N

N

Etat des lieux des connaissances sur les mécanismes
autour du développement de 'embryon de mammifere
entre morula et blastula

Emma Nest

» To cite this version:

Emma Nest. Etat des lieux des connaissances sur les mécanismes autour du développement de
I’embryon de mammifere entre morula et blastula. Médecine vétérinaire et santé animale. 2022.
dumas-03981167

HAL Id: dumas-03981167
https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-03981167v1
Submitted on 9 Feb 2023

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://dumas.ccsd.cnrs.fr/dumas-03981167v1
https://hal.archives-ouvertes.fr

Ex ol
REPUBLIQUE - I1\"
FRAN CAI SE | o | Eccrnationalc vétérinaire d’Alfort
Hert PORTEUR D'HISTOIRE

Fraternité

Année 2022

ETAT DES LIEUX DES CONNAISSANCES SUR LES

MECANISMES AUTOUR DU DEVELOPPEMENT DE

L’EMBRYON DE MAMMIFERE ENTRE MORULA ET
BLASTULA

THESE
pour obtenir le dipléme d’Etat de
DOCTEUR VETERINAIRE
présentée et soutenue publiguement devant
la Faculté de Médecine de Créteil (UPEC)
le 15 décembre 2022

par

Emma, Louise, Marie, NEST

sous la direction de
Alline DE PAULA REIS

JURY

Président du jury : M. Yves Millemann Professeur a 'EnvA

Directrice de thése : | Mme Alline DE PAULA REIS | Maitre de Conférences a 'EnvA

Examinateur : M. Laurent TIRET Professeur a 'EnvA

Ecole nationale vétérinaire d’Alfort

7, avenue du général de Gaulle /

94 Maisons-Alfort Cedex

, ’ 47 PARIS-EST CRETEIL
> B VAL N

v (o







Liste des enseignants intervenant dans I'encadrement des

théses de Doctorat vétérinaire

Version du 8 févnier 2022

Liste des Professeurs et Maitres de conférences titulaires de I'HDR

g%gggggg
@

==
33
Bl

Liste des Maitres de conférences et Ingénieurs de recherche DMV

M

Mme
Mme
Mme
M

Mme
Mme
Mme
Mme
Mme
Mme
Mme
Mme

Adjou

Audigié
Bellier

Blaga

Blot

Boulouis
Chahory
Chateau
Chetboul
Crevier-Denoix
Degueurce
Denoix
Desquilbet
Dufour

Eloit

Fayolle
Féderighi
Fontbonne
Gilbert
Grandjean
Grimard-Ballif
Haddad-Hoang Xuan
Jouvion
Kohlhauer

Le Poder
Manassero
Maurey-Guénec
Millemann
Perrot
Pilot-Storck
Ponter
Riviére
Robert

Tiret

Tissier
Verwaerde
Viateau

Arné

Barassin
Benchekroun
Bertoni

Bolnot
Canonne-Guibert
Chevallier
Cochet-Faivre
Constant
Cordonnier-Lefort
Crepeaux

De Paula Reis
Decambron
Delsart

Desbois
Deshuillers
Gauthier
Guétin-Pairier
Jacquet

Lagrée

Le Roux
Legrand
Marignac
Mauffré

Mtimet
Mespoulhés-Riviére
Mortier
MNudelmann
Pignon

Polack
Ravary-Plumio&n
Reyes-Gomez
Risco-Castillo
Rose

Karim
Fabrice
Sylvain
Radu
Stephane
Henri-Jean
Sabine
Henry
Valerie
Nathalie
Christophe
Jean-Marie
Loic
Barbara
Marc
Pascal
Michel
Alain
Caroline
Dominique
Bénédicte
MNadia
Gregory
Matthias
Sophie
Mathieu
Christelle
Yves
Sébastien
Fanny
Andrew
Julie
Céline
Laurent
Renaud
Patrick
Véronique

Pascal
Isabelle
Ghita

Lelia
Francois
Morgane
Lucie
MNoélle
Fabienne
Nathalie
Guillemette
Alline
Adeline
Maxime
Christophe
Pierre
Michel
Valentine
Sandrine
Anne-Claire
Delphine
Chantal
Genevieve
Vincent
Narjées
Céline
Jérémy
Nicolas
Charly
Bruno
Bérangére
Edouard
Véronica
Héléne

Professeur

Professeur

Professeur

Maitre de conférences HDR
Professeur

Professeur émérite
Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur émérite
Professeur

Professeur émérite
Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Maitre de conférences HDR
Professeur

Professeur

Maitre de conférences HDR
Professeur

Maitre de conférences HDR
Professeur

Professeur

Maitre de conférences HDR
Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Professeur

Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conferences associé
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conferences associé
Maitre de conférences
Ingénieur de recherche (DMV)
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conferences associé
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Ingénieur de recherche (DMV)
Maitre de conferences associé
Maitre de conférences
Ingénieur de recherche (DMV)
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conférences
Maitre de conferences associé

EnvA

w8 """d Ecole nationale vétérinaire d"Alfort

DPASP
DEPEC
DSBP
DPASP
DEPEC
DSBP
DEPEC
DSBP
DEPEC
DSBP
DSBP
DEPEC
DSBP
DPASP
DSBP
DEPEC
DPASP
DEPEC
DSBP
DEPEC
DPASP
DPASP
DSBP
DSBP
DSBP
DEPEC
DEPEC
DPASP
DSBP
DSBP
DPASP
DPASP
DSBP
DSBP
DSBP
DEPEC
DEPEC

DPASP
DPASP
DEPEC
DEPEC
DPASP
DEPEC
DSBP
DEPEC
DPASP
DSBP
DSBP
DPASP
DEPEC
DPASP
DEPEC
DSBP
DPASP
DPASP
DEPEC
DSBP
DSBP
DSBP
DSBP
DPASP
DPASP
DEPEC
DEPEC
DEPEC
DEPEC
DSBP
DPASP
DSBP
DSBP
DSBP



Remerciements

Au Président du Jury de cette thése, M. Yves MILLEMANN, Professeur a ’EnvA,
Qui m’a fait 'honneur d’accepter la présidence de ce jury de thése,
Hommage respectueux.

A Mme Alline DE PAULA REIS, Maitre de conférences a ’EnvA,

Pour m’avoir proposé ce sujet de thése, pour m’avoir guidée tout au long de la réalisation de
ce travail, pour sa gentillesse et sa disponibilité,

Sincéres remerciements.

A M. Laurent TIRET, Professeur a FEnvA,
Pour avoir accepté d’étre examinateur de cette thése,
Hommage respectueux.



Table des matieres

Liste des abréVviatioNsS ... .c.veee e
T Yo Yo U o1 AT o) o N

Premiere partie : Le développement embryonnaire précoce

1. Déroulé des éveénements cellulaires...........cccccceeeeeieenninnn,
A. La SEgMENTALION.....cocueiiiiiiiii et

B. Formationde lamorula.....................c

a. Activation du génome embryonnaire...........ccoccveeeeeeiiiiivneeeeeeeeens

b, COMPACHON ...

C. POlarisation .......c.c.uvviiiiiiiie e

d. Differenciation ..........ccooiiiiiiiiie e

C. Formation de lablastula...............ccccco

a. Croissance et prolifération cellulaire ............cccccceeeeiiiiiiiieieieennnn,

b. Blastulation ...........cooiiiiiiiiiiiei e

c. Eclosion et deuxiéme différenciation.............cccccceeiiiiiiiieineeennnns

D. Fin du développement embryonnaire précoce .......................

P |V =T (o [T | U
A. Les marqueurs de la polarisation (et de la compaction)..........

a. Complexe Rho ROCK et cytosquelette
b. Systéme Par-aPKC

C. Ezrine...ccooiiiiiiii

(o TN o o Tox 1 T 0 Fo Y= 0 (== PP
B. Les marqueurs de la premiere diffErencCiation.............ccccoooiiiiiiiie i 16
a. Marqueurs de |a masse CEllUIAIrE INTEIME.........cooiiiii et 16
b. Marqueurs du troPRECIOIEITNE .........oii et e et e e e e e e e e e e e e e nbbbeeeeae s 16
(o O 4 =48 (= o T 1Y/ o SRRSO PRRR 17
C. Les marqueurs de la seconde diffErencCiation ..............eeeiiiiiiiiiiiiieic e 18
A, GENES dE I'EPIDIASTE. ... e 18
b. Geénes de I'endoderme Primitif .............oooiiiiiiiiii e 19
(o O o =48 (= o T 1Y/ o SRR PPRRRSP 20
Deuxiéme partie : Laformation de lamorula ..o 23
O = W oo 1 ] o =Tt 1o ] TP TT TP PTTTTTTP 23
A. Mécanismes PhySICO-CRIMIGUES .........uuiiiiiiiiiiiiiiie e e et e e e s e e e e e e s st e e e e e e s e s sabreeeeeaeesaannes 24
a. Déformation des cellules et 10i de YOUNG-DUPKE ..........ooiiiiiiiiiiii e 24
D. INternaliSation dES CRIIUIES ...........eeeeiiee ettt e e et e e e e e s e e e e e e e e e nntneeeaaeas 25
B. MEcaniSmes DIOMOIECUIAITES .........oooiiuiiiieiiiiiie et e e e e e e e e ntae e e e nntaeeeeenees 28
ST @7 o | o121 4 0T 0 SRR 28
[ I O3 (o Ko U= = 1 P S PP PPPPPTPPP PRI 30
(o O =y 41 (= o T 1Y/ o EO TP PP PPRTPTP 31
2. Différenciation en trophoblaste et en masse cellulaire interne..........cccccccvvvvvvviiieieiiieeceeeeee, 33
A. Théories historiques sur l'origine de la diffErenciation.............cccviiiiiiiiiii e 33
a. Théorie de [a PrédeterMINAtION ..........oo ettt et e st e e st e e e asb e e e nbeeeesnneeas 33
b. Théorie « inside-outside » ...33
c. Théorie de la polarité ................ ...33
d. Théorie de I'auto-organisation..................... .. 34
€. REMISE €N QUESTION FECEINTE .....oiiiiiiiiiiieie ettt ettt e e st e e bt e e et et e e s b e e e e st et e e aabeeeesnneeas 34
B. MéCanisSmes DIOMOIECUIRITES ........ccoeieeiiiiieie ettt e et e e e e e e r e e e e e s e st e e e e e e e snnsnraneeeeeeean 35
a. La voie de signalisation HIPPO ..........uuiiiieiiiiiiiiee ettt e e e e e e e e e et e e e e e et arr e e e e e s nanraees 35
b. La voie de signalisation NOTCH ....... ... e e e e e e e e e e e eneeeeas 44
C. Lavoie de SignaliSation WINT ........coiiiiiiie et e e e e e et e e e e e s e ettt e e e e e e e e s sntaeaeeaeeessnnrnees 44
d. Cytosquelette d’acting MYOSINE ..........oiiiiii e e e e e e e e e e e aneenes 45

Page 1



C. ASPECES MECANIQUES ...veeereeeeeiieteteeeeeeeseissttteeeeeeesssasteaaeeeeeeasaasteaeeeraeesssasstasereeeeessansnsssaneeeeessaannsennnees 45

3. ASPECES MELADOIGUES ...ttt e e e e e e st b e e e e e e e e e e nerreees 46
YN 2 1YY o] Fo =T =T 1= T [ 1 SRR 46

TS U] o) = 1= RPN 46

T Y UV (I - Tl - (= PP PERPTR 46

o T I (o [= 3RO 47

(o €11V oo o [=] o L= SRR PPRPPP 47

(o IO ANt To LT3R 10 1T TSRS a7

C. Viabilité et MELADONISIME ........viiie et e e e st e e e e et e e e e antaeaeeenrees 48
Troisiéme partie : La formation de lablastula...........ccccvviiiiii e, 51
1. La formation du blastoCORIE ........ccooeeeeieeeeeeeee 51
A. Mécanismes phySIiCO-ChIMIQUES ........uuiiiiiiiiiiiiiiiie e e e s e ee e e e e s s e e e e e s e s st re e e e e e s s s snnrreeeeeaeeaaannnes 51

a. Flux de liquide depuis [€ MIlIEU EXIETIBUL ........eveiiiiee ettt e et e st e e e et e e e snteeeeaseeeesnneeeeeenneeas 51

D. FOrmation € MICTOCAVITES ......ccciiuiiieiiiiee ettt ettt e e ettt e e sttt e e e ettt e e ettt e e s nteeeesnbeeeeanteeessnneeeeanseeeeans 54

C. REUNION €N UNE CAVITE UNIQUE.......iiiiiiieiie ettt ettt ettt ekttt e ekt e s aa et e e e e e e s b e e e e st et e e nnr e e e s nneees 56

d. Régulation du volume du BIastOCOBIE ............ueiiiiiiiee e 62

B. Mécanismes DIOMOIECUIRIIES .........coi ittt e e e e e s st e e e e e e e senenbaneeeaeeean 67

eI S = o] XY= g L= a1 o (U o = o =T o | O PUPP 67

D. IMPOrtance des JONCHONS SEITEES ........ueiiiiiiie ettt ettt e e st e e abte e e s e e e e anbreeeaas 68

(T o e ot o [ 0y (0TS [ U =] =] 1 (= ST 69

(o B O o =48 1= o T 1Y/ o SRR PPRRR 70

C. L’axe abembryonnaire-embBryonnaire ..........cccccoeeee e, 72

2. Différenciation en épiblaste et eNAOIEIME .......coiiiiiiiiiiiiiice e e e e e e eaanes 73
A. Mécanismes DIOMOIECUIRINES ..........eeieiiiii et e e e e e st e e e e e s e s snnbreeeeeaeeeeannes 73

a. Organisation des précurseurs des deux lignages dans 1a MCl ... 73

b. Induction de 'endoderme par I'€pIibIaste...........cc.uiiiiiiiiiiiiiee e 73

c. Positionnement des cellules EPr et prolifération de VEpi ..........cccveeiiiiiiiiiiiii e 75

d. POlariSAtioN CEIIUIES EPT .......coiii ettt e e ettt e e e e et b et e e e e e e s aanb b e e e e e e e e s annnees 76

L O g =48 1= o T 1Y/ o PR SPPPRRR 78

B. Mécanismes phySiCO-CRIMIGUES ..........uuiiiiiiiie ittt e et enenes 78

a. Intervention mécanique du blastoCaele ..., 78

b. ROle des microcavités comme MICrOENVIFONNEMENT ..........utiiiiiiieiiiiee ettt e et e et nerre e s anre e 79

c. Positionnement des cellules de 'eNdOdErME ..........ccoiiiiiiiiiiieii e 79

G J o 0 1] T o U 82
A. ASPECES MECANIGUES .......uuiiiiiiieeeieiiiee et et e e e s e et e e e e e e e e se st e taeeteaeassaaataraeaeaaeaeaastasseeeaeessaasarrsereeaeessansnes 82

- W11 (Yo I =Tor (o1 o SRR PPRRRSO 83

D. Contractions de 1a DIASTUIAL. ...........uiiiiie et e e e e e e e e s e eeeeaeas 84

C. Projections du trOPNECIOTEITNE .........ui ittt e e e e e et e e e e e s enb e e e e e e e e e annnees 84

d. Approche mécanique des forces qui permettent 'ECIOSION ...........coiiiiiiiiiiiii e 84

B. ASPECES DIOMOIECUIAIIES .......eiieiieiiie ittt s e e e e et e e e neeas
a. Digestion enzymatique de la zone pellucide
b. Régulation de I'éclosion

4. ASPECES MELADOIGUES ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e s et bt e e e e e e e e e annneeees
A. Augmentation de la demande énergétique
B. Adaptations du métaboliSme embryONNaIre. ..........oooiiiiiii e 87
a. Les carburants de 1a DIASTUIA ...........eeeiiiee et a e 87
D. L@ gIYCOIYSE @EIODIE ...ttt ettt 87
C. PKM2, UNE €NZYME EMDIYONNAIIE ......eiiiieiiiiiitiee e e ettt e e e et e e e e e e e bbb e e e e e e e e annbbe et e e e e e e aanbbeeeaaeeesannanes 91
[ =Y o =37 Lo T o 93
(0701 o o] [V =1 1o o DO POOSUPPPPR 95
Liste des références bDibliographiQUES ...........uuueeeuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeaeeneereeeneeereerennnnnnnnnnennes 97

Page 2



Liste des Figures

Figure 1 : premiéres divisions cellulaires de I'embryon de bovin (microscopie a fond clair) (Santos
MONLEIFO €1 @l., 2021). ... e e et e e e e e e e et e et e e e e e e e e e ea et reeaaeeeattr i aaaeaaeaarrne, 9

Figure 2 : Stades consécutifs du développement préimplantatoire de la souris et du bovin. Images
sur fond clair d’embryons in vivo (souris) et in vitro (bovin), échelle non respectée . (Plusa et
11T 0 120 ) 11

Figure 3 : Images 3D obtenues par tomographie en cohérence optique des différents composants
d'une blastula de bovin (Masuda et al., 2021)............uuuummimmiiiiiiii e 12

Figure 4 : Termes et concepts concernant 'embryon de bovin durant la période pré-implantatoire
(=TT o] oo = = | S 0 5 ) USSR 13

Figure 5 : Résumé des deux phases de la polarisation chez la souris au stade huit cellules. (Zhu et
| T2 4 TSP SPURR 15

Figure 6 : Récapitulatif des marqueurs principaux des deux tissus obtenus apres la premiére
différenciation embryonnaire (Karasek et al., 2020)...........cuuiiiiiiiieiiiiiiiie e 17

Figure 7 : Schéma des interactions entre les marqueurs de I'épiblaste et ceux de I'endoderme
0110111 PRSP 20

Figure 8 : Modifications morphologiques chez I'embryon préimplantatoire de souris lors de la
compaction, au microscope optique (haut) et électronique (bas) (White et al., 2016). ................... 23

Figure 9 : Adhésion de deux cellules reposant sur une surface et équilibre des forces (Le Verge-
Serandour €t TUITIEE, 2021) ...uuuuii e et e e e e e e ettt a s e e e e e e eeeataaaaaaeaeeeeeasnnnnaaaaeaneeennnes 25

Figure 10 : Changement d'orientation du fuseau mitotique (losanges vert) selon le grand axe de la
cellule en fonction de sa hauteur et du nombre de cellules a volume constant (Le Verge-Serandour
Lo I T 1= R 02 ) PP URPPPPPRPPPRS 26

Figure 11 : Représentation schématique d'un doublet de cellules avec leurs angles de contact et
leurs tensions superficielles (Maitre et al., 2016) .........uuuuuruummmmmmmnerirneereeeeeneeeennenreennrreerrree——.- 27

Figure 12 : Modélisation tridimensionnelle de blastoméres d’'un embryon de souris projetant des
filopodes (Fierro-Gonzalez et al., 2013).......cooiiiiiiiiiieeeeeeeee e 29

Figure 13 : La compaction de I'embryon de souris (Plusa et Piliszek, 2020) ............ccuvvuemiiiiinnnnnns 31

Figure 14 : Photographies d'embryons de bovins au cours de la compaction (Van Soom et al.,

Figure 15 : Modeles historiques décrivant la premiére différenciation dans I'embryon de souris
(Wennekamp €t al., 2003). ..o e e et e e e e e e eatan e e aeeeannaes 35

Figure 16 : Schéma simplifié¢ de la cascade centrale de la voie de signalisation Hippo chez la
souris (Hirate et Sasaki, 2014). ....ccooi oo 37

Page 3


file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648057
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648057
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648058
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648058
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648058
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648060
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648060
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648063
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648063
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648064
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648064
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648065
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648065
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648066
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648066
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648066
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648067
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648067
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648068
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648068
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648069
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648070
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648070
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648071
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648071
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648072
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648072

Figure 17 : La structure des domaines des protéines de la famille Amot et des protéines

interagissant avec Amot (Hirate et Sasaki, 2014) .........uuiiiiii i 39
Figure 18 : Schéma simplifié de la signalisation de Hippo (Karasek et al., 2020)....................... 41
Figure 19 : Modele de formation d'une cavité unique (Torres-Sanchez et al., 2021)...................... 53

Figure 20 : Paramétrisation géométrique de deux cavités échangeant des fluides via un "tuyau".
de diameétre (Dumortier et al., 2019). .....cooiiiiiiiiiiiiie e e e 57

Figure 21 : Contact cellulaire lors de la cavitation dans une blastula de souris, avec yrg et

¥arcrles tensions de surface des microcavités au contact respectif du TE et de la MCI et
représentation de certains échanges ioniques (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021)................... 59

Figure 22 : Modeéle d'une blastula de souris lors de la cavitation avec de multiples microcavités et
flux de fluide (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021) ..........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 61

Figure 23 : Modele pour le contréle volumique de la cavité dans une cellule (Le Verge-Serandour
B TUITIEI, 2020 ... 62

Figure 24 : Photographies d’'une vidéo au microscope de blastula de souris (Niimura, 2003).
(Fleches) (NIIMUIA, 2003) ....cceeeiiiiiiietieee e e e ettt e e e e e e ettt et e e e e e e s e bbb ba e et e e e e e e s e ansbbbaeeaaeeeeaaaanneennes 65

Figure 25 : Schéma du recrutement tension-dépendant de la vinculine aux jonctions serrées (JS),
potentiellement via une liaison au cytosquelette (CS) d’actine-myosine, alors que I'étirement des
cellules du TE augmente pendant I'extension cavitaire (Chan et al., 2019) ...............cccoeeie. 70

Figure 26 : Photographies d'un embryon de souris et d'un embryon de bovin au stade blastula,
échelle 50 pm (Kohri €t al., 2019). ... ..uuuuuiiiiiiiiiiiiiii e aaaaasasssasssasssssssssnssnnnnnnnnnnnns 71

Figure 27 : Modele schématique de I'expression génétique des cellules de la MCI au cours de la
deuxiéme différenciation. (Allegre et al., 2022). .........uuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 74

Figure 28 : Aspects moléculaires de la différenciation en épiblaste et endoderme chez la souris.
(S0SZYNSKA €1 Al., 2009). .. ieeiiiiiii e et e e e et e e e et e a e e e aaeaaara e aaaeeaaane 77

Figure 29 : Affinité cellulaire entre deux cellules. (Yanagida et al., 2022). ..........cccccvvvrmmmmmmnnnnnnnnnnns 80

Figure 30 : Schéma montrant comment les fluctuations de surface et la fluidité cellulaire régulent le
tri cellulaire dans la MCI de I'embryon précoce de souris (Yanagida et al., 2022)............ccccceeeee... 81

Figure 31 : Eclosion d’'un embryon de souris par un "trou d'épingle » (A) ou par une rupture (B)
(échelle : 100 um) (Leonavicius et al., 2018) .........uuuuuuuuuuiiiiiiiiiiiriiiiia . 82

Figure 32 : Eclosion d'embryons de bovins par I'un ou l'autre des pbéles de I'axe embryonnaire-
abembryonnaire (Negron-Pérez et Hansen, 2017). ........uuuuuuuuuurmuiiiiiiiiiiniininnnnnnnssnnnnnssnnnnnsnnnnnnnn.. 83

Figure 33 : Fonctionnement résumé de la glycolyse dans le contexte de la blastula (Lunt et Vander
[ [T L= o T 0 5 TSRS 90

Page 4


file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648073
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648073
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648074
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648076
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648076
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648077
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648077
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648077
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648078
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648078
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648079
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648079
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648080
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648080
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648082
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648082
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648083
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648083
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648084
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648084
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648085
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648086
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648086
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648087
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648087
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648088
file:///C:/Users/emmar/OneDrive/Documents/thèse/sujet%202/Manuscrit%20vrai%20modèle.docx%23_Toc118648088
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ADP : adénosine diphosphate

Amot : Angiomotine

aPKC : atypical protein kinase C

ARNmM : acide aibonucléique messager
ATP : adénosine triphosphate

ATPase : adénosine triphosphatase

Axe A-E : axe abembryonnaire-embryonnaire
Cdh1l : cadhérine 1 ou E

Cdx2 : caudal related homeobox 2

CoA : Coenzyme A

Cops : COP9 signalosome complex subunits
CPE : Clostridium perfringens enterotoxin
EGA : embryonic genome activation ou activation du génome embryonnaire
Eomes : eomésodermine

Epi : épiblaste

EPr : endoderme primitif

ERK : extracellular signal regulated kinases
FBP : fructose biphosphate

Gata : gata binding protein

Gsk3 : glycogen synthase kinase 3

GTP : guanosine triphosphate

Hippo : voie de signalisation hippo

IFNT : interféron 1

Isp : implantation serine proteinase

KIf : Krippel-like factor

Lats : large tumor suppressor

Ldh : lactate dehydrogenase

Lif : leukemia inhibition factor

MAPK : mitogen activated protein kinases
MAS : malate aspartate shuttle

MCI : masse cellulaire interne

MCT : Transporteurs monocarboxylés
MDCK : Madin Darby canine kidney

MEC : matrice extra-cellulaire

Merlin : moesin-ezrin-radixin like protein
Mst : mammalian sterile twenty-like

MYH : myosin heavy chain

NAD : nicotinamide adénine dinucléotide
NADH : NAD réduit

Nf2 : neurofibromine 2

NICD : intracellular domain of notch receptor
Oct4 : octamer binding transcription factor 4
P : phosphate
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Par : partinioning defective protein

Par-Vegf : Vegf poly adéno ribosylé

Pdgfra : platelet derived growth factor receptor alpha
Pdh : pyruvate déshyrogénase

PEP : phosphoénolpyruvate

PG : prostaglandine

PGAM : phosphoglycérate mutase

PK : phosphokinase

PKC : protein kinase C

Pou5f1 : POU class homeobox 1

PPP : pentose phosphate pathway

RBPJ : recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J region
Sbno : strawberry notch

Sox : sex determining region Y box

SPECC : sperm antigenwith calponin homology and coiled-coil domains
Stk : serine threonine kinase

Taz : transcriptional coactivator with PDZ-binding motif
TE : trophectoderme

TEE : trophectoderm enhancer

Tead4 : TEA domain transcription factor 4

TEPs : trophectodermal projections

TGFp : transforming growth factor beta

TRAF : tumor necrosis factor receptor associated factor
Vegf : vascular endothelial growth factor

Yap : yes associated protein

ZO : zonula occludens
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Introduction

Le développement embryonnaire désigne le passage de la cellule-ceuf issue de la fécondation a
un embryon autonome. |l est jalonné d’étapes dont la trame globale reste assez similaire pour les
mammiferes : segmentation, blastulation, gastrulation, organogénése.

Des anomalies lors de ces étapes peuvent altérer la viabilité de I'embryon. Connaitre et
comprendre le déroulement du développement embryonnaire et ses mécanismes permettrait de
déterminer les caractéristiques d’'un embryon apte a se développer en individu fonctionnel. De la
sorte, il serait possible de mieux reconnaitre a un stade trés précoce un embryon viable d’'un non-
viable, une technique utile notamment lors de la mise en place d’'un projet de transfert
embryonnaire chez le bovin. Cependant, cette opération est colteuse pour ['éleveur en
comparaison avec une insémination classique, et la fiabilité du contréle de la qualité des embryons
peut encore étre améliorée.

Des travaux de recherche sont donc en cours avec pour but de trouver de nouveaux critéres visant
a discriminer plus efficacement les embryons viables des autres. Plusieurs études portent
particulierement sur les stades morula, ou 'embryon de 8 a 16 cellules subit le phénoméne de
compaction, et blastula, caractérisée par la formation d’'une cavité entre les cellules chez les
mammiféres. Des mécanismes variés et intriqués sont a l'origine des transformations menant a
ces deux stades, tant au niveau biomoléculaire que physico-chimique. Ceux-ci, ainsi que l'ordre
dans lequel ils se déroulent et la hiérarchie existante entre eux ne sont encore connus que
partiellement et, surtout, ils ne sont pas intégrés dans une vision globale de 'embryon.

Notre étude a pour objectif de proposer un état des lieux des connaissances sur les mécanismes a
plusieurs échelles qui permettent le développement de 'embryon entre le stade morula et le stade
blastula, et leur importance relative.

Dans un premier temps, nous allons présenter la chronologie globale des événements importants
qui affectent 'embryon jusqu’a la formation de la blastula avec les marqueurs moléculaires
principaux impliqués dans ces transformations cellulaires. Nous étudierons ensuite plus
particulierement la morula, et les mécanismes qui ménent a sa formation, tant au niveau physique
et chimique qu’au niveau biomoléculaire et métabolique, puis enfin la blastula, sous des angles
similaires.
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Premiere partie : Le développement
embryonnaire précoce

Il s’agira dans un premier temps de décrire la biologie du développement embryonnaire précoce,
en rappelant les événements majeurs qui s’y déroulent depuis la fécondation jusqu’a l'implantation
de I'embryon dans I'endométre maternel, période souvent décrite comme le développement
embryonnaire précoce ou pré-implantatoire.

1. Déroulé des évenements cellulaires

Lors de la fécondation, le contact entre le spermatozoide et la zone pellucide qui entoure I'ovocyte
déclenche la libération de granules corticales et le durcissement de la zone pellucide, empéchant
la polyspermie. La fusion des membranes du spermatozoide et de l'ovocyte permet le
rapprochement des deux noyaux, et ainsi la poursuite des événements génétiques entamés avant
la rencontre. Les grandes étapes a partir de la fécondation chez le mammifére et en particulier
chez le bovin sont expliquées ci-aprées et résumées dans la Figure 2 jusqu’au stade blastula.

A. Lasegmentation

Apres la fécondation, la cellule-ceuf nouvellement formée subit une série de divisions cellulaires
désignées sous le nom de segmentation (Figure 1). La premiére division intervient environ 24h
apres ovulation chez le bovin, un peu plus tardivement in vitro (26 a 29h) (Laurincik et al., 1998).
Les premieres divisions sont caractérisées par la réplication du contenu nucléaire avec
conservation du volume total de I'embryon, et donc diminution de la taille des cellules. En
I'absence de croissance cellulaire, le métabolisme de I'embryon a ce stade trés précoce stagne et
est relativement faible (in vitro) en comparaison avec les stades suivants (Thompson et al., 1996).
Les cellules qui sont issues des premiéres divisions sont sphériques. Chez les mammiferes, ces
mitoses sont dites holoblastiques, c’est-a-dire qu’elles concernent l'intégralité de I'embryon (par
opposition aux cellules-ceufs contenant du vitellus) (Peippo et al., 2011 ; Hasley et al., 2017).

