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Role crucial des protéines
Polycomb d’origine maternelle
dans le développement précoce
de ’embryon de souris

Juliette Salvaingl’z, Eszter Posfai®, Antoine H.F.M. Peters?,

Nathalie Beaujean’?

> Lors de la fécondation chez les mam-
miferes, la fusion des gamétes paternel
et maternel engendre un embryon 1-cel-
lule dans lequel les génomes parentaux
forment deux pronoyaux distincts. Ces
génomes sont initialement transcrip-
tionnellement inactifs, et le dévelop-
pement précoce est contrdlé par les
protéines et les ARN présents dans le
cytoplasme ovocytaire. Les expériences
de clonage par transfert de noyau ont
permis de mettre en évidence la capa-
cité du cytoplasme ovocytaire a repro-
grammer les noyaux somatiques afin
de reconstituer un embryon capable
de se développer a terme. Cependant,
I’efficacité de cette reprogrammation
apparait a la fois relativement faible
et trés variable : les noyaux des cellules
germinales ou des cellules embryon-
naires souches sont en effet bien plus
faciles a reprogrammer que ceux des
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cellules somatiques [1], d’ou 'idée que
la chromatine des cellules germinales
est plus compétente pour la reprogram-
mation, qu’elle est en quelque sorte
« préparée » pour le développement
embryonnaire.

Dans une étude récente que nous
avons réalisée avec €. Posfai, A.H.F.M.
Peters et leurs collegues, nous nous
sommes intéressés au role des pro-
téines du groupe Polycomb (PcG) dans
la transmission des états chromatiniens
de I"ovocyte vers I’embryon [2]. Les
protéines PcG sont impliquées dans la
répression de nombreux genes, notam-
ment des genes de développement. Elles
agissent sous forme de complexes appe-
|és polycomb-group repressive complex
1 (PRC1) et PRC2 capables, respecti-
vement, de mono-ubiquitiner I"histone
H2A (H2AK119ubl) et de triméthyler
I’histone H3 (H3K27me3) [3]. Il est
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important de noter que, dans les cellules
de la masse cellulaire interne (ICM) du
blastocyste, H3K27me3 est localisée sur
des genes de développement, qui sont
alors réprimés [4]. Or, cette marque est
déja présente aux mémes locus dans les
spermatozoides [5], ce qui suggére que
la répression des genes cibles pourrait
étre préétablie dans les cellules germi-
nales et transmise ensuite a I’embryon.

Réle du complexe PRC1

dans I’ovogenése et le développement
embryonnaire précoce

Les protéines Ringl (ring finger protein
1, Ringla) et Rnf2 (Ringlb) sont deux
paralogues appartenant aux complexes
PRC1. Dans I"ovocyte, la composante
maternelle de Rnf2 ne semble en effet
pas jouer de réle [6], suggérant une
redondance de fonction entre Ringl
et Rnf2, comme c’est le cas dans les
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cellules souches embryonnaires [7]. €n
revanche, dans I’embryon, la déficience
zygotique de Rnf2 est Iétale au moment
de la gastrulation [8], alors que Ringl
n’apparait pas essentielle au dévelop-
pement embryonnaire [9]. Nous avons
dans un premier temps confirmé que
les genes Ringl et Rnf2 sont exprimés
pendant I’ovogenése. €n revanche, seul
Rnf2 est exprimé dans I"embryon préim-
plantatoire.

Nous avons ensuite réalisé I'inactiva-
tion simultanée de Ring! et Rnf2 dans la
lignée germinale femelle, ce qui conduit
a une perte de localisation du complexe
PRCI sur la chromatine, alors que la
présence d’un seul des deux genes est
suffisante pour sa localisation cor-
recte. Les ovocytes double-mutants
ainsi obtenus semblent se développer
normalement jusqu’au stade de vésicule
germinative, mais la suite de la matu-
ration ovocytaire est retardée, avec
notamment des défauts d’alignement
des chromosomes sur les plaques méta-
phasiques lors des deux divisions méio-
tiques. Les embryons obtenus a partir
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de ces ovocytes ne se développent pas
au-dela du stade 2-cellules, quel que
soit le génotype des gametes males
utilisés, ce qui souligne I’origine mater-
nelle de cet arrét. Dans les embryons,
la formation des pronoyaux maternel
et paternel est retardée, ainsi que la
premiére division mitotique. Un délai
dans le début de la phase S est égale-
ment détecté au cours du premier cycle,
et au stade 2-cellules cette phase ne
s’acheve jamais ; le point de controle
de la phase S est activé, comme nous
I’avons montré par la détection des
formes phosphorylées des sérine/thréo-
nine kinases Chkl et Chk2.
Uactivation majeure du génome
embryonnaire (€GA) a lieu a la fin du
stade 2-cellules chez la souris. Afin de
voir si elle se déroule normalement, nous
avons examiné les ARN néotranscrits
dans les embryons double-mutants.
Nous avons ainsi mis en évidence une
perturbation générale de I'activation du
génome embryonnaire, avec une forte
réduction du nombre de genes transcrits
de novo.

