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Régulation épigénétique

de la pluripotence

chez I’embryon de souris

Jérome Collignon, Aitana Perea-Gomez

> Une étape importante pour la com-
préhension du role des modifications
épigénétiques de la chromatine dans
la régulation de la pluripotence des
cellules de ’embryon de mammifére
a été franchie avec une étude publiée
récemment dans le journal Nature par
’équipe de M. Zernicka-Goetz [1]. Les
bases de ce travail avaient été posées
en 2005 avec la publication par cette
méme équipe d’une étude établissant
qu’en fonction de I'orientation et de la
séquence des clivages qui leur donnent
naissance, les blastomeres composant
I’embryon de souris au stade 4 n’ont pas
les mémes capacités développemen-
tales, et que les destins de leur des-
cendance peuvent étre drastiquement
différents [2].

Le premier plan de clivage du zygote,
environ vingt-quatre heures apres la
fécondation, passe par son axe animal-
végétal (AV), marqué au pdle animal par
la présence du second globule polaire.
Ce type de clivage est dit méridional
(M). Le clivage de chacun des deux blas-
tomeres résultant peut étre soit méri-
dional, soit équatorial (€), c’est-a-dire
perpendiculaire & I"axe AV (Figure 1A).
Ces deux blastomeres ne se divisent
pas en méme temps et I’embryon passe
donc par un stade intermédiaire ou il ne
compte que trois blastomeres.

Austade 4, trois morphologies embryon-
naires sont distinguées, que I'on peut
décrire comme tétraédrique, plane et
en étoile (Figure 1A). Des études de
lignage, aprés marquage d’une cellule
au stade 2 blastomeres, ont permis de
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comprendre leur origine [3]. La majo-
rité (81 %) des embryons au stade 4
ont une morphologie tétraédrique qui
résulte d’une séquence de clivage ME
ou EM. Les embryons dont la morpholo-
gie est en étoile (11 %) sont le résultat
d’une séquence MM, les embryons dont
la morphologie est plane (8 %), d’une
séquence EE. Il avait été noté pré-
cédemment que pour une proportion
importante des embryons, la descen-
dance du premier blastomere a s’étre
divisé contribue de fagon majoritaire a
la région embryonnaire du blastocyste,
comprenant la masse cellulaire interne
(MCI, dont les descendants formeront
les tissus feetaux) et le trophecto-
derme polaire (tissu extra-embryon-
naire). Dans ce cas, la descendance du
deuxieme blastomere contribue préfé-
rentiellement a la région ab-embryon-
naire, comprenant la partie de la MCI
bordant la cavité du blastocele et le
trophectoderme mural. Cependant, ce
type de répartition dépend tres étroi-
tement de la fagon dont les deux pre-
miers blastomeéres se sont divisés et ne
représente pas le schéma général pour
tous les embryons. De facon remar-
quable, il a été montré que c’est seu-
lement dans le cas d’une séquence de
clivage ME qu’il est possible de prédire
la future polarité du blastocyste (Figu-
re 1B). Dans le cas d’un clivage €M, la
descendance du premier blastomére a
des chances égales de contribuer soit a
la région embryonnaire, soit a la région
ab-embryonnaire du blastocyste. Pour
les séquences de clivage MM et EE,

I'allocation des cellules descendant
des deux premiers blastomeres n’est
pas restreinte a I’une ou I'autre de ces
régions.

Les embryons ME sont donc les seuls per-
mettant de prédire le destin de chacun
des quatre blastomeres les constituant.
Des expériences d’agrégation ont permis
de préciser les capacités développe-
mentales de chacun de ces blastomeéres
[2]. Le blastomére e2, résultant de la
division € et héritant de la majorité du
cytoplasme de la région végétative,
contribue principalement au trophecto-
derme mural, et ne permet que rarement
d’obtenir un embryon viable lorsqu’il
est agrégé a trois autres cellules d’ori-
gine identique (Figure 1C). €n revanche,
I’agrégation de blastoméres m, issus
de la division M, permet d’obtenir avec
un taux comparable aux controles le
développement a terme des embryons
chimeres résultants. Il semble donc que
ces blastomeres different dans leur
capacité a permettre le développement
d’un embryon, ce qui suggere le partage
inégal entre eux d’une information ou
d’une activité préexistante.