Figure 1: premiéres divisions cellulaires de I'embryon de bovin (microscopie a fond clair)

2 cellules 8- T ceIIuIes
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B. Formation de la morula

L’embryon prend le nom de morula aprés réalisation dune série de phénoménes
morphogénétiques présentés succinctement ci-apres.

a. Activation du génome embryonnaire

Le deuxieme et le troisieme cycle de divisions sont relativement rapides (stade huit cellules), le
quatrieme est plus lent, avec concomitamment une activation du génome embryonnaire
(embryonic genome activation - EGA). Cela désigne la « prise de contréle » de I'embryon sur lui-
méme, via le commencement de la transcription de son génome. Juste aprés la fécondation, ce
sont les ARN et protéines maternels (appelés facteurs maternels, issus de génes dits a « effet
maternel » ou « maternal-effect genes ») qui permettent le bon déroulé du développement (Tadros
et Lipshitz, 2009). Ce sont eux aussi qui initient 'TEGA lui-méme et donc la transition vers un
contrble embryonnaire du développement (Tadros et Lipshitz, 2009 ; Khan et al.,, 2012). Le
moment correspondant a 'EGA varie selon les espéces, chez les rongeurs on le situe au stade 2
cellules, entre 4 et 8 chez 'humain, et entre 8 et 16 cellules chez le bovin, et chez I'ovin également
(Plusa et Piliszek, 2020). Selon les espéces, 'EGA se produit en une ou plusieurs grandes vagues
de transcriptions (Tadros et Lipshitz, 2009).

b. Compaction

A partir du stade 16 cellules chez le bovin (8 cellules chez la souris), 'embryon commence
également a se compacter. Cela correspond a la fois a I'internalisation de certaines cellules vers le
centre de I'embryon et a la déformation des cellules les plus externes, qui de sphériques
deviennent polygonales pour permettre ces internalisations. Les cellules ne sont plus aisément
distinguables les unes des autres, en comparaison avec le stade pré-compaction. De la sorte
'embryon prend une forme approximativement sphérique, semblable a une mire, et est désigné
sous le nom de morula (32 cellules) (Peippo et al., 2011 ; Pedersen et al., 2017). Cette compaction
s’effectue par le biais de forces contractiles et adhésives liées au cytosquelette et aux contacts
entre cellules (Maitre, 2017). Au stade 16 cellules in vitro, entre 0 et 4 cellules sont en position
internes, c’est-a-dire sans surface en contact avec le milieu extra-embryonnaire (Watanabe et al.,
2014 ; Niwayama et al., 2019).

Comme 'EGA, la compaction démarre plus t6t chez d’autres espéces de mammiféres, telles que
la souris (dés le stade 8 cellules) et 'humain (entre 8 et 16) (Plusa et Piliszek, 2020).

c. Polarisation

Conjointement a la compaction (stade 16 cellules), une polarisation de certaines cellules se met en
place. On observe sur les surfaces qui ne sont pas en contact avec d’autres cellules, donc face au
milieu extérieur, la formation d’un domaine apical concentré en protéines typiques de la
polarisation (c’est-a-dire qui seront retrouvées également dans les domaines polaires d’autres
types de cellules que les blastoméres) (Louvet-Vallée et al., 2001 ; Vinot et al., 2005). Ce domaine
est également caractérisé par la formation de microvillosités (Louvet-Vallée et al., 2001). Ainsi, des
cellules polarisées émergent, avec un domaine apical différent en termes de morphologie et de
composition moléculaire de leur domaine basolatéral, tandis que d’autres cellules, celles qui sont
internalisées, restent non polarisées. Les divisions cellulaires des cellules polaires peuvent
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produire deux cellules-filles polaires (division symétrique) ou bien une polaire et une apolaire
(division asymétrique) (Sasaki, 2015).

Bien que concomitantes, et impliquant des protéines communes, la polarisation et la compaction
sont des phénomeénes indépendants qui ne reposent pas I'un sur 'autre (Hirate et al., 2013).

Figure 2 : Stades consécutifs du développement préimplantatoire de la souris et du bovin.
Images sur fond clair d’embryons in vivo (souris) et in vitro (bovin), échelle non respectée .
(Plusa et Piliszek, 2020)

2 cellules 8 cellules Morula tardive Blastula précoce  Blastula tardive

Souris

Bovin

d. Différenciation

La polarisation et la compaction font partie des mécanismes qui déclenchent a la méme période
(16 cellules) les cascades de signaux qui permettent la toute premiére différentiation en lignages
cellulaires. Ainsi les cellules externes deviendront les cellules du trophectoderme (TE), un tissu
proche d’un épithélium qui participe a la formation des annexes fecetales et notamment du placenta.
D’autre part les cellules internes deviendront la masse cellulaire interne (MCI) qui forme tout
'embryon (Chazaud, 2008 ; Pedersen et al., 2017). Cette premiére différenciation repose sur des
mécanismes de signalisation moléculaire régulés par divers parametres cellulaires, comme la
position, la polarité, 'adhésion (Wennekamp et al., 2013 ; Plusa et Piliszek, 2020).

Malgré cette différenciation, les blastoméres de mammiféres sont caractérisés par leur plasticité
(Klimczewska et al., 2018). lls conservent ainsi malgré les premiers clivages la totipotence, c’est-a-
dire la capacité a partir d’'une cellule de former un individu entier, jusqu’au stade deux cellules pour
les souris, jusqu’a huit cellules chez le bovin ((Plusa et Piliszek, 2020). Au-dela de ce stade, et
jusqu’a plus de 100 cellules (chez la souris), les cellules de la MCI sont dites pluripotentes, et
peuvent adopter tous les destins cellulaires mais pas former a elles-seules un individu entier
(Klimczewska et al., 2018).

C. Formation de la blastula

a. Croissance et prolifération cellulaire

Par la suite, au niveau du jour 4 a 5 (24 a 48 cellules), les divisions cellulaires deviennent
beaucoup plus rapides, et le métabolisme augmente fortement. L’embryon commence alors a
croitre effectivement, en taille et en masse. Aux jours 6 a 7 on parle de blastocyste expansé pour
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désigner le commencement de cette croissance. Celle-ci a aussi pour conséquence d’affiner la
zone pellucide qui entoure I'embryon.

b. Blastulation

Les cellules externes différentiées en cellules épithéliales du TE scellent 'embryon de I'extérieur
par des jonctions serrées et des desmosomes, et développent une capacité de transport d’eau
passif via des aquaporines, ainsi qu’'une capacité de transport d’ions actif par des Na+/K+/ATP
ases (Marikawa et Alarcon, 2012). Ceci permet une accumulation progressive de fluide sous la
forme de gouttelettes dans 'embryon via des transports osmotiques et ioniques. Au fur et a
mesure ces microcavités se rejoignent par échanges de fluide et permettent la formation d’une
cavité de fluide a lintérieur de I'embryon, le blastoccele (Chazaud, 2008). Sa formation, la
cavitation ou blastulation, donne a I'embryon le nom de blastula ou blastocyste. Les blastoméres
faisant partie du TE sont autour du blastoccele, tandis que la masse interne cellulaire est
repoussée a un podle de I'embryon (Figure 3) (Pedersen et al.,, 2017 ; Le Verge-Serandour et
Turlier, 2021a).

Figure 3 : Images 3D obtenues par tomographie en cohérence optique des différents
composants d'une blastula de bovin (Masuda et al., 2021).

A C

Note : (A) Masse cellulaire interne, (B) trophectoderme, (C) blastoccele.

Cette asymétrie visible de 'embryon permet de désigner le premier axe dit « abembryonnaire-
embryonnaire » (A-E), ou le pble embryonnaire est celui ou est concentré la MCI et le pole
abembryonnaire est celui qui est opposé au premier, avec uniquement le blastoccele et le
trophectoderme (Garbutt et al., 1987).

c. Eclosion et deuxieme différenciation

Vers le jour 8 pour le bovin, et 4 pour la souris, I'expansion de la blastula fragilise la zone
pellucide, et sa dissolution locale permet alors I'éclosion, c’est-a-dire I'extraction de 'embryon hors
de la zone pellucide (Leonavicius et al., 2018 ; Artus et al., 2020). L’'embryon de bovin posséde
alors en moyenne 300 cellules in vivo (contre 170 en moyenne in vitro) (Ushijima et al., 2008).

Le deuxieme différenciation du développement embryonnaire des mammiféres voit la MCI se
diviser en un épiblaste supérieur (Epi) et 'endoderme primitif (EPr) qui va entourer I'Epi en le
séparant du blastoccele (Peippo et al., 2011 ; Pedersen et al., 2017). Elle est effective a la méme
période que I'éclosion mais les premiers marqueurs des deux tissus apparaissent dés le stade 16
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a 32 cellules (Allegre et al., 2022) Les cellules précurseurs de ces deux tissus sont d’abord
distribuées de maniere apparemment aléatoire dans la MCI jusqu’au stade 32 cellules, avant de
s’organiser en deux couches distinctes (Kang et al., 2013). L’épiblaste est un tissu pluripotent qui
va permettre par la suite le développement de tous les tissus embryonnaires ainsi que du
mésoderme extra-embryonnaire, tandis que I'endoderme primitif ou hypoblaste est un tissu
épithélial qui va former le sac vitellin (Chazaud et al., 2006 ; Chazaud, 2008). De méme que pour
la MCI, des cellules issues de I'épiblaste ou 'endoderme, méme avec des caractéristiques
morphologiques déja différentes peuvent contribuer aux trois lignées jusqu’au stade 140 cellules
chez la souris (Grabarek et al., 2012).

La temporalité des événements et notamment le nombre de cellules & chaque étape différent selon
les especes de mammiféres, avec notamment chez des espéces a peériode pré implantatoire plus
longue comme le bovin un nombre de cellules plus grand a chaque étape que chez la souris
(Plusa et Piliszek, 2020). La différenciation et le positionnement spatial des différentes couches de
cellules qui forment 'embryon restent cependant cruciaux chez les mammiferes en général pour le
bon déroulement de la suite du développement, notamment I'implantation (Plusa et Piliszek, 2020).

D. Fin du développement embryonnaire précoce

L’embryon subit ensuite un remaniement de tous les blastoméres, la gastrulation, au jour 12, puis
une élongation, jusqu’au jour 14. L’implantation ou attachement correspond au moment ou
'embryon libre dans l'utérus se fixe sur une paroi de 'endomeétre et permet I'établissement d’'une
connexion entre la meére et I'embryon. Elle nécessite une communication délicate entre
'endométre et 'embryon pour étre couronnée de succes. Elle se produit a une date trés variable
selon les espéces, indépendamment du temps de gestation : 19-20 jours chez le bovin, 4,5 jours
chez la souris, 6 a 10 jours chez 'humain (Zhang et al., 2013 ; Pedersen et al., 2017). |l s’agit d’'un
processus long qui se déroule sur plusieurs semaines chez le bovin, chez qui il démarre par une
connexion entre les enveloppes fecetales et I'endométre (Chavatte-Palmer et Guillomot, 2007 ;
Peippo et al., 2011). La période préimplantatoire est résumée dans la Figure 4.

Figure 4 : Termes et concepts concernant I’embryon de bovin durant la période pré-
implantatoire (Peippo et al., 2011)
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2. Marqueurs

L’étude de I'expression de certains génes, que ce soit de leur ARNm ou de leur protéine, permet
de distinguer 'appartenance ou la future appartenance d’une cellule a une certaine lignée, que ce
soit le trophectoderme, la MCI, ou plus tard I'épiblaste ou I'hypoblaste. Souvent en effet les
marqueurs sont signe de la spécialisation d’une cellule, c’est-a-dire de son engagement dans une
lignée, mais pas forcément de la détermination, le stade irréversible ou la différenciation est actée.

Les génes évoqués par la suite codent pour la majorité d’entre eux pour des facteurs de
transcription qui peuvent agir directement sur d’autres génes.

Malgré la proximité organisationnelle des embryons de mammiféres, notamment de souris,
d’humain et de bovin, I'expression des marqueurs moléculaires des différents lignages et les
scénarios transcriptionnels peuvent diverger, méme si les grands axes directionnels restent
conservés entre espéeces (Plusa et Piliszek, 2020). Ici, les marqueurs seront présentés d’abord
chez 'embryon de souris, ou ils ont été le plus étudiés, puis chez le bovin, par comparaison.

A. Les marqueurs de la polarisation (et de la compaction)

En méme temps que la compaction a lieu une polarisation des cellules qui bordent I'embryon, en
contact avec le milieu extérieur, avec formation d’'un domaine apical qui fait face au milieu
extérieur différent du domaine basolatéral en contact avec les autres cellules. Cette polarisation
est marquée par I'enrichissement du domaine apical en certaines protéines, en éléments du
cytosquelette (microtubules, actine) et par la formation de microvillosités. Elle se déroule en deux
phases : initiation et maturation décrite dans la Figure 5.

La polarisation des cellules externes se déroule également chez le bovin, avec un enrichissement
apical en protéines in vitro en partie similaires a celles de la souris in vivo (Gerri et al., 2020).

a. Complexe Rho ROCK et cytosquelette

ROCK est une sérine-thréonine kinase qui est activée via son interaction avec des GTPases RHO,
dou le nom de leur complexe Rho-ROCK, qui intervient dans la régulation de nombreux
phénomeénes cellulaires, dont la polarité, mais aussi la morphologie, la contraction, la division,
I'expression génique (Amano et al., 2010). La premiére phase de I'établissement de la polarité
repose sur le recrutement du cytosquelette d’actine-myosine par Rho-ROCK, dont linhibition
empéche la polarisation (Amano et al., 2010 ; Zhu et al., 2017 ; Saadeldin et al., 2021). Les
microtubules agissent par ailleurs de maniére redondante (et moins importante) par rapport a
I'actine myosine (Zhu et al., 2017). Enfin le cytosquelette d’actine-myosine participe activement a
la compaction de 'embryon comme cela sera développé dans le chapitre suivant.

b. Systéme Par-aPKC

Le systéeme Par-aPKC (Partinioning defective-atypical protein kinase C) permet dans de
nombreuses cellules dont les blastoméres ['établissement d’'une polarit¢é (Hong, 2018). En
particulier ce sont Par3 et Pard6b qui, associées a aPKC promeuvent la deuxieme phase de
'organisation du domaine apical notamment via des interactions avec les microtubules et I'actine-
myosine préétablis (Vinot et al., 2005 ; Zhu et al., 2017).
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Figure 5 : Résumé des deux phases de la polarisation chez la souris au stade huit cellules.
(Zhu et al., 2017).
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Note : Durant la premiere phase (initiation), 'embryon commence a se compacter et /'actine-myosine se
polarise au domaine apical. Pendant la seconde phase (maturation), I'embryon est compacté et le domaine
apical entame une maturation et les composants du systéme Par se polarisent a leur tour.

c. Ezrine

L’ezrine est une protéine retrouvée dans diverses cellules ou se forment des microvillosités,
notamment dans les cellules intestinales ou elle a été découverte (Louvet-Vallée et al., 2001). Elle
permet des interactions entre membrane et cytosquelette en se liant aux filaments d’actine. Durant
la période de polarisation, I'ezrine est présente sur toute la surface des membranes des cellules de
'embryon et se relocalise ensuite dans le domaine apical des cellules externes, recrutée par les
filaments d’actine (Zhu et al., 2020). L’ezrine est ensuite plus particulierement dans les
microvillosités au fur et a mesure qu’elles apparaissent, suggérant un réle dans la genése de ces
microvillosités (Louvet-Vallée et al., 2001 ; Zhu et al., 2020). Enfin, I'enrichissement en ezrine du
domaine apical a pour effet de le rigidifier, ce qui modifie sa réaction aux mouvements du
cytosquelette et participe au phénoméne de compaction (Y. Liu et al., 2012).

d. Jonctions serrées

La différenciation entre les deux domaines, apical et basolatéral, est également marquée par leur
séparation par des jonctions serrées. Celles-ci empéchent le démantelement des deux domaines
en bloquant la fluiditté membranaire (Mihajlovi¢ et Bruce, 2017). La formation et la maturation
correcte de ces jonctions est permise notamment par le systéme Par-aPKC (Mihajlovi¢ et Bruce,
2017).

La polarisation des blastoméres fait partie des événements qui participent a la différenciation
TE/MCI. Ainsi lorsque la polarité cellulaire est perturbée, I'expression des marqueurs du
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trophectoderme est diminuée tandis que celle des marqueurs de la MCI est augmentée, il s’agit
donc d’un élément essentiel a la formation du trophectoderme (Alarcon, 2010).

B. Les marqueurs de la premiére différenciation

La MCI d’abord puis I'épiblaste ensuite sont caractérisés par des cellules pluripotentes, c’est-a-dire
qui peuvent former n'importe quel type de cellule (& distinguer des cellules totipotentes, qui
peuvent former un individu entier). Les genes qui caractérisent la formation de ces deux entités ont
donc des fonctions axées sur le maintien de la pluripotence et I'évitement de la différenciation. A
linverse les génes permettant la différenciation en TE vont déclencher des maodifications
cellulaires et réprimer la pluripotence. Les marqueurs principaux sont résumés dans la Figure 6.

a. Marqueurs de la masse cellulaire interne

La MCI est marquée principalement par I'expression de génes qui permettent de maintenir sa
pluripotence. Trois génes principaux émergent, avec tout d’abord Oct4 (octamer binding
transcription factor 4 aussi appelé Pou5f1, POU class 5 homeobox 1), réprimé dans le TE et donc
exprimé progressivement seulement dans les cellules devenant la MCI, permet le maintien d’'un
lignage pluripotent (Palmieri et al., 1994 ; Nichols et al., 1998). Oct4 n’est pas indispensable pour
linitiation de la pluripotence (Wu et Schdler, 2014).

D’autre part, Sox2 (SRY [Sex determining region Y] box 2) est un autre régulateur de la
pluripotence indispensable a la formation de la MCI puis de I'épiblaste (Avilion et al., 2003). Il est
détecté de maniére extrémement précoce avant 'lEGA puisqu'’il existe déja dans I'ovocyte (ou il est
d’origine maternelle) (Keramari et al., 2010). Sox2 et Oct4 sont capables de se lier, et d’exercer un
rétrocontrdle positif sur eux-mémes pour maintenir I'auto-renouvellement des cellules pluripotentes
(Okumura-Nakanishi et al., 2005 ; Masui et al., 2007).

Le complexe Sox2-Oct4 peut également se lier au promoteur de Nanog, dernier des trois genes
principaux qui permet la formation de la MCI et de I'épiblaste, exprimé uniquement dans la MCI et
aprés la compaction (Chambers et al., 2003 ; Mitsui et al., 2003 ; Rodda et al., 2005). Sox2-Oct4
n’est pas suffisant pour initier I'activation du géne Nanog mais la liaison avec le promoteur permet
le maintien de son expression et la poursuite de la formation des lignées pluripotentes (Rodda et
al., 2005). Nanog est également indispensable au développement de I'embryon, sans lequel il
n'est pas viable (Silva et al., 2009).

Nanog, Oct4 et Sox2 sont ainsi les marqueurs principaux de la masse cellulaire interne.

b. Marqueurs du trophectoderme

Comme pour la MCI, trois génes principaux émergent parmi les marqueurs du trophectoderme,
ainsi qu’une famille de facteurs de transcriptions étudiée plus récemment.

Le géne Caudal related homeobox 2 (Cdx2) permet la différenciation en TE, ainsi que la
répression d’'Oct4 dans le TE, qui lui-méme réprime Cdx2 dans la MCI (Niwa et al., 2005). En
'absence de Cdx2, Nanog est également exprimé de maniére ectopique dans les cellules
externes, suggérant une répression de Nanog également par Cdx2 (Strumpf et al., 2005 ; Ralston
et Rossant, 2008). Cdx2 n’est pas a l'origine de la « décision » de différentiation en TE, il en est
plutét I'effecteur, et agit en aval de cette décision (Ralston et Rossant, 2008). En effet, sa
suppression n'empéche pas la formation du blastoccele, mais a des stades plus tardifs certains

Page 16



composants des jonctions serrées qui caractérisent les cellules du TE sont désorganisées, et la
cavité s’effondre (Strumpf et al., 2005 ; Ralston et Rossant, 2008). Dans la MCI, Cdx2 est réprimé
par Oct4 et Nanog (Karasek et al., 2020).

Le gene GATA binding protein 3 (Gata3) joue un rdle proche, ciblé par les mémes génes, et ayant
des cibles communes a Cdx2 (comme Oct4, qu'il réprime également) et des cibles indépendantes
décrites notamment par Ralston et al. (2010). Gata3 et Cdx2 sont restreints au trophectoderme
(Ralston et al., 2010). Gata3 a par ailleurs un effet de régulation direct sur Cdx2 en se liant sur un
intron de Cdx2 (Home et al., 2009), méme s'il n’est pas indispensable a son expression (Ralston et
al.,, 2010). Cdx2 et Gata3 sont les marqueurs principaux du trophectoderme, mais d’autres
existent, comme Eomes ou la famille KIf.

Le gene Eomes (Eomésodermine) a quant a lui une action pro-TE a la fois paralléle a Cdx2, avec
une action redondante de différenciation, et en aval de Cdx2, dont il est une cible (Niwa et al.,
2005). Son expression est réduite en 'absence de Cdx2, suggérant une régulation positive par ce
Eomes et Cdx2 sont incapables de former le trophectoderme qui permet la rétention de liquide,
donc la cavitation et la formation de la blastula et sont voués a la mort (in vivo).

Enfin, la famille des Krippel-like-factors (KIf) a été récemment étudiée a la lumiére des premiéres
différenciations, révélant que KiIf4 et 5 ont un réle redondant dans I'émergence des deux lignées,
agissant en amont de Nanog et de Cdx2 (Kinisu et al., 2021). Cependant, si KIf5 est exprimé de
maniére ubiquitaire au stade préimplantatoire, il est plus présent dans les cellules externes au
stade blastula (Lin et al.,, 2010). Son absence chez les embryons mutés n’empéche pas la
formation de la cavité mais son expansion est diminuée (Lin et al., 2010).

Figure 6 : Récapitulatif des marqueurs principaux des deux tissus obtenus apres la
premiére différenciation embryonnaire (Karasek et al., 2020).
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c. Chez le bovin

Les études précédemment évoquées ont été menées sur la souris. En ce qui concerne le bovin,
quelques spécificités apparaissent, du moins pour les embryons produits in vitro qui concernent la
majorité des études.
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Chez les embryons de bovins produits in vitro, Sox2 et Nanog sont compartimentés plus
précocement qu’Oct4 dans la MCI, qui lui est coexprimé avec Cdx2 dans le TE plus longtemps,
jusqu’au stade de l'expansion de blastocyste (Berg et al., 2011 ; Sakurai et al., 2016). La
répression mutuelle entre Cdx2 et Oct4 observée chez la souris est moins flagrante (Berg et al.,
2011) voire absente (Sakurai et al., 2016) selon les auteurs. Oct4 chez le bovin n’est ainsi pas
nécessaire a la répression de Cdx2 dans la MCI (Simmet et al., 2018), et ne posséde d’ailleurs pas
la région régulatrice nécessaire pour le faire (Berg et al., 2011).

Sox2 et Nanog sont donc meilleurs candidats pour la gestion de la pluripotence au moment de la
premiére différenciation (Khan et al., 2012). Les trois (avec Oct4) restent cependant des
biomarqueurs importants de la MCI (Goissis et Cibelli, 2014 ; Sharma et al., 2021).

Du c6té du TE, Gata3 est comme pour la souris indispensable a la différenciation en
trophectoderme, ce qui n'est pas le cas de Cdx2, bien qu’il soit exprimé dans le TE malgré tout
(Sakurai et al., 2016 ; Negron-Pérez et Hansen, 2017). Cdx2 semble cependant détenir un role
dans la mesure ol les embryons de bovins (in vitro) dans lesquels il est invalidé montraient moins
de prolifération cellulaire, et ou comme pour la souris, Cdx2 semble participer a la régulation de
Nanog (Sakurai et al., 2016).

Par ailleurs, l'interféron 1 (IFNT) est un marqueur du trophectoderme spécifique aux ruminants, qui
est régulé par Cdx2 (Sakurai et al., 2009).

C. Les marqueurs de la seconde différenciation

Les cellules caractérisées comme appartenant a I'épiblaste ou a 'endoderme apparaissent entre le
stade 16 et le stade 32 cellules (Allegre et al., 2022). Comme a I'étape précédente, les marqueurs
de [I'épiblaste sont en majorité des génes promouvant la pluripotence et réprimant la
différenciation, tandis que les génes de I'endoderme initient la différenciation.

a. Genes de I’épiblaste

Certains des génes nécessaires a la formation de I'épiblaste ont déja été évoqués plus haut. En
premier lieu Nanog, qui devient encore plus central a cette étape du développement, de par sa
nécessité a la fois pour l'initiation de I'épiblaste et pour celle de 'endoderme (Allégre et al., 2022).
Nanog est d’abord exprimé par toutes les cellules de la MCI avant d’étre progressivement restreint
aux précurseurs de I'épiblaste (Silva et al., 2009).

Alors qu’a I'étape précédente le maintien de Nanog dépend de I'expression de Sox 2 et Oct4, la
situation s’inverse, I'expression de Sox2 devient dépendante de Nanog (Allegre et al., 2022), et
'absence d’'Oct4 n’empéche pas le maintien de I'expression de Nanog (Frum et al., 2013). De
plus, Nanog permet aussi de potentialiser les interactions entre Sox2 et Oct4, entre Sox2 et Kif4
(Allegre et al., 2022). Nanog est plutot requis pour l'initiation de I'épiblaste que pour son maintien
(Chambers et al., 2003).

Nanog agit aussi en amont d’un autre marqueur, Fgf4 (Fibroblast Growth Factor 4) et de ses
récepteurs de la famille Fgfr, en particulier Fgfr2 et Fgfrl (Kang et al., 2013 ; Soszynska et al.,
2019). Fgf4 est sécrétée par les cellules précurseurs de I'épiblaste et permet la différenciation en
endoderme des cellules voisines, mais il reste un marqueur des cellules épiblastiques (Chazaud et
al., 2006 ; Kang et al., 2013). Nanog est nécessaire pour permettre I'expression de Fgf4 et
'augmenter jusqu’aux niveaux suffisants pour initier les programmes de différenciation dans les
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cellules avoisinantes (Frankenberg et al., 2011 ; Allegre et al., 2022). Fgf4 est aussi dirigé par
Oct4, qui permet sa production conjointement a Nanog (Nichols et al., 1998 ; Frum et al., 2013)

Oct4 est nécessaire a la répression Nanog-dépendante de Gata6, un marqueur de I'endoderme,
dans certaines cellules de la MCI (Frum et al., 2013).Gata6, est cependant également absolument
nécessaire a la formation de I'épiblaste (Allegre et al., 2022)

Ainsi, Sox2, Oct4, Nanog et Fgf4 sont des marqueurs de I'épiblaste.

b. Génes de I'’endoderme primitif

Gata6 est le marqueur clef des cellules de 'endoderme (Cai et al., 2008 ; Schrode et al., 2014 ;
Bessonnard et al., 2016). Au départ, toutes les cellules de la MCI I'expriment, conjointement a
Nanog, puis Gata6 est restreint progressivement aux cellules de I'endoderme (Chazaud et al.,
2006 ; Schrode et al., 2014). Les cellules sont considérées précurseurs de I'Epi quand elles
expriment préférentiellement Nanog et précurseurs de [I'EPr quand elles expriment
préférentiellement Gata6 (Chazaud et al., 2006 ; Guo et al.,, 2010). Ces deux types de cellules
semblent réparties aléatoirement, en une disposition dite en « poivre et sel », dans la MCI au stade
32 cellules, avant la différenciation ou elles sont organisées en couches (Chazaud et al., 2006).
L’évolution de la présence des marqueurs dans ce cellules se fait par exclusion mutuelle (Plusa et
al., 2008 ; Silva et al., 2009). Ainsi Nanog inhibe I'expression de Gata6 et réciproquement
(Frankenberg et al., 2011 ; Schrode et al., 2014 ; Allégre et al., 2022).

Le maintien de I'expression de Gata6 requiert la présence de Fgf4. En I'absence de Fgf4, certains
marqueurs de I'endoderme sont présents mais pas autant activés que sur un embryon sauvage,
comme Gata6 et Sox17 (Guo et al., 2010), tandis que d’autres plus en aval sont complétement
absents, comme Gata4 ou Sox7 (Kang et al., 2013). Globalement, Fgf4 est nécessaire pour la
poursuite correcte du développement de I'endoderme, il permet la distribution poivre et sel des
précurseurs Epi et Pre. De maniéere équivalente, puisque la production de Fgf4 dépend de Nanog,
celui-ci est également indispensable a la formation de I'EPr (Silva et al., 2009 ; Frankenberg et al.,
2011 ; Kang et al., 2013 ; Allegre et al., 2022).

Oct4 agit également en aval de Fgf4, dans les cellules voisines de cellules productrice de Fgf4, en
réponse a ce signal exogéne, Oct4 permet I'activation de multiples génes de I'endoderme (Frum et
al., 2013). Une faible activation est possible indépendamment d’Oct4 (Frum et al., 2013 ; Mulas et
al., 2018).

Enfin le marqueur Pdgfra (platelet derived growth factor receptor alpha) est un autre marqueur
spécifique de 'endoderme, dont I'expression dépend de la présence de Gata6 (Artus et al., 2010).
Sa présence pourrait a la fois permettre la prolifération des cellules de I'endoderme et réguler
'importance de I'épiblaste, cependant, son réle exact dans la forma tion de 'endoderme n’est pas
déterminé et potentiellement non indispensable (Artus et al., 2010 ; Lin et al., 2017).

Ainsi, Pdgfra, Gata6, Gata4, Sox7 et Sox17 sont des marqueurs de I'endoderme primitif. La
séquence de leur activation semble étre la suivante : Gata6, puis Sox17, puis Gata4 et enfin Sox7
(Artus et al., 2011). La Figure 7 résume les relations entre les marqueurs de I'épiblaste et ceux de
'endoderme primitif.
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Figure 7 : Schéma des interactions entre les marqueurs de I'épiblaste et ceux de
I'endoderme primitif.
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c. Chez le bovin

Chez le bovin, Nanog est également nécessaire a la formation mais surtout au maintien de
I'épiblaste, son absence diminue l'expression d’autres marqueurs épiblastiques comme Sox2
(Khan et al., 2012 ; Goissis et Cibelli, 2014 ; Ortega et al., 2020). De la méme maniére que chez la
souris, le trio Nanog-Oct4-Sox2 est nécessaire au maintien de la pluripotence, dans la MCI puis
dans I'épiblaste (Berg et al.,, 2011 ; Khan et al.,, 2012 ; Goissis et Cibelli, 2014 ; Ortega et al.,
2020). En outre Nanog est nécessaire a I'exclusion progressive de Gata6 des cellules destinées a
I'épiblaste (Khan et al., 2012 ; Simmet et al., 2018).

En revanche son réle dans l'initiation de 'endoderme semble moins caractérisé que chez la souris
(Ortega et al., 2020). La conversion de cellules précurseurs en cellules de 'EPr par sécrétion de
Fgf4 par les cellules épiblastiques semble dépendre de Nanog comme chez la souris, et
I'expression de Sox17 médiée par Fgf4 est bien dépendante de Nanog (Springer et al., 2021).
Cependant, contrairement a ce qui se déroule chez la souris, Sox17 peut étre exprimé chez le
bovin malgré I'absence compléte de Nanog, il semble exister un autre facteur déclenchant
I'expression de ces marqueurs de 'endoderme (Springer et al., 2021).

L’expression de Nanog est par ailleurs dépendante d’Oct4 ce qui est en fort contraste avec
'embryon de souris (Sakurai et al., 2016 ; Simmet et al., 2018). Oct4 est aussi nécessaire pour
I'expression de Fgf4, cette fois de maniére similaire a ce qui est observé chez la souris (Sakurai et
al., 2016).

Dans I'endoderme, Gata6 et Sox17 font aussi partie des marqueurs principaux chez le bovin (Khan
et al., 2012 ; Verdnica M Negrén-Pérez et Hansen, 2017 ; Kohri et al., 2019).
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Le développement embryonnaire préimplantatoire est marqué d’étapes morphogénétiques
majeures : la formation de la morula, avec la compaction et la différenciation en masse
cellulaire interne et trophectoderme, puis la formation de la blastula, avec apparition du
blastoccele, deuxieme différenciation cellulaire en épiblaste et endoderme, et I'éclosion de
'embryon. Des marqueurs moléculaires spécifiques aux interactions complexes sont le reflet
de ces étapes.
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Deuxieme partie : La formation de la
morula

Dans cette partie, nous rentrerons plus en détail dans les phénoménes physiques, chimiques et
moléculaires qui jalonnent la formation de la morula, en particulier la compaction et la premiére
différenciation cellulaire.

