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Reum® en angl ai s

Active transcription initiation depends on multisubunit complexes that assemble and
disassemble onore promoter sequences in proximity (5@ around) of Transcription Start
Sites (TSSJhese dynamics allow the recruitment and positioning of the mRNA Polymerases.
In ewkaryotic cells, mMRNA polymerase Il (RNA Pol IlI) synthesizes lorgpdiog RNAS
(IncRNAs), small noncoding RNAs and messenger RNAs (MRNAS).

The traditional model of transcription initiation relies on the Pnéiation Complex
(PIC) formation. PIC is composed of General Transcription Factors (GTFs) and by the RNA Pol
[l. Structurally and mechanistically, the TFIID complex is the first GTBirnllatto the core
promoter, therefore nucleating the assembly of the PIC that is essential for RNA Pol Il activity
and functionality. The TFIID complex is composed by the -Biiting Protein (TBP) and 13
TBPRAssociated Factors (TAFs) (For reviews, Saipsbal., 2015 and Gupta edl., 2016).

In the last 20 years, transcription initiation process has been challenged since the
discovery of TBP and TAFs paralogs which open new paradigms in the fielcarirots, TBP
has three paralogs that were discovered by high homology in their-R)ihAng saddldike
coreedomains. The TBRelated Factor (TRF) is only found in insects. TheLikBRprotein 1
(TBPL1) is present in all metazoans and TBPL2 is restoctedi¢brate organismauller &

Tora 2004 Akhtaret al., 2011). While, TBP is ubiquitously expressed, paralogs show non
exclusive and lineage specific patterns (Mudeal,, 2010; Zhowet al,, 2013 eLIFE; Zhet al.,

2013 PNAS; Griveet al, 2016; Miller et Tora, 2009). Particularly, TBPL2 is exclusively
expressed during oocyte growth phase (OGP) Hopl2deficientmiceare sterile (Gazdagt

al, 2007 Gazdaget al,, 2009). In humang,BPLzhull mutation leads to women infertilitfHe

et al. 2020; Okutman et a@024; Y. Wang et al. 2021; Yang et al. 2021)

Mammalian oogenesis begins during embryonic life when Primordial Germ Cells (PGCs)
colonize the genital ridges, proliferate, enter meiosis and become arrested into the meiotic
prophase | (diplotene stage). Females are born with a limited oocyte pool tlagupport
their entire reproductive lif§Sanchez and Smitz 2012)st before birth, and regularly during
life, selected pools of oocytes will enter a growth phase. At this time oocytes undergo a huge
increase of their size characterized by a period of active transcription where transcripts are
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directly translated and degradedr stably storedin a dormantform which constitutes the
maternal transcriptome After growth, oocytes become transcriptionally silent. From this
moment, posttranscriptional regulatiorof the maternal transcriptomevill governduring the
meiotic maturation and early embryogenegtsageyama et al. 2007; Knowland and Graham
1972) pour revue(Tora and Vincent 2021Poly(A) tail lengthening and shorteniage the

major mechanisme by which the maternal transcriptome can be stabilized or destabilized.
Actually, long poly(A) tai associated with active translation followed by degradation while,

in contrast, short poly(A) tail means storagaur lab discovered that TBPL2 replaces TBP at
the very beginning of folliculogenesis when Oocyte Growth Phase (OGP) just starts. During all
OGP, only the paralog TBPL2 is expressed (Gatdh@009). A recent study shows thar,
contrast to TBP, TBPL2 does not assemble into a -likdi@omplex Yu et al., 2020.
Nevertheless, TBPL2 interacts strongly with another GTF: TFIIA. TBPL2/TFIIA complex
regulates the synthesis of all RNA Pads$ociated transcripts during OGP including those
coding for RNAstability control members such as subunits of the major degtiese complex
CCRANOT and those from the decapping complex DCP1a/DfiiR2 &l.,2020)

Prior to oocyte meiotic maturation, little is known about mRNA degradation.
Nevertheless, inTbpl2- mutant growing oocytes, the stabilization of many transcripts is
observed when active transcription is blocked. This observation suggests that RNA decay
LI G§Kgl&a I NB | OGADPS RdAzZNAYy3I hDtd az2NB2ISNE |
controls tun-over of about 700 mRNAs with very short poly(A) tails and that this mechanism
Aa O2yiNRftftSR o0& (GKS GSN¥YAYlIf oRagedoRNREf &8f |
degradation during OGP leads to meiotic maturation and early embryogenesis defects
(Morgan Met al., 2017). On the other hand, the functionality of EXOSC10, the enzymatic
ddzodzyAl 2F (GKS SE242YS3S Aa NBnddsienfid durnig® 2 F o Q
transitionfrom growth tooocyte maturation(Demini etal. 2023; Wu and Dean 2020)