Les marques épigénétiques qui décorent
la chromatine ont souvent été proposées
comme étant susceptibles de véhiculer une
information importante pour la régulation
de la pluripotence des cellules embryon-
naires. Tirant parti de leur connaissance
approfondie des séquences de clivage chez
I’embryon de souris, Torres-Padilla et al. se
sont intéressés a la distribution au stade
4 de trois modifications de I’histone H3,
résultant de la méthylation d’arginines aux
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positions 2, 17 ou 26. Lutilisation d’an-
ticorps spécifiques pour chacune de ces
modifications a permis leur quantification
relative au sein des noyaux d’un méme
embryon [1]. Il a ainsi été montré que pour
une fraction des embryons au stade 4, le
taux de méthylation n’est pas le méme dans

chaque blastomere. Les contrastes les plus
élevés étant obtenus pour la modification
H3R26me, c’est en suivant celle-ci que les
investigations se sont poursuivies. Torres-
Padilla et al. ont démontré que ce sont les
blastomeéres des embryons ME qui présen-
tent les variations les plus importantes,
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Figure 1. Modifications épigénétiques de la chromatine dans la régulation de la pluripotence
des cellules de I’embryon de souris. A. l'origine des trois types de morphologie de I’embryon
de souris au stade 4, de haut en bas, tétraédrique, en étoile, plane. M, clivage méridional ; €,
clivage équatorial ; gp, deuxieme globule polaire. B. Relation entre la séquence de clivage des
embryons tétraédriques et la contribution des descendants des deux premiers blastoméres aux
régions embryonnaire (Em) et ab-embryonnaire (Ab) du blastocyste. C. Capacité des chiméres
d’agrégation des blastoméres m ou e2 a se développer. D. Distribution et quantification relative
de la marque H3R26me dans un embryon ME. €. Uinjection de la méthyl-transférase CARM1 dans
un blastomeére au stade 2 a pour effet d’augmenter la contribution de ses descendants a la

masse cellulaire interne au stade blastocyste. B : blastocele ; MCl : masse cellulaire interne ; TP :

trophectoderme polaire ; TM : trophectoderme mural.
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et que le niveau de méthylation détecté
dans chaque noyau est étroitement corrélé
a I'identité du blastomere considéré. Les
blastomeéres e2 présentent ainsi un taux
de méthylation qui peut étre inférieur de
moitié a celui du blastomere m présentant
le taux le plus élevé dans le méme embryon
(Figure 1D). De facon intéressante, les
embryons €M, dont la polarité ne peut étre
prédite, présentent dans les noyaux de leurs
blastomeéres des niveaux de méthylation
beaucoup plus proches les uns des autres.
Au vu de ces résultats, un lien causal a été
recherché entre I'activité de méthylation de
I’histone H3 dans un blastomere et le deve-
nir du blastomeére en question.

Les arginines 2, 17 et 26 de I'histone H3 sont
les cibles d’une méme méthyl-transférase,
appelée CARML. Les auteurs ont montré
que chez I’embryon, CARMI est exprimée
a partir d’'un messager maternel, et qu'il
y a une corrélation entre la répartition
de la protéine et I'intensité du marquage
H3R26me dans les noyaux d’'un embryon
de stade 4. Afin de tester son impact sur le
destin et la potentialité des cellules, PARN
de CARML, ainsi que celui du traceur fluo-
rescent DsRed, ont été co-injectés dans un
blastomere unique au stade 2. 'analyse des
embryons injectés au stade blastocyste a
permis de montrer que la descendance des
blastomeéres surexprimant CARM1 contribue
de facon prédominante & la MCI (Figure 1€).
Lutilisation d’une forme mutée de CARM1
a confirmé ce résultat en démontrant que
c’est bien I'activité méthyl-transférase qui
est requise. U'accroissement de I'activité
CARMI s’accompagne bien slr d’une aug-
mentation du marquage H3R26me, mais
également d’une expression plus forte des
facteurs Nanog et Sox2 qui sont étroitement
associés au maintien et a la pluripotentia-
lité des cellules de la MCI.