1. Lacompaction

L’une des premiéres étapes morphogénétiques de 'embryon de mammifére est la compaction. Ce
processus démarre dés le stade 8 cellules chez la souris (environ 2,5 jours aprés la fécondation, et
des le stade 16 cellules chez le bovin (environ 5 jours apres la fécondation) et dure autour de 10
heures (Peippo et al., 2011 ; White et al., 2016). L’embryon, comme sur la Figure 8, a 'apparence
d’'une grappe de raisins, et adopte alors une forme plus compacte, plus sphérique (Peippo et al.,
2011 ; White et al., 2016 ; Pedersen et al., 2017).

Figure 8 : Modifications morphologiques chez ’embryon préimplantatoire de souris lors de
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Certaines cellules sont internalisées et perdent le contact avec le milieu extérieur, et il est plus
difficile de distinguer les cellules les unes des autres (Peippo et al., 2011 ; White et al., 2016 ;
Pedersen et al., 2017). La compaction permet de juger de la qualité de 'embryon : I'exclusion
d’'une ou plusieurs cellules lors de ce processus serait associée a une qualité moindre, de méme
qu’une compaction précoce (chez I’humain) (Ebner et al., 2009).

A. Mécanismes physico-chimiques

« La déformation de 'embryon se fait sous I'effet de forces, souvent générées par les cellules qui
le composent » (Maitre, 2017). Ainsi étudier les différentes forces qui interviennent sur 'embryon
et ses cellules lors de la compaction permet de comprendre le déroulement de celle-ci. La
compaction comprend deux phénomenes : la déformation des cellules qui arrondit la forme globale
de I'embryon, et l'internalisation de certaines cellules.

D’un point de vue géométrique, si les cellules gardaient leur forme sphérique tout en restant en
contact les unes avec les autres, une seule cellule pourrait étre internalisée au stade 13 cellules, et
au-dela les contacts cellulaires ne pourraient pas étre maintenus (White et al., 2017). Il s’agit d’'un
probléme du type « nombre de Newton », probléme du plus grand nombre de sphéres pouvant
coexister dans un espace sans se chevaucher, toutes en contact avec une sphére commune
(Musin, 2006 ; White et al., 2017). La compaction est la solution embryonnaire a ce probleme,
avec une déformation des cellules qui permet de produire de nouvelles cellules, d’en internaliser
certaines et de maintenir les contacts entre les blastomeres (White et al., 2017).

a. Déformation des cellules et loi de Young-Dupré

Les modéles descriptifs du processus de compaction en termes de forces se rapprochent de ceux
utilisés pour décrire les interactions entre des bulles de savon, les forces impliquées sont des
tensions superficielles qui déforment les cellules (Maitre, 2017 ; Le Verge-Serandour et Turlier,
2021a).

Ainsi, dans le cas simplifié de deux blastoméres de souris cbte-a-cbéte sur une surface plane on
peut définir une tension liée au contact avec le milieu extra-embryonnaire y.,,, souvent dite

tension corticale, ainsi qu’'une tension liée au contact entre les deux cellules y... Enfin dans cet
exemple on peut définir une tension liée au contact cellule-surface y... Ces forces définissent des
angles de contact &.,,, et 8. tels que décrits dans la Figure 9 (Maitre, 2017 ; Le Verge-Serandour
et Turlier, 2021a).

D’aprés la deuxiéme loi de Newton, a I'équilibre des forces on a, au niveau du contact cellulaire :

}rﬂﬂ
2Yem
Cette formule est la relation de Young-Dupré qui décrit notamment les angles des ménisques

formés par les liquides (Maitre, 2017 ; Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a). Elle permet de
définir un paramétre de compaction a tel que :

= cos b,

ﬂr — }{ﬂﬂ
2Yem

= cos @,
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Figure 9 : Adhésion de deux cellules reposant sur une surface et équilibre des forces (Le
Verge-Serandour et Turlier, 2021)

Le paramétre de compaction tend vers 0 lorsque les cellules sont compactées et vers 1 quand
elles ne sont pas du tout déformées (Maitre, 2017 ; Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a).

L’étude des tensions de surface et au contact cellule a cellule est rendue possible par I'utilisation
d’'une micropipette de rayon de courbure connu, en appliquant une pression connue également sur
une cellule (Maitre, 2017). En utilisant la relation de Young-Laplace qui lie la différence de
pression et la courbure a la tension superficielle, et en effectuant les mesures de pression sur des
cellules voisines, il est possible d’obtenir y_,,, et y.. grace a la relation de Young-Dupré ci-dessus

(Maitre, 2017).

Dés lors, il est possible de constater qu’au cours de la compaction, les tensions entre cellule et
environnement extérieur double (de 200 a 400 pN/um) tandis que les tensions entre cellules
diminuent (de 300 a 200 pN/um) et que la modification des deux tensions est nécessaire a la
compaction compléte de 'embryon (Maitre, 2017). L’augmentation de la tension aux contact avec
I'extérieur est plus efficace, et permet une proportion plus importante de la compaction (trois
quarts) que le relachement aux contact cellulaires (un quart) (Maitre, 2017). En ce qui concerne le
bovin, les études sur les modifications de tensions cellulaires sont en cours.

b. Internalisation des cellules

Outre la déformation des cellules, certaines d’entre elles sont internalisées vers le milieu de
I'embryon, et perdent le contact avec I'extérieur (White et al., 2016).

¢ Production de cellules internes par divisions cellulaires

L’internalisation des cellules a longtemps été attribuée a 'orientation du fuseau mitotique lors des
divisions cellulaires (Zernicka-Goetz, 2005 ; Wennekamp et al., 2013). Ainsi, pour une cellule
externe, un fuseau « horizontal » donne deux cellules-filles externes (division symétrique), et un
fuseau « vertical » donne une cellule externe et une interne (division asymétrique) (Watanabe et
al., 2014). Celui-ci suit le grand axe de la cellule et peut donc étre modifié par différents
phénoménes qui altérent la forme de la cellule (Niwayama et al., 2019 ; Le Verge-Serandour et
Turlier, 2021a). De la sorte, une déformation qui aplanit une cellule donne un fuseau plutét
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horizontal tandis qu’une cellule en colonne a un fuseau plutét vertical (Le Verge-Serandour et
Turlier, 2021a).

Le Verge-Serandour et Turlier (2021a) proposent ainsi d’étudier I'aspect de N, cellules aux
contacts cellulaires plats, de hauteur H et de longueur L qui définissent I'aspect des cellules

L. . R
r=_,00 r vaut 1 pour une cellule ronde, est inférieur a 1 pour une cellule en colonne et

supérieur a 1 pour une cellule plate (Figure 10). Ainsi, la déformation impliquée par la compaction
des cellules peut modifier I'orientation du fuseau (Zernicka-Goetz, 2005 ; Le Verge-Serandour et
Turlier, 2021a). Plus le nombre de cellules augmente dans un espace constant (I'embryon ne croit
pas a ce stade), plus les cellules se compactent, et sont susceptibles de prendre une forme de
colonne et former un fuseau orienté vers le milieu de 'embryon, produisant ainsi une cellule

Figure 10 : Changement d'orientation du fuseau mitotique (losanges vert) selon le grand
axe de la cellule en fonction de sa hauteur et du nombre de cellules a volume constant (Le_

A r=0.69

>

interne (Zernicka-Goetz, 2005 ; Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a).

D’autre part, le domaine apical qui caractérise les cellules polarisées apparaissant en méme temps
que la compaction peut orienter le fuseau mitotique (Korotkevich et al., 2017). En modifiant I'angle
de division, le domaine apical assure son autoconservation dans I'une des deux cellules filles
(Korotkevich et al., 2017). Une division asymétrique permet de la sorte a la fois la distinction entre
des populations de cellules internes et externes, mais aussi entre des cellules polarisées et non
polarisées (Korotkevich et al., 2017).
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¢ Internalisations de cellules par différences de contractilité

Pourtant, en réalité (in vitro), lors du passage de 16 a 32 cellules, la majorité des divisions des
cellules externes, qui sont plutét planes, sont symétriques, (Watanabe et al., 2014 ; Niwayama et
al., 2019). Dans I'embryon précoce, la forme de la cellule et sa polarité se « disputent »
I'orientation du fuseau mitotique, et au stade 16 cellules, la géométrie plane I'emporte (Korotkevich
et al., 2017 ; Niwayama et al., 2019). De plus, la proportion de cellules positionnées en interne par
division cellulaire varie selon les observations, trés fréquentes pour Watanabe et al. (2014), de
'ordre de deux tiers pour Maitre (2017), mais dans tous les cas ce phénomene ne peut pas
expliquer toutes les internalisations.

La contractilité supérieure de certaines cellules par rapport a d’autres pourrait en revanche
expliquer les internalisations (Anani et al., 2014 ; Samarage et al., 2015 ; Maitre et al., 2016).
Certaines des cellules de I'embryon précoce générent des ondes de contraction périodiques, a
chaque péle de I'embryon, d’'une période de 80 secondes chez la souris (Maitre et al., 2015 ;
Maitre et al., 2016). La présence d’'un domaine apical semble par ailleurs inhiber la contractilité,
car ce domaine est plus rigide et moins riche en éléments du cytosquelette qui produisent les
contractions (Anani et al., 2014 ; Maitre et al., 2016 ; Maitre, 2017). Les cellules non polarisées
produisent donc des contractions tandis que les cellules polarisées n’en produisent pas ou peu
(Maitre et al., 2016). Or les tensions entre cellules sont générées en partie par la contractilité de
celles-ci et une cellule moins contractile est plus déformable, génére moins de tension qu’une
cellule trés contractile (Anani et al., 2014 ; Samarage et al., 2015 ; Maitre, 2017). Ces différences
de tensions liées a la contractilité seraient a l'origine de l'internalisation des cellules contractiles
(Anani et al., 2014 ; Samarage et al., 2015 ; Maitre, 2017).

Maitre et al. (2016) ont proposé de modéliser I'internalisation sous I'angle des tensions de surface
subies par deux cellules cote-a-cote, avec y. la tension de surface au contact des deux cellules,

v1 et y. les tensions a linterface du milieu extérieur avec la cellule 1 et la cellule 2
respectivement (Figure 11).

Figure 11 : Représentation schématique d'un doublet de cellules avec leurs angles de

Cellule 1 Cellule 2
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L’équation de Young-Dupré permet comme pour la déformation vue précédemment de définir les
angles de contact internes &, et &, :

Y. = V¥, cosf@, + ¥, cos @,

Ainsi qu’'un parameétre & qui décrit 'asymétrie de tensions et un paramétre de compaction « :

s 4= X

¥z 2y,
La cellule 1 est internalisée lorsque &, vaut O et &, vaut 180° (Maitre et al., 2016). Le seuil
critique d’asymeétrie &, obtenu par les chercheurs est tel que :

5, =142«

Au-dela de ce seuil, la cellule 1 est internalisée (Maitre et al., 2016). Les mesures réalisées sur
'embryon de souris révélent un seuil 5. égal a 1,5 (Maitre et al., 2016).

De plus, les divisions symétriques donnent deux cellules filles de tensions proches tandis que les
divisions asymétriques donnes des cellules filles aux tensions différentes, I'internalisation par les
divisions et par les différences de contractilité sont donc liées (Maitre et al., 2016).

En résumé, ce sont les différences de tension générées par la contractilité de certaines cellules qui
permettent la déformation de celles qui restent a I'extérieur, et I'internalisation des autres, le tout
en association avec la polarisation de certaines cellules qui module cette contractilité.

Ces études sont toutes réalisées chez la souris, a I’heure actuelle la compaction de 'embryon de
bovin reste un sujet plutdt délaissé, mais le phénoméne de modification des tensions serait
conservé chez le bovin.

Lors de la compaction, les tensions a la surface des cellules de 'embryon qui se compacte
sont modifiées, permettant la déformation des cellules qui restent externes, et I'internalisation
des autres cellules. Ces internalisations sont également permises par des divisions cellulaires
orientées, et par des différences de contractilité a la surface des cellules. Il en résulte un
embryon sphérique avec des cellules internes, et des cellules externes plus déformables.

B. Mécanismes biomoléculaires

Les phénoménes physiques décrits précédemment sont étroitement liés a des mécanismes
moléculaires spécifiques. En particulier, la recherche des origines de la tension générée a la
surface des cellules et de ses modifications a donné lieu a plusieurs hypotheses.

a. Cadhérine E

La protéine transmembranaire cadhérine E ou cdh1 a longtemps été au coeur de I'hypothése
principale sur 'origine des modifications de tension (White et al., 2016 ; Maitre, 2017). Cdhl est un
composant-clef des jonctions adhérentes et participe donc a la cohésion entre les cellules de
'embryon, tout en permettant des interactions avec le cytosquelette et des protéines du
cytoplasme (White et al., 2016). En effet, lorsque son activité est inhibée, 'embryon ne se
compacte pas (Hyafil et al., 1980). Les jonctions adhérentes et cdhl de maniére plus générale ont
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donc été ciblées par diverses études pour tenter d’expliquer ce phénoméne (White et al., 2016 ;
Maitre, 2017).

e Adhésion cellulaire

Ainsi, le phénoméne d’adhésion médié par les jonctions adhérentes permettrait de diminuer les
tensions aux contacts cellulaires et supposément aider a la déformation des cellules lors de la
compaction (Steinberg et Takeichi, 1994). En la faveur de cette hypothése, la redistribution de
cdhl qui de cytoplasmique devient membranaire et s’accumule pour former les jonctions
adhérentes justement au stade huit cellules (Vestweber et al., 1987). De plus, I'a-caténine, un
autre composant des jonctions adhérentes, qui lie cdhl et cytosquelette, semble également
nécessaire : de la perte de sa fonction par mutation résulte un phénotype trés similaire a celui des
embryons mutés pour cdhl (Torres et al., 1997).

Néanmoins, malgré de nombreux résultats en sa faveur, 'adhésion liée aux jonctions adhérentes
ne peut a elle seule justifier de la compaction dans son ensemble. D’aprés Maitre (2017), sans le
relachement de la tension aux contact cellulaire, que I'on peut attribuer aux jonctions adhérentes,
'embryon se compacte malgré tout aux trois quarts, et dans les embryons sans cdh1 la tension
augmente tout de méme. Le réle primordial de cdh1 dans la compaction n’est pas donc pas lié
gu’aux jonctions adhérentes.

¢ Filopodes

La cadhérine E est également retrouvée dans les filopodes, des excroissances cellulaires qui
« s’accrochent » aux cellules voisines et généerent une tension par traction (Figure 12) (Fierro-
Gonzalez et al., 2013). Ceux-ci sont produits par 55 a 60% des blastoméres uniquement lors du
stade huit a 16 cellules, entre le domaine apical et les jonctions adhérentes (Fierro-Gonzalez et al.,
2013). Lorsqu’'une cellule projette des filopodes, longs de 10 a 12 um, vers des cellules
adjacentes, celles-ci n’en projettent pas réciproquement, et aucune division n’a lieu sur des
cellules touchées par des filopodes ou qui en projettent, révélant une coordination entre cellules
(Fierro-Gonzélez et al., 2013). La présence de Cdh1 dans ces filopodes leur permet d’adhérer a la
membrane sur laquelle ils sont projetés (White et al., 2016).

Figure 12 : Modélisation tridimensionnelle de blastoméres d’un embryon de souris
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La participation des filopodes a la compaction est variable selon les auteurs. S’ils ont
probablement un réle dans la déformation des cellules, leur participation significative a la genése
des tensions de surface n'est pas admise : le tension a la surface d’un blastomére seul augmente
tout de méme, donc 'augmentation de tension ne dépend pas des autres cellules (Maitre, 2017 ;
Coticchio et al., 2019).

¢ Signalisation

Plutét que comme molécule d’adhésion, le role principal de cdh1 dans la compaction pourrait étre
celui d’'une molécule de signalisation (Maitre, 2017 ; Plusa et Piliszek, 2020). Les embryons mutés
pour le géne cdh1 voient de la myosine s’accumuler de maniére anormale aux contacts cellulaires
avec une augmentation de tension, qui retombe lorsque les embryons sont traités avec de la
blebbistatine, qui inhibe la myosine (Maitre et al., 2015). Cdh1 pourrait redistribuer les tensions en
réorganisant le cytosquelette d’actine-myosine, et ainsi agir en qualité de molécule de signalisation
dans la compaction (Anani et al., 2014 ; Yu et al., 2016).

b. Cytosquelette

Comme mentionné précédemment, le cytosquelette participe activement a la compaction. Les
ondes de contractilité cellulaires a I'origine de la tension de surface des cellules sont générées par
le cortex d’actine-myosine sous la surface de la membrane cellulaire (Anani et al., 2014 ; Maitre et
al., 2015 ; Ozgiic et Maitre, 2020 ; Schliffka et al., 2021). Celles-ci sont détectées dés le stade 8
cellules chez la souris, a une vitesse de 0,8 uym/s qui est commune a d’autres especes non
mammiferes, malgré des échelles de temps extrémement différentes pour le développement
embryonnaire (Maitre, 2017 ; Ozgiic et Maitre, 2020). En particulier, les chaines lourdes de
myosine MYH9 et MYH10 semblent étre primordiale pour la genése de ces contractions avec une
dépendance plus forte a MYH9 qu’a MYH10 (Schliffka et al., 2021).

Ces ondes sont modulées notamment par le domaine apical des cellules polarisées, par sa rigidité
liee a I'ezrine et par inhibition de la phosphorylation de la myosine par aPKC (Liu et al., 2012 ;
Maitre et al.,, 2016). Le domaine apical étant distribué différentiellement aux cellules via les
divisions asymétriques, celles-ci expriment des contractilités différentes, ce qui permet
I'internalisation des cellules les plus contractiles (Maitre, 2017 ; Ozgic et Maitre, 2020). Les
contractions sont également invisibles aux contacts cellulaires, inhibées par Cdhl, ce qui permet
un relachement des tensions de contact cellulaire (Plusa et Piliszek, 2020 ; (")ngg et Maitre,
2020).

Par ailleurs, la protéine kinase ¢ (PKC) pourrait étre a l'origine de I'activation des contractions
d’actine-myosine, via la protéine Rho, d’'une maniére proche de l'activation de la polarisation
(Ozgiic et Maitre, 2020 ; Plusa et Piliszek, 2020). Les voies effectrices de la protéine Rho restent
cependant obscures dans ce contexte a I'heure actuelle (Ozgiic et Maitre, 2020 ; Plusa et Piliszek,
2020).

Ainsi, a I'échelle moléculaire le moteur principal de 'augmentation des tensions de surface qui
permet la compaction est le cytosquelette d’actine-myosine, secondé par les cadhérines en tant
que molécules de signalisation et d’adhésion comme résumé dans la Figure 13.
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Redistribution
de cadhérine E

Réorganisation
du cortex
d'actine-myosine

Légende o Cadhérine E

=== Domaine apical

Internalisation

Cellules-sceur

. Cellule polarisée (contractilité faible)

() celule non polarisée (contractiité forte)

mm= Cortex d'actine-myosine

Note : (A) Le processus est dirigé par la réorganisation spatiale de la cadhérine E, qui en retour induit la
réorganisation du cytosquelette d’actine-myosine et augmente la surface de contact cellulaire. Un
domaine apical riche en ezrine se forme c6té extérieur. (B) Durant les divisions qui suivent, les cellules
internes se forment par divisions asymétriques lorsque le fuseau mitotique est perpendiculaire au
domaine apical (*) ou par internalisation de cellules non polarisées (**) par différence de contractilité.

c. Chez le bovin

La compaction chez le bovin du point de vue moléculaire ne bénéficie pas de beaucoup plus
d’attention que du point de vue physico-chimique. De la méme maniére, 'embryon se compacte,
des cellules sont internalisées, les contacts cellulaires augmentent et la polarité de certaines
d’entre elles est impliquée également (Sharma et Madan, 2022). De plus, la protéine Yap 1 (Yes
associated protein 1) semble étre impliquée dans la formation de la morula, son absence empéche
la compaction (Sharma et Madan, 2022).
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Pour linstant, trés peu d’informations sont disponibles et de nouvelles études devront venir
explorer la compaction chez le bovin pour en apprendre davantage.

En conclusion, la compaction est la premiére modification morphogénétique de I'embryon de
mammifére, mais elle ne semble pas nécessaire a sa survie. Des embryons de souris non
compactés peuvent donner des blastulas normales, ainsi que des individus viables et fertiles
(Maitre, 2017). Cependant, bien que non essentielle, la compaction pourrait étre associée a une
correction d’anomalies chromosomiques, par I'exclusion des blastoméres aneuploides de la
compaction (phénomene de compaction partielle), notamment chez le bovin (Lagalla et al., 2017 ;
Nagai et al., 2021). Certains embryons compactés partiellement ont ainsi un taux d’euploidie
supérieur a des embryons dont la compaction a été totale (Lagalla et al., 2017 ; Nagai et al., 2021).
Le mécanisme par lequel les blastoméres sont exclus n’est cependant pas élucidé a I'heure
actuelle. La Figure 14 montre la compaction d’'un embryon de bovin avec exclusion de certains

blastoméres.

Note : (a) Stade 16 cellules, embryon non compacté. (b) Embryon juste avant la compaction. (c) Embryons
en cours de compaction. (d) Embryon compacté avec 3 blastomeéres exclus.

Le cytosquelette des cellules embryonnaires produit des ondes de contractilité modulées par le
domaine apical des cellules externes, créant des diversités de contractilité a l'origine des
remaniements de la compaction. La cadhérine E, en tant que molécule d’adhésion et de
signalisation, participe dans une moindre mesure a ce phénomeéne.
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2. Différenciation en trophoblaste et en masse cellulaire interne

L’autre événement majeur qui accompagne la formation de la morula est le commencement de la
toute premiére différenciation cellulaire. Celle-ci sépare d’'une part le trophectoderme, qui donnera
les enveloppes foetales, et la masse cellulaire interne qui formera le foetus en lui-méme. Chez la
souris, le mécanisme qui permet cette différenciation est bien connu, tandis que chez le bovin il
n’est pas encore complétement élucidé.

Les expérimentations qui ont permis d’élucider ces mécanismes sont basées sur le fait que la
pluripotence, caractéristique des cellules de la MCI, se maintient, réprimant des géenes effecteurs
de différenciation, on remarque donc l'absence de MCI lorsqu'une proportion inhabituellement
grande de cellules se différencient en TE. A l'inverse, on remarque I'absence de différenciation en
TE par 'absence de caractéristiques épithéliales sur ces cellules et en conséquence, par non-
cavitation et donc absence de formation du blastoccele. La détection des marqueurs décrits dans
la premiere partie est également primordiale pour détecter le sort d’'une cellule.

A. Théories historiques sur I'origine de la différenciation

Plusieurs théories (Figure 15) quant a l'origine de l'affectation d’une cellule dans la MCI ou le
trophectoderme ont été envisagées sur les derniéres décennies. Divers facteurs influencant la
différenciation ont ainsi été découverts séparément avant qu'émerge l'idée de la multiplicité et de
'enchevétrement de ces facteurs (Sharma et al., 2021).

a. Théorie de la prédétermination

Tout d’abord, la théorie du « pre-patterning » ou prédétermination propose un lignage dépendant
de déterminants moléculaires localisés de maniére asymétrique dans I'ovocyte, et donc distribués
inégalement dans les blastomeéres aprés les divisions, a l'origine de lignages différents, cependant
aucune molécule pouvant jouer un tel réle n’a été découverte lors des études historiques en faveur
de cette théorie (Piotrowska et al., 2001 ; Wennekamp et al., 2013 ; Sharma et al., 2021). De plus,
étant donné qu’il est possible de dissocier les blastoméres d’un embryon au stade de la
segmentation puis de les rassembler sans conséquence sur le développement chez de nombreux
mammiferes, cette théorie est globalement considérée comme réfutée en faveur d’'une plasticité et
d’'une autorégulation de 'embryon de mammifére (Plusa et Piliszek, 2020 ; Denker, 2020).

b. Théorie « inside-outside »

Ensuite, la position des cellules a été étudiée, et le modéle « inside-outside » (interne-externe) a
été proposé (Tarkowski et Wréblewska, 1967). En effet, ce sont les cellules externes de 'embryon
qui deviennent le trophectoderme et les cellules internes qui deviennent la MCI. Les cellules
internes n'ont aucun contact avec I'extérieur, et de nombreux contacts avec d’autres cellules,
tandis que les cellules externes ont un contact avec le milieu extérieur et moins de contacts avec
les autres cellules, d'ou une signalisation différente qui expliquerait une différenciation ou non en
trophectoderme (Suwinska et al., 2008 ; Hirate et al., 2012 ; Cockburn et al., 2013).

c. Théorie de la polarité

Un modele mettant en avant la polarité des cellules a par la suite été mis en avant (Johnson et al.,
1981). Pour Johnson et al. (1981), la présence ou I'absence d’un domaine apical différent du
domaine basolatéral sur les cellules est le facteur déterminant pour leur détermination, notamment
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via son influence sur les divisions cellulaires. Ainsi, les cellules héritant du domaine apical feraient
partie du trophectoderme tandis que les cellules non polarisées produites par les divisions
asymeétriques feraient partie de la MCI (Hirate et al., 2015 ; Sasaki, 2015). Cela rejoint par certains
aspects la théorie inside-outside. En effet, I'influence sur l'orientation du fuseau mitotique par la
polarité a aussi pour effet de participer a I'internalisation des cellules (Hirate et al., 2015). Selon les
partisans de la théorie de la polarité, celle-ci supplante la position dans la détermination, la
précede, et suffit a permettre la détermination (Anani et al., 2014 ; Korotkevich et al., 2017).

d. Théorie de 'auto-organisation

Plus récemment a émergé la « self organization theory » ou théorie de I'auto-organisation. L’auto-
organisation correspond a « I'émergence spontanée d'un ordre spatio-temporel, durant lequel le
schéma global d’'un systéme est formé par les interaction locales de ses éléments » (Isaeva,
2012). Ici, cela signifie que les mécanismes a l'origine des différents lignages ne sont pas
'application d’'un plan hérité et immuable mais sont multiples, adaptatifs, avec notamment le plan
de division cellulaire et la polarité, la forme des cellules et I'adhésion entre cellules, la
communication intercellulaire, I'expression génique, les forces mécaniques, dont la contractilité
(Wennekamp et al., 2013 ; Plusa et Piliszek, 2020). La différenciation est le résultat des influences
multiples et inégales de facteurs trés variés, enchevétrés et dépendant de I'environnement
(Wennekamp et al., 2013 ; Plusa et Piliszek, 2020).

e. Remise en question récente

La plasticité et les capacités d’auto-régulation, d’adaptation a I'environnement des embryons de
mammiféres, de totipotence des blastomeres au stade deux cellules chez la souris sont donc trés
généralement admis. Cependant, deux études menées par Casser et al. en 2017 et 2019 ont fait
ressurgir 'idée d’'une prédétermination (Casser et al., 2017 ; Casser et al., 2019). En effet, ceux-ci
ont mis en évidence une inégalité des deux blastoméres du stade deux-cellules chez la souris en
termes de totipotence, ainsi qu’'un ARNm d’origine maternelle distribué de maniéere différentielle
entre les deux (Casser et al., 2017 ; Casser et al.,, 2019). LARNmM en question, Cops3 (COP9
signalosome complex subunit 3), est associé a la prolifération cellulaire et au soutien de I'épiblaste
(Yan et al., 2003). Ces découvertes remettent en question des mécanismes établis de longue date
et amorcent de nouvelles études nécessaires pour découvrir d’autres molécules potentiellement
distribuées difféeremment dans les deux premiers blastomeres.

Bien gu’'un consensus sembléat étre atteint avec la théorie de I'auto-organisation, la réalité de la
premiere différenciation parait étre toujours plus complexe.
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Figure 15 : Modeles historiques décrivant la premiére différenciation dans I'embryon de
souris (Wennekamp et al., 2013).
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B. Mécanismes biomoléculaires

Aux mécanismes évoqués précédemment sont associées des voies de signalisation dont
l'activation ou non influence la destinée des cellules, telles que les voies Hippo, Notch, Wnt
(Sasaki, 2015 ; Sharma et al., 2021 ; Li et al., 2021).

a. Lavoie de signalisation Hippo

Cette voie a d’abord été étudiée chez la drosophile et doit son nom au géne « hpo », dont la
mutation résulte en une hyper-croissance de divers tissus par absence de régulation de la
prolifération et une apoptose diminuée (Meng et al., 2016). Les composants de cette voie sont
retrouvés également chez les mammiféres, avec un rdle antitumoral mais également
embryogénique (Saucedo et Edgar, 2007 ; Zhao et al., 2010a ; Manzanares et Rodriguez, 2013).
La voie Hippo (qui sera appelée « Hippo » dans ce texte) dépend a la fois de la position des
cellules (interne ou externe), de I'adhésion cellulaire, et de la polarité cellulaire. L’adhésion par des
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jonctions adhérentes permet 'activation et le bon fonctionnement de la cascade de Hippo, tandis
que la présence d’un domaine apolaire I'inactive (Meng et al., 2016). Enfin Hippo est aussi contrdlé
par la densité et la contraction cellulaire (Ota et Sasaki, 2008 ; Wada et al., 2011). Globalement,
cette voie est régulée de maniéres trés diverses, il s’agit d’'un bon exemple d’'une intrication forte
entre force mécanique, mécanismes moléculaires et cellulaires.

Cette voie est bien décrite chez la souris chez qui elle sera explicitée avant d’en examiner les
différences chez le bovin.

e Dans les futures cellules de la MCI

Ici seront détaillés les différents acteurs de Hippo et leurs rdles dans les cellules destinées a la
masse cellulaire interne, de maniére antichronologique afin de mettre en valeur les « objectifs »
finaux de cette voie.

o YapetTaz

L’effecteur final clef de Hippo est le coactivateur transcriptionnel Yap (Yes-associated protein 1).
La phosphorylation de Yap au niveau du résidu S127 permet sa séquestration dans le cytoplasme
via sa liaison avec une protéine 14-3-3 (Zhao et al., 2007). 14-3-3 est une molécule capable de se
lier & de trés nombreux composants de voies de signalisation et aux roles extrémement divers de
régulation, trés conservée chez les eucaryotes (Fu et al., 2000). Par ailleurs, la phosphorylation de
Yap sur un second site, S381, permet aussi sa liaison avec la protéine kinase CK1d/e, qui
phosphoryle Yap au niveau d’un dégron. Un dégron (ou signal de dégradation) est généralement
défini comme « un élément de petite taille dans une protéine qui permet sa reconnaissance et sa
dégradation par un appareil protéolytique » (Ravid et Hochstrasser, 2008). Un phosphodégron est
un dégron phosphorylé, c’est le cas de celui de Yap aprés l'intervention de CK1d/e. Ceci entraine
le recrutement de la SCFB-TRCP E3 ubiquitine ligase qui méne a l'ubiquitination de Yap et a sa
dégradation (Zhao et al., 2010b). Taz, un autre coactivateur transcriptionnel (aussi appelé Wwitrl),
joue un réle tres similaire a Yap (Nishioka et al., 2009), et est stabilisé d’'une maniére équivalente
(Zhao et al., 2010a).

