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Voie de signalisation Notch
et développement précoce

des mammifeéres
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> Pendant la premiére partie du dévelop-
pement, "'embryon de mammifere est le
siege d’un grand nombre d’événements
génétiques, épigénétiques et morpho-
génétiques qui le préparent d’une part
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a son implantation dans I'utérus, dont
dépendra son approvisionnement nutritif
et énergétique ultérieur, et d’autre part
a la période de prolifération et de migra-
tion cellulaires intenses qui accompagne

la mise en place des feuillets embryon-
naires et des axes définitifs de I’embryon
pendant la gastrulation. Avant I'implan-
tation, Pembryon, appelé blastocyste,
est composé de trois types cellulaires :
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Figure 1. La voie de signalisation Notch n’est pas indispensable pour le développement pré-implantatoire de ’embryon. Les génes Rbpsuh et Pofutl,
codant tous les deux pour des acteurs centraux de la voie de signalisation Notch, sont exprimés dans "ovocyte et tout au long du développement
embryonnaire (schématisé par les fleches rouges). Uinvalidation « classique » de I’un ou I’autre de ces deux génes entraine I’élimination des
transcrits zygotiques (schématisée par les fleches blanches) ; les embryons « knock-out » correspondants, notés Rbpsuh™~ et Pofutl™~, se déve-
loppent normalement jusqu’a la fin de la gastrulation puis présentent de nombreux défauts avant de mourir vers le dixiéme jour de développement.
Ces observations indiquent que I"activité zygotique de la voie Notch n’est pas essentielle pour le développement pré-implantatoire de I’embryon.
Cependant, elle laisse entiere la possibilité d’une fonctionnalité plus précoce de cette voie via Iexpression maternelle des genes impliqués dans
celle-ci. 'élimination simultanée des transcrits maternels et zygotiques des génes Rbpsuh et Pofutl a pu étre obtenue grdce a une approche de
mutagenése conditionnelle. Le phénotype de Iétalité embryonnaire des embryons correspondants, notés Rbpsuh®2 et Pofutl®/A, est en tout point
semblable & celui des embryons Rbpsuh™~ et Pofutl™~. Ces observations démontrent clairement que la voie de signalisation Notch n’est pas indis-

pensable pour le développement pré-implantatoire chez la souris.
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la masse cellulaire interne (MCI) qui
sera a lorigine du futur embryon, le
trophectoderme, futur placenta, et I’en-
doderme primitif qui constituera avec
le mésoderme extraembryonnaire le
futur sac vitellin. U'établissement de ces
lignages est finement régulé et plusieurs
mécanismes expliquant "apparition et le
maintien des premieres différenciations
cellulaires ont été proposés [1].

Chez les métazoaires, la voie de signali-
sation Notch est un mode fondamental de
communication entre cellules voisines [ 2,
3]. Elle est fréquemment impliquée dans
des choix de différenciations cellulaires
via le processus d’inhibition latérale qui
limite la propagation d’un type de diffé-
renciation ou via I'induction latérale qui
homogénéise les choix de destinées au
sein d’une population. Il n’est alors pas
étonnant de constater que la voie Notch

régule plusieurs aspects importants du
développement précoce chez des especes
comme le nématode ou la drosophile [4].
La situation est en apparence différente
chez les mammifeéres, ou pendant long-
temps, aucun lien entre la voie Notch et
le développement pré-implantatoire n’a
été établi. Cependant, des observations
récentes conduisent a remettre en cause
cette conjecture.

Au cours des douze dernieres années,
Iinvalidation des principaux acteurs
de la voie Notch (notamment les
quatre récepteurs Notchl-4, les cing
ligands Delta-like (DII) 1, DII3, DIl4,
Jaggedl-2 et le facteur de transcrip-
tion RBP-JK) a été réalisée chez la
souris grdce aux techniques de muta-
genese dirigée. Ces travaux ont permis
d’établir que la voie Notch est indis-
pensable apres la gastrulation pour la
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Figure 2. Le géne mouse Notchless (mNle) est nécessaire pour la survie des cellules de la masse
interne du blastocyste. A. Culture d’embryons provenant de croisements entre souris mNle*’~ et
prélevés au stade blastocyste (3,5 jours de développement ou €3,5). Aprés deux jours de culture,
les cellules de la masse interne des blastocystes mNle*’* et mNle*’~ proliférent (fleche) au-
dessus des cellules du trophectoderme qui se différencient et s'attachent au fond de la bofte de

/-

culture (téte de fleche). A 3,5 jours, les blastocystes mNle™~ ne sont pas différents des blasto-

cystes témoins. Apres deux jours de culture, les cellules du trophectoderme se différencient et

s'attachent au fond de la bofte alors que les cellules de la masse interne dégénérent rapidement.

B. Coupes histologiques d'une corne utérine provenant d'une femelle mNle*/~

/-

6,5 jours apres avoir
été accouplée avec un mdle mNle™~. €n haut : site d'implantation normal dans lequel on distin-
gue clairement les différentes structures embryonnaires et extra-embryonnaires. €n bas : site
d'implantation anormal dans lequel on ne distingue plus de structures embryonnaires. Ce type
de site d'implantation résulte trés probablement de la nidation d'un embryon mNle™~ suivi de
sa rapide dégénérescence. C. Les cellules de la masse interne des embryons déficients pour mNle
meurent par apoptose. Vingt-quatre heures avant I'apparition du phénotype en culture et grace
a une coloration de I'ADN au DAPI (coloration bleue), on observe chez les embryons mNle™~ une
nette augmentation de cellules apoptotiques (noyaux fragmentés signalés par les fleches) dans
la masse cellulaire interne. A ce stade, la protéine nucléaire CDX2 est exprimée spécifiquement