Recent studies suggest that the major localization of mMRNA stability ctetesiplace
in membraneless structures associated with the cytoskeleton tern@@goPlasmic Lattices
(CPLB(Cheng et al. 2022Van et al. 2023)CPL<orrespondto dispersed and webrganized
cytoplasmic and subcortical structures where fiob@e time specifienRNA dormancy,
activation, readenylation and translation occur through developmé&specially, events of

oocyte maturation, and early embryogenesis have been confirmed to be regulated in this post
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transcriptionally manner and the blockage of these events lead to developmental failure.
Here, we bring exclusive evidence showing that mRNA stability cas@igbimportant even
when the oocytes stillgrowing, and that thes&ey eventsare correlatingon the cytoplasmic
differentiation of the growing oocyte including CPformation which are absentin Tbpl2-
mutant oocytes Therefore, theproject focuses on the characterization of TBPL2 function
during folliculogenesiand oocyte growth.Our researctshowsthat mRNAstability protein
subunits are already expresseduring oocyte growth and that their expression and
localization are alteredn the Thpl2- mutant. Histological and further subcellular analysis
showscytoplasmic anomalieand expanded nuclear foci where poly(A) accumulgisctron
microscopyhighlights the nordifferentiation/ structuration of theTbpl2'- cytoplasm which is
characterized bynitochondrial and Golgi stack clustering near to the nusleThese findirsy

emphasizéhe critical role of oocyte growth in regulatitige maternal transcriptome stability.
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CONTEXTUALISATION

[ QAYAGALFGAZ2Y RS fF GNIYAONRLIGIAZ2Y LI NFf Q! wb
initiation (PIC) composé de six Facteurs Généraux de la transcription: Gdreral
Transcription FactorsTFHA, B,D,E, F, H). Le complexe TFIID est le premier GTF qui interagit
F SO €S LINRPY23GSdzNJ SG AYyAGAS fQlFaasSyofl 3S Rdz
TBP TATABINnding Proteihet de ses 13 facteurs associ€aFs, TBRssociated Factoys(pour
revue, Sainsburgt al, 2015). Dans les20 dérA s NBa | yysSSas €S LINRPOSa.
GNF YAONRLIIAZ2Y | SGS NBOAAAGSD [ QARSYGATAOK GA
fI @2AS t fI RSO2dz@SNILS RQdzyS @ NAIFOoATAGS RI
de la transcrigion. Chez les vertébrés, deux paralogues de TBP ont été découT&R_Et
¢.t[H 6adzZ t SNI g ¢2N} HAannv®d ¢FyRAA ljdzS ¢.t S
des paralogues est associée a la gamétogenese (Muller et Tora, 2009). Particulteiidbfdr?
yQSaid SELINAYS 1jdzS§ RIya eéeta202).Qeésiefellé\iéficeNBsr & 4| y
pour Topl2a 2y &4 adSNAfSa RH £ fQFNNs3G RS ONRA&aly
primaire et secondaire (GazdagalY HnnpO® / KST f QKdzYF AyS RSa Y
de TBPL2 sont associées a la stérilité des femmest@£020; Yangt al.2021, Wanget al.

2021, Okutmaret al. 2024).
FOLLICULOGENESE ET CONTROLE DE LA STABILITE DES TRANSCRITS

Les femelles naissentavecyir? Yo NS f A Y A poG reRi@ 2S@n2herall, 2042). 6
Régulierement durant la vie, certains follicules sont sélectiomoés entrer dans une phase
de développement en deux étapesa croissance ovocytaire et la maturation ovocytaire. La
ONRPA&&LFYOS RS fQ2@2080S OZidiyheds®kdorant Igh8ede lezy S LIS
transcrits sont accumulés et stockés ce qui établit le transcriptome matéreeARNs stockés
se nomment ARNs dormants.LJINB & € ONRA &al y OS Jionfelethede O (i S
inactif. Dés lors, la régulation pestanscriptionnelle du transcriptome maternel est cruciale

a la reprise de la méiose et au développement embryonnaire précoce durant lesquels a lieu
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un contrdle précis de la stabilité des transcrits et de leur traductibilité (pour revue, Sethulz

al. 2019). Le raccourcissement et la réadénylation cytoplasmique de la queue poly(A) est le
mécanisme majeur par lequel le transcriptome maternel est régulé. Dans le cytoplasme de

f Q2@208GS3 dzy NI ff2y3aSYSyid RS |jdSdagb LXESE2HI BS
6!'wbYOoX GF YyRAA |jdzQdzy S | dzS dzStockagd et 2ld diégrandtiad O 2 dzNIC