Ainsi, dans les cellules destinées a la MCI, Hippo est dite active, Yap et Taz sont phosphorylés et
restent dans le cytoplasme, ne vont pas dans le noyau et ne déclenchent pas les genes effecteurs
du trophectoderme (Lorthongpanich et al., 2012).

o Lats 1/2

Les protéines Lats 1/2 (Large Tumor Suppressor 1 et 2) sont des protéines kinases qui font partie
des composants centraux de Hippo (Sharma et Madan, 2020). Une fois activée, elles permettent la
phosphorylation de Yap (et de Taz) et préviennent ainsi leur translocation vers le noyau (Oka et
al., 2008 ; Hao et al., 2008 ; Lorthongpanich et al., 2013). Elles interagissent avec de multiples
autres composants de Hippo qui permettent la régulation de cette phosphorylation.

o Mst 1/2 ou Stk 4/3

Les protéines kinases Mst 1/2 (Mammalian sterile twenty like 1 et 2, également appelée Stk 4/3
pour seérine thréonine kinase 4/3) sont indispensables au développement embryonnaire de la
souris (Oh et al., 2009). Elles ont un effet pro-apoptotique et antiprolifératif chez la souris (O’Neill
et al., 2004 ; Li et al., 2013). Yap et Taz dans leurs formes non phosphorylées sont inhibés par Mst
1/2 (Zhao et al., 2010b ; Lin et al., 2015). Ainsi, effectrices centrales de Hippo, elles phosphorylent
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les protéines Lats 1/2 (Xu et al., 1995 ; Chan et al., 2005 ; Romano et al., 2014) qui elles-mémes
phosphorylent Yap. Mst 1 et 2 peuvent se compenser entre elles (Oh et al., 2009 ; Li et al., 2013).
Par ailleurs, une régulation de Nanog par Mst 1/2 a été mise en évidence (Li et al., 2013).

Les roles des composants de la cascade centrale de Hippo sont résumés de maniére simplifiée
dans la Figure 16.

Figure 16 : Schéma simplifié de la cascade centrale de la voie de signalisation Hippo chez
la souris (Hirate et Sasaki, 2014).
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Note : (Gauche) Quand Hippo est actif, les régulateurs en amont de la cascade principale activent Mst
1/2 par phosphorylation, qui elles-mémes phosphorylent Lats 1/2, qui phosphorylent Yap. Ceci méne a
la rétention cytoplasmique de Yap par 14-3-3 puis a sa dégradation. Les génes cibles de Tead sont
réprimés. (Droite) Quand Hippo est inactif, la cascade de phosphorylation n’a pas lieu, permettant la
translocation nucléaire de Yap. Yap forme un complexe avec Tead, et active la transcription des genes
cibles pro-trophectoderme.

o Kibra ou Wwcl

La famille des protéines Wwc (WW-and-C2-domain-containing) est aussi impliquée dans Hippo,
notamment via une liaison avec les protéines Lats 1/2 qui favorise leur activité et donc la
phosphorylation de Yap et Taz (Wennmann et al., 2014). Le role des membres de cette famille,
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Wwcl ou Kibra, Wwc2 et Wwc3, en patrticulier Wwc2, est crucial pour le bon développement chez
la souris, sans lesquels I'embryon n’est pas viable (Hermann et al., 2021). Pour autant, ces
protéines n’ont pas été la cible d’autant d’études que les autres membres de la cascade de Hippo.

o Amot, Merlin, et jonctions adhérentes

L’angiomotine ou Amot est un autre régulateur important de Hippo, localisée différemment selon la
polarité des cellules, et qui posséde de nombreux sites de liaison, notamment aux protéines Lats,
a Yap, a Kibra, aux filaments d’actine (Hirate et al., 2013 ; Leung et Zernicka-Goetz, 2013 ; Dai et
al., 2013). Amot posséde aussi un site de liaison dit « coiled-coil » a la protéine Merlin (pour
Moesin-Ezrin-Radixine-like Protein, aussi appelée Nf2, pour neurofibromine 2), qui elle-méme peut
se lier a l'a-caténine des cadhérines des jonctions adhérentes (Hirate et al., 2013 ; Leung et
Zernicka-Goetz, 2013).

Dans les cellules internes, Amot est située sur toute la membrane au niveau des jonctions
adhérentes, ou elles sont liées aux cadhérines par la protéine Merlin. Le complexe formé par
Amot, Merlin et les cadhérines 1 peut se lier aux Lats 1/2, qui peuvent phosphoryler Amot en
retour, au niveau du site de liaison d’Amot aux microfilaments d’actine, ce qui stabilise la liaison
entre Amot et Lats et inhibe la liaison possible d’Amot avec les microfilaments d’actine (Dai et al.,
2013 ; Hirate et al., 2013). L’activation de Hippo par les Lats est alors stimulée par cet ensemble
d’interactions (Hirate et al., 2013).

L’activation de Hippo est ainsi trés fortement dépendante de la localisation et de la phosphorylation
d’Amot, qui sont corrélées a la polarité de la cellule et a 'adhésion de celles-ci a ses voisines par
les jonctions adhérentes (Leung et Zernicka-Goetz, 2013 ; Hirate et Sasaki, 2014).

La famille des angiomotines compte plusieurs membres, AmotL1, AmotL2 et deux isoformes
d’Amot, court (Amot80) et un long Amot130) (Figure 17) (Paramasivam et al., 2011 ; Hirate et
Sasaki, 2014). Leurs rbles sont partiellement similaires, avec notamment une redondance d’
Amot130, AmotL1l et AmotL2 qui ont la méme relation avec Lats2 (Paramasivam et al., 2011 ;
Hirate et Sasaki, 2014). Amot80 en revanche ne posséde pas de domaine N-terminal, nécessaire
a stabiliser les interactions avec Lats 2 et Merlin et ne joue pas le méme rble (Paramasivam et al.,
2011 ; Hirate et al., 2013).

Paramasivam et al. (2011) ont par ailleurs montré qu’AmotL2 se lie également a Mst 1/2, formant
un complexe triple avec Lats 1/2, ce qui permet de rapprocher les deux protéines et de favoriser
leur interaction. Amot est ainsi souvent désignée comme protéine « échafaudage », de par ses
nombreuses liaisons possibles et son action de rapprochement physiques des protéines avec
lesquelles elle interagit (Hirate et Sasaki, 2014). De plus, Amot est capable de compenser une
absence de Lats via un site qui lui permet de se lier directement a Yap et de le maintenir au niveau
de la membrane plasmique indépendamment de la cascade de Hippo (Leung et Zernicka-Goetz,
2013). De méme, Amot peut phosphoryler directement Yap (Negrén-Pérez et Hansen, 2017). Enfin
Amot peut se lier avec Kibra ou Wwcl, une interaction qui a également pour effet globale de
promouvoir la phosphorylation de Yap et Taz (Hirate et al., 2013).

En somme, Amot est un régulateur clef de Hippo et un effecteur important de la différenciation en
TE ou MCI. Amot peut stimuler l'activité¢ des Lats et des Mst, mais également intervenir
directement au niveau de Yap.
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Amot est un agent de Hippo qui lui donne le qualificatif de « senseur » de I'environnement, dans le
sens ou cette protéine permet d’infléchir la cascade de phosphorylations en fonction du statut
polaire ou apolaire de la cellule, mais aussi en fonction des contacts cellulaires, donc du statut
interne ou externe. Amot fait partie des molécules qui font le lien crucial entre différenciation et
position/polarité des cellules.

Figure 17 : La structure des domaines des protéines de la famille Amot et des protéines
interagissant avec Amot (Hirate et Sasaki, 2014)
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Il s’agit maintenant d’expliquer le fonctionnement des effecteurs de Hippo dans les cellules
destinées au trophectoderme et d’en préciser les différences avec leur action dans les cellules
destinées a la masse cellulaire interne.

o Yap, Taz, et Tead4

Dans les cellules qui deviendront le trophectoderme, les effecteurs en amont de Hippo sont inactifs
et Yap est transloqué vers le noyau, ou il active le TEA domain transcription factor 4 (Tead4). Le
complexe Yap-Tead4 permet I'expression de génes qui initieront la différenciation en TE (Nishioka
et al., 2009). Taz et est également transloqué vers le noyau pour activer Tead4 dans les mémes
circonstances (Manzanares et Rodriguez, 2013). Tead4 agit sur le TEE (pour Trophectoderm
enhancer) de Cdx2, et permet aussi I'expression de Gata3 (Rayon et al., 2014 ; Coticchio et al.,
2019).

A linverse, la non-activation de Tead4 favorise I'expression de génes de la pluripotence, Nanog et
Oct4 (Nishioka et al., 2008). Tead4 est exprimé dans toutes les cellules de 'embryon de souris,
Les embryons mutés pour Tead4 présentent des anomalies spécifiques au TE, et sont incapables
de produire le blastoccele (Nishioka et al., 2008).
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o Amot et filaments d’actine

Amot permet linactivation de Hippo dans les cellules du TE en sa qualité de « senseur » de
I'environnement. Ainsi, pour une cellule avec peu de contacts cellulaires, et possédant un domaine
apical polarisé, Amot est séquestrée dans le domaine apical (Hirate et al., 2013). Amot se lie
beaucoup moins aux cadhérines des jonctions adhérentes, et beaucoup plus aux microfilaments
d’actine, ce qui diminue son affinité pour les protéines Lats (Dai et al., 2013 ; Hirate et al., 2013).
Amot n’est pas phosphorylée ce qui inactive globalement la cascade de Hippo et ne promeut pas
la phosphorylation de Yap, favorisant donc sa translocation nucléaire, comme décrit dans la Figure
18 (Dai et al., 2013 ; Hirate et al., 2013 ; Hirate et Sasaki, 2014).
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Note : (Haut) Dans les cellules externes polarisées, Amot est séquestrée dans le domaine apical par
I’actine (F-actine) et n’active pas les Lats. Yap entre donc dans le noyau et active 'expression de genes
pro-TE comme Cdx2 (« ON ») tandis que les genes de la MCI comme Sox2 sont réprimés (« OFF »).
(Bas) Dans les cellules internes non polarisées, Amot est phosphorylée et s’associe aux jonctions
adhérentes ou elle forme un complexe avec Nf2 et les Lats1/2. Les Lats1/2 activées phosphorylent Yap
alors dégradé dans le cytoplasme. Les genes pro-TE comme Cdx2 ne s’expriment pas, les génes pro-
MCI s’expriment.

o Rho-ROCK et Par-aPKC

Rho-ROCK et le systeme Par-aPCK participent également a la genése du trophectoderme via la
signalisation Hippo, chez la souris, I'inhibition de Rho-ROCK promeut Nanog et Sox2 et diminue
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'expression de Cdx2, tandis que l'absence de Par6db (du systéme Par-aPKC) diminue
'expression de Cdx2 et augmente celle de Nanog (Alarcon, 2010 ; Kono et al., 2014 ; Frum et al.,
2018).

Le systéme Par-aPKC et Rho-ROCK, en permettant la polarisation correcte des cellules externes
et I'établissement d’'un domaine apical, favorisent la séquestration d’Amot, et les divisions
asymeétriques, donc l'inactivation des effecteurs principaux de Hippo, la nucléarisation de Yap et
Taz et I'internalisation de cellules non polarisées (Kono et al., 2014 ; Hirate et al., 2015 ; Alarcon et
Marikawa, 2018).

D’autre part, 'actomyosine étant un modulateur de I'activité de Hippo (Deng et al., 2015 ; Dupont,
2016), Rho-ROCK pourrait agir sur la différenciation en TE médiée par Hippo via son activité
régulatrice de I'actomyosine, bien que les mécanismes sous-jacents précis soient encore inconnus
(Amano et al., 2010 ; Alarcon et Marikawa, 2018).

Par ailleurs, Shi et al (2017) ont montré des interactions plus directes. Rho (sans l'implication de
ROCK) serait capable d’empécher la phosphorylation d’Amot, stabilisant ainsi sa liaison avec les
microfilaments d’actine, mais aussi de se lier au domaine « coiled-coil » d’Amot, prévenant ainsi sa
liaison avec Merlin (Shi et al., 2017). De plus ; en interférant avec la phosphorylation de Yap par
les protéines Lats, elle promeut la translocation nucléaire de Yap (Kono et al., 2014).

Rho-ROCK, Rho seule et le systéeme Par-aPKC influencent donc Hippo, indirectement par
établissement du domaine apical et modulation du cytosquelette, et directement en interagissant
avec les effecteurs centraux de la voie.

e La voie de signalisation Hippo chez le bovin

Les composants de Hippo précédemment évoqués sont globalement retrouvés chez le bovin, mais
diverses études laissent a penser que le scénario est partiellement différent de celui de la souris,
et que d’autre éléments interviennent (Veronica M Negrén-Pérez et Hansen, 2017 ; Gerri et al.,
2020 ; Sharma et al., 2021).

La présence d’'un domaine apical est indispensable a la formation du trophectoderme chez la
souris, tandis que chez le bovin, cela ne semble pas nécessaire, suggérant que d’autres
mécanismes sont a I'ceuvre dans cette premiére différenciation (Dos Anjos et al.,, 2021). Par
ailleurs, nombre des composants de Hippo, Mstl, Latsl, Yap, Taz, Tead4, pourraient étre d’origine
maternelle chez le bovin (Sharma et Madan, 2022).

o Amot et NF2

D’aprés Sharma et al. (2021), Amot joue effectivement un role dans cette premiere différenciation
chez le bovin, mais celui-ci n’est pas encore compris. Il N’y a pas d’effet du blocage d’Amot sur
I'expression de Tead4 et de Yap avant le jour 8, contrairement a ce qui est observé chez la
souris ou la formation de cellules du trophectoderme est accentuée (Negrén-Pérez et Hansen,
2017 ; Sharma et al., 2021). De plus, les cadhérines sont bien présentes dans 'embryon de bovin,
et y ont également un réle dans I'adhésion cellulaire et la gestion des contacts entre cellules, mais
I'implication de ceux-ci dans l'initiation de Hippo n’est pas encore explorée (Sharma et al., 2021).

o Yap, Taz et Tead4

Une différence importante entre le bovin et la souris vient de la localisation de Yap lorsqu’il est
phosphorylé (p-Yap), en effet chez la souris p-Yap n’est jamais localisé dans le noyau, la
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phosphorylation 'en empéche, tandis que chez le bovin, p-Yap est présent dans le noyau comme
le cytoplasme avant la compaction puis quasi uniguement nucléaire aprés la compaction, ce qui
suggeére une régulation différente (Sharma et Madan, 2020). Yap non phosphorylé se retrouve en
revanche comme chez la souris dans le cytoplasme (Verénica M Negrén-Pérez et Hansen, 2017),
et la présence de Yap dans le noyau a le méme effet déclencheur de Tead4 puis Cdx2 (Kohri et
al., 2019). L’accumulation du facteur de transcription Cdx2 dans le noyau semble dépendre de Yap
comme chez la souris (Veronica M Negron-Pérez et Hansen, 2017). Un rétrocontrble négatif sur
Hippo effectué par la présence nucléaire de Yap pourrait de plus étre a I'ceuvre (Sharma et
Madan, 2022). Des études sur la présence de p-Yap dans le noyau restent nécessaires pour
comprendre le mécanisme dans ses détails.

En ce qui concerne Taz, son intervention est nécessaire chez le bovin également pour la formation
du blastocyste et la différenciation du TE, et sa localisation est d’abord cytoplasmique, avant de
progressivement devenir de plus en plus nucléaire chez certains blastoméres (Sharma et Madan,
2020 ; Saito et al., 2021). Son expression est corrélée a celle de plusieurs génes liés au
trophectoderme tels que Cdx2 et Inft (Saito et al., 2021).

Enfin contrairement a ce qui est observé chez la souris, la régulation négative de Tead4
n’empéche pas la formation du blastoccele (Veronica M Negron-Pérez et Hansen, 2017).

o Mstl/2 et Lats 1/2

Lats 1 aurait un rble dans la signalisation Hippo, mais ne serait pas compensée par une autre
molécule comme elle I'est par Lats 2 chez la souris (Sharma et Madan, 2022). Mst1/2 ont une
localisation similaire chez le bovin par rapport a la souris (cytoplasmique), leur réle pourrait donc
étre semblable mais il doit encore étre étudié pour confirmer cette idée (Sharma et al., 2021). Par
ailleurs il pourrait y avoir un dépendance de Taz a Mst 1 (Sharma et Madan, 2022). Ces protéines
restent trés peu étudiées chez 'embryon de bovin.

o aPKC

L’inhibition d’aPKC réduit a la fois I'expression de Gata3 et la présence nucléaire de Yap dans les
cellules externes de la morula bovine, et empéche le développement par absence de cavitation, ce
gui appuie son caractere pro-trophectoderme (Gerri et al., 2020). En revanche, l'inhibition d’aPKC
n'a pas d’effet sur Cdx2; quant a son rdle de séquestration d’Amot au domaine apical, il reste
encore a vérifier chez la vache (Gerri et al., 2020).

o Rho-ROCK

Les études sur l'activité de Rho-ROCK dans la détermination du lignage chez le bovin ne
s’accordent pas sur son rbéle (Negron-Pérez et al., 2018 ; Kohri et al., 2020). Selon l'inhibiteur
utilisé, I'inhibition de Rho-ROCK augmente le nombre de cellules du TE (avec l'inhibiteur Y-27632)
(Negrén-Pérez et al., 2018 ; Yamamura et al., 2020), ou au contraire le diminue (avec l'inhibiteur
C3 transferase), en diminuant I'expression de Cdx2 (Kohri et al., 2020). La C3 transferase est
spécifigue de Rho, et aucune autre sous-famille de GTPases, tandis que Y-27632 est un inhibiteur
de ROCK, ce qui peut expliquer ces variations (Davies et al., 2000). Bien que l'implication de Rho-
ROCK dans la nucléarisation de Yap ainsi que I'expression de Cdx2 et donc dans la formation du
TE soit mise en évidence, d’autres études devront donc venir compléter ce schéma.
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b. La voie de signalisation Notch

Plus récemment, la voie de signalisation Notch, déja étudiée en profondeur pour son réle dans
'organogenése notamment, a été identifi€e comme actrice de la différenciation en trophectoderme
(Rayon et al., 2014). En particulier, Notch agit en paralléle de Hippo et est nécessaire pour
I'activation du géne pro-TE Cdx2, en agissant sur le site TEE (Trophectoderm enhancer) de Cdx2
via son effecteur transcriptionnel, la protéine RBPJ (Rayon et al., 2014). A linstar du complexe
Yap-Tead4 de Hippo, NICD (Intracellular domain of Notch receptor) est transloqué vers le noyau
ou il se lie avec RBPJ pour cibler des génes effecteurs du TE (Menchero et al., 2019).

De plus, Strawberry Notch ou Sbno, un facteur nucléaire de type hélicase, a été identifi€ comme
acteur d’'une synergie entre RBPJ de Notch et Tead4 de Hippo en agissant au niveau du TEE de
Cdx2 (Watanabe et al., 2017).

Menchero et al. (2019) ont par ailleurs proposé un modéle ou non seulement Notch et Hippo
agissent en synergie, mais aussi de maniéres globalement indépendantes. lls ont montré que
Notch est déclenché avant Hippo (dés le stade 4 cellules), que ces deux voies ne sont pas
redondantes et suggérent que Notch enclenche la différenciation en TE tandis que Hippo la
maintient, tout en freinant I'expression des génes de la pluripotence (Menchero et al., 2019).

Enfin Batista et al. (2021) ont étudié les acteurs possibles de cette voie, et ont mis en évidence
une implication trés probable de Notchl, Notch2, Jaggedl et Hesl, toutes des protéines connues
pour leur activité dans la signalisation Notch étudiée précédemment.

Chez le bovin, Notch semble étre également une voie cruciale au développement précoce, a la
formation du blastocyste, notamment via sa participation a la formation du trophectoderme en
favorisant I'expression de Cdx2, avec l'implication de RBPJ également (Li et al., 2021). Comme
pour les autres voies, d’autres études sont nécessaires pour mettre en lumiére son réle.

c. Lavoie de signalisation Wnt

Whnt est une voie de signalisation trés conservée parmi les vertébrés comme les invertébrés, avec
des rbles extrémement variés dans I'embryogenése, entre prolifération, mort cellulaire, polarité
entre autres, mais aussi dans la premiere différenciation (Miller, 2001).

e Chez la souris

L’expression de génes associés a Wnt, tels que Wnt3 ou Wnt4, dans I'embryon précoce de souris
(des le stade 2 cellules) a été établie il y a environ 20 ans (Lloyd et al., 2003). Cependant, les
études sur linhibition de cette voie n‘ont pas permis de prouver un impact cohérent sur
I'établissement du blastocyste (Xie et al., 2008 ; Aparicio et al., 2010), elle a donc été beaucoup
moins étudiée que Hippo a travers le prisme des premiéres différenciation.

Pourtant, des chercheurs se sont penchés a nouveau sur la question plus récemment et leurs
résultats suggérent un réle pour Wnt dans la premiére différenciation, en tant que régulateur du
rythme de différenciation en coopération étroite avec Notch, ou ce dernier serait « 'accélérateur »
tandis que Wnt serait le « frein » (Batista et al., 2021). Cependant I'élucidation compléte du réle de
Whnt chez la souris est encore a découvrir.
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e Chezle bovin

Un réle de la voie de signalisation Wnt dans I'établissement des premiéres différenciations a été
montré chez le bovin (Denicol et al., 2013). La voie standard dite « canonique », impliquant les -
caténines des cadhérines 1, a pour effet la promotion de marqueurs de la pluripotence, tels
qu’Oct4, Nanog, Sox2 et KIf4 (Madeja et al., 2015).

Par la suite, Wang et al. (2019) ont précisé cette idée en étudiant le role de 'axe Wnt- Yap/Taz
dans I'établissement du trophectoderme et de la MCI, notamment par la régulation de Cdx2 et
avec la participation de l'effecteur-clef de Wnt, Wnt3a. En effet, en plus de I'axe canonique de Whnt,
il existe d’autres voies du Wnt, dont 'une d’entre elles a pour effecteurs Yap et Taz (Park et al.,
2015). Wtna3 est capable de déphosphoryler Taz, le stabilisant dans le cytoplasme et prévenant
sa translocation nucléaire, et régulant ainsi Hippo (Byun et al., 2014). De la sorte, de maniere
analogue a son rdle chez la souris, Wnt serait un frein qui permet de réguler le rythme de
différenciation, et intervient a la fois de maniére dépendante et indépendante de Hippo.
Néanmoins, ces études ne permettent pas d’apporter une preuve d'un tel roéle pour Wnt et
demandent a étre approfondies.

d. Cytosquelette d’actine myosine

Ici encore le cytosquelette d’actine-myosine se révele étre primordial dans la morphogénése de
'embryon. Il a déja été mentionné pour sa participation a la cascade de Hippo, via son interaction
avec Amot qui favorise la translocation nucléaire de Yap et une détermination en cellule du
trophectoderme (Dai et al., 2013).

Par ailleurs, comme vu précédemment avec la compaction, le cytosquelette d’actine-myosine est a
I'origine de la contractilité des cellules, qui permet entre autres leur internalisation (Maitre et al.,
2015 ; Ozglg et Maitre, 2020). Or, la position interne fait partie des facteurs déterminants dans le
destin cellulaire, notamment par 'abondance de contacts avec les cellules voisines et de jonctions
adhérentes (Hirate et al., 2012 ; Cockburn et al., 2013). De cette maniére plus indirecte, le
cytosquelette participe encore a la premiére différenciation.

C. Aspects mécaniques

Des forces mécaniques influencent la différenciation cellulaire tout au long de sa mise en place.
Tout d’abord, il faut rappeler que la ségrégation entre cellules du TE et de la MCI est influencée
indirectement par les tensions liées a la contractilité cellulaire qui participent a l'internalisation de
certaines comme évoqué précédemment.

Des liens plus directs ont cependant été mis en évidence, révélant une mécano-sensibilité du
systeme Yap-Taz (Aragona et al., 2013 ; Benham-Pyle et al., 2015 ; Dupont, 2016). L’étirement
d’une cellule permet a lui-seul de déclencher la translocation de Yap vers le noyau (Dupont et al.,
2011 ; Benham-Pyle et al., 2015). Ce systéme fonctionne en coopération avec le cytosquelette
d’actine myosine et cdh1, plus précisément un de leurs composants, les B-caténines, et implique
également Hippo de maniére générale, ainsi que la voie Wnt (Aragona et al., 2013 ; Benham-Pyle
et al., 2015). De plus, I'inhibition de la myosine par la blebbistatine sur des cellules en culture et
sur des embryons de souris annule I'étirement des cellules externes (et la compaction de maniére
générale), et fait ressortir YAP du noyau vers le cytoplasme (Dupont et al., 2011 ; Maitre et al.,
2016).
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La mécanique de la différenciation du trophectoderme et du maintien de la pluripotence de la MCI
est établie, mais de nouvelles études devront venir la compléter, en particulier chez le bovin.

La premiére différenciation embryonnaire a été longuement étudiée, et encore récemment de
nouvelles données semblent interroger des théories pourtant bien ancrées. De nombreux
facteurs influent sur la détermination cellulaire, en particulier la position et la polarité auxquelles
est lié Hippo, la voie de signalisation majoritairement a I'ceuvre dans la différenciation entre TE
et MCI. Hippo est active dans les cellules internes non polarisée, ou son effecteur clef Yap
reste cytoplasmique, et inactive dans les cellules externes polarisées, ou Yap est nucléaire et
enclenche les genes de différenciation en trophectoderme. Les voies Notch et Wnt sont
également actrices de cette ségrégation. Les caractéristiques morphologiques et mécaniques
des cellules sont étroitement liées a leur différenciation en un type cellulaire ou l'autre.

3. Aspects métaboliques

Les événements morphogénétiques qui jalonnent la formation de la morula sont soutenus par un
métabolisme spécifique a I'embryon précoce. Ce métabolisme a été classiquement trés étudié
chez la souris, mais également chez le bovin.

A. Besoins énergétiques

Au stade de la segmentation, dont les divisions sont lentes, avec un cycle cellulaire de 24h
conserveé, les besoins énergétiques de I'embryon sont peu importants, et un métabolisme
relativement faible (en comparaison avec celui qui va suivre pour la blastula) centré sur 'oxydation
du pyruvate, mais aussi du lactate, et des acides aminés présents abondamment dans
I'environnement de 'embryon, parvient a y apporter une réponse suffisante (Leese, 2003 ; Smith et
Sturmey, 2013). Les biosynthéses sont limitées aux membranes cellulaires, et les dépenses sont
concentrées sur ’homéostasie (Coticchio et al., 2019).

A partir du stade 8 a 16 cellules, les dépenses énergétiques deviennent plus importantes, la
consommation de glucose et de dioxygéne augmente, la production de CO;, aussi (Thompson et
al., 1996 ; Khurana et Niemann, 2000). Cela coincide notamment avec 'EGA et le début de la
compaction, deux processus qui implique des dépenses énergétiques supérieures a celles de la
segmentation.

B. Substrats

a. Pyruvate et lactate

Les premiers jours de la vie embryonnaires sont marqués par une dépendance au cycle de Krebs
et une régulation négative de la glycolyse. En effet, les faibles besoins énergétiques créent un ratio
ATP/ADP élevé, qui limite la consommation de glucose via la glycolyse, en régulant négativement
I'étape de phosphorylation par la phosphofructokinase (Gardner et al., 2015). C’est majoritairement
le pyruvate présent dans I'environnement qui est consommé par I'embryon de bovin, du moins in
vitro (Thompson et al., 1996).
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Le lactate présent également, plus qu'une source d’énergie primaire, joue un réle de régulation
redox, via la présence de la lactate déshydrogénase (LDH) qui catalyse dans les deux sens la
réaction suivante : pyruvate + NADH = lactate + NAD™* (fermentation lactique).

b. Lipides

Des réserves énergétiques sont également présentes dans I'embryon sous forme de glycogéne
(Brinster, 1974), mais aussi de lipides avec des gouttelettes de triglycérides (Ferguson et Leese,
1999). L'utilisation des lipides a été mesurée avec la diminution des réserves et la diminution de la
consommation d’oxygene lors d’inhibition de I'oxydation des acides gras, et ces expériences
suggérent que chez le bovin la maturation de 'ovocyte et éventuellement la nidation nécessitent
des lipides comme source d’énergie (Ferguson et Leese, 2006). De maniére générale, il ressort
que I'embryon est avant tout un organisme capable de s’adapter a son environnement et aux
substrats qui le composent, tout en ayant des réserves permettant de compléter les besoins
énergétiques dans une certaine limite, si cet environnement est pauvre (Ferguson et Leese, 2006 ;
Sturmey et al.,, 2009). Cependant cette plasticité, si elle doit étre utilisée, réduit la viabilité de
'embryon (Leese, 2003 ; Gardner et al., 2015).

c. Glycogéne

Le métabolisme du glycogene quant a Ilui semble également avoir une importance dans le
développement de I'embryon de bovin, dans la mesure ou l'inhibition de la glycogéne synthase
kinase 3 (GSK3) qui elle-méme inhibe la synthese du glycogéne est significativement associée a
un développement diminué (Aparicio et al., 2010). Celui-ci prend son importance a partir du stade
16 cellule, au stade morula qui commence a se compacter et jusqu’a la blastula au moins, si I'on
se fie a la présence de la protéine GSK3 tout au long de la croissance embryonnaire précoce
(Garcia-Herreros et al., 2018). Cependant, il faut aussi noter que la forme phosphorylée et donc
inactive des deux isozymes GSK3 a et B est aussi de plus en plus présente avec la progression du
développement (Garcia-Herreros et al., 2018), et permettrait de plus en plus la synthése de
glycogéne, nécessaire pour un développement normal de 'embryon de bovin (Harris et al., 2013).

d. Acides aminés

Au-dela de leur caractére indispensable a la constitution des protéines, les acides aminés sont
également nécessaires de bien d’autres maniéres a la croissance embryonnaire, leur absence
dans le milieu de culture est visible en seulement 3 heures chez la souris, avec une perte de
viabilité et une production de lactate fortement augmentée (Leese, 2002).

Tout d’abord, certains acides aminés sont trés probablement utilisés comme carburants pour le
cycle de Krebs, sous forme d’acétyl-coA (Partridge et Leese, 1996 ; Leese et al.,, 2021). lIs
participent également a 'osmorégulation et au contréle volumique de 'embryon (Baltz, 2001).

Le malate-aspartate-shuttle (MAS) ou navette malate-aspartate est un mécanisme qui permet le
transfert d’agents réducteurs NADH a travers la membrane mitochondriale, qui y est imperméable,
et ainsi régénére le NAD+ cytosolique, permettant la poursuite de l'oxydation du glucose. Ce
mécanisme ne peut pas fonctionner sans aspartate, un acide aminé (National Center for
Biotechnology Information, 2021). Une hypothése est que les symptémes induits par le milieu sans
acides aminés sont en partie dus au non fonctionnement du MAS, appuyée par I'étude de son
inhibition chez la souris qui donnent des symptdmes trés proches, avec notamment la production
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exacerbée de lactate (Mitchell et al., 2009). Ceci relie indirectement I'aspartate au métabolisme
énergétique du glucose utilisé par 'embryon.

