuxieme globule polaire
(fleche) marqué par un anticorps anti-
actine (cliché de gauche). Les chromo-
somes sont marqués par le Hoescht
33258 (cliché de droite). Noter I'impor-
tance du marquage du cortex en regard
de la téte du spermatozoide (petite
fléche).

tion de tubuline autour de chacun
des groupes de chromosomes, puis le
recrutement d’agrégats de matériel
péricentriolaire qui vont former les
pOles de fuseaux multiples (jusqu’a
4-5) [16]. Enfin, la deuxiéme division
de méiose se termine et plusieurs
globules polaires sont expulsés d'une
méme cellule. Dans I'ovocyte de sou-
ris, les chromosomes sont donc capa-
bles de modifier l'organisation du
cytosquelette (microfilaments et
microtubules) dans leur environne-
ment, ce qui permet la division iné-
gale qui donne naissance au globule
polaire. et a l’embryon [16]. Cette
division est liée a l’existence d’'un
domaine particulier du cortex dans
lequel le sillon de division est
confiné.

Compaction et mise en place de la
polarité cellulaire. Lors de la com-
paction se produisent les événements
cellulaires impliqués dans la diver-
gence des premiers types cellulaires
et conduisant a la formation de la
masse cellulaire interne et du tro-
phectoderme (figure 3).

Une réorganisation du réseau micro-
tubulaire se produit lors de la mise
en place de la polarité cellulaire : la
majeure partie des microtubules dis-
parait rapidement des zones de
contact intercellulaires et se concen-
tre dans la partie apicale de la cel-
lule. Cette redistribution des micro-
tubules précéde la redistribution
massive du matériel péricentriolaire
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dans la partie apicale de la cel-
lule [17]. I1 faut noter qu’une sous-
population de microtubules plus sta-
bles et acétylés est localisée preés des
zones de contacts intercellulaires [18].
Le role des microtubules dans le pro-
cessus de compaction a été étudié a
I’aide de drogues interférant avec les
microtubules : le nocodazole, qui
induit ladépolymérisation des micro-
tubules, et le taxol, qui induit la for-
mation d’'un réseau non organisé de
microtubules trés stables (figure 1).
Les effets des drogues peuvent étre
résumés ainsi [17]: (1) la polarité
cytoplasmique dépend du réseau
microtubulaire [19] ; (2) laformation
des jonctions communicantes (gap)
est inhibée par le taxol alors que le
nocodazole est sans effet [20], ce qui
suggére un role inhibiteur des micro-
tubules ; (3) I'aplatissement des cel-
lules les unes sur les autres est inhibé
par le taxol alors que le nocodazole
accélere ce processus [21], ce qui sug-
gére que les microtubules inhibent
également ce phénomeéne ; (4) enfin,
les microtubules jouent un role dans
le développement de la polarité de
surface. Les microvillosités sont loca-
lisées sur toute la partie exposée de
la surface des blastoméres aprés trai-
tement par le nocodazole ou par le
taxol [2]1]. Cependant, en 1’absence
d’adhésion intercellulaire, les micro-
tubules sont absolument nécessaires
a la mise en place de ce p6le de micro-
. villosités [22].

Lorsque I'on confronte les résultats
obtenus concernant, d’'une part, la
redistribution du réseau microtubu-
laire lors de la compaction et, d’autre
part, 1'effet des drogues interférant
avec les microtubules pendant la
méme période, il €st possible de pro-
poser un modéle mettant en évidence
le rble de ce réseau. La disparition des
microtubules les plus dynamiques
dans la partie basale de la cellule faci-
literait la disparition des microvillo-
sités et favoriserait ’adhésion inter-
cellulaire et la formation des jonc-
tions communicantes, alors que leur
présence dans la partie apicale stabi-
liserait le pole de microvillosités et
celui constitué par les organites cyto-
plasmiques. Finalement, la localisa-
tion du matériel péricentriolaire dans
la partie apicale de la cellule renfor-
cerait I’asymétrie initiale existant
dans la distribution des microtu-
bules, en permettant la nucléation de
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nouveaux microtubules. I1 semble
donc que les microtubules jouent un
rble important dans la coordination
des divers changements de 1'organi-
sation cellulaire qui prennent place
lors de la compaction (polarisation),
leur role devenant essentiel en I’absence
d’adhésion intercellulaire [17, 18].
Durant la compaction, des structures
riches en actine ont été localisées par
immunofluorescence au niveau du
pole de microvillosités ainsi que dans
la région du pole cytoplasmique. La
cytochalasine D, qui désorganise des
microfilaments, inhibe 1’aplatisse-
ment des cellules les unes sur les
autres ainsi que la formation des
pOles cytoplasmiques sans toutefois
pouvoir disperser ceux qui sont déja
formés. Elle ne bloque pas I’appari-
tion du pole de surface, mais modifie
son organisation [4, 23]. Il semble
donc que, lors de la compaction, les
microfilaments soient impliqués
dans les événements terminaux tels
que le mouvement de certains orga-
nites cytoplasmiques et 1'aplatisse-
ment des cellules plutét que dans la
coordination de ces événements.