(pour revue,Tora et Vincent 2021).

l dz O2dzNB RS I GNIYaONRLIIAZ2YS fS&a !7wbyY &2
méthylguanosine ImG)nommée coiffeSy pQ Si RQdzyS 1jdzSdzS L2t 20!
gueue poly(A) conferent une protection contre les exonucléases et favorisent la traduction.
Notamment, la queue poly(A) est protégée par les PABRBR Poly(A)Binding Proteins Le
NI OO2dzZNOAaaSYSyd RS f 1jdzSdzS LRtedo! v + fASdz
CCRbh¢ O2YLIRA&S RSa& a2dza dzy A (fdtétre boit dégradé doit SG | €
a0201S® {AX FLINBa NI} OO2dzNODA&aasSYSyidz Q! wby
ydzOf S2GARS&as fQ!'wbyYy Sad aitz201Se® {Ay2ys tS NI
L) dza f QA y (S Nét dénk 2 M peReSde la tcdiffe par le complexe de décapping
5/tm!k 5/tH o6al SG Iftfd HnmoX aSKEYlFYyy HAMC
SE2y dzO0f S| 438 Q& SwthiehIS0 pMEzE BadhiYeSal. 2023Wu et al.,

2020).

Les ARNs dormants sont stockés dansstrestures cytoplasmiques ribonucléoprotéiques
associées au cytosquelette. Une protéine essentielle au stockage est la protéine de liaison a
f Q! w¥BX2 (Medvedev et al, 2011). La réadénylation cytoplasmique des ARNs dépend,
chez la souris, de la polymérase PAPOLA (Jiang et al., 2021). La remobilisation, par
NI} tf2y3aSYSyd RS I 1jdzSdzS LJ2 {(Badgland FahQo2y Rofig & LIS O
etal. 2019; Shaetal. 2018)2 Y i Nk € S f SdzNJ G NI} RdzOGAOAf AGSP [ QI
de la stabilité, de la traductibilité et de la dégradation mene au blocage de la maturation de

fQ2@g208GS SiG £t RS& RSTFldzida Rdz NBRSYI NNJ IS RS



PROJET DE RECHERCHE

Notre laboratoire a découvert que TBP est remplacé par son paralogue TBPL2 au cours
RS I F2tfA0dzAZ 23Sys8aSs I dzGrz8asptzl 20075 TBPL2 n© NP A & ¢
aQlraasSyoftsS LI & RIya dzy O2YLX SES RS GéeLlS ¢cCcLL
TFIA (Yetal,bhnunod [ S O2YLIX SES ¢.t[Hk¢CLL! NB3IdA S
fQlwb t2f LL RdzN}yd fF ONBQlayhllfysOsSS RRES & QRNA2y0OR
RFya fQ2@g2080S | @I AG R&Gaambrell NBNs Eguktd a labaiss&S Sy
codantpourdessoudzy A 1 S& O2y (Nbf I yi f I -uditéskonthpedentes RS f
dans lecomplexe majeur de déadénylation CARAT et le complexe de décapping DCP1A/
DCP2 (Yetal,LHAHANO® 5dzNF yi fI ONRAA&lI YOS RS tQ202C
stabilité et de dégradation du transcriptome maternel sont peu conrCspendant, la
NB3dzZ FGA2Yy £ fF KIFdzaaS RQdzy 3 Nbp2Rengidssanddls RS

suggere que ces mécanismes sont actifs durant la croissance ovocytaire.
EstOS jdzS f QF NNksG RS ONRA&aalyOS RS Q2020810 S
stabilité des transcrits?