D’autre part, le glutathion ou GSH, un antioxydant crucial chez les mammiféres, principale défense
non enzymatique contre les radicaux libres hotamment chez I'embryon (Guérin et al., 2001), est
constitué a partir de cystéine, glycine et glutamate. C’est également un agent de régulation du
statut redox cellulaire (Deleuze et Goudet, 2010). La complémentation du milieu de culture avec
ces trois acides aminés permet a I'embryon de produire du glutathion dés le stade zygote
(Anchordoquy et al., 2019).

Les profils de consommation/libération d’acides aminés différent selon le stade de développement,
le type de milieu (in vivo contre in vitro), et méme le sexe. lls peuvent également étre indicateurs
de la viabilité d’'un embryon donné (Sturmey et al., 2010).

Le métabolisme des acides aminés implique la gestion de I'azote, notamment sous la forme
d’ammonium, toxique pour les cellules. Les mammiféres convertissent 'ammoniac en urée, qu’ils
peuvent stocker en quantités beaucoup plus grandes sans danger. Cependant I'étude de la
production d’'urée par les embryons de bovin a montré que celle-ci était indétectable, tandis que de
'ammonium est produit (Orsi et Leese, 2004). Ainsi, des ions ammonium seuls peuvent étre
libérés dans I'environnement, mais une implication éventuelle de la glutamine, de l'alanine, et
moins probablement de l'arginine a été mise en évidence dans le métabolisme d’excrétion de
'azote chez le bovin, la fixation de cet ion toxique sous forme d’acide aminé empéchant son
accumulation (Gopichandran et Leese, 2003 ; Orsi et Leese, 2004).

C. Viabilité et métabolisme

Deux théories s’opposent sur les conclusions en termes de viabilité a tirer de I'étude du
métabolisme embryonnaire.

D’une part, la théorie du métabolisme quiescent ou « quiet métabolisme » selon laquelle moins
I'embryon est métaboliquement actif, plus il est viable. En effet un embryon trop actif aurait subi de
multiples stress dont découlent des dommages potentiels, notamment au niveau génomique, et sa
réaction peut étre une augmentation des voies métaboliques de réparation ou méme une perte de
contréle métaboliques (Leese, 2002 ; Baumann et al., 2007). Des études ont montré une meilleure
viabilité chez les embryons de souris avec une activité glycolytique plus faible (Lane et Gardner,
1996), et une morphologie plus viable chez les embryons d’humain consommant moins de
pyruvate (Turner et al., 1994). Une analyse documentaire de Leese et al. (2007) suggere une
hypothése semblable chez les ruminants.

D’autre part, des études sur le bovin et 'humain avec les résultats inverses, ou un métabolisme
plus fort est associé a une meilleure viabilité (Donnay et al., 2002 ; Tejera et al., 2012), et ce
méme dans des études particulierement récentes (Ferrick et al., 2020). Gardner (2015) évoque la
possibilité d’'un biais lié aux milieux de culture différents selon les expériences, notamment en
terme de concentration en dioxygéne et dioxyde de carbone pour celles en faveur du métabolisme
quiescent. Cependant, cela ne permet pas d’expliquer tous les résultats obtenus. Il est probable
que plutét qu’'un métabolisme « actif » ou « inactif », il existe un métabolisme idéal « entre deux »
qui optimise le développement et la viabilité (Leese et al., 2022). Une étude dans laquelle les
chercheurs ont trié les embryons en trois groupes suivant leur consommation de pyruvate (faible,
modérée, élevée) avant d’étudier leur développement montre en effet que les embryons
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intermédiaires ont le meilleur taux de développement au stade blastula et le plus grand nombre de
cellules (Guerif et al., 2013). Ainsi, a ce jour, 'option d’'un métabolisme optimal intermédiaire entre
quiescent et trop actif, capable de s’adapter aux divers événements facteurs de stress de maniére
efficace sans surconsommation, semble la plus probable.

Le métabolisme de la morula soutient des besoins croissants a mesure que le développement
progresse, et est basé sur la consommation du pyruvate et des acides aminés présents dans
'environnement. Il posseéde également des réserves, sous forme de lipides ou de glycogene,
qui lui permettent de s’adapter a son environnement. Le métabolisme peut étre un indicateur
de qualité embryonnaire, avec une viabilité moindre pour un métabolisme trop fort ou trop

faible.

La compaction de I'embryon et la différenciation des blastoméres en une couche unique
d’épithélium polarisé et une masse de cellules pluripotentes principalement via la cascade de
signalisation Hippo sont les événements morphogénétiques principaux intervenant dans la
formation de la morula. Elles sont soutenues par un métabolisme croissant et plastique,

adaptable a I'environnement de 'embryon.
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Troisieme partie : La formation de la
blastula

La formation de la blastula est marquée principalement par I'établissement du blastoccele, cavité
contenue dans I'embryon, et par la seconde différenciation cellulaire entre I'épiblaste pluripotent et
'endoderme primitif, tous deux issus de la masse cellulaire interne.

1. Laformation du blastoccele

La cavitation ou blastulation désigne la formation du blastoccele, cavité remplie de fluide inclue
dans I'embryon, dont la formation commence au moment du cinquiéme clivage (souris) et
complétement formée entre le jour 5 et 7 selon les espéces de mammiféres, plutét aux jours 6 a 7
chez le bovin (stade 64-128 cellules) (Zernicka-Goetz, 2005 ; Marikawa et Alarcon, 2012 ; Reijo
Pera et Prezzoto, 2016) . Les cellules de la MCI sont repoussées toutes ensemble a un pble de
'embryon, et 'embryon développe alors son premier axe de symétrie, 'axe embryonnaire (avec la
MCI)-abembryonnaire (Garbutt et al., 1987 ; Dumortier et al., 2019).

Il s’agit de la premiére cavité formée dans 'embryon, mais elle sera suivie de nombreuses autres,
comme la cavité amniotique, et celles des organes creux par exemple.

A. Mécanismes physico-chimiques

Les études axées sur les mécanismes physiques et chimiques qui prennent place pendant la
formation du blastoccele sont relativement récentes et encore peu nombreuses en comparaison
avec celles qui se penchent sur les aspects moléculaires. Elles concernent avec une écrasante
majorité la souris.

Les cavités formées du c6té apical des cellules de I'épithélium sont fréquentes et décrites
extensivement, tandis que les cavités formées du c6té basolatéral comme le blastoccele sont plus
rares, et les mécanismes de leur formation moins bien connus. A l'inverse de la plupart des cavités
apicales, les cavités basolatérales ne sont pas scellées entre elles par des jonctions serrées, et
peuvent communiquer via I'espace intercellulaire (Krug et al., 2014 ; Le Verge-Serandour et
Turlier, 2021b). Des jonctions serrées et gap séparent cependant les cavités du milieu extérieur ce
qui permet la croissance du blastoccele en empéchant la fuite du liquide (Barcroft et al., 1998).
Dans cette partie, il s'agira de présenter les différents phénomenes qui ménent a la formation du
blastoccele, et les modéles proposés pour les décrire.

a. Flux de liquide depuis le milieu extérieur

La formation du blastoccele est initiée par un flux de liquide dans I'espace intercellulaire. Ce flux
est dépendant des pressions hydrostatiques dans les cavités qui contiennent le liquide, et, celui-ci
étant majoritairement composé d’eau, le flux dépend aussi des différences de concentrations
ioniques. Or, le liquide dans le blastoccele est concentré en Na*, CI, K*, Mg?*, et Ca?* (Borland et
al., 1977a ; Watson et Barcroft, 2001). Un gradient osmotique existe donc avec une pression
osmotique plus forte dans I'espace intercellulaire, ce qui entraine un flux passif d’eau vers ce
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milieu, notamment via les aquaporines (Biggers et al., 1988 ; Verkman et Mitra, 2000). Des
exocytoses de vacuoles liquidiennes participent aussi au remplissage de la cavité.

o Différences de pression et flux de liquide

Torres-Sanchez et al. (2021) ont proposé un modele descriptif de la formation d’'une cavité unique
d’'un point de vue thermodynamique, par traversée d’un flux d’eau passif a travers une couche
épithéliale (ici le trophectoderme). Ce flux est proportionnel aux différences de potentiels
chimiques des solutés de part et d’autre de la couche épithéliale.

Ce modéle propose une solution dans laquelle sont présents v types d’ions différents, avec pour
I'ion z une concentration ¢; et une charge g, . La différence de concentration de chaque c6té de

1
15

Ve ep 2l . — 0 . . . 0
I'épithélium est notée Ac; =c¢; —¢; ol €; est la concentration dans la lumiére et €; dans le

- L. — 5:'_15[:' .
milieu extérieur, avec ¢; = -—* la concentration moyenne. On a :

Qi E!
kT

N
jw = A, (Al — AP) — ka (ﬂc!- + aq;) + jaetf

i=1
Dans cette expression i, est la perméabilité de la couche épithéliale a I'eau, elle dépend de la
densité des aquaporines, tandis que .. est un coefficient caractérisant le flux d’eau dirigé par les
différences de potentiels chimiques de chaque soluté. Le terme AIl— AP tient compte de la
compétition entre différence de pression hydrostatique aAp et différence de pression osmotique

rp s C . , . .ecti
ATl = kT XX, Ae; . La difference de potentiel électrique est notée A¢. Enfin J,. d est un terme

représentant un éventuel flux d’eau actif, qui résulterait d’'un pompage des molécules d’eau, a
priori pas mis en évidence dans ce contexte bien que non écarté (Torres-Sanchez et al., 2021).
Les deux premiers termes du c6té droit de I'équation décrivent a I'inverse les flux passifs.

La Figure 19 schématise le modéle proposé et rappelle les expressions des différents termes
présents dans I'équation précédente. Ainsi :

- « L’eau afflue dans la cavité grace a une différence de pressions osmotiques et de
pressions hydrostatiques AIT — AP et potentiellement par des effets électroosmotiques.

- La pression hydrostatique dans une cavité sphérique de rayon R est reliée a la tension t
dans la couche épithéliale via la loi de Laplace.

- La différence de pression osmotique est maintenue par un transport ionique actif qui peut
également mener a une différence de potentiel

- La différence de potentiel électrique A¢ est donnée par la différence de densité de charge
Ao et la capacitance de I'épithélium < » (Torres-Sanchez et al., 2021).

- La différence de pression osmotique est obtenue avec la différence de concentration
ionique Ac, la température T et la constante des gaz parfaits R par la loi de Van't Hoff.
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Figure 19 : Modele de formation d'une cavité unique (Torres-Sanchez et al., 2021)

. . if | ;ectif
ji =jipnssz +jim:

Pour estimer l'importance relative de an et AP, les chercheurs ont utilisé des vitesses de flux

mesurées dans d’autres contextes, notamment lors de la croissance de I'oreille interne du poisson-
zébre, qui est un autre exemple de formation de cavité entourée par un épithélium avec du liquide
(Mosaliganti et al., 2019). lls ont également utilisé les mesures de perméabilité membranaires
mesurées dans des cellules MDCK (Madin-Darby canine kidney), des cellules typiquement
utilisées pour étudier les épithéliums et entre autres la formation des cavités au sein de ceux-ci
(Timbs et Spring, 1996 ; Bryant et al., 2010 ; Engelberg et al., 2011).

Ainsi, avec des vitesses de flux j, de l'ordre de 1 a 8 um/h (Mosaliganti et al., 2019), et une
perméabilité de la couche épithéliale i, de I'ordre de 0.1 a 1 x 107 uym.s*.Pa! (Timbs et Spring,
1996), et en négligeant les coefficients .., une valeur AIl — AP ~ 3 — 200 kPa a été obtenue
(Torres-Sanchez et al., 2021). Or, les mesures de pression hydrostatiques réalisées dans l'oreille
interne de poisson-zebre (AP ~ 100 — 300 Pa) (Mosaliganti et al., 2019), dans les kystes de
cellules MDCK (AP ~ 40 Pa), et dans le blastoccele lui-méme (AP ~ 300 Pa) (Dumortier et al.,

2019), sont faibles en comparaison (Torres-Sanchez et al., 2021). En revanche, en prenant
'exemple d’'une différence de concentration entre 1 et 100 mM (donc pour un seul ion), la
différence de pression osmotique, donnée par la loi de Van't Hoff, serait autour de AIl ~ 2,6 — 260
kPa (Torres-Sanchez et al., 2021). Cette fourchette de différence de concentration est large mais a
priori cohérente, d’aprés les concentrations mesurées en ions notamment sodium dans le
blastoccele (159-181 mM), dans le fluide utérin (108-120 mM) et dans les milieux de culture
d’embryon in vitro classiques (85-118 mM) (Borland et al., 1977a ; Borland et al., 1977b ; Baltz,
2012).
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Ces deux observations suggérent que la croissance de la cavité blastoccelique est majoritairement
liée a la pression osmotique plutét qu’a la pression hydrostatique, d’échelle moins élevee (Torres-
Sanchez et al., 2021). Cette conclusion est partagée par d’autres auteurs s’étant penchés sur la
physique de la formation du blastoccele (Chan et al., 2019 ; Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a).

e EXxocytoses

Le liquide s’accumulant dans le blastoccele serait également apporté par exocytose de vésicules
vacuolaires par les blastomeres (Marikawa et Alarcon, 2012 ; Ryan et al., 2019). Les vacuoles
s’élargissent a l'intérieur des blastoméres avant de voir leur membrane fusionner avec celle du
blastomére et leur contenu déversé dans I'espace intercellulaire (Aziz et Alexandre, 1991 ; Watson
et Barcroft, 2001). Ces exocytoses sont visibles sur toutes les surfaces des cellules apolaires,
internes, et sur la surface basolatérale des cellules polaires externes; il n'y a pas d’exocytose vers
le milieu extérieur (Ryan et al., 2019). Ces vésicules ne sont excrétées que dans les premiers
temps de la formation du blastoccele, ou elles ont cependant un impact fort sur le volume des
microcavités (Ryan et al., 2019). La maniere dont la formation des vacuoles est gérée par la cellule
et le minutage des exocytoses sont encore obscurs pour le moment.

b. Formation de microcavités

La blastulation est donc initiée par un flux de liquide qui méne a la formation de nombreuses
microcavités dans I'espace intercellulaire. Pour permettre a ces microcavités de se former, les
membranes adhésives des cellules de la blastula doivent étre écartées. Deux mécanismes
différents pourraient étre a I'ceuvre pour permettre ce décollement.

¢ Interactions électrostatiques

Torres-Sanchez et al. (2021) ont émis I'hnypothése que des interactions électrostatiques pouvaient
participer a lI'ouverture des microcavités a l'origine du blastoccele. En effet, pour l'ouverture
d’autres cavités, comme des vaisseaux sanguins, une implication de ces interactions a été mise en
évidence, avec la participation de protéines transmembranaires chargées comme la podocalyxine
(Nielsen et McNagny, 2008 ; Strili¢ et al., 2010). La podocalyxine fait partie du glycocalyx qui revét
la membrane plasmique et a des propriétés antiadhésives (Nielsen et McNagny, 2008). De méme,
ce type dinteractions, impliquant également la podocalyxine, permet aussi I'ouverture dans
I'épiblaste de la cavité amniotique (Blasky et al., 2015 ; Dumortier et Maitre, 2018).

Torres-Sanchez et al. (2021) ont donc tenté de déterminer tout d’abord a quelle échelle cette
répulsion électrostatique pourrait avoir lieu. lls ont ainsi estimé la longueur d’écrantage de Debye-
Huickel (ou longueur de Debye), qui correspond a la longueur d’influence des charges électriques
dans un milieu conducteur, au-dela de laquelle le champ électrique formé n’interagit plus et ne
peut donc plus agir en répulsif (Torres-Sanchez et al., 2021 ; AL-Bazali, 2022). Cette longueur est
donnée par la formule suivante :

Lo =/ (6-£80kT/(2E2%€?)

En considérant une solution biologique simplifiée de NaCl de concentration ¢ = 100 mM et de
valence z=1, oU g, est la permittivité¢ du vide et ¢ la permittivit¢ relative de l'eau avec
Engp ¥ 7 x 10710 F/m, k la constante de Boltzmann et T la température avec kT = 10721 J, et
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e = 1,6 x 10~1® C la charge d’un électron, les chercheurs ont obtenu i, # 1 nm (Torres-Sanchez
et al., 2021).

Cette longueur leur a permis ensuite d’estimer la force répulsive a I'ceuvre dans le cas de ces
interactions, avec pour but de la comparer avec la force nécessaire pour rompre les jonctions
cellulaires qui lient les blastoméres. Ainsi, en considérant une interface cellule-cellule de 100 um?,
sur laquelle 400 dimeéres de cadhérine qui forment les jonctions adhérentes peuvent étre présents,
et sachant que défaire un lien de cadhérines nécessite 100 pN, il faut 400 Pa pour détacher deux
cellules sur cette surface (Torres-Sanchez et al., 2021).

Or, « la pression entre deux surfaces planes chargées séparées par une distance 4 et portant une
charge n par unité de surface est, pour les potentiels électriques faibles, donnée par :

P = 2ot exp (—i) »

ErEQ Ipy

Avec P la pression entre les deux surfaces chargées séparées par une distance 4 comprise entre

0 et 25 nm, ceci étant la taille moyenne d’une jonction adhérente (Perez et Nelson, 2004 ; Torres-
Sanchez et al., 2021).

Ainsi la densité de charge n nécessaire a la rupture des cadhérines entre 0 et 25 nm serait telle
que:2x10°um?<n<6x108um>.

En utilisant comme base la podocalyxine et en estimant sa densité de charge et sa présence au
niveau des surfaces membranaires, les chercheurs en sont arrivés a la conclusion que les
interactions électrostatiques pourraient potentiellement détacher les membranes, a distance trés
réduite uniguement (Torres-Sanchez et al., 2021). Ainsi, il est possible de formuler 'hypothése que
les interactions électrostatiques interviennent au moment de l'initiation des microcavités.

Cependant, aucune preuve de leur participation a la formation du blastoccele n'a été apportée, et
les simplifications utilisées pour effectuer ces estimations sont nombreuses. Par ailleurs, la
longueur de Debye-Huckel est valable jusqu'a certaines concentrations ioniques, au-dela
desquelles la formule utilisée par les auteurs pourrait étre fausse, or des concentrations ioniques
fortes permettent justement le flux de liquide dans la cavité blastoccelique (AL-Bazali, 2022). Cette
concentration critique différe pour chaque ion. Il est cependant a noter que si effectivement les
concentrations ioniques concernées étaient trop élevées pour justifier 'usage de la formule telle
guelle a été présentée, la longueur de Debye serait plus élevée, auquel cas les interactions
seraient possibles sur de plus grandes distances, donc plus probablement impliquées (AL-Bazali,
2022).

e Fracture hydraulique

Si les interactions électrostatiques participent probablement a I'ouverture des cavités, celles-ci sont
majoritairement permises par une « fracture hydraulique » des membranes cellulaires et la
réorganisation des cadhérines qui les lient (Dumortier et al., 2019).

En effet, Dumortier et al. (2019) ont observé une distribution des cadhérines modifiées lors de la
formation des microcavités. Les cadhérines sont réparties de maniére plus hétérogene et
s’accumulent au bord des cavités. De plus, I'inhibition des mécanismes a I'origine du gradient qui
permet le flux d’'une maniére ou d’'une autre empéche la réorganisation des cadhérines. Que ce
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soit l'inhibition des pompes Na+/K+ ATPases qui permettent le gradient, des kinases RHO qui
permettent le transport épithélial polarisé, ou bien l'inversion du gradient par ajout de saccharose,
toutes les méthodes inhibent la redistribution des molécules d’adhésion, par conséquent
I'accumulation de fluide lui est nécessaire.

Les chercheurs ont alors émis I'hypothése que la pression hydrostatique des microcavités puis du
blastoccele pourrait étre suffisante pour permettre un phénoméne de fracture hydraulique. La
mesure des pressions hydrostatiques dans les cavités, de I'ordre de 296 +/- 114 Pa, a révélé des
pressions dix fois supérieures a celles mesurées pour les blastomeres (Maitre et al.,, 2015 ;
Dumortier et al., 2019).

Dans les deux cas, des micropipettes sont utilisées pour I'obtention des pressions, de maniére
similaire aux expériences réalisées pour I'étude de la compaction vue précédemment. Les
pressions sont calculées grace aux lois de Young-Laplace et Young-Dupré (Maitre et al., 2015 ;
Dumortier et al., 2019). De plus, ces pressions hydrostatiques seraient suffisamment importantes
pour pouvoir provoquer le phénoméne de fracture hydraulique in vitro, d’aprés I'exemple d’'un
épithélium et de sa matrice (Casares et al., 2015).

Ainsi, le flux d’eau sous pression mis en place par le gradient osmotique cause le déplacement
des cadhérines ce qui permet d’écarter les membranes des cellules cohésives et linitiation de
formation des microcavités (Dumortier et al., 2019).

c. Réunion en une cavité unique

Deux types de microcavités se distinguent. Certaines sont a l'interface de deux cellules, d’autres a
I'interface de plus que deux cellules (Dumortier et al., 2019). Les deux populations de microcavités
se distinguent par la rapidité d’évolution de leur taille. Ainsi il a été envisagé qu'un phénomeéne de
coalescence intervienne, et que les microcavités se rejoignent pour n’en former plus qu’une
grande. Cependant, I'étude des tailles au cours du temps montre que toutes les microcavités
suivent la méme trajectoire, agrandissement puis rétrécissement a I'exception d’'une qui devient la
cavité principale (Dumortier et al., 2019). De plus, la fusion de deux cavités est un phénoméne peu
observé, plutdt vers la fin de la cavitation, et aucun mouvement de microcavité n’a été mis en
évidence, cette hypothése a donc été considérée comme secondaire (Dumortier et al., 2019).

Les microcavités multicellulaires atteignent des tailles beaucoup plus élevées (jusqu’a 10 fois plus
importantes) et rétrécissent plus tardivement que les cavités bicellulaires, en lien avec les
différences de pressions hydrostatiques existant entre les microcavités (Dumortier et al., 2019). En
effet ces microcavités sont connectées via des « tuyaux » formés par un faible espacement dans
I'espace intercellulaire (Krug et al., 2014). Ainsi, toute différence de pression entre deux cavités
doit mener a un flux de liquide de la cavité a haute pression vers la cavité a faible pression.

A partir de cette observation et de la loi de Laplace qui lie la pression dans les microcavités a leur
tension de surface et a leur rayon, « a tensions égales, toute différence de pression est due a la
taille des microcavités », ce qui explique que les petites cavités se déversent dans les grandes et
donc rétrécissent plus vite (Dumortier et al., 2019). Il faut cependant noter que les tensions ne sont
pas forcément homogénes et peuvent inverser le flux, a tailles de cavités égales (Dumortier et al.,
2019).
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e Modélisation de deux cavités

Un modéle des dynamiques entre deux cavités a été proposé par Dumortier et al. (2019) pour
rendre compte des forces qui régissent les échanges de fluides entre les microcavités.

lls proposent d’abord I'exemple de deux microcavités en deux dimensions, symétriques, reliées
par un « tuyau » de diamétre 4 (espace intercellulaire entre les membranes, tres faible par rapport

aux rayons des cavités) représentées sur la Figure 20. Chaque microcavité i est caractérisée par
un rayon de courbure R, une pression P;, et une tension linéaire y-; :

Figure 20 : Paramétrisation géométriqgue de deux cavités échangeant des fluides via un

Note : Le tuyau est de diameétre d. Les cavités sont symétriques, de rayon H; (ot i =1ou2), et

d’angle de contact & . Les tensions linéaires 1; et tensions de contact y,; sont telles que I'équilibre des
forces est respecté.

¥i

. D’aprés la loi de Laplace : P!. = o
1

- D’apres la deuxiéme loi de Newton, par équilibre des forces on a : 2’]—’!- cosf = Yei

- Pour obtenir une expression de R, on utilise l'aire de la cavité A4; en négligeant I'aire du

« tuyau » qui relie les cavités : A;~RZ[26; — sin 26,]
- Finalement, on a :

a8 A 7
p. = Vi/28;,—2sin8;
A
VL

Ainsi, des cavités de courbures et tensions différentes ont des pressions différentes, a l'origine
d’'un gradient qui génere un flux de fluide de la cavité a la plus haute pression vers celle a la
pression la plus basse a travers les tuyaux en respectant la conservation de la masse (Dumortier
et al., 2019). On a alors :
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- Atot = Al + Ag ou Atot est constante, par conservation de la masse

- H#12 === o .#12 est la résistance hydraulique du tuyau reliant les deux cavités,
P
proportionnelle a sa longueur 1,,, avec k,, un coefficient de friction donnée par la loi de Poiseuille :

2

. , L ,
O k, = —— ou y est la viscosité du fluide
1275

- L’évolution en fonction du temps des tailles des cavités est donnée par :

da, dA,
dt at 1.2 I: 2 1 ]X 712
Ou 1, est le flux de liquide de la cavité 2 vers la cavité 1, et le signe de 1, donne le sens du flux

(Dumortier et al., 2019).

Les chercheurs ont également intégré le pompage du liquide a travers la surface de la cavité, en
choisissant de ne pas définir ce flux < ; en fonction des différences de pression osmotiques et
hydrostatiques comme cela a été fait par d’autres (Chan et al., 2019 ; Torres-Sanchez et al., 2021)
mais en le considérant comme proportionnel au périmétre de la cavité (Dumortier et al., 2019) :

A.
= R Pl S
' 2 X 23!1. 28;—2sin &;

En négligeant le flux de pompage dans le tuyau, et en introduisant un débit de pompage par unité
de longueur i, pour une cavité i,ona:

dd; Aj

—=1(0,4,)= A /i=4)8, ——

dt p( ! !] - '\ 268;—2sin 8;

Dés lors, pour le cas de deux cavités connectées dont le débit de pompage A est similaire,
I'évolution de leur taille en fonction du temps est donnée par le systéme d’équations suivant :

dA-
d_tj' = II'J_.E + .IIP{H.J_IA.J.}
dA

e Modélisation d’un réseau de cavités

A partir du systeme précédent, Dumortier et al. (2019) proposent une généralisation de leur
modeéle a un réseau de cavités (Figure 21). Pour la cavité i, avec @; des cavités voisines de z:

dA;
d_tz = Z IE_.I' + Ipigz'rﬂf)
JEd;
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Figure 21 : Contact cellulaire lors de la cavitation dans une blastula de souris, avec y¥zg et

¥aerles tensions de surface des microcavités au contact respectif du TE et de la MCI et

Flux de
MCI fluide

Ces mémes chercheurs ont fait le lien entre la formation du blastoccele via de multiples
microcavités et le phénoméne de mirissement d’Ostwald (Dumortier et al., 2019) qui est décrit
comme suit :

« L’énergie totale d’'un systéme a deux phases (ou la deuxiéme phase est dispersée dans une
matrice) peut étre diminuée via 'augmentation de I'échelle de taille de la deuxieme phase et donc
une diminution de la surface totale entre les deux interfaces » (Voorhees, 1985).

Ce phénomeéne étudié par Wilhelm Ostwald au début du XX© siécle décrit I'évolution d'une
multitude de gouttelettes d’'une phase dispersée dans une autre vers un nombre moins grand de
gouttelettes de plus grande taille, comme par exemple pour des gouttelettes d’huile dans de I'eau
(Voorhees, 1985 ; McNaught et Wilkinson, 2019). La force motrice de ce phénomene est la
différence de pressions suivant la loi de Laplace, d’ou la proposition de modéle pour le réseau de
cavités baseé sur cette loi (Dumortier et al., 2019). De la sorte, I'état de 'embryon contenant de
multiples microcavités est instable, et son énergie peut étre réduite par la formation d’une seule
grande cavité, ou les tensions sont moins fortes (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a).

¢ Influence de la pression osmotique et de pompage ionique actif

Dans le modéle précédemment présenté, 'hypothése est faite que les différences de pression
osmotiques sont négligeables dans le phénoméne de mdrissement, et aucun soluté n’est pris en
compte dans le fluide modélisé (Dumortier et al., 2019). Or, il a été vu que lors de I'ouverture des
cavités, la différence de pression osmotique est la force majoritaire qui permet le flux de fluide
dans I'espace intercellulaire (Biggers et al., 1988 ; Watson et Barcroft, 2001 ; Torres-Sanchez et
al., 2021).

Pour étudier la question, I'équipe de chercheurs a l'origine du modéle précédemment évoqué a
réalisé dans des travaux plus récents de nombreuses simulations numériques dans un modele
proche, mais plus développé, en prenant en compte cette fois un soluté unique, non chargé (Le
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Verge-Serandour et Turlier, 2021b). Les simulations suggérent d’'une part que le réle de la
différence de pressions osmotiques est négligeable par rapport aux différences de pressions
hydrostatiques (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021b). D’autre part, elles montrent que si le
marissement «inverse » (une grande cavité qui se vide dans une plus petite) lié a une
hétérogénéité osmotique est théoriquement possible, notamment quand 'osmolyte est piégé dans
une trés petite cavité en fin de vidange, le scénario le plus probable est celui d’'un ralentissement
général des dynamiques hydrauliques si la concentration du soluté s’équilibre rapidement par
rapport a la vitesse de rétrécissement de la cavité (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021b). Le
marissement est ainsi quasi-indépendant des différences osmotiques passives (Le Verge-
Serandour et Turlier, 2021b).

En revanche, I'étude du pompage actif de soluté dans les cavités montre une influence primordiale
de celui-ci dans la dynamique de deux cavités voisines (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021b). En
effet, pour deux cavités de tailles différentes, I'introduction et la variation d’'un débit de pompage
actif dans la plus petite (avec un pompage nul dans la grande) fait apparaitre quatre scénarios
possibles pour les deux cavités. Ainsi, d’aprés Le Verge-Serandour et Turlier (2021b) :

- Si le débit de pompage actif est négligeable, et que les deux cavités sont
« hydrauliguement découplées » autrement dit que les différences de pressions en jeu ne
déclenchent pas de flux de fluide, 'effondrement des deux cavités est le plus probable.

- Si le débit de pompage actif est négligeable, mais que les deux cavités sont
« hydrauliguement couplées » par des différences de pression, alors on observe le phénoméne de
mdrissement, et la petite cavité se vide dans la plus grande

- Si le débit de pompage actif est augmenté dans la petite cavité, alors son influence peut
dépasser celle de la différence de pressions hydrostatiques et provoquer un mirissement inverse

- Si le débit de pompage actif est augmenté dans la petite cavité, mais que la vitesse de
vidange est telle que les deux cavités grandissent plus vite qu’elles n’échangent leur fluide, un
guatriéeme régime apparait, la coalescence. La croissance des deux cavités provoque la réduction
de la longueur du tuyau qui les lie et finalement la fusion.

La coalescence avait été dans un premier temps mise de coté dans I'étude du rassemblement en
une cavité unique (Dumortier et al., 2019), mais I'étude du pompage actif semble lui redonner une
place potentielle dans ce phénomene (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021b). L’étude d'une
chaine de microcavités unidimensionnelle soumise a un débit de pompage actif révele la
possibilité d’'une cavitation en deux phases, d’abord un mdrissement puis une phase de
coalescence majoritaire, qui pourrait correspondre avec I'observation tardive du phénoméne de
coalescence dans la cavitation (Dumortier et al., 2019 ; Le Verge-Serandour et Turlier, 2021b).
D’autres études devront cependant venir appuyer ou infirmer cette hypothése.

Ainsi, 'influence du pompage actif simulé sur deux cavités bidimensionnelles ou sur une chaine de
cavités unidimensionnelle est majeure, et permet de formuler I'’hypothése qu’in vivo, sur les
microcavités tridimensionnelles de 'embryon, le pompage actif serait aussi d’influence majeure.