dans le trophectoderme (coloration rouge).
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différenciation et le développement de
nombreux tissus comme les somites,
les vaisseaux, le systeme nerveux cen-
tral et bien d’autres encore [5]. Les
défauts les plus précoces observés chez
ces embryons mutants concernent la
mise en place de I"asymétrie droite-gau-
che suite a des anomalies d’expression
du gene Nodal - une des cibles directes
de la voie Notch - dans le nceud vers le
8¢ jour de développement [6]. U'absence
de défauts avant et/ou pendant la gas-
trulation chez ces mutants contraste
avec des données récentes qui mon-
trent que, dans différents modéles de
différenciation in vitro de cellules sou-
ches embryonnaires murines et humai-
nes (cellules €S qui dérivent de la MCI
du blastocyste), la voie Notch joue un
role essentiel dans le choix entre diffé-
renciation neuronale et différenciation
mésodermique [7, 8]. Ainsi, 'absence
de défauts importants de spécifica-
tion des feuillets embryonnaires chez les
embryons mutants montre que le r6le de
la voie Notch dans ce processus est plus
critique ex vivo qu’in vivo. ensemble de
ces observations suggeérent fortement
que I’embryon de souris est capable, en
partie du moins, de compenser in vivo les
défauts engendrés par le déreglement de
la voie de signalisation Notch.

A premiére vue, la voie Notch ne semble
pas jouer un role critique avant la gas-
trulation et au cours du développement
préimplantatoire. €n effet, non seule-
ment des blastocystes normaux sont
formés en I"absence de tel ou tel géne de
la voie Notch, mais des mutations perte
et gain de fonction de la voie Notch dans
les cellules €S sont sans conséquence sur
leur maintien, leur auto-renouvellement
ou leur survie [7, 9]. Comment expliquer
alors que les génes codant pour les prin-
cipaux acteurs de cette voie sont expri-
més (certains de facon dynamique) dans
I’ovocyte et/ou I’embryon pré-implan-
tatoire [10,11] ? Une premiére possibi-
lité résulte de la présence de transcrits
ovocytaires qui masqueraient, chez des
embryons mutants pour des genes de
la voie Notch, un rdle éventuel de cette
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voie dans I"embryon précoce. €n effet,
chez les embryons knock-out, ’apport de
stocks maternels peut suppléer "absence
d’expression zygotique et contribuer ainsi
au bon déroulement du développement
précoce. Afin d’examiner cette éven-
tualité, des embryons totalement défi-
cients pour la voie Notch ont été produits
par deux équipes indépendantes (dont
la ndtre) en inactivant a la fois dans
I"ovocyte et dans le zygote deux genes
essentiels au fonctionnement normal
de celle-ci: Rbpsuh codant pour I'uni-
que facteur de transcription de la voie,
RBP-JK - qui s’associe aux domaines
intracytoplasmiques activés des quatre
récepteurs Notch, et représente donc un
élément clé du contréle de la transcrip-
tion des geénes cibles de Notch [12] - et
Pofutl (protein O-fucosyltransferase 1)
codant pour une enzyme qui catalyse une
modification post-traductionnelle du
récepteur Notch indispensable pour son
activation par un ligand. La létalité de
ces embryons ne différe en rien de celle
des embryons knock-out classiques cor-
respondants [13, 14], renforcant ainsi la
notion que la voie Notch n’est pas indis-
pensable pour le développement pré-
implantatoire chez la souris (Figure 1).
Dans ce contexte, le phénotype de létalité
péri-implantatoire des souris mutantes
pour Brainiac et mNotchless est tout a fait
intrigant [15, 16]. €n effet, Brainiac, qui
code pour une glycosyltranférase, interagit
génétiquement avec la voie Notch chez le
nématode et la mouche [17, 18]. Le géne
Notchless quant a lui a été initialement
identifié chez la drosophile lors d’un crible
suppresseur du phénotype d’aile crénelée,
trait caractéristique d’une perte d’acti-
vité de la voie Notch chez cette espece
(2). La protéine Notchless lie la partie
intracellulaire du

récepteur Notch (=) Voir Figure 1 page 21

et, par un mécq-  decenuméro

nisme qui reste a élucider, module positi-
vement ou négativement la signalisation
Notch en fonction du contexte cellulaire
[19]. Il est donc probable que I'apoptose
sélective des cellules de la MCl et la mort
des embryons de souris déficients pour
mNotchless juste aprés I'implantation
(Figure 2) [15] résultent d’un déréglement
de I'activité de la voie Notch tres précoce-
ment. Sur la base des expériences décrites
dans le paragraphe précédent, il semble
exclu que cette [étalité soit consécutive
a une perte d’activité. €n revanche, nos
observations préliminaires indiquent que
la suractivation de la voie Notch pendant
le développement pré-implantatoire pro-
voque un phénotype similaire a celui des
embryons déficients pour mNotchless.
Si ces résultats se confirmaient, il serait
tentant de réconcilier 'ensemble de ces
observations a I’aide du modéle suivant.
Avant P'implantation, les différents com-
posants sont en place et la voie Notch
est active (ou activable). Le rdle joué
par la voie Notch pendant cette période,
s’il existe, peut étre pris en charge par
un mécanisme compensatoire en cas de
défaillance. Aumoment de I'implantation,
les produits de certains genes comme
mNotchless agiraient pour maintenir I'ac-
tivité de la voie Notch en dega d’un niveau
délétere pour la survie de I’embryon. Plus
tard, la levée de cette inhibition permet-
trait la mobilisation rapide de la voie de
signalisation pendant la gastrulation. Des
travaux complémentaires, notamment sur
le mécanisme d’action de mNotchless,
permettront d’éprouver la véracité de ce
modele. ¢

Notch signalling pathway

and early mammalian embryogenesis
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