A

azy LINRB2SO RS (GKS&S I LJ2dzNJ odzi RQS@I f dzSNJ f
alilroAfAlS RSa (NIyaONRGa RlIya tQ20920eiS Sy O

L 903GdzRS RS f QAYLX AOFGA2Y Rdz OédidG2aljdzsSt Sil
croissance ovocytaire

Il. Analyse temporelle de la folliculogenése et étude du devenir des ovobly®'-

LLL® 9@l fdzr iA2y RS f QSELINBaaArzy RS az2dza dzy
traductibilité des ARNm

L+d 9GdzRS RS fF GNIYAONRLIGIAZ2Y VYI analysédél(il ST R

la longueur des queues poly(A)



Ld 93GdzRS RS fQAYLI AOIFIGA2Y Rdz O8id2aljdzSt SGdS S
ovocytaire

En lien avec le blocage de croissance des ovochet?> 2QlF A SGdzRAS N
différents de la folliculogenése (stades follicule primordial, primaire et secondaies).
ovocytes contréles au stade follicule primordial et primaire présentent des accumulations
Oeliz2L)X IFaYAldzSa RS QI LI NBAft RS D2f3AxX RS
desmine. Au stade follicule secondaire, suivant le cours de la croissasagémelles et le
cytosquelette se structurent en se distribuant, progressivementfoci dans le cytoplasme.
9y O2yGNFadsSz fQlF OOdzydz | GAzy Oe 2L [TApRA |j dzS L
YOS ljdzA Said Sy FIl @SdzNJ RQdzyS | suggbrg ang ab&Bce a (1 NHz(

développement.

Il. Analyse temporelle de la folliculogenése et étude du devenir des ovotym®-

[ QSGdzRS KAadG2t23A1dzS t ljdzr iNBE GSYLJA RATFS
semaines, 8 semaines, 32 semaines) confirme que la réduction en taille des GbaiZsest
fl O2yasSljdzSyOS RQdzy FINNkU Rdz RS@St2LIISYSyd 7
cellules folliculaires voisines et de la perte de cohésion du follicule a lieu dans la transition
follicule primaire vers secondaire (typesf3Hd, Pedersen et al., 1968). Durant cette transition,
les défauts cytoplasmiques sont bien visibles@tsO 02 Y LI 3y Sy d RS RSTI dzi
Dans les ovocyte$bpl2, les noyaux sont plus grands et la chromatine est décondensée.
Suivant les vagues de folliculogenése, les ovocigd? - bloqués en croissance finissent par
dégénérer progressivement comme le prouvent les nombreux follicules sans ovocytes, la
FNF AYSyYyGlrdA2y RS 1 OKNRYIFGAYS SiG £ QF LILI NR G A
ultra-structurale par microscopie élecnique, des ovocytes controles et mutantbpl2-a
RSY2YUNB yRazQis LI & RS RAFFSNBYyOSa RS RA&GNRC
LINAY2NRAFf® / SWSYRIYyGE R8sa fQSy3ar3asSySyid Sy
ovocytesThbpl2- est impactée et présente des hétérogénéitédes corps multivésiculaires,
RSa IYId RS YA(2O0OK?2y RNAg§dinéSdui peuBaieht @tie biisdiciésS A f R

avec des altérations du contrble de la stabilité des transcrits.
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.9 Gl tdzf GA2y RS t QSELINBaarzy RS az2dza dzyAidSa
traductibilité des ARNm

9y 02ttt o0o2NrGA2Y @S0 €S 02N G2ANB RS
LINE FAf & RQSELINBaAa&aA2y RS RAFTFSNBY(ISE LINRPGSAYS
WQF A O2yFANXS [jdzS RIya tSa 2 @2 ORceaDCP2sghii Nb f S
LINGAaSyida RIFIya RSa ¥F20A RAAUONAOGdzZSA RIya G2dz
PABPC1 est homogéne dans le cytoplasme. En contraste, dans le miopd2it, DCP1A et
5/tH a8 NlIaasSyvyofSyil t LNPESYAYS OBdzdzf 2 Sl dzINE ¢
RS t!.t/mZ ,.-H SG t!th[! RAFTFSENBYG RlIya fQ
hausse, agrégeé et réorganis€). Ensemble, ces résultats suggerent que les acteurs protéiques
associés au controle de la stabilisaters f Q! wbY S RS &l RS3INI RIGA?Z
fQ2@g208GS Sy ONRAaalyOS YIA&a 1jdzS f SdzNE LINRT
mutants ce qui peut expliquer la régulation a la hausse des nombreux transcrits chez le

mutant.