¢ Positionnement de la cavité principale

De méme que les premieres cavités se forment dans les zones de moins forte tension, en
déplacant les cadhérines, la cavité finale est dans une zone de tensions moindres, entourées de
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cellules a basses tensions de surface, plus facilement déformable (Dumortier et al., 2019 ; Le
Verge-Serandour et Turlier, 2021a ; Torres-Sanchez et al., 2021). Ainsi, le blastoccele se forme a
‘interface entre les cellules du TE et celles de la MCI, ces derniéres ayant une contractilité plus
forte, elles se déforment moins, contrairement aux cellules du TE comme illustré sur la Figure 22
(Maitre, 2017 ; Dumortier et al., 2019 ; Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a ; Torres-Sanchez et
al., 2021).

Figure 22 : Modele d'une blastula de souris lors de la cavitation avec de multiples

Pompage
M) actif

Pour corroborer cette idée, des expériences menées sur la cavitation d’embryons chimériques
pour lesquels une partie des blastoméres est mutée sur le gene MYH9 (géne de la chaine lourde
de la myosine, qui permet notamment la contractilité a la surface des cellules) montrent que le
blastoccele se place préférentiellement du coté muté, contrairement aux souches sauvages ou le
blastoccele se place indifféremment d’'un cété ou d’un autre (Dumortier et al., 2019).

La localisation préférentielle du blastoccele, la zone de plus faible tension, serait ainsi
potentiellement liée aux schémas de divisions cellulaires (Zernicka-Goetz, 2005). En effet,
certaines cellules internes sont positionnées ainsi par division asymétrique d’une cellule externe,
auquel cas des connexions résiduelles peuvent persister via les jonctions, tandis que d’autres sont
issues de divisions de cellules internes ou sont internalisées par leur contractilité (Zernicka-Goetz,
2005 ; Samarage et al., 2015 ; Maitre, 2017). De la sorte, les cellules internes sont liées de
maniére variable aux cellules externe, créant des zone d’adhésion variable plus ou moins propice
a '’émergence d’une cavité (Zernicka-Goetz, 2005).

Par ailleurs, I'étude du pompage actif par des simulations numériques par la méme équipe a
montré que ce dernier peut influencer la position finale du blastoccele (Le Verge-Serandour et
Turlier, 2021b). En effet, en supposant un pompage équivalent au niveau des interfaces avec le
trophectoderme comme avec les cellules de la MCI, et sans tenir compte des tensions et
déformations cellulaires, la cavité principale se retrouve simulée au centre de 'embryon, au coeur
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de la MCI (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021b). A linverse, en supposant un pompage
différentiel, plus efficace a linterface avec le trophectoderme, le blastoceele est situé
physiologiquement en contact avec le TE (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021b). Or, la formation
du blastoccele repose entre autres sur la polarisation du TE par rapport a la MCI, notamment par la
présence de pompes ioniques (Biggers et al., 1988 ; Kawagishi et al., 2004), donc le pompage
actif serait concentré a l'interface avec le TE, et la simulation de pompage différentiel serait donc
plus proche de la réalité physiologique (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021b).

Le pompage ionique actif pourrait donc participer au positionnement du blastoccele, en synergie
avec la répartition différentielle des tensions superficielles, pour assurer le placement correct de la
cavité principale.

d. Régulation du volume du blastoccele

La formation d'une cavité par flux de liquide pose la question de la régulation de sa taille,
autrement dit, il est intéressant de se pencher sur les mécanismes qui régissent le contrdle de la
croissance de la cavité et de 'embryon en général.

e Modele de base : sphére et couche monocellulaire

Pour décrire ces phénoménes, un modele ou le blastoccele est considéré comme une sphére
entourée d’'un compartiment cellulaire unique, qui représente la couche épithéliale, et ou le fluide
ne contient qu’un soluté unique a été proposé par Le Verge-Serandour et Turlier (2021a) (Figure
23). Le blastoccele est ainsi caractérisé par son rayon R{t) et sa concentration c,,(t) , tandis que

... est la concentration du milieu extérieur, considérée constante. La couche cellulaire est décrite
par une perméabilité a 'eau A,, et aux solutés 4. ainsi que par sa tension de surface y_,; (Le
Verge-Serandour et Turlier, 2021a).

~ .
(! fepi
-/ex

Selon Le Verge-Serandour et Turlier (2021a), le flux de fluide est responsable de la croissance, et
comme vu précédemment celui-ci est proportionnel a la perméabilité a I'eau de la couche cellulaire
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A,, et dépendant de la compétition entre difféerence de pressions osmotiques
All = RT(C,,,(t) — C..) (loi de Van't Hoff) et différence de pressions hydrostatiques AP = P;,, — P...
(ou R est la constante des gaz parfaits, T la température, P,, la pression dans la cavité et p,, la
pression extérieure). On a alors (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a) :

dR

— = W IRT(C,, — C,,) — (P, — P,,)] = A,(AIl — AP)

Ainsi le volume se stabilise quand ATl ~ AP, avec un contrble trés majoritaire par la pression
osmotique, qui est amenée a étre modifiée puisqu'a mesure que le volume augmente, la
concentration en solutés dans la cavité change. Cette concentration est contrdlée par la différence
de potentiel chimique entre le milieu extérieur et la cavité, et est augmentée par le pompage
ionique actif j,.

Selon Le Verge-Serandour et Turlier (2021a), on a :

dCin 2 . Cex .
“n — 47R? [\, RTlog =t ]

Avec le pompage ionique actif :

s }L :.RT ':Ez'n_fe.r]
5

CE n
CE..?L' CE.J;'

j. = A, RTlog
Lorsque le volume se stabilise, on a AIl ~ AP, donc il existe un seuil de pompage j* tel que :

(P:'n - Pe_r]
C

ax

JT =4

Lorsque ce seuil est dépassé, le volume ne peut plus augmenter, et en théorie la cavité se
réduirait jusqu’a retourner en dessous du seuil (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a).

Ce modele est proche de celui utilisé précédemment pour décrire les flux de fluides (Torres-
Sanchez et al., 2021), mais ne tient pas compte des différences de potentiels électriques de part et
d’autre de la couche épithéliale.

e Modele de la zone pellucide

Les mémes chercheurs ont ensuite fait 'hypothése que I'expansion de la cavité était plafonnée par
la présence de la zone pellucide, génératrice d’'une pression hydrostatique d’amplitude suffisante
pour limiter la croissance (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a). La zone pellucide, si elle est
considérée comme un matériau élastique, est caractérisée par son rayon R, son épaisseur h, et la

contrainte tangentielle subie &, et la tension de la zone pellucide T vaut alors :
T,»(R) = h(R)o(R)

Avec, pour un matériau élastique simple, une relation linéaire entre la contrainte tangentielle et le
rayon R avec R, le rayon au repos, et £ le module de Young de la zone pellucide. Le module de

Young ou module d’élasticité, est la contrainte mécanique qui engendrerait un doublement de la
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longueur du matériau, il s’agit d’'une notion qui décrit la rigidité d’'un matériau (Le Verge-Serandour
et Turlier, 2021a ; Cazin et Kotcharian.). On a:

I:R - Roj

og(R)=E R.

Le module de Young de la zone pellucide a été estimée notamment pour la souris (entre 30 et 40
kPa) (Sun et al., 2003 ; Khalilian et al., 2010) et le bovin (autour de 100 kPa) (Papi et al., 2010 ;
Boccaccio et al., 2012). On peut alors se demander, face a une différence d’échelle comme celle-
ci, si la zone pellucide pourrait jouer des roles différents selon les espéces, ou participer plus ou
moins aux contraintes mécaniques en jeu.

La tension corticale y_,; s'ajoute alors a la tension de la zone pellucide, et selon Le Verge-

Serandour et Turlier (2021a) on a d’apres la loi de Laplace :
2
(Pi!'n - PE_J(] = E [}’gpa’ + TZP (Rj]

De la sorte, la somme des deux tensions pourrait augmenter la différence de pression bien au-dela
des quelques centaines de Pascals observées et égaliser la pression osmotique, permettant un
volume stable (Le Verge-Serandour et Turlier, 2021a).

e Contractions et modéle de la contrainte épithéliale

L’idée que la zone pellucide puisse contraindre la croissance et que le volume de la cavité
blastoccelique soit ainsi régulé par cette derniére et la pression qu’elle engendre est relativement
instinctive, et elle a été envisagée également par d’autres chercheurs (Chan et al., 2019).

Cependant, le modele de Le Verge Serandour et Turlier (2021a) ne tient pas compte des chutes
de pression et de volume intermittentes subies par 'embryon (Niimura, 2003 ; Chan et al., 2019).
En effet, aprés une période de croissance volumique stable, 'embryon subit régulierement des
effondrements brusques de son volume et de sa pression interne, un phénomeéne semblable a des
contractions qui peuvent réduire la taille de blastoccele voire méme le faire disparaitre (Niimura,
2003 ; Chan et al., 2019) (voir Figure 24). Ces contractions sont suivies d’'une ré expansion, et
comme pour I'expansion originel du blastoccele, la ré expansion qui suit une contraction semble
dirigée par un gradient osmotique obtenu par pompage ionique actif (Niimura, 2003).

Peu de contractions surviennent avant I'éclosion, la plupart arrivent pendant et aprés (Niimura,
2003). Les contractions sont souvent catégorisées en deux types : les contractions faibles (moins
de 20% de volume du blastoccele en moins) et les contractions fortes (plus de 20% du volume du
blastoccele en moins) (Niimura, 2003). Si les contractions sont physiologiques, voire utiles a
'éclosion, les contractions fortes semblent linhiber, et étre associées a des anomalies
chromosomiques et une qualité embryonnaire moindre de maniére générale (Niimura, 2003 ;
Vifals Gonzalez et al., 2018 ; Gazzo et al., 2020). Les études sur les contractions de la blastula
suggeérent qu’elles pourraient étre utilisées comme moyen d’évaluation de la qualité embryonnaire
(Niimura, 2003 ; Shimoda et al., 2016 ; Vifials Gonzalez et al., 2018 ; Gazzo et al., 2020).
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Note : Une blastula de souris (fleches) au cours d'une contraction faible (a-e) et d'une contraction forte (f-j).
L'échelle vaut 100 um. a, f: avant contraction ; b, g : pendant la contraction ; ¢, h: a l'apogée de la
contraction; d, i : pendant la ré-expansion; e, j : volume initial retrouvé.

Les contractions existent chez plusieurs mammiféres, comme la souris, le bovin, et 'humain, avec
des caractéristiques variables, comme le nombre moyen, la durée des contractions et de la
période de ré expansion (Niimura, 2003 ; Gazzo et al., 2020).

La prise en compte des contractions dans la mise au point d’'un modéle décrivant la régulation de
la croissance du blastoccele est intéressante, puisqu’elles constituent des variations volumiques et
permettent d’étudier celles-ci. Ainsi, Chan et al. (2019) ont observé que méme en I'absence de
zone pellucide, les contractions ont lieu, et a la méme fréquence, suggérant une régulation au
moins partiellement autonome. Ils ont alors proposé que la régulation du volume soit faite par la
tension corticale de I'épithélium du trophectoderme. Il est a noter que leurs expériences montre
néanmoins une participation de la zone pellucide a la totalité de la pression subie par 'embryon
(Chan et al., 2019).

Tout d’abord, ils ont observé une relation linéaire entre la forme des cellules du trophectoderme et
la tension corticale, suggérant un comportement de matériau élastiquement linéaire, caractérisé
comme pour la zone pellucide par un rayon, une épaisseur, et un module de Young (Chan et al.,
2019). De plus, la pression corticale (mesurée avec une micropipette) augmente au fur et a
mesure de la croissance du blastoccele, et des mesures sur des fractions d’embryons (obtenues
en séparant les blastomeéres) révélent une tension corticale moins élevée que pour les embryons

Page 65



totaux au début de la formation du blastoccele, puis finalement la convergence vers une valeur
similaire pour les fractions comme les embryons totaux a I'atteinte d’'un volume stable (Chan et al.,
2019). Enfin, les contractions sont souvent précédées de mitoses de cellules du trophectoderme
(pas tout le temps), qui peuvent expliquer par des fuites brutales de liquide les effondrements de
pression et de volume (Chan et al., 2019). Une mitose génere une fuite par I'épithélium, qui
ensuite est comblée quand les jonctions cellulaires sont réparées (Ruiz-Herrero et al., 2017). Dans
'ensemble, cela suggére « qu'une limite d’élasticité geénérée hydrauliquement puisse établir un
seuil de taille pour la blastula mature » (Chan et al., 2019).

Leur modele est donc celui d’'une « cavité sphérique sujette a un déséquilibre osmotique qui crée
un flux de solvant vers lintérieur. L’équilibre entre différence de pressions osmotiques et
hydrostatiques détermine la fréquence des oscillations de taille et la taille moyenne comme
fonction du module de Young de I'épithélium, du stress de rupture de I'épithélium, de la
perméabilité du tissu et de la pression osmotique » (Chan et al., 2019). Ainsi, une expression du
rayon final R,,... de 'embryon a partir de son rayon initial g, serait :

o. — g
Rnax ~ Ro X 4 e %) — o)

Avec E le module de Young de I'épithélium, =. la contrainte de rupture de I'épithélium, =, la
contrainte avant cavitation (Chan et al., 2019). La relation linéaire entre R,,... €t R, €st montrée a

I'aide de blastulas de tailles diverses (Chan et al., 2019). Les diverses mesures réalisées (pression
luminale, rayon de la cavité et épaisseur du tissu) permettent d’estimer E autour de 7 kPa, ce qui

est proche des mesures effectives de cette valeur (Chan et al., 2019). Ce modéle théorigque est
trés proche d’un modéle préexistant décrivant la croissance oscillante des kystes en lien avec la
pression générée par l'accumulation de liquides en leur sein (Ruiz-Herrero et al., 2017).
Cependant dans les deux cas, une approximation importante est celle de la rigidité de I'épithélium.
Celle-ci n'est pas constante, elle augmente avec les pressions générées, par une probable
maturation mécanique des jonctions serrées (Chan et al., 2019). D’autre part, elle n’est pas non
plus homogene, les jonctions serrées étant aussi des points de raideur plus importante que le
reste de la surface épithéliale (Chan et al., 2019). Enfin le trophectoderme croit avec les mitoses,
relachant ainsi la pression et ne permettant en théorie pas une limite réelle de croissance de
I'embryon.

En conclusion, si le modéle décrivant parfaitement la croissance volumique du blastoccele n’existe
pas pour le moment, les modeles existants sont une bonne approximation de la situation, ce qui
permet de rendre compte des €léments impliqués dans la régulation, comme la raideur de la zone
pellucide, ou la croissance de la tension corticale de I'épithélium. Si quelques données chiffrées
existent pour 'embryon de bovin, les études a l'origine des modéles mentionnés dans cette partie
sont réalisées sur des embryon de souris, ou en prenant 'embryon de souris pour exemple. La
similarité des phénomenes chez le bovin ne peut étre que supposée.
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La formation d’un gradient osmotique entre l'intérieur et I'extérieur de 'embryon permet un flux
de liquide qui sépare par fracture hydraulique et a l'aide d’interactions électrostatiques les
adhésions entre membranes cellulaires, formant ainsi une myriade de microcavités. Celles-ci
continuent de croitre par pompage ionique actif et subissent des pressions différentielles qui
dirigent des échanges liquidiens entre elles. Elles se vident ainsi les unes dans les autres et
fusionnent pour n’en former plus qu’une, le blastoccele, dont la croissance est ralentie par la
tension qu’il impose au trophectoderme et par la zone pellucide.

B. Mécanismes biomoléculaires

Des phénoménes moléculaires, souvent étroitement liés a la mécanique de I'embryon elle-méme,
jouent aussi un rdle dans la régulation du volume, et de maniére générale dans la formation du
blastoccele.

a. Etablissement du gradient

Le gradient osmotique qui permet la croissance du blastoccele est permis par la collaboration des
pompes ionigues, des aquaporines, des jonctions serrées, et de maniére générale par la
localisation précise de ces éléments par la polarité du trophectoderme.

o Neécessité d’une polarité du trophectoderme

La polarité des cellules du trophectoderme, qui possedent un domaine apical et un domaine
basolatéral bien distincts a déja été établie, ainsi que ses rbles divers dans la formation de la
morula. Outre les caractéristiques vues précédemment, les membranes apicales et basolatérales
des cellules du trophectoderme possédent des populations différentes de protéines nécessaires
aux échanges membranaires ioniques et moléculaires (Biggers et al., 1988).

De méme que pour la premiére différenciation, la polarité des cellules externes est donc
indispensable a la formation du blastoccele. Le bon fonctionnement des kinases Rho et du
systeme PAR-aPKC évoqués plus haut, qui sont les acteurs majeurs de I'établissement de la
polarité, est donc nécessaire (Goldstein et Macara, 2007 ; Dard et al., 2009 ; Amano et al., 2010 ;
Bryant et al., 2010 ; Alarcon, 2010). Ainsi la répression de Par6db entraine la malformation de
jonctions serrées qui scellent 'embryon (Alarcon, 2010). Le méme type de défauts sur les
jonctions serrées peut étre induits par la répression d’aPKC, partenaire de Pard6b (Dard et al.,
2009).

L’établissement de la polarité est également permis par trafics de vésicules dans le domaine apical
(Bryant et al., 2010). En cas d’altération de celui-ci, des éléments apicaux fondamentaux pour la
croissance des cavités comme les jonctions et les pompes ioniques peuvent étre distribués
anormalement, ou altérés, et empécher le bon déroulement de la cavitation (Bryant et al., 2010).

e Pompes Na'/K*/ATPases, pompes a protons :
Les protéines Na*/K*/ATPase (Na*/K* adénosine triphosphatase), et en particulier Atpl, seraient
des actrices majeures de I'accumulation de fluide, via I'établissement d’'un gradient d’ions (Madan
et al.,, 2007). Cette pompe fonctionne en hydrolysant une molécule d’ATP, ce qui lui permet
d’échanger activement donc contre leur gradient trois ions Na* contre deux ions K*. Elle est formée
au minimum d’une sous-unité alpha et d’'une sous-unité beta (Kaplan, 2002).
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De multiples isoformes des sous-unités alpha et beta de Na*/K*/ATPase sont en effet exprimées
dans les embryons de souris, notamment au niveau de la membrane basolatérale des cellules du
trophectoderme (Kidder, 2002). De plus, de hombreuses expériences d’inhibition (notamment avec
'ouabaine, inhibiteur spécifique) et de mutation sur les génes des sous-unités suggerent la
nécessité de ces pompes pour la genése du blastoccele (Kidder et Watson, 2005 ; Madan et al.,
2007 ; Marikawa et Alarcon, 2012).

Le réle a priori évident pour ces protéines est la formation du gradient ionique a l'origine du flux de
fluide qui forme le blastoccele. Cependant, elles pourraient avoir un autre role, en effet 'absence
de chaque sous-unité altére la distribution de certains composants des jonctions serrées (Madan
et al., 2007 ; Rajasekaran et Rajasekaran, 2009). Or les jonctions serrées permettent, comme cela
sera détaillé plus loin, I'étanchéité de I'embryon, et rendent possible 'accumulation d’eau en
scellant 'embryon.

Le lien entre Atp1 et le mécanisme d’exocytose des vésicules a également été testé, suggérant
gue « I'exocytose des vésicules en tant que mécanisme d’accumulation de fluide est indépendante
d’Atp1 » (Ryan et al., 2019).

e Echangeurs:

Des échangeurs Na*/H* (NHE) sont également impligués dans les échanges ioniques du
trophectoderme. En particulier, 'isoforme NHE-3, localisée sur la membrane apicale des cellules
du TE (Barr et al.,, 1998), est importante pour la cavitation, en favorisant I'établissement du
gradient ionique en faisant rentrer du sodium en échange d’un proton (Kawagishi et al., 2004).
Cependant d’autres échangeurs pourraient permettre une redondance de son rble, car si
I'inhibition de NHE-3 altére la cavitation, la double mutation de NHE-3 donne un embryon normal,
suggérant d’autres échangeurs cibles du méme inhibiteur (ou alors, une origine maternelle des
échangeurs actifs lors de la cavitation) (Kawagishi et al., 2004 ; Marikawa et Alarcon, 2012).

e Aguaporines :

La localisation de plusieurs isoformes d’aquaporines, canaux permettant le passage des molécules
d'eau, a été mise en évidence dans le trophectoderme (Barcroft et al., 2003). En effet le gradient
de pressions est trop faible pour permettre le passage des molécules d’eau directement a travers
la membrane plasmique (Biggers et al., 1988 ; Verkman et Mitra, 2000). L’aquaporine 3 est
localisée dans le domaine apical des cellules du TE, 'aquaporine 9 et 'aquaporine 8 dans leur
domaine basolatéral (Barcroft et al., 2003). Ainsi, avec des aquaporines c6té apical et coté
basolatéral, le trophectoderme permet un passage d’eau du milieu extérieur vers I'embryon,
permettant 'accumulation de fluide qui constitue le blastoccele.

b. Importance des jonctions serrées

Les jonctions serrées, caractéristiques du trophectoderme, scellent celui-ci et empéche la fuite
liquidienne par les espaces paracellulaires, permettant ainsi 'accumulation de liquide et la hausse
des pression hydrostatiques a lintérieur des cavités (Eckert et Fleming, 2008). Elles jouent
également le réle de barriéres entre les deux domaines (apical et basolatéral) en maintenant leur
intégrité en empéchant leur mélange par fluidité membranaire (Gupta et Ryan, 2010).
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e Les composants des jonctions serrées

Les jonctions serrées sont composées notamment d'occludines, de claudines, et de protéines
zonula occludens (Z0O), dites ZO1, ZO2 et ZO3 (Balda et Matter, 2008). Les différents composants
s’assemblent au fur et a mesure du développement de la blastula, et les jonctions ne sont
imperméables qu’a la toute fin de 'assemblage, qui a lieu au stade 32 cellules, quand la cavitation
commence (Eckert et Fleming, 2008).

La détermination de I'utilité respective des différents composants n’est pas totalement déterminée,
les mutations individuelles des composants n’empéchant le plus souvent pas la formation de la
cavité, suggérant une redondance fonctionnelle entre certains de ces éléments (Marikawa et
Alarcon, 2012 ; Baumholtz et al., 2017).

L’absence de ZO2 retarde la formation du blastoccele, mais n’empéche pas la poursuite du
développement, et ZO1 semble compenser ce manque, tandis qu’a l'inverse, 'absence de ZO1
induit un phénotype plus sévere avec impossibilité de poursuivre le développement, suggérant
d’autres rdles non compensés par ZO2, notamment pour le développement des tissus extra-
embryonnaires (Wang et al., 2008 ; Sheth et al., 2008 ; Gonzalez-Mariscal et al., 2012).

Des expériences avec la CPE, I'entérotoxine de Clostridium perfringens, qui se lie aux claudines et
augmente ainsi la perméabilité intercellulaire révelent une cavitation altérée chez les embryons
traités, suggérant un rdle important des claudines. Parmi les isoformes 3, 4, 6, 7, et 8 visées par la
CPE, les claudines 4, et 6 sont retrouvées chez la souris (Moriwaki et al., 2007).

o Implications d’autres genes

Plus récemment, des études se penchent sur I'implication d’autres génes que ceux codant pour les
protéines des jonctions serrées elles-mémes (J. Lee et Choi, 2021 ; S. Lee et Choi, 2021). Ainsi, le
géne SPECCL1 (Sperm antigen with calponin homology and coiled-coil domains 1), impliqué dans
de nombreux processus biologiques (mitose, croissance cellulaire, transcription...) et le géne
TRAF4 (Tumor necrosis factor Receptor Associated Factor 4) semblent tous deux impliqués dans
la maturation des jonctions serrées (J. Lee et Choi, 2021 ; S. Lee et Choi, 2021).

c. Place du cytosquelette

Le cytosquelette est fondamental dans la formation du blastoccele, notamment le cytosquelette
d’actine-myosine (Chan et al., 2019 ; Coticchio et al., 2019).

D’une part les jonctions serrées sont étroitement liées avec le cytosquelette d’actine-myosine, et
participent réciproquement a leur régulation (Balda et Matter, 2008). Lors de I'extension de la
cavité blastoccelique, des remodélements des jonctions et du cytosquelette ont lieu (Chan et al.,
2019). Une relocalisation de l'occludine du cytoplasme vers les jonctions serrées, ainsi qu'une
continuité dans les chaines légéres diphosphorylées régulatrice de myosine, qui auparavant
étaient ponctuelles, également au niveau des jonctions serrées (Chan et al., 2019). La vinculine,
un senseur de tension, s’accumule au méme endroit pendant I'extension cavitaire, et s’en
désassemble si la cavité s’effondre, suggérant un réle « mécano sensitif a la croissance de la
cavité » (Chan et al., 2019). Enfin, la réduction de la tension épithéliale altére la qualité du
scellement par les jonctions serrées, suggérant un rétrocontrble positif entre mécanique et
molécularité. La tension exercée contre le TE permettrait la maturation des jonctions serrées,
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possiblement via le cytosquelette d’actine-myosine et la vinculine (cf. Figure 25) (Chan et al.,
2019).

Figure 25 : Schéma du recrutement tension-dépendant de la vinculine aux jonctions serrées
(JS), potentiellement via une liaison au cytosquelette (CS) d’actine-myosine, alors que
I’étirement des cellules du TE augmente pendant I’extension cavitaire (Chan et al., 2019)
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Cette hypothése est en accord avec les travaux d’autres chercheurs sur l'activité des anneaux
d’actine lors du commencement de la cavitation (Zenker et al., 2018). Ceux-ci sont souvent
associés a un phénoméne de contraction, cependant dans le cas de la blastula, ou ils sont
localisés au niveau du domaine apical des blastoméres externes, les anneaux d’actine ne se
contractent pas mais s’étendent (Zenker et al., 2018). lls établissent des points de contact avec les
anneaux des cellules voisines au niveau des jonctions cellulaires, et s’étendent a partir de la le
long de la jonction a la maniére d’une « fermeture éclair », créant un lien linéaire entre les cellules,
et augmentant la tension au point de contact (Zenker et al., 2018). Suite a cette association,
l'actine interagit avec différents composants des jonctions présentes (cadhérines E pour les
jonctions adhérentes, ZO1 pour les jonctions serrées), et ces interactions semblent promouvoir le
recrutement des composants des jonctions (Zenker et al., 2018). De la sorte, le cytosquelette
d’actine-myosine serait un lien entre tension de I'épithélium et maturation des jonctions cellulaires,
notamment des jonctions serrées, ainsi qu’un acteur de la régulation du volume du blastoccele
(Zenker et al., 2018 ; Chan et al., 2019).

Par ailleurs le cytosquelette, ainsi que la protéine Rho impliquée notamment dans I'établissement
de la polarité cellulaire, seraient aussi acteurs de la réparation des fuites liées a la croissance du
blastoccele (Stephenson et al., 2019). Lorsque sous la pression de I'expansion du blastoccele, ou
suite a des divisions, des fuites apparaissent dans le trophectoderme, elles peuvent étre réparées
par l'intervention de la protéine Rho, avec en soutien une contraction du cytosquelette d’actine-
myosine pour rapprocher les bords de la « plaie » (Stephenson et al., 2019). L’étude en question
est réalisée sur des blastula de xénope, mais ouvre des perspectives intéressantes.

d. Chez le bovin

Au niveau moléculaire, le processus de cavitation semble se dérouler de maniére similaire chez le
bovin et la souris. La consommation d’ATP par les Na*/K*-ATPases augmente ainsi drastiguement
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a cette période, suggérant le méme mécanisme de formation de gradient ionique (Houghton et al.,
2003).

Le bovin exprime certaines différences par rapport a la souris, notamment au niveau des sous-
unités de la protéine Na*/K*-ATPase. Le bovin posséderait ainsi une population, un peu différente
en sous-unités, avec notamment une quantité accrue de lisoforme alpha3, plus sensible a
'ouabaine (Watson et al., 2004).

Le processus d’assemblage des jonctions serrées semble étre similaire chez le bovin, de méme
gue le processus de polarisation, avec une disposition des composants des jonctions trés similaire
(Barcroft et al., 1998 ; Eckert et Fleming, 2008).

A nouveau, les informations sur le bovin sont beaucoup plus parcellaires que celle concernant la
souris, méme si fondamentalement les mécanismes semblent identiques (Houghton et al., 2003 ;
Plusa et Piliszek, 2020). Dans les deux cas, I'action des pompes ioniques et des jonctions serrées
semblent étre au coeur de la cavitation, avec un soutien permanent du cytosquelette du début de
l'arrivée du flux liquidien a la régulation de la croissance. Pour les deux espéces, la blastulation
permet I'émergence visuelle de I'axe abembryonnaire-embryonnaire. La Figure 26 montre une
blastula de chacune des deux espéces pour la comparaison.

Figure 26 : Photographies d'un embryon de souris et d'un embryon de bovin au stade

Souris

Bovin

Page 71



Le gradient osmotique qui permet la croissance du blastoccele est généré par la coopération
entre pompes a protons, échangeurs Na*/H* et aquaporines, dont la localisation différentielle
permet l'accumulation de sodium dans le blastoccele. Les jonctions serrées, dont le
recrutement et la maturation sont permis par le cytosquelette, scellent 'embryon et empéchent
la fuite du liquide du blastoccele. Le cytosquelette permet également d’effectuer des
« réparations » quand des breches épithéliales surviennent.

C. L’axe abembryonnaire-embryonnaire

L’axe abembryonnaire-embryonnaire est le précurseur de I'axe dorso-ventral (Garbutt et al., 1987).
Si 'axe A-E apparait visuellement aprés la formation du blastoccele, sa détermination par la
blastulation en elle-méme ou par d’autres éléments est un sujet trés controversé (Denker, 2020).
Divers mécanismes ont été mis en avant comme déterminants pour la formation de I'axe A-E.

Il a été envisagé une influence du point d’entrée du spermatozoide sur la détermination de la
symétrie chez le mammifére, comme c’est le cas chez de nombreux animaux non-mammiféres
(Piotrowska et Zernicka-Goetz, 2001). L’axe A-E serait alors prédéterminé. A linverse, pour
Motosugi et al, (2005), 'axe n’est pas prédéterminé. D’aprés leurs études, les contraintes
mécaniques liées a la zone pellucide et a la formation du blastoccele seraient principalement a
'origine de la symétrie embryonnaire, et le point d’entrée du spermatozoide n’aurait pas
d’'influence (Motosugi et al., 2005).

Plus tard, deux études publiées la méme année se prononcent chacune en faveur (Gardner, 2007)
ou en défaveur (Kurotaki et al., 2007) de la prédétermination. Ainsi ces derniers corroborent
I'action de la zone pellucide (Kurotaki et al., 2007). A l'inverse pour Gardner (2007), qui se
prononce spécifiqguement contre le discours de Motosugi et al. (2005), la détermination de I'axe est
indépendante de la zone pellucide. Ses expériences sur I'ablation ou 'amollissement de la zone
pellucide montrent un axe qui n’est toujours pas positionné aléatoirement, indiquant une
détermination autre (Gardner, 2007). Une autre étude apportent des éléments en faveur de la
prédétermination, en mettant en évidence la premiere division cellulaire comme le moment-clef de
cette détermination (Z. Liu et al., 2012).