Figure 1. Développement d’embryons
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est possible que la reconstitution

du complexe PRCI sur la chroma-
tine soit trop tardive, mais il semble plus
probable que la présence de Ringl/Rnf2
soit requise pendant la croissance ovo-
cytaire pour assurer le développement
embryonnaire précoce.

Origine cytoplasmique

et chromatinienne des défauts

de développement

Nous avons ensuite cherché a déter-
miner si les défauts observés étaient
dus a des perturbations de I’expression
des transcrits maternels nécessaires au
développement (origine cytoplasmique)
ou a des défauts de I’organisation chro-
matinienne affectant la compétence de
I’ovocyte pour le développement (ori-
gine chromatinienne). Nous avons dans
un premier temps examiné le trans-
criptome total dans les ovocytes et les
embryons double-mutants. De nombreux
transcrits apparaissent dérégulés aussi
bien dans I’ovocyte que dans I’embryon :
les transcrits surexprimés dans I’em-
bryon proviennent pour la plupart de
I’ovocyte, tandis que les transcrits sous-
exprimés résultent pour la plus grande
partie de I’échec du processus d’acti-



vation majeure du génome embryon-
naire. Les génes de développement sont
fortement représentés parmi les genes
surexprimés : nombre de ces génes sont
des cibles connues des protéines PcG
dans les cellules souches embryonnaires
ou dans les cellules somatiques [10].
L’étude plus détaillée de certains genes
de différenciation (Eomes [eomeso-
dermin], Pax6 [paired box gene 6] et
Gata4) et des protéines correspondantes
nous a permis de mettre en évidence un
délai entre la surexpression du transcrit
(déja présente dans I’ovocyte) et celle
de la protéine (constatée uniquement
dans I’embryon), ce qui implique Iexis-
tence d’un mécanisme de régulation
traductionnelle dans I'ovocyte et pour-
rait expliquer que les embryons se déve-
loppent jusqu’au stade 2-cellules.

Dans un second temps, et afin de
déterminer si la composante chromati-
nienne est également importante, nous
avons réalisé des échanges de pro-
noyaux maternels entre des embryons
issus d’ovocytes contréles et double-
mutants (Figure 1A). Le développement
de ces embryons hybrides est fortement
affecté, avec 10 a 15 % des embryons se
développant jusqu’au stade blastocyste
et une forte proportion s’arrétant aux
stades 1- ou 2-cellules, ce qui suggere
une importance égale des contribu-
tions cytoplasmique et chromatinienne.
Cependant, I'effet observé aurait pu

étre expliqué par des défauts de for-
mation des pronoyaux maternels dans
les embryons double-mutants. Pour
éliminer cette possibilité, nous avons
procédé a des échanges de métaphases
entre ovocytes bloqués en métaphase
I, suivis par une activation parthénogé-
nétique (Figure 1B). La presque totalité
(95 %) des embryons avec un cyto-
plasme double-mutant et une méta-
phase d’ovocyte contréle s’arrétent au
stade 1- ou 2-cellules, soulignant a
nouveau I'importance de la contribu-
tion cytoplasmique. De méme, dans la
situation inverse, métaphase double-
mutante et cytoplasme contrdle, pres de
50 % des embryons ne dépassent pas le
stade 2-cellules, ce qui démontre que la
configuration chromatinienne est égale-
ment trés importante.

€n résumé, nos résultats montrent que
les protéines Ringl et Rnf2 ont une
importance capitale pendant I’ovoge-
nése, tant pour la régulation transcrip-
tionnelle des ARN maternels que pour la
structuration de la chromatine mater-
nelle. Leur absence entraine un arrét
de développement au stade 2-cellules,
caractérisé notamment par I"activation
du point de contrdle de phase S et par de
graves défauts dans la mise en route du
génome embryonnaire. ¢

Crucial role of Polycomb proteins

from maternal origin in mouse early
embryonic development
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