L+®d 90GdzRS RS fI GNIYAONRLIIAZ2Y VYyIAadalyiuSsz RS

longueur des queues poly(A)

Afin de comprendre si les défauts cytoplasmiques et nucléaires pouvaient mener a la
RSNB3IdzZf F GA2Y Rdz O2yiNbtS RS fF GNIYYAONRLIGAZY
transcription des ovocytes en croissance, puis étudié la distribution Hulzée des ARNm
poly-adénylés et de transcrits spécifiques régulés a la hausse dans le mutant comparé au
controle. Les ovocytes en croissariBapl2- A y O2 NLJ2 NSy i RS& yAGSI| dzE
' NARAYS 09! 03 dzy |yl f 2 3 deSmpie @daNi rRld dé SBPL2@&Ns |j dzA
f QAYAGALFIGAZ2Y RS fF ONYYaONRLIWIAZ2Y® [ RSGSOGA
OKST S8 Ydziil yG LI NI aYACL{Il yS LISN¥SG LI & RS
y dzOf S ANB® 5 QI dzif MEr AL MINS af RS S0 dzRiS 3\ (LN RS a |
de mettre en évidence des changements de longueur de queue poly(A) ce qui est trés
LINEO6lofSYSyid RH t fQSELINBaaArzy TFlLAotS RSa Ol
NBJIyOKSI 2eQleshovodyes/ énNdoisséind®T, du primaire et secondaire

présentent un signal poly(A) cytoplasmigue homogéne et une détection nucléaire en foci. Le
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AAAYy Lt LRfTeo! v Fdz aGFRS F2ftftA0dzZ S LINAYI ANBZ
au stade follicule secondaire, la détection du signal cytoplasmique est plus élevée et le noyau

présente de grandes accumulations en foci.

Ensemble, méme si certains des derniers résultats restent inexpliqués, ces données
suggérent que la régulation a la hausse des nombreux transcrits chez le mutant est la
02y asSljdzsSyo0S RS tQFfGSNY A2y Rdz aeaisyS RS
croissance ovocytaire.
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| ntroducti on

La diversité et la complexité du monde vivant et des processus biologiques qui le régissent est
dzy S a2dz2NDOS RQFRYANI GA2Y LISNLISGdzSt S SiG RS ljdzSais
vivant, simplifie notre quéte de savoir. En particuliergémétigue moléculaire du développement a
LI2dzNJ 6dzii f+ O2YLINBKSyaizy RSa YSOFyAavySa LISNY
F2yOiUA2yySt t LI NIANI RQdzyS OStftdz S dzdzFod / Sii
ALISNXYI G271 2 OR Se g8idors RiQpuintesstgae @eotidation, fusionnent. Le cytoplasme

4

G

(o))
w»

ovocytaire apporte la grande majorité des facteurs nécessaires au soutien du développement précoce
RS f QSYOoNER2Y -ci @lpsrine |§ od8i & GiSyntmse et remodelage de ses propres

ressources (ARNSs et protéines).

Dans les années 1960, lorsque John Gurdon tente de déchiffrer les caractéristiques des cellules
eucaryotes, ifaitdzy S SELISNA Sy OS &dzNLINBy Il yiS Y £S5 (NIya¥FSN
un ovocyte énucléé est suffisant a la reprogrammation nucléaire et résulte au développement viable
RS QS (GordbB, 236key, and Reeves 1975 ; King 2 Steinbach et al. C@%t) fameuse
expérience consolide au moins deux élémeYits m0 S y2&lFdz RS YQAYLRNIS
fQAYTF2NYIGAZ2Y ySOSaalANB |dz RSOSt 2LIISYSY i RQdzy S
éléments essentiels au remodelage, par infidsitdelaNB & &4 NA Ol A2y RS f QSELX 2A 0!

génétique, du noyau de la cellule somatique transf§téee (Daniel Boujard, 201})

- A L LA

5Fya OSGGS GKsasS RS R200(2NI Gz 2SS @2dza LINRLR A
Y2R8tS dzyAljdzS t €1 O2YLNBKSY&aA 2 ymonagentibnOsBrHLINS & & A 2
d ey i KS§ a Smesssgerfetr lavdntrole de sa stabilité. Le manuscrit de thése est subdivis® en

chapitres qui recueillent et synthétisent les connaissances actuelles en biologie moléculaire chez les
OSNIISoNBad !'fflyd RS fF RSAONALIIA2Y RS fQ2@23Sy:
acquiert et mainti@t son identité au cours du processus de différentiati@u processus @A Y A G A | G A 2y
de la transcriptionretrouvée dans la majorité des cellules eucaryotes (processus canonique) a ses