Si moins de chercheurs se sont penchés sur ce sujet ces derniéres années, une étude trés récente
souligne l'influence probable du second globule polaire (Jin et al., 2022). Son implication avait déja
été évoquée et rejetée plusieurs fois auparavant (Denker, 2020). Les globules polaires sont les
cellules de taille réduite produites lors des mitoses successives de l'ovocyte. Le second, formé
aprés la deuxiéme partie de la méiose de I'ovocyte, uniquement si celui-ci est fécondé, contient
une chromatide de chaque chromosome de I'ovocyte. Une corrélation a été trouvée entre son
positionnement et celui de I'axe A-E (Jin et al., 2022). En revanche, son réle exact dans
I'établissement de la symétrie reste a investiguer.

La formation du blastoccele, est permise par un gradient ionique lié a la distribution polaire des
pompes et canaux ioniques du trophectoderme et au scellement de celui-ci par les jonctions
serrées et le cytosquelette. De multiples microcavités fracturent I'espace intercellulaire et se
vident les unes dans les autres pour n’en former qu'une. Ces événements font apparaitre I'axe
abembryonnaire-embryonnaire, dont 'origine exacte est méconnue.
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2. Différenciation en épiblaste et endoderme

Lors de la deuxiéme différenciation, dans la MCI, I'épiblaste reste pluripotent, tandis que
'endoderme primitif se différencie en une monocouche épithéliale polarisée a la surface de la MCI,
en contact avec le blastoccele.

A. Mécanismes biomoléculaires

Au cceur de cette seconde différenciation, on retrouve une cascade d’expression de génes
marqueurs de chacun des deux destins possibles, épiblaste ou endoderme primitif, une induction
paracrine de cellules de I'EPr par celles de I'Epi, puis un positionnement et une différenciation des
cellules de 'endoderme a la surface du blastoccele.

a. Organisation des précurseurs des deux lignages dans la MCI

Au départ (stade 16-32 cellules) les cellules de la MCI expriment toutes Nanog et Gata6, certaines
sont plus engagées dans une voie que l'autre (cellules précurseurs), d’autres ne sont engagée ni
dans une voie ni dans l'autre (Grabarek et al., 2012 ; Krawchuk et al., 2013 ; Saiz et al., 2020). Les
deux genes Nanog et Gata6 vont progressivement s’exclure mutuellement dans chacun des deux
types cellulaires (Chazaud et al., 2006 ; Plusa et al., 2008).

Il y a passage d’'une hétérogénéité dite primaire des cellules de la MCI (stade 16 cellules, ou
quelques cellules expriment déja Fgf4 , mais de maniere non corrélée a I'expression d’autres
genes marqueurs), a une hétérogénéité dite « poivre et sel », d’aspect aléatoire, coordonnée, ou
les cellules exprimant Fgf4 sont trés clairement corrélées positivement a I'expression de génes
marqueurs de I'Epi et négativement aux génes marqueurs de 'EPr (Chazaud et al., 2006 ; Ohnishi
et al.,, 2014 ; Allegre et al., 2022). L’émergence de I'épiblaste se fait ainsi par la transition d’une
expression aléatoire de ses marqueurs vers une expression organisée.

b. Induction de I'endoderme par I’épiblaste

La spécification en Epi et 'engagement des cellules dans la voie Epi précede celles des cellules
en voie EPr (Bessonnard et al., 2014). Ceci est d0 au fait que l'induction des cellules en EPr
dépend de linduction des cellules en Epi et de leur production de Fgf4 qui découle de cet
engagement (Grabarek et al., 2012 ; Kang et al., 2013 ; Krawchuk et al., 2013 ; Saiz et al., 2016).

o Signalisation Fgf4 -Fgfr2
Une cellule exprimant aléatoirement plutét Nanog avec d’autres facteurs épiblastiques peut alors
exprimer Fgf4 de maniére intense, jusqu’a des niveaux qui lui permettent de sécréter fortement la
protéine Fgf4, qui induit alors la différenciation en endoderme primitif chez les cellules voisines
(Figure 27) (Grabarek et al., 2012 ; Kang et al., 2013 ; Krawchuk et al., 2013 ; Saiz et al., 2016).
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Figure 27 : Modéle schématique de I’expression génétique des cellules de la MCI au cours

16C

Note : Au stade 16 cellules (16C), toutes les cellules de la MCI expriment des genes pro-Epi variés (en bleu,
El, E2...) dont Nanog (N), a différents niveaux (degrés de coloration) sans corrélation. Gata6 est exprimé a
des niveaux similaires dans toutes les cellules. Certaines cellules (entourées de gris) coexpriment
aléatoirement Nanog avec d’autres facteurs Epi de maniére intense. Dans ces cellules uniquement, la co-
expression susdite promeut I'expression coordonnée de facteurs épiblastiques qui induisent le statut Epi au
stade 32 cellules (32C) et favorise I'expression de Fgf4 (F). Apres le stade 32 cellules (64-90C), Fgf4 est
fortement sécrété par les cellules de I'Epi, permettant a leurs voisines indifférenciées de se différencier en
cellules de I'endoderme qui expriment des marqueurs spécifiques de I'endoderme (en rouge, P1, P2).

La capacité a adopter un spécification par influence de Fgf4 exogéne est progressivement perdue
avec le temps, Fgf4 n’influence que les cellules précurseurs d’Epi ou d’EPr, pas les cellules
engagées dans une voie permettant une régulation et une stabilisation des deux populations de
cellules (Ohnishi et al., 2014 ; Xenopoulos et al., 2015 ; Saiz et al., 2016). Fgf4 permet en
revanche d’affiner et d’appuyer I'expression des marqueurs de chaque lignée sans modifier leur
engagement, favorisant I'expression de Gata6, Sox17, Gata4 notamment (Frankenberg et al.,
2011 ; Schrode et al., 2014 ; Saiz et al., 2016 ; Bessonnard et al., 2016). La signalisation Fgf4 est
modulée notamment par le facteur KIf5, qui empéche donc I'induction de 'endoderme dans les
cellules qui 'expriment (Soszynska et al., 2019)
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Le signal Fgf4 est réceptionné par des récepteurs de la famille Fgfr, en particulier Fgfr2, le plus
abondant chez I'embryon de souris, et Fgfrl, qui semblerait agir en amont (Ohnishi et al., 2014 ;
Soszynska et al., 2019). En effet, Fgfr2 a longtemps été considéré comme le récepteur principal &
Fgf4 lors de la deuxiéme différenciation (Ohnishi et al., 2014 ; Soszynska et al., 2019). Des études
récentes sur des doubles mutants Fgfrl”, Fgfr2”, ou les deux combinés, auxquels était appliqué
un traitement Fgf4, montrent que les seuls mutants capables de convertir la MCI en endoderme
sont les mutants Fgfr2”, suggérant ainsi un role supérieur de Fgfrl par rapport a Fgfr2 au moment
de I'attribution identitaire en endoderme (Molotkov et al., 2017 ; Kang et al., 2017). Ainsi, Fgfrl,
exprimé dés le stade de blastula précoce, serait plutot lié a I'induction de 'endoderme, tandis que
Fafr2, qui est exprimé un peu plus tard (mi-blastula), pourrait intervenir dans le positionnement des
cellules de 'endoderme et leur survie (Kang et al., 2017 ; Molotkov et al., 2017 ; Soszynska et al.,
2019).

Les récepteurs de la famille Fgfr sont des protéines transmembranaires, avec des domaines
intracellulaires et extracellulaires qui permettent la réception du signal et la transmission a d’autres
voies de signalisation intracellulaires, notamment la voie MAPK (Soszynhska et al., 2019).

¢ Signalisation MAPK

La réception de Fgf4 sur un récepteur Fgfr2 dans une cellule active la voie de signalisation MAPK
(mitogen activated protein kinases) également dite ERK (extracellular signal regulated kinases) qui
permet la transmission d’un signal recu a la surface d’une cellule vers son noyau, ce qui permet
par exemple d’activer ou d’inactiver I'expression de certains génes (Lanner et Rossant, 2010).
Ainsi le niveau de signalisation MAPK dans une cellule dépend de la concentration de Fgf4 recue
par la cellule et de la concentration du récepteur Fgfr2 (Bessonnard et al., 2014).

L’inactivation de la voie MAPK par l'inhibition d’'un ou plusieurs de ses composants se traduit par
une augmentation de la population épiblastique, tandis que l'activation de ce signal induit la
différenciation en cellule de I'endoderme (Nichols et al., 2009 ; Yamanaka et al., 2010 ; Soszynska
et al., 2019). Le signal exogéne apporté par Fgf4 permet donc I'activation de MAPK et I'expression
de génes spécifiques de 'endoderme (Gata6, Sox17, Gata4, Sox7, PDGFRa) (Nichols et al., 2009
; Yamanaka et al., 2010 ; Soszynska et al., 2019).

Par ailleurs, si une augmentation de lactivitt MAPK est nécessaire a [I'adoption des
caractéristiques de lI'endoderme dans une cellule précurseur, une activit¢ MAPK faible est
nécessaire entre autres pour permettre a une cellule de devenir épiblastique (Bessonnard et al.,
2014).

c. Positionnement des cellules EPr et prolifération de ’Epi

La détermination de l'identité des cellules de 'endoderme précéde leur positionnement correct.
Ainsi dans un second temps, chez I'embryon de souris de 100 cellules environ, il y a un
repositionnement des cellules de sorte que les cellules de 'EPr se retrouvent a I'interface MCI-
cavité, notamment via les divisions cellulaires (Plusa et al., 2008 ; Meilhac et al., 2009 ; Yamanaka
et al., 2010).

De plus, les cellules échouant a se positionner correctement subissent une apoptose (Plusa et al.,
2008 ; Saiz et al., 2013 ; Xenopoulos et al., 2015). En effet, le rythme d’apoptose augmente
significativement dans I'embryon de souris au stade 64-128 cellules, et diminue a nouveau apres,
correspondant a la période de spécification et de positionnement, et concerne les cellules
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d’identité EPr mais non accolées au blastoccele (Plusa et al., 2008 ; Xenopoulos et al., 2015). De
la sorte, 'apoptose sélective des cellules non positionnées participe a la distribution correcte des
deux types de cellules.

Par ailleurs, ce positionnement cellulaire accompagné d’apoptose sélective est presque
immeédiatement suivi d’une prolifération forte des cellules de I'épiblaste (Xenopoulos et al., 2015).
Hippo pourrait étre impliquée a cette période, en permettant I'élimination de cellule a faible
pluripotence (Hashimoto et Sasaki, 2019). Une faible activité du facteur de transcription Tead
serait ainsi corrélée a une faible expression des marqueurs de la pluripotence, donc une identité
épiblastique moins marquée (Hashimoto et Sasaki, 2019). Dans ce cas la cellule concernée peut
exprimer des génes de I'endoderme, et devenir une cellule de 'endoderme, ou bien ne pas
exprimer non plus de maniére marquée les génes de I'endoderme, et étre éliminée (Hashimoto et
Sasaki, 2019).

d. Polarisation cellules EPr

Une fois positionnées a la surface de la MCI, et pas avant, les cellules de I'endoderme subissent
une polarisation (Gerbe et al., 2008 ; Bassalert et al., 2018). La protéine aPKC, déja évoquée pour
son réle dans la polarisation des cellules du trophectoderme, semble également primordiale pour
cette seconde différenciation (Saiz et al., 2013).

Au stade blastula précoce (32 cellules), aPKC est présente de maniére homogene dans les
cellules de la MCI de souris. Au fur et a mesure de l'organisation « poivre et sel » et de [l'initiation
de l'expression de génes spécifiques a chaque lignée, aPKC s’accumule dans les cellules qui
expriment Gata4, qui feront donc partie de I'endoderme (Saiz et al., 2013). Sa localisation est
d’abord cytoplasmique, puis au niveau de la membrane apicale des cellules de I'endoderme
lorsque celles-ci sont engagées dans un processus de différenciations, positionnées prés du
blastoccele et qu’elles forment un épithélium (Gerbe et al., 2008 ; Saiz et al., 2013). De plus,
lorsque 'aPKC est inhibée, les cellules de 'EPr ne s’organisent pas en monocouche épithéliale, ne
rejoignent pas toutes la surface de la MCI et ne se polarisent pas (Saiz et al., 2013 ; Bassalert et
al., 2018). Ceci suggére un role crucial d’aPKC dans la maturation des cellules de I'EPr et dans le
maintien de leur identité et de leur position, un ancrage auprés du blastoccele, qui permet
d’esquiver I'apoptose que subissent les cellules mal positionnées (Saiz et al., 2013 ; Bassalert et
al., 2018). La Figure 28 résume les étapes de la différenciation de la MCI jusqu’au positionnement
des cellules de 'endoderme.
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Figure 28 : Aspects moléculaires de la différenciation en épiblaste et endoderme chez la
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Note : Au stade précoce (32-64 cellules), les cellules de la MCI expriment des marqueurs de I'Epi (Nanog)
et de I'EPr (Gata6) ainsi que le récepteur Fgfrl. Les cellules exprimant plutdt les marqueurs Epi sécretent
Fgf4, qui réprime Nanog et promeut Gata6 dans les cellules voisines en se couplant & Fgfrl. KIf5 module
l'activité de Fgfd. Au jour 3,5 (64-100 cellules), certaines cellules expriment Fgfr2. Dans ces cellules, Fgf4
couplé a Fgfrl et Fgfr2 maintient I'expression de Gata6, diminue celle de Nanog, autrement dit il active le
programme de détermination en EPr. Ce programme induit ensuite I'expression de plusieurs marqueurs
tardifs de I'EPr, comme Sox17, Pdgfra, Gata4, Sox7. Au jour 4,5 (>100 cellules), les cellules de I'épiblaste
proliferent tandis que les cellules de I'endoderme sont repositionnées a la surface de la MCI et subissent
une différenciation pour former un tissu épithélial. Les cellules de I'EPr mal positionnées subissent une
apoptose.
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e. Chez le bovin

Chez le bovin, la succession d’étapes qui définissent la différenciation en épiblaste et endoderme
primitif (présence de précurseurs, induction de I'endoderme par I'épiblaste, positionnement de ce
dernier autour de la MCI) semble étre relativement similaires, méme si des différences émergent
(Kuijk et al., 2012 ; Khan et al., 2012 ; Plusa et Piliszek, 2020 ; Artus et al., 2020). Elle a lieu autour
du jour 8, ou I'embryon de bovin in vivo possede en moyenne 300 cellules (Ushijima et al., 2008).

Des niveaux élevés de protéines de la famille Fgf permettent comme chez la souris le
développement de I'endoderme primitif au détriment de I'épiblaste (Kuijk et al., 2012). Cependant
l'inhibition des récepteurs de la famille Fgf n’a pas d’effet sur la différenciation des lignages chez le
bovin, ce qui laisse supposer que la voie de signalisation est composée un peu différemment
(Kuijk et al., 2012 ; Plusa et Piliszek, 2020).

Par ailleurs linhibition de la signalisation MAPK chez le bovin n’interfére pas avec I'expression de
Gata6 ou Gatad4 contrairement a la souris, mais augmente cependant la proportion de cellules
positives a Nanog, suggérant un réle de la signalisation MAPK dans la différenciation des lighages
chez le bovin (Kuijk et al., 2012).

De la sorte, les mémes voies de signalisation sont retrouvées chez le bovin, avec des composants
et des actions qui different de ce que lI'on observe chez I'embryon de souris, ouvrant ainsi le
champ des études possibles pour élucider plus précisément le déroulé moléculaire de la seconde
différenciation.

Lors du commencement de la seconde différenciation, une population de cellules précurseurs
des deux lignées est présente, et les précurseurs de I'épiblaste expriment Fgf4 qu’elles
sécretent, ce qui permet l'induction des cellules voisines via les récepteurs Fgfr2, qui activent
la voie de signalisation MAPK a l'origine d’'une cascade de génes de I'endoderme. Les cellules
destinées a 'endoderme migrent alors vers la surface de la MCI, et subissent une apoptose en
cas d’échec. Les cellules en position correcte développent une polarité et s’organisent en
couche épithéliale.

B. Mécanismes physico-chimiques

Comme pour la premiére différenciation, il est nécessaire de s’intéresser a la séparation des
lignées épiblastique et endodermale d’un point de vue physico-chimique. Ces aspects de la
deuxieme différenciation ont cependant bénéficié de moins d’attention que les voies de
signalisation présentées précédemment. Elles n’ont concerné que les embryons de souris.

a. Intervention mécanique du blastocaele

L’inhibition mécanique comme pharmacologique de [I'expansion du blastoccele modifie
profondément lattribution des cellules a I'épiblaste ou I'endoderme, et le nombre de cellules
appartenant a I'EPr est significativement réduit (Ryan et al., 2019). De plus, il existe une
synchronisation temporelle entre le début de la formation de la cavité principale et le
repositionnement des cellules de I'endoderme primitif (Ryan et al., 2019). Ces éléments suggérent
en plus du réle biochimique vu précédemment un réle mécanique pour I'expansion du blastoccele
dans la différenciation épiblaste / endoderme primitif.
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b. Rbéle des microcavités comme microenvironnement

Une localisation significative de Fgf4 sur la membrane de microcavités pendant la cavitation a été
découverte récemment chez la souris. (Ryan et al., 2019). Dans la méme étude, les chercheurs
ont également mis en évidence l'importance de la disponibilité locale de Fgf4 a la surface des
microcavités pour I'attribution des blastoméres de la MCI a I'Epi ou a 'EPr (Ryan et al., 2019).
L’idée que les microcavités puissent servir de lieux de concentration privilégiés des composants de
la famille Fgf avait déja été émise chez le poisson-zébre, ou les microcavités permettent la
diffusion de Fgf et la coordination locale des comportements cellulaires (Durdu et al., 2014). Dans
les deux cas, la présence d’'une cavité comme microenvironnement partagé par les cellules qui
'entourent permet la concentration et la diffusion de molécules de la famille Fgf, et serait
nécessaire pour la poursuite correcte des différenciations cellulaires (Durdu et al., 2014 ; Ryan et
al., 2019).

c. Positionnement des cellules de I'endoderme

La question du moteur du positionnement des cellules de 'EPr, qui a lieu au jour 3,75 chez la
souris est restée longuement obscure, et n’est toujours pas complétement établie, malgré des
hypothéses robustes (Yanagida et al., 2022).

Un modeéle positionnel a été proposé pour cette étape, comme pour la premiére différenciation,
suggérant que les cellules en contact avec le blastoccele regoivent des signaux inducteurs pour se
différencier en cellules de I'endoderme (Meilhac et al., 2009). Cette théorie n’a pas été favorisée,
puisque les précurseurs de chaque lignée sont mélangés aléatoirement dans la MCI avant leur tri
(Chazaud et al.,, 2006 ; Plusa et al.,, 2008 ; Meilhac et al.,, 2009). La question n’est pas
complétement résolue, pour certains auteurs I'exclusion mutuelle de Nanog et Gata6 est réalisée
d’une maniére compléetement indépendante de la position, pour d’autres la proximité avec le
blastoccele a tout de méme une influence, ce qui serait cohérent avec les observations faites sur
les microcavités (Chazaud et al., 2006 ; Meilhac et al., 2009 ; Ohnishi et al., 2014 ; Chan et al.,
2019).

Par ailleurs, l'implication de cdh1 et de Il'adhésion cellulaire comme responsable de la
discrimination Epi / EPr a aussi été mise en avant (Chazaud et al., 2006 ; Plusa et al., 2008). La
cadhérine E n’est cependant pas distribuée de maniére différente entre les cellules Epi et les
cellules EPr, et ne semble pas nécessaire a leur différenciation, suggérant un réle mineur si
'adhésion en a effectivement un (Filimonow et al., 2019 ; Yanagida et al., 2022).

Dernierement Yanagida et al. (2022) se sont intéressés au role de I'affinité cellulaire, qui regroupe
les forces d’adhésion cellulaires, les tensions aux interfaces entre cellules et les tensions de
surface (Revell, 2018). Dans leur modéle, deux grandeurs permettent de décrire I'adhésion entre
deux cellules, la taille de la zone de contact L, ainsi que I'angle de contact § comme décrit dans la

Figure 29 (Yanagida et al., 2022).
Les chercheurs ont ensuite mesuré les angles de contact sur des doublets de cellules Epi (notés
Epi::Epi) et sur des doublets de cellules EPr (notés EPr::EPr), et les angles de contact étaient

significativement plus grands pour les doublets Epi::Epi (Yanagida et al., 2022). Un paramétre
d’affinité g reflétant les différences d’affinité entre deux types de doublets est alors calculé :
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Des angles de contact plus grands correspondent dont a une affinité plus forte, donc a des cellules
plus étroitement en contact, et dans ce cas-ci on observe deux populations de cellules d’affinités
différentes, les cellules de 'Epi étant d’affinité plus forte entre elles (Yanagida et al., 2022).

Affinité entre cellules
BASSE ———— 2UtE

Ly < L
6, < 6

Note : La forme du doublet de cellules est déterminée par I'équilibre entre les tensions de surface entre les
deux cellules, entre les cellules et le milieu, et la force d’adhésion cellulaire. Les forces d’adhésion sont
faibles en comparaison des autres forces impliquées et peuvent généralement étre négligées.
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Or une affinité différente entre deux types de cellules exclut les cellules d’affinité plus faibles du
centre, il pourrait donc s’agir d’'un mécanisme qui participe au positionnement des cellules de 'EPr
(Revell, 2018). D’aprés les simulations numériques réalisées par I'équipe de chercheurs, le
paramétre d’affinité mesuré est insuffisant pour expliquer le tri cellulaire opérant entre épiblaste et
endoderme, un parametre de valeur g=0,5 serait le minimum suffisant pour justifier du

positionnement observé (Yanagida et al., 2022). Une participation de cette différence d’affinité au
phénoméne de positionnement de 'endoderme est probable, mais elle ne suffit pas (Yanagida et
al., 2022).

Enfin la méme équipe s’est penchée sur la fluctuation de la surface des cellules, plus importante
chez les cellules de 'endoderme que celles de I'épiblaste, et liée positivement a la signalisation
Fgf (Yanagida et al., 2022). De plus, une fluctuation de surface plus importante serait aussi
corrélée a une fluidité des cellules plus importantes (Yanagida et al., 2022). Une cellule plus fluide
est capable de « changer de forme plus facilement et de diffuser dans le tissu avec plus de
facilité » qu’une cellule plus « solide ». Des différences de fluidité dans un groupe de cellules
peuvent entrainer la formation de deux populations séparées différentes en fluidité (Yanagida et
al., 2022). Les simulations numériques effectuées en intégrant ces parameétres suggérent que les
fluctuations de surface, associées a la fluidité cellulaire, permettent la séparation entre les cellules
de I'endoderme plus fluides que les cellules de I'épiblaste (Figure 30) (Yanagida et al., 2022).

Figure 30 : Schéma montrant comment les fluctuations de surface et la fluidité cellulaire
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Ainsi, d’'un point de vue mécanique, a I’heure actuelle I'hypothése d’'une différence de fluidité entre
les deux populations de cellules, assistée par une différence d’affinité a I'origine du positionnement
des cellules de I'endoderme autour de la MCI semble la plus probable. D’autres études sur des
embryons réels devront venir appuyer ces idées.

Par ailleurs, les études réalisées sont une fois de plus concentrées sur les embryons de souris, in
vitro, laissant encore de nombreuses interrogations planer sur la mécanique de I'embryon de bovin
et sur 'embryon in vivo de maniéere générale.

Les microcavités comme le blastoccele lui-méme participent a la différenciation en épiblaste et
endoderme, notamment en formant des sources de diffusion de Fgf4 qui induisent les cellules
précurseurs de I'endoderme en cellules de 'endoderme par activation de génes cibles. Les
cavités interviennent également dans le positionnement des cellules de I'endoderme. Cette
migration serait liée a des différences de fluidité et d’affinité entre les deux types de cellules
obtenues apres la différenciation.

3. Eclosion

L’extraction de 'embryon hors de la zone pellucide glycoprotéique, ou éclosion, se produit vers le
jour 8 post-fécondation pour le bovin et autour du jour 4 pour la souris (Artus et al., 2020). Cette
étape est cruciale pour permettre a 'embryon d’interagir directement avec 'endométre utérin et
ainsi procéder correctement a l'implantation (Martin et Sutherland, 2001). Elle est initiée par
I'affinement de la zone pellucide lié a I'expansion volumique de I'embryon et par une digestion
enzymatique locale (Seshagiri et al., 2009 ; Leonavicius et al., 2018).

A. Aspects mécaniques

Chez le bovin comme chez la souris, in vivo et in vitro, I'éclosion peut avoir lieu par échappement
de 'embryon par une petite protrusion en « trou d’épingle » ou par une rupture plus large, les deux
étant parfois combinés (Figure 31) (Niimura et al., 2010 ; Leonavicius et al., 2018). Chez la souris
le premier type d’éclosion peut se produire alors que I'épaisseur de la zone pellucide est encore
élevée, dés 3 ym d’épaisseur, tandis que le second type ne se produit pas au-dessus de 2,5 pm
d’épaisseur (Leonavicius et al., 2018). Chez le bovin, une entaille large semble étre nécessaire,
avec plus d’échecs d’éclosion dans le cas des trous d’épingle seuls (Massip et al., 1982)

Figure 31 : Eclosion d’un embryon de souris par un "trou d'épingle » (A) ou par une rupture
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a. Site d’éclosion

Le site d’éclosion est chez la souris dans la grande majorité des cas a proximité du pdle
embryonnaire ou se trouve la MCI (Liu et al., 2020 ; An et al., 2021). Le lien entre localisation du
site d’éclosion et qualité de 'embryon est un sujet qui divise. Chez 'homme comme chez la souris,
I'éloignement du site d’éclosion du péle embryonnaire est suspecté d’étre un indice de qualité
moindre, tandis que pour d’autres il ‘n’'y a aucune corrélation (Ebner et al., 2009 ; Miyata et al.,
2010 ; Sanmee et al., 2016 ; Liu et al., 2020 ; An et al., 2021). Quant a 'embryon de bovin, son site
d’éclosion et sa qualité ne semblent pas étre corrélés, in vitro comme in vivo (Figure 32) (Niimura
et al., 2010 ; Negron-Pérez et Hansen, 2017). Chez les especes a localisation spécifique, le site
d’éclosion est une zone ou les projections du trophectoderme (décrites ultérieurement) sont plus
nombreux et ou l'activité des protéinases qui digérent la zone pellucide est plus intense, chez le
bovin ces deux caractéristiques pourraient étre distribués de maniére plus uniforme (Veronica M
Negron-Pérez et Hansen, 2017).

Figure 32 : Eclosion d'embryons de bovins par I'un ou lautre des pdles de I’axe
embryonnaire-abembryonnaire (Negrén-Pérez et Hansen, 2017).

Eclosion par le pdle embryonnaire

Eclosion par le péle abembryonnaire

v

Note : La zone entourée par des tirets blancs correspond a la MCI. L’échelle vaut 50 um.

Page 83



b. Contractions de la blastula

Les contractions de la blastula évoquées précédemment semblent étre corrélées a I'éclosion
(Niimura, 2003 ; Pribenszky et al., 2011). Elles sont plus nombreuses pendant et aprés I'éclosion,
et un rythme particulier de contractions est détectable juste avant I'éclosion (Niimura, 2003 ;
Pribenszky et al., 2011). Les contractions fortes (plus de 20% du volume en moins) sont par
ailleurs plus nombreuses chez les embryons qui échouent & éclore, tandis que les contractions
faibles pourraient étre physiologiques et jouer des réles pour l'instant non élucidés dans I'éclosion
chez la souris (Niimura, 2003 ; Pribenszky et al., 2011).

c. Projections du trophectoderme

Les TEPs (trophectodermal projections) participent également a I'éclosion. Originellement étudiées
chez le hamster doré, il s’agit d’extensions membranaires du trophectoderme motorisées par
I'actine qui viennent percer la zone pellucide, et faciliter le passage de la blastula hors de la zone
pellucide par des mouvements ondulatoires (Perona et Wassarman, 1986 ; Gonzales et al., 1996).
Ces projections seraient quasi-indispensable pour I'éclosion de I'embryon de bovin in vitro
(Gonzales et al., 1996). Un role de « livraison » de molécules de lyse pour les TEPs a par ailleurs
été proposé chez le hamster doré (Sireesha et al., 2008).

Cependant, les études concernant ce phénomeéne sont relativement anciennes, et le sujet n'a pas
été soulevé plus récemment a la lumiére des nouvelles techniques d’investigation embryonnaires.

d. Approche mécanique des forces qui permettent I’éclosion

L’éclosion est initi€ée par une entaille dans la zone pellucide causée par la pression hydrostatique
croissante issue de la formation du blastoccele et de I'expansion de la blastula (Seshagiri et al.,
2009 ; Leonavicius et al., 2018). La zone pellucide reste quasi entierement intacte

Une étude menée par Leonavicius et al. (2018) propose une approche physique de I'éclosion,
aspect peu développé jusqu’ici, en considérant 'embryon et sa zone pellucide comme un ballon de
baudruche (paroi trés fine par rapport au rayon de la sphéere qui permet 'augmentation de pression
interne).

D’aprés ce modéle, I'éclosion et donc la rupture de la zone pellucide dépendrait de I'expansion
volumique de I'embryon en plus de 'augmentation de pression en elle-méme : un pic de pression
peut ainsi étre atteint sans éclosion, tant que la zone pellucide n’est pas amincie par I'expansion
embryonnaire, ce qui est observé pour les embryons de souris in vitro (Leonavicius et al., 2018).
Le modéle du ballon de baudruche permet d’estimer la rigidité de la zone pellucide par son module
de Young E, lorsqu’elle subit une pression P, en fonction de son rayon R, son rayon initial R, et

de I'épaisseur initiale de la zone pellucide t; :

o 3PR7
 2ty,(Re— RY)

Grace a des mesures effectuées sur des embryons de souris, les chercheurs ont ainsi obtenu une
valeur de £ a 31 kPa, qui s’approche des autres mesures mentionnées dans la littérature comme

evoqué précédemment dans la partie sur la régulation du volume du blastoccele (Leonavicius et
al., 2018). L’épaisseur de départ est quant a elle mesurée a 3,25 jours post-fécondation, au début
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de la formation du blastoccele, et se situerait autour de 4,3 ym (Leonavicius et al., 2018). Ce
modeéle permet de plus d’estimer que :

« Pour une augmentation volumique moyenne de 22 um?/s, il faudrait 16,4 h pour un embryon de
40 um de rayon initial d’augmenter son rayon jusqu’a 72 um, ou I'épaisseur de la zone pellucide
serait réduite a un tiers de I'épaisseur initiale, ce qui permettrait I'éclosion » or ce minutage
correspond a I'échelle de temps observée chez les embryons de souris in vitro (Leonavicius et al.,
2018). Ainsi, plus I'épaisseur de la zone pellucide diminue, plus la probabilité d’éclosion
s’approche de 1, cependant une pression minimale de 0,5 kPa semble nécessaire pour permettre
I'éclosion (Leonavicius et al., 2018). L’éclosion est ainsi dépendante de la pression embryonnaire
et de I'épaisseur de la zone pellucide (Leonavicius et al., 2018). Ceci est vrai de maniere
simplifiée, en réalité I'éclosion dépend aussi de parameétres moléculaires, avec notamment la
digestion focale de la zone pellucide par des enzymes

B. Aspects biomoléculaires

La blastula comme I'endométre produisent a cette période des molécules responsables de la lyse
de la zone pellucide. La digestion enzymatique de tout ou partie de la zone pellucide selon les
espéces facilite ainsi I'extraction de 'embryon (Seshagiri et al., 2009).

a. Digestion enzymatique de la zone pellucide

Plusieurs familles de protéinases participent a la digestion de la zone pellucide chez les
mammiféres. Chez la souris, les plus étudiées sont les protéinases a sérine d’abord connues pour
leur implication dans I'implantation (implantation serine proteinase 1 et 2 — ISP1 et ISP2), qui
participent en réalité également a 'éclosion (O’Sullivan et al., 2004 ; Sharma et al., 2006). Les
protéines forment un hétérodimeére, la strypsine, proche de la trypsine digestive, qui est la forme
active de I'enzyme, donc celle qui digére la zone pellucide (Perona et Wassarman, 1986 ;
O’Sullivan et al., 2004 ; Tang et Rancourt, 2005 ; Sharma et al., 2006). Ces protéinases sont
produites a la fois par l'utérus et par 'embryon, permettant une attaque de la zone pellucide par
ses deux interfaces (Sharma et al., 2006).