Divisions asymétriques et divergence
des premiers « lignages ». Lors de la
mitose qui suit la compaction (tran-
sition du stade 8 cellules au stade 16
cellules) et qui joue un réle clé pour
la divergence des deux types cellu-
laires présents dans la morula, seule
la polarité de surface est maintenue :
en effet les blastomeéres s’arrondissent,
les organites du podle cytoplasmique
se dispersent et les jonctions commu-
nicantes ne sont plus fonction-
nelles [20, 24]. 11 est possible d’abolir
cette polarité de surface par un arrét
de plusieurs heures en mitose (induit
par le nocodazole) : le pble de micro-
villosités augmente de taille jusqu’a
couvrir toute la surface de la cellule.
Apreés avoir levé le blocage en sup-
primant la drogue: le pourcentagede
divisions symétriques s’accroit.
Néanmoins, la stabilité du pole de
surface est bien supérieure a la durée
normale de la mitose, ce qui permet
de conserver cette asymétrie lors de la
division [25]. Au stade 16, en-inter-
phase, les jonctions sont de nouveau
fonctionnelles, les cellules s’aplatis-
sent de nouveau et la polarité cyto-
plasmique se reforme dans les cellules
polarisées a leur surface [20, 24].

Il est possible de mettre en évidence

une différence dans I’organisation des
microtubules entre cellules polarisées
et non polarisées aux stades 16 et 32
cellules : le cortexdes cellules internes
est enrichi en microtubules acétylés
plus stables [18]. La question reste de
savoir si cette population de micro-
tubules acétylés joue un role dans les
mécanismes de différenciation des
cellules internes.

Les filaments intermédiaires, troi-
siéme réseau du cytosquelette, ont
souvent été décrits comme étant des
marqueurs de différenciation. Les
filaments intermédiaires de kératine
sont les seuls filaments mis en évi-
dence de maniére certaine dans 'em-
bryon précoce de souris. En effet, cer-
taines cytokératines semblent
caractéristiques du trophecto-
derme [26, 27]. Cependant, les syn-
théses de protéines[28, 29] et
d’ARNm [30] peuvent étre détectées
avant le stade blastocyste. Les pre-
miers filaments apparaissent au stade
8, dans quelques cellules. Au stade 16,
ils sont détectés dans un nombre
croissant de cellules autant externes
qu’internes. Au stade 32, puis dans
les blastocystes, toutes les cellules
externes contiennent de nombreux
filaments, alors que les cellules inter-
nes perdent progressivement ces fila-
ments [29]. Ces résultats suggerent
que des mécanismes liés aux interac-
tions cellulaires sont impliqués dans
la régulation de I’expression généti-
que des cytokératines, qui est main-
tenue dans les cellules externes qui
formeront le trophectoderme.

I Conclusion

Dans I’embryon précoce de souris, des
mécanismes de régulation cytoplas-
miques contrélent les premiéres
étapes du développement. Ces méca-
nismes épigénétiques ont un role pri-
mordial dans ce systéme, a la diffé-
rence de ce qui semble se passer dans
d’autres systémes. Le cytosquelette en
est un élément important, en parti-
culierlors de la mise en place des asy-
métries qui permettront la naissance
de deux types cellulaires distincts
aprés une division inégale, a la fois
lors de I'expulsion du deuxiéme glo-
bule polaire (différenciation termi-
nale de I’ovocyte) et lors de la diver-
gencedesdeux premiéres
populations cellulaires aprés com-
paction de I’embryon B
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Summary

In this paper, we review the role
of microtubules and microfila-
ments during mouse preimplan-
tation development. These cyto-
skeletal elements are involved in
many cellular functions such as
cell organisation and cell divi-
sion, all of these being of impor-
tance for the cellular mechanisms
that play a major role in the for-
mation of the blastocyst. The set-
ting up of cell polarity at compac-
tion and the mechanisms
underlying asymmetrical cell
divisions (during polar body for-
mation and cell diversification
after compaction) are discussed.
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