Cette étude est la premiére a établir ainsi
un lien direct entre la présence d’une mar-
que épigénétique et la détermination d’un
destin cellulaire chez un embryon de mam-
mifere. Elle ne permet pas d’expliquer ce qui
se passe chez les embryons qui ne subissent
pas une séquence de clivage ME, et dont
la plupart se développeront pourtant nor-
malement. Cependant, elle démontre une



fois de plus que se focaliser sur un cas
particulier permet certaines avancées, et
suggere une route possible pour de futures
investigations. Rappelons qu’a ce jour prés
de soixante-dix marques épigénétiques
sont connues, et en quéte de fonctions. De
plus, cette étude met en évidence des diffé-
rences marquées entre les blastomeres d’un
embryon qui commence a peine a se déve-
lopper. Nul doute que ces données contri-

Epigenetic regulation of pluripotency
in the early mouse embryo
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Les cellules souches
hématopoiétiques

Une double origine embryonnaire ?

Isabelle Godin, Ana Cumano

> L'origine des cellules souches héma-
topoiétiques (CSH) a longtemps été,
et reste encore, sujette a contro-
verse. Les CSH de la moelle osseuse
adulte sont postulées dériver d’une
réserve établie pendant le dévelop-
pement embryonnaire. Initialement,
la production du contingent de CSH
a été attribuée au sac vitellin (SV),
parce que les premiéres cellules
hématopoiétiques, principalement des
érythrocytes, apparaissent dans cette
annexe embryonnaire.

Cependant, les expériences de chime-
res entre des corps embryonnaires de
caille et des SV de poulet, effectuées
avant I’établissement de la circulation
entre 'embryon et le SV, ont claire-
ment démontré que les cellules héma-
topoiétiques du SV ne contribuaient
pas a I’hématopoiése adulte, qui est
fondée par des CSH d’origine intra-
embryonnaire. Plus tard, deux grou-
pes ont montré que, chez la souris
également, la génération des cellules
hématopoiétiques s’opérait indépen-
damment dans deux sites (Figure 1).
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La premiére a lieu dans le SV qui pro-
duit des cellules érythro-myéloides,
la seconde prend place plus tard dans
le compartiment intra-embryonnaire
ou la région appelée splanchnopleure
para-aortique (P-Sp), puis aorte-
gonades-mésonephros (AGM) produit
des CSH multipotentes et capables de
reconstituer a long terme le systéme
hématopoiétique d’animaux irradiés.
Ces observations, aujourd’hui confir-
mées par plusieurs laboratoires, ont
été a la base du concept, généralement
accepté, d’une origine des CSH dans le
corps embryonnaire, précisément dans
la P-Sp/AGM. La quantification des
cellules multipotentes a montré qu’el-
les apparaissaient dans cette région a
partir de 8,5 jours de gestation (jdg)
et qu’elles atteignaient un nombre
maximal de 100-150 par embryon, vers
10,5 jdg (35-37 somites), avant de
diminuer rapidement en nombre, puis
de disparaitre vers 12 jdg (pour revue,
voir [11).

Ces expériences ont démontré que,
chez la souris, le compartiment intra-
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embryonnaire produisait des CSH.
Cependant, la possibilité de la géné-
ration tardive d’une fraction de CSH
au niveau du SV ne peut pas étre éva-
luée aprés 8 jdg (4-5 somites) puisque,
a partir de ce stade, la circulation
des cellules sanguines dans le réseau
vasculaire entraine un mélange des
cellules provenant du SV et de cel-
les provenant du compartiment intra-
embryonnaire. 'approche de ce pro-
bleme en utilisant des souris knock in
n’est pas possible puisque les facteurs
exprimés et/ou impliqués dans la géné-
ration des précurseurs hématopoié-
tiques sont identiques dans les deux
sites. Une contribution du SV a I’hé-
matopoiése adulte demande pourtant
a étre évaluée puisque des expériences
de greffe chez ’embryon d’amphibiens
[2] et de souris [3] ont montré une
capacité des cellules du SV a engendrer
des lymphocytes.
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