Ainsi, les enzymes permettant la lyse de la zone pellucide ne proviennent pas uniquement de
'embryon, la zone pellucide vide étant dégradée progressivement dans ['utérus malgré
I'éloignement de 'embryon (Lin et al., 2001). La présence de la zone pellucide seule dans l'utérus
de souris bien avant I'implantation a permis par ailleurs de montrer que le processus d’éclosion
n’est pas un artefact des embryons in vitro qui compenseraient 'absence des enzymes utérines de
l'implantation par leur propre sécrétion (Lin et al., 2001).

Une enzyme du type trypsine qui pourrait jouer un réle similaire a été mise en évidence chez le
bovin également (Seshagiri et al., 2009).

b. Régulation de I’éclosion

En plus des enzymes de digestion, un systéme de régulation de I'éclosion vient compléter le
schéma de ce phénomene. Les réles et signaux précis des régulateurs sont cependant encore
obscurs, et n'ont pas été fortement investigués en comparaison avec les régulateurs de
limplantation qui se produit a la suite. Ces études concernent de plus des embryons cultivés in
vitro et ne rendent pas forcément exactement compte de la réalité d’une éclosion intra utérine.
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Les cytokines, qu’elles soient pro ou anti inflammatoires, sont soupconnées de jouer un réle de
régulatrices : elles régulent les protéases dans d’autres contextes, et des ARN messagers de
certaines d’entre elles (interleukine 1B, interleukine 5, leukemia inhibition factor — LIF) sont
présents durant I'éclosion (Seshagiri et al., 2016). De plus, d’aprés des travaux sur des doubles
mutants ainsi que sur des embryons in vitro, certaines cytokines auraient pour effet d’accélérer le
processus d’éclosion (interleukine 1, interleukine 6, facteur de croissance transformant — TGFp)
(Seshagiri et al., 2016). Les cytokines seraient également régulatrices d’éclosion chez le bovin
(Seshagiri et al., 2009).

Certaines prostaglandines, PGl; et PGF,q chez la souris, et plutét PGF,, et PGE; chez le bovin,
participent également a I'éclosion, d’'une maniére pour l'instant non complétement élucidée (Lewis,
1989 ; Huang et al., 2004). D’autres molécules, trés diverses, des facteurs de transcription, des
facteurs de croissance, font partie de la régulation de I'éclosion, sans que le mécanisme de cette
régulation ne soit connu (Sireesha et al., 2008 ; Seshagiri et al., 2009 ; Massimiani et al., 2019).

La voie de signalisation Notch semble aussi étre impliquée dans le processus d’éclosion (Batista et
al., 2020). En effet, le blocage de la voie Notch ou bien la supplémentation en certains de ses
composants provoque des retards dans I'éclosion (Batista et al., 2020). En particulier, les genes
Hes1, Jagged 1 et Jagged 2 semblent étre liés a la régulation du processus d’éclosion, d’'une
maniére qui pour l'instant reste a décrire (Batista et al., 2020).

Si les composants moléculaires qui participent a I'éclosion sont bien connus, les interactions entre
eux et les mécanismes précis en jeu sont encore a explorer, chez le bovin comme chez la souris et
les mammiferes de maniere générale. Le processus est une étape charniére, sans laquelle
I'implantation ne peut avoir lieu et la gestation ne peut étre menée a terme.

L’éclosion est I'extraction de I'embryon hors de la zone pellucide. Selon I'espece, le site
préférentiel de sortie varie en localisation et en importance pour la qualité embryonnaire.
L’éclosion est permise par la synergie entre la croissance de I'embryon qui applique une
pression a la zone pellucide, et la digestion enzymatique de celle-ci sur chaque face. Diverses
molécules et voies de signalisation seraient impliquées dans la régulation de I'éclosion, mais
ses mécanismes sont méconnus.

4. Aspects métaboliques

Comme pour la morula, et de maniére plus intense encore, la blastula bénéficie d’'un métabolisme
spécifique, qui permet d’adapter I'apport énergétique et les synthéses a la demande croissante de
'embryon en plein développement.

A. Augmentation de la demande énergétique

La blastulation nécessite un apport énergétique considérablement plus élevé que les étapes
précédentes. Le rythme des divisions cellulaires augmente fortement, et a ce stade la masse totale
de I'embryon aussi. La formation du blastoccele est également gourmande en énergie, via les
enzymes Na+/K+ ATP ase qui consomment une quantité colossale d’ATP pour produire le gradient
osmotique qui permet 'accumulation de liquide nécessaire. Les biosynthéses sont multiples et plus
diversifiées qu'auparavant. Enfin la dégradation enzymatique de la zone pellucide lors de I'éclosion
est un pble de consommation énergétique important.
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B. Adaptations du métabolisme embryonnaire

a. Les carburants de la blastula

En réponse a cette demande énergétique, le métabolisme embryonnaire s’adapte. La
consommation d’oxygéne, de glucose, de pyruvate mais aussi d’autres métabolites comme les
acides gras et divers acides aminés sont augmentées. (Thompson et al., 1996 ; Houghton et al.,
1996 ; Sturmey et Leese, 2003 ; Smith et Sturmey, 2013).

¢ Lipides endogenes
De la méme maniére que la morula, la blastula semble capable d’utiliser les acides gras, qu’ils
proviennent de réserves endogénes ou qu'ils soient présents dans le milieu extérieur comme
source d’énergie. Les substrats endogénes chez 'embryon de bovin restent cependant faiblement
utilisés lorsque le milieu est suffisamment supplémenté (Thompson et al., 1996).

e Acides aminés

Les acides aminés continuent d’avoir les réles précédemment évoqués pour la morula, mais
servent également dans les voies de signalisation indispensables aux processus d’éclosion et
d’'implantation (Gwatkin, 1966). L’accroissement de leur synthése est notamment permis par le
phénomene de glycolyse aérobie qui prend place dans la blastula.

b. La glycolyse aérobie

Cette élévation du métabolisme énergétique est ainsi également marquée par la glycolyse aérobie,
c’est-a-dire d’'une part que la voie de la glycolyse connait un flux de glucose beaucoup plus
important, et que malgré la disponibilité de I'oxygéne, le pyruvate qui en est issu est converti en
majorité en lactate via la fermentation lactique, bien que celle-ci soit beaucoup moins efficace que
le cycle de Krebs pour produire de I'ATP (Gardner et Leese, 1990 ; Krisher et Prather, 2012). II
s’agit d’'un phénomeéne originellement observé dans les cellules cancéreuses (Warburg, 1956),
appelé Effet Warburg, mais aussi dans d’autres types de cellules prolifératives, comme les
lymphocytes (Lunt et Vander Heiden, 2011). Le fonctionnement de la glycolyse dans le contexte
de la blastula est résumé dans la Figure 33.

e Source d’énergie

Bien que la majorité du glucose soit consommeé par la glycolyse aérobie, la voie oxydative du cycle
de Krebs dans les mitochondries est suffisamment efficace pour produire plus de 80% de 'ATP
consommé pendant la blastulation (Donnay et Leese, 1999 ; Wilding et al., 2009). Cependant,
quand I'embryon approche de I'endomeétre pour I'implantation, 'oxygéne environnant est trés limité
(Fischer et Bavister, 1993), et 'endométre dans la zone dans laquelle s'implante 'embryon est lui-
méme moins vascularisé (Rogers et al., 1982). Il est également intéressant de noter que l'inhibition
modérée de la voie oxydative n’empéche pas la formation du blastoccele chez des blastula ou
celle-ci a été empéchée par traitement (Donnay et Leese, 1999). Ainsi, la blastula est capable
d’adaptation a I'hypoxie, notamment gréce a son utilisation du métabolisme anaérobie (de Souza
et al., 2015). Pour aller plus loin, il semble que les conditions hypoxiques soient méme nécessaire
a la formation d’embryon de bonne qualité (Kumar et al., 2015).

En effet, si les milieux de développement embryonnaire in vitro ont longtemps présenté des
concentrations atmosphériqgues en O, (20%), de nombreuses études montrent que cette
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concentration seraient en réalité délétére pour 'embryon. Une concentration atmosphérique en O;
produit moins de divisions et un développement globalement moindre au stade segmentation chez
la souris (Wale et Gardner, 2010) et 'humain (Kirkegaard et al., 2013). Une telle concentration
pourrait méme induire des effets néfastes a long-terme chez le bovin (feetus avec une ossature
plus petite, augmentation de la taille des cotylédons avec un nombre moyen plus faible, indicateur
d’'une connexion de qualité plus faible avec la mére) (Fischer-Brown et al., 2005). Par ailleurs, la
concentration en dioxygene dans les oviductes et 'utérus est elle-méme bien plus faible que la
concentration atmosphériqgue dans de nombreuses especes (Fischer et Bavister, 1993), et la
concentration idéale serait autour de 5% (Batt et al., 1991 ; He et al., 2020). He et al. (2020) ont
montré que chez le yack, en comparaison de milieu & 1%, 10% et 20% de dioxygéne, les
embryons cultivés dans des milieux a 5% ont la maturation de 'ovocyte améliorée, ainsi que le
développement de la blastula avec un nombre de cellules plus importants et moins de cellules
apoptotiques.

e Source de carbone pour les biosynthéses

On attribue également a la glycolyse lintérét de soutenir les voies anaboliques majeures.
L’augmentation de la glycolyse a notamment pour effet de produire une plus grande quantité des
sous-produits et produits intermédiaires de ces réactions. Ainsi le glucose-6-phosphate et le
glycéraldéhyde-3-phosphate sont utilisés dans la voie des pentoses phosphate qui permet la
synthése des riboses, précurseurs des nucléotides, indispensable pour la production d’ARN et
d’ADN (Vander Heiden et al.,, 2009 ; Lunt et Vander Heiden, 2011). Le glycéraldéhyde -3-
phosphate et le 3-phosphoglycérate sont précurseurs d’éléments utiles a la synthése des lipides
(Lunt et Vander Heiden, 2011). La glycolyse produit également du NADH, agent réducteur et
cofacteur dans la synthése lipidigue. Le NADH participe aussi au maintien du statut redox des
cellules, en permettant la réduction du GSSH en glutathion ainsi que sa synthése (Guérin et al.,
2001). L'utilisation du carbone issu du glucose pour les synthéses est corroborée par
I'incorporation de carbone 14 issu de molécules de glucose, qui augmente 6 fois entre le stade 12
cellules et le stade blastula chez le bovin (Khurana et Niemann, 2000). De la sorte, la glycolyse
aérobie permettrait de diriger la consommation de glucose vers les voies de biosynthéses,
particulierement actives chez 'embryon.

e Roles du lactate

La glycolyse aérobie a pour conséquence la production d’'une quantité importante de lactate, qui
joue plusieurs réles dans le développement embryonnaire.

La fermentation lactique est le résultat de la réduction du pyruvate en lactate, catalysée par
'enzyme LDH ou lactate déshydrogénase, capable également de catalyser la réaction inverse.
Cette réaction permet concomitamment I'oxydation de NADH en NAD*. Or, le NADH est un produit
de la glycolyse, sa réoxydation en NAD* permet donc tout d’abord d’alimenter la glycolyse.

Au stade de la blastula tardive, préte a s'implanter, il y a un changement de l'isoforme maijoritaire
de la LDH. Jusqu’ici, il s’agissait de la LDHB qui favorise la formation de pyruvate, qui est alors
peu a peu remplacée par la LDHA qui favorise la formation de lactate. Ceci est vrai chez la souris
(Auerbach et Brinster, 1967) et les cellules tumorales (manifestation de I'effet Warburg) (Lee et al.,
2022), mais n’est a priori pas documenté pour le bovin.
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o Faciliter I'implantation

Les embryons de mammiféres possedent des transporteurs du lactate, membre de la famille des
transporteurs monocarboxylates (MCT), capables d’exporter le lactate de la cellule vers le milieu
extra-cellulaire, en co-transportant un proton (Hérubel et al., 2002 ; Halestrap et Wilson, 2012). De
cette manceuvre résulte a la fois une acidification du milieu et une hyper concentration en lactate
(Gardner, 2015). Or, pour s’implanter 'embryon doit désagréger la matrice extra-cellulaire (MEC)
de I'endomeétre, ce qui pourrait étre facilité par I'acidification du milieu comme cela a déja été
montré chez la souris (Xiao et al., 2017), ainsi que chez les cellules tumorales (Gatenby et Gillies,
2004) qui ont un nombre considérable de points communs métaboliques avec 'embryon (Smith et
Sturmey, 2013). Cette théorie est soutenue également par I'existence d’une redistribution de la V-
ATPase, sous-unité indispensable de la pompe a protons, dans 'endométre des vaches gestantes
au moment de la nidation (Skinner et al., 1999), qui suggére qu’une acidification est aussi a
I'ceuvre chez le bovin a cette étape.

Cependant, si la présence des MCT a été vérifiée chez 'humain et la souris, elle a été peu étudiée
chez le bovin. MCT4 est celui dont le substrat préféré est le lactate, et est adapté a son export
dans les cellules a fort flux glycolytique (Dimmer et al., 2000). Sa présence a été détectée in vitro
dans les ovocytes bovins dénudés de leur granulosa (Lopes et al., 2015), ce qui permet d’émettre
I'hypothése d’un rdle similaire a celui évoqué précédemment pour la souris ou 'lhomme, mais cela
ne permet cependant pas de conclure de maniére certaine.

A noter que l'acidification pourrait étre aussi liée au rejet de CO- par le cycle de Krebs mais aussi
par la PPP évoquée plus haut. En effet, le CO- est hydraté par 'anhydrase carbonique et donne
un H* et un HCOS, alors que les H* sont exportés avec le lactate et que la voie PPP est favorisée
dans le cas de la blastula (Marchig et Pouysségur, 2016). L’anhydrase carbonique est retrouvée
dans les cellules trophoblastiques des placentas de vaches entre 80 et 270 jours de gestation
(Nishita et al., 1990), cependant, I'activité de I'anhydrase carbonique chez 'embryon précoce n’est
que peu documentée, il n’est pas possible de conclure a I'heure actuelle sur la véracité de cette
hypothése.

o Promouvoir 'angiogenése

La nidation de I'embryon doit absolument étre associée a une angiogenése au niveau de
'endométre pour permettre la formation du lien mére-embryon (Gardner, 2015). Or, le lactate
pourrait permettre en tant que molécule de signalisation 'angiogenése en agissant notamment sur
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) qui la stimule (Kumar et al., 2008). D’une part, il a été
montré que l'acidose induite par le lactate promeut I'expression de VEGF dans les cellules
tumorales (Shi et al., 2001), ce qui permet de faire I'hypothése d’'une réaction similaire pour
'embryon et 'endometre maternel (Ma et al., 2020).

D’autre part, VEGF existe sous forme libre fortement angiogénique et sous forme poly-ADP-
ribosylée (PAR VEGF) qui inhibe sa capacité d’angiogenése (Xiong et al., 1998). Or, dans les
tissus environnant la blastula, les cellules de la mere n’ont pas effectué de changement de LDH et
disposent plutét de LDHB, donc la forte concentration en lactate pousse la réaction des LDH dans
le sens de la production du pyruvate et de la réduction du NAD* en NADH. Le NAD* est le substrat
nécessaire a la poly-ADP-ribosylation de VEGF, sa moindre disponibilité fait donc pencher
I'équilibre en faveur de la forme active de VEGF (Gardner, 2015). Gardner (2015) fait donc ici
'hypothése que non seulement le lactate fourni par la blastula permettrait d’augmenter
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'expression de VEGF mais aussi de favoriser sa forme active, et ainsi de promouvoir
'angiogenése dans I'endométre recevant la nidation de 'embryon.

o Immunomodulation

En se basant & nouveau sur les similarités entre embryon et tumeur, il est possible de supposer
une activité immunomodulatrice du lactate pour permettre d’éviter le rejet de 'embryon par la mére
lors de la nidation. L’altération de la différenciation et du fonctionnement des macrophages (Gao et
al., 2022), mais aussi des lymphocytes T et des cellules dendritiques pourraient faire partie des
réles du lactate pour favoriser 'immunotolérance maternelle (Gardner, 2015 ; Ma et al., 2020).

o EGA
Enfin, il a été montré que le lactate active certains génes impliqués dans 'EGA chez la souris (Tian
et Zhou, 2022). Une activité similaire n’est pour l'instant pas documentée chez le bovin, et 'TEGA
est un phénomeéne a priori antérieur au métabolisme pro-lactate de la blastula, mais celui-ci se
produit en plusieurs vagues, et I'ensemble permet néanmoins de formuler une hypothése
intéressante a explorer.

Figure 33 : Fonctionnement résumé de la glycolyse dans le contexte de I’embryon pré et
péri-implantatoire (Lunt et Vander Heiden, 2011).
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c. PKM2, une enzyme embryonnaire

La derniére étape de la glycolyse embryonnaire, la déphosphorylation du phosphoénolpyruvate
(PEP) pour produire une molécule d’ATP et du pyruvate, est réalisée dans les cellules matures par
la phosphokinase PKM1 (Redel et al., 2012). Dans I'embryon, son isoforme PKM2 est fortement
présente, et son expression augmente au stade blastula (Redel et al., 2012). Or celle-ci a entre
autres pour effet de catalyser la phosphorylation de la phosphoglycérate mutase 1 (PGAM1) a
partir du PEP, produisant ainsi du pyruvate sans produire d’ATP, ce qui a pour conséquence
d’augmenter encore la consommation de glucose par la voie de la glycolyse (Vander Heiden et al.,
2010 ; Redel et al.,, 2012 ; Smith et Sturmey, 2013 ; Lee et al., 2022). De plus PKM2 induit
I'expression de la LDHA, et donc participe a la formation du lactate (Lee et al., 2022).

Par ailleurs, il est intéressant de constater que PKM2 est capable de translocation nucléaire et
donc d’interaction avec des facteurs de transcription et ainsi influencer I'expression de génes clefs
pour le développement embryonnaire. Cette protéine peut ainsi interagir avec STAT3, impliqué
dans la pluripotence (Luo et Semenza, 2012), mais aussi avec Oct4 (Yang et al., 2018). En outre
elle peut avoir une influence sur les génes codant pour la cadhérine E et pour la B-caténine (Luo et
Semenza, 2012).

En somme, I'expression de l'isoforme PKM2 dans les cellules embryonnaires en particulier au
stade blastula permet de soutenir son métabolisme spécifigue de diverses maniéres mais
également d’agir sur I'expression de genes impliqués dans le développement embryonnaire.

Le métabolisme de la blastula est adapté a ses besoins importants et spécifiques. La
consommation des carburants est augmentée, et le déploiement de la glycolyse anaérobie,
adaptée a I'environnement hypoxique de I'embryon, fournit de I'énergie mais surtout le carbone
nécessaire aux biosynthéses massives. Elle permet également la production de lactate, dont
les r6les dans le développement embryonnaire sont nombreux. Ceci est favorisé par la
présence d’'une variété d’enzymes spécifique de I'embryon, comme la LDHB ou PKM2, signe
d’'une congruence encore plus fine entre les besoins de 'embryon et son métabolisme.

L’embryon au stade blastula est le théatre d’événements morphogénétiques cruciaux. Tout
d’abord la formation du blastoccele, cavité liquidienne permettant I'apparition visuelle de I'axe
embryonnaire-abembryonnaire. D’autre part, la seconde différenciation cellulaire, concernant la
masse cellulaire interne, en une lignée pluripotente qu’est I'épiblaste et une lignée épithéliale
gu’est 'endoderme primitif. Enfin, I'éclosion de 'embryon hors de la zone pellucide marque la
fin du développement embryonnaire préimplantatoire, et prépare 'embryon a son implantation
dans I'endomeétre. Ces événements sont permis par une adaptation du métabolisme qui
soutient a la fois les dépenses énergétiques conséquentes, les nombreuses biosyntheses et la
préparation a I'implantation.
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Discussion

A présent, il s'agit de revenir sur les informations présentées et en faire émerger les éléments
saillants, en particulier pour le bovin.

Le constat a pu étre fait d’'une similarité des étapes principales du développement embryonnaire
entre la souris, beaucoup plus facile a étudier, et le bovin : activation du génome embryonnaire,
compaction, polarisation et différenciation des cellules en masse cellulaire interne et
trophectoderme sont les événements qui accompagnent la formation de la morula. Blastulation,
différenciation de la masse cellulaire interne en épiblaste et endoderme, et finalement éclosion
aboutissent a la formation de la blastula. En revanche, la temporalité différe, et avec elle le stade
cellulaire. Chez le bovin, et chez les espéces plus massives en général, le développement est plus
lent, avec une compaction au stade 16 cellules contre huit pour la souris, une éclosion autour du
huiti€me jour, contre le quatrieme jour pour la souris. L’embryon lui-méme est plus grand chez le
bovin dés les premiers jours de développement.

Au niveau moléculaire, des divergences apparaissent également. Les marqueurs de la masse
cellulaire interne de la souris, Oct4, Sox2 et Nanog, le sont aussi chez le bovin, avec cependant
une localisation qui differe modérément pour Oct4, et un réle moins prononcé pour ce marqueur
dans la gestion de la pluripotence. Gata3 est nécessaire au trophectoderme de souris et de bovin,
mais le role établi de Cdx2 chez la souris ne I'est pas autant chez le bovin, qui dispose par ailleurs
d’'un marqueur spécifique, I'interféron 1.

Autour de la compaction, il a été vu que le cytosquelette, appuyé par I'adhésion et la signalisation
de la cadhérine E sont a 'origine des modifications de tensions de surface et de la contractilité qui
aplanissent les cellules externes polarisées et internalisent les cellules non polarisées, crées par
divisions orientées. Ces éléments obtenus chez la souris, semblent étre retrouvés chez le bovin,
mais des études manquent pour affirmer avec confiance l'identité des processus, en particulier du
point de vue mécanique. De plus, chez le bovin, le facteur de transcription Yap, qui appartient a
Hippo, serait impliqué dans la compaction, et cet événement permettrait de favoriser I'euploidie en
éliminant les blastoméres anormaux.

D’autre part, les éléments qui participent a la premiére différenciation semblent étre similaires
entre la souris et le bovin, notamment Hippo et ses composants, mais aussi les voies Notch et
Wnt. En revanche, les interactions entre les composants en question, et le scénario dans le détalil
differe, avec en particulier 'exemple de Yap dont la localisation et la phosphorylation varient entre
les deux espéces, alors méme que ces deux éléments sont décisifs dans la détermination
cellulaire. Ainsi, cette différenciation est bien élucidée chez la souris, mais il manque des
informations pour comprendre complétement son déroulement chez le bovin.

Comme pour la compaction, la partie physique et chimique du processus de cavitation est bien
connue et bien modélisée chez la souris, bien qu’incompléte pour le moment, en particulier autour
de la limite de croissance du blastoccele. En revanche, chez le bovin, malgré I'existence de
certaines données chiffrées, le déroulement de la cavitation est supposé similaire mais n’a pas été
vérifié. Du point de vue moléculaire, les études montrent une forte similarité entre les deux
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espéces, tant pour I'établissement du gradient avec les pompes et échangeurs ioniques que pour
les réles du cytosquelette et des jonctions serrées.

Pour la deuxieme différenciation, a nouveau les éléments physiques et chimiques du processus
ont été explorés chez la souris, et doivent étre confirmés, mais pas chez le bovin. En particulier,
les théories impliquant I'affinité et la fluidité cellulaires comme moteurs du bon positionnement des
cellules de 'endoderme n’'ont été étudiées que chez la souris. Pour la ségrégation en deux lignées
en elle-méme, les molécules impliquées sont les mémes, avec comme vu précédemment des
réles et interactions Iégérement différents. En particulier, les récepteurs aux membres de la famille
Fgf et la voie MAPK sont utiles a la différenciation, mais le détail de leur réle n’est pas connu.

Le bovin comme la souris réalisent une éclosion, dont le site est important pour la souris et moins
chez le bovin, entre autres par digestion enzymatique avec limplication de contractions
embryonnaires pour les deux espéces. Des projections du trophectoderme seraient nécessaires
chez le bovin. La régulation du phénomene implique des cytokines et des prostaglandines pour les
deux espéces, mais son fonctionnement est méconnu.

Enfin, d’'un point de vue métabolique, 'embryon de bovin a bénéficié de plus d’intérét, notamment
afin de développer le meilleur environnement de culture possible pour les embryons cultivés in
vitro. Ainsi, les substrats utilisés (pyruvate, acides aminés, lipides, glycogénes), les voies
métaboliques favorisées (voies de biosynthése et glycolyse) et leurs réles fortement diversifiés,
ainsi que la collection enzymatique spécifique a I'embryon sont bien connus chez le bovin.
Cependant la grande partie de ces études sont réalisées in vitro, suggérant un fossé possible
entre ces données et celles des embryons in vivo.

Ainsi, il apparait que l'ossature du développement embryonnaire précoce et ses acteurs soient
similaires chez la souris et le bovin, mais que ce dernier nécessite encore qu’on lui consacre des
études, en particulier sur les mécanismes physiques et chimiques, qui sont pour l'instant trés peu
connus.

Page 94



Conclusion

Au bilan, ce document propose un état des lieux des connaissances sur les mécanismes qui
permettent le développement de I'embryon de mammiféere en morula puis en blastula, en
rassemblant en particulier les éléments qui concernent le bovin.

Il en ressort que les événements qui agitent 'embryon précoce sont complexes, étroitement liés, et
que leur bon déroulement découle d’'une coopération fine entre de multiples voies de signalisation,
un métabolisme spécifique, et des phénoménes physiques et chimiques variés. L’interdépendance
forte des étapes morphogénétiques est compensée par une capacité d’adaptation remarquable,
tant pour la pluripotence et les différenciations, que pour le métabolisme et ses substrats, ou le
succés des modifications morphologiques. Cette plasticité a un prix, et toute adaptation réduit de
maniére plus ou moins importante la qualité de 'embryon et sa probabilité de survie.

D’un point de vue spécifique, I'étendue des connaissances est bien plus vaste chez la souris,
méme si des zones d'ombre persistent encore, par exemple sur I'établissement de I'axe
abembryonnaire-embryonnaire, ou encore sur I'exacte origine de la premiére différenciation. En
revanche, les informations concernant le bovin sont moins nombreuses et moins précises. Les
étapes sont semblables, mais le détail des interactions et des scénarios differe. Certains aspects
en particulier, comme le métabolisme ou I'éclosion, sont toutefois relativement bien documentés
chez le bovin, par leur lien fort avec les techniques de fécondation et culture d’embryons in vitro
déja bien développées chez le bovin avec un intérét autant économique que scientifique. Ces
techniques sont cependant imparfaites et la récolte de nouvelles informations sur le
développement embryonnaire est donc cruciale pour améliorer les résultats.

Ainsi, de futurs travaux pourraient se concentrer sur la mécanique de la morula et de la blastula de
bovin, afin de confronter ces futurs résultats aux connaissances acquises chez la souris. Des
études ayant pour objectif d’étudier les tensions de surface des blastoméres de la morula de bovin
comme cela a été fait sur la souris sont notamment en cours, et ceux-ci vont permettre de mieux
connaitre la physique du phénoméne de compaction chez le bovin. La blastulation mériterait
également d’étre mieux connue sur I'aspect physique, et tenter de confronter a la réalité les
modeles existants chez la souris pourrait étre un point de départ intéressant. Enfin le scénario
moléculaire de la différenciation en trophectoderme et masse cellulaire interne, modérément
différent de celui de la souris, est en bonne voie d’élucidation compléte, et il serait intéressant d’en
avoir finalement une vision claire. L’'observation de chaque étape du développement met en
évidence des indices qui lui sont propres de qualité ou au contraire de difficulté de survie d’'un
embryon. La qualité des embryons pourrait étre alors mesurée de plus en plus précisément, de
plus en plus tét, vers une maitrise pointue de la reproduction bovine, a la condition de développer

des méthodes d’analyse moins invasives et compatibles avec la survie.
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ETAT DES LIEUXDES CONNAISSANCES SUR LES MECANISMES
AUTOUR DU DEVELOPPEMENT DE L’EMBRYON DE MAMMIFERE
ENTRE MORULA ET BLASTULA

AUTEUR : Emma NEST

RESUME :

Le développement embryonnaire précoce du mammifére est marqué par la formation de la morula
puis de la blastula. Les événements morphogénétiques qui y ménent sont plutdt bien connus chez
la souris, beaucoup moins chez le bovin pour la plupart d’entre eux. Or, connaitre le
développement permet de juger de la qualité embryonnaire toujours plus précisément, et
d’améliorer sans cesse les techniques de culture d’embryon et de fécondation in vitro, et ainsi faire
progresser leur intérét économique aupres des éleveurs.

Il s’agit dans ce document de fournir un état des lieux des connaissances sur les mécanismes du
développement embryonnaire précoce du mammiféere. Le processus est d’abord décrit chez la
souris avant d’étre comparé a celui du bovin, en proposant une vision intégrative qui souligne les
liens étroits entre les divers événements qui se produisent. Les aspects cellulaires, moléculaires,
métaboliques, et physico-chimiques des étapes du développement embryonnaire de mammifére
sont analysées et leurs nombreuses interdépendances révélées, de la morula a la blastula. Les
zones d’ombre qui méritent d’étre explorées plus longuement sont ensuite mises en évidences
pour fournir des pistes quant a la suite des recherches sur le développement embryonnaire du
mammifére, en particulier du bovin.
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CURRENT STAGE OF KNOWLEDGE ON THE MECHANISMS OF THE
MAMMALIAN EMBRYONIC DEVELOPMENT BETWEEN MORULA AND
BLASTULA

AUTHOR: Emma NEST

SUMMARY:

Early embryonic development in mammalians is characterized by the formation of the morula
followed by the blastula. The morphogenetic events leading to these transformations are well-
known in mouse, far less in cattle. Though, understanding the embryonic development is a
prerequisite for assessing more precisely the embryo quality, and improving continuously in vitro
fertilization and embryo culture, which could allow farmers to find a better economic interest in
these techniques.

This document sums up the current knowledge about the early mammalian embryonic
development mechanisms. First the process is detailed in the mouse, then compared to that of
cattle, presenting an integrative view that highlights the tight connections between the different
events. Cellular, molecular, metabolic, physical, and chemical aspects of embryonic development
are analyzed and their strong interdependency is revealed, from morula to blastula Finally, the
remaining grey areas are presented, suggesting directions for further research about bovine
embryonic development.
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