G NRFYGSAT tdzA&das 2QF62NRSNI A fSa NBIdA FGAZ2ya YSC
a4S RSYINJjdzSyd RlIya tQ2@020eiSao
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Chapitre 1
La | i gn®e ger minal e, d®ter:

et 1 dentl  Oto®ocyt e

Ce chapitre est dédié a la description des processus développementaux depuis la mise en
place de la lignée germinale a la production des gametes fesndlles particularités
RSOSt2LILISYSyiltSa & asSNeryid SELXIAOAGSSa | Ayaah
YFAYUGASY RS ft QARSYGAGS RS Q2020808

Lignée germinale et détermination du sexe

1.1 Caractéristiqgues et migration des cellyamordialesgerminales
(PGC39

Au cours du développement embryonnaiteezles mammiferesles PGCG$ondatrices
de la lignée germinalese détachent des tissus embryonnaires, migrent par des
Y2dz@SYSyia YA02O0RSa Sy RANBOGAZ2Y RS f QSLIAG
transloquer puis se détacher en direction du mésentéere postér{@iniquoine 1954)Leur
UGN 2S0G2ANB RI ya ftrasSorasddBeziéfachBraent laRn@@idietils Sy
colonisation des crétes génitalegPereda, Zorn, andotoSuazo 2006)Les PGCs sont
OF N OGSNARAaSSa LI NI fF LINBaASyOS RQdzy Oeidz2LX !l ay
Si RQdzy ydzOf Slars 8e lduiNspéSIfiCAtighS glitiest la premiére étape de la
RSUSNNAYIFGAZ2Y RQARSYGAGS OSttdzZ  ANBZ fSa LINB
(PRDM1), PRDM14 et SLLAfigure 2) (Saitou, Kagiwada, and Kurimoto 2011; Vincent et al.
200500 / KST t£S8a&a YIFIYYAFTSENBAX dz yAdSlIdz RS f QlF ¢t}
déjaun niveau élevé de phosphatase alcaline ce qui perméeste dzA GNBE R yivec f QS Y06

les colorations adéquate§Ginsburg, Snow, and Mclaren 199Qes PGCs se multiplient
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Figure 2 : Origine, spécification et migration des cellules germinales primordiales (

(Saitou, Kagiwada, and Kurimoto 2011

Les pr®curseurs des PGCs se d®tachent

| 6intestin en direction du m®sent re p
niveau des crétes génitales. Al: Allantoide; Epi: Epiblasi®; Endoderme définitif; ExI
Ectoderme Extr@mbryonnaire; EV: Endoderme viscéral; EVA: Endodeviseéralantérieul
EVD: Endodermeviscéral distal; ExM: Mésoderme extra embryonnaire; ME: Mésod

embryonnaire; PGCs: Cellulgsimordiales germinales; SmSomite

pendant leur «oyage» lors duquel elles expriment des intégrines et protéoglycanes
RATFSNByGa asStz2y 1 LRaridrzy Si (AhdeSoi@taINRYy Yy SY
1999; SoteSuazo et al. 2002).es interactionavec la matrice extraellulaireet entre cellules
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homotypiquesPGGEPGC leur permettenta progresserefficacement le long des tissus par
lesquels ellese déplacen{GarciaCastro et al. 1997; Hen and S&anenfeld 2019)Chez la

souris, au début de leur trajectoire, on compte enviddO St f dzf Sa + I ol &s$s
(Lawson et al. 1999; Lawson and Hage 1994; Nikolic et al. 2E®)ron 1000 PGCs rentrent
encontactavecles crétes génitalepour revugSaitou et al. 2011¥ontribuant a la formation

RS f QSol dzOKS 32yl RMplyaSauxieyaR 2081F SNSY OASS 09DLO

1.2 Description de la gonade bipotente

Chagque EGI est une gonade bipotente ayant la capacité de donner un organe femelle
ou male selon les régulations qui prennent place lors de la détermination du sexe. Les
progéniteurs somatiques des crétes génitales commencent a se différentier, selonele sex
génétique figure 3)(Grinspon and Rey 2019%wux alentours de la période embryonnaire 10.5

jourspost cortum(jpc).

1.2.1 Contrble génétique XY

Dans la créte génitale XY, les précurseurs somatiques deviendront des cellules de
{SNIi2ftA az2dza f Ql OGA2y O22déteining teGionR)Set de RRBEILINES & &
(SF1), un récepteur nucléaire orphellpdzA | dzZ3Y Sy (i Sy (1SoxO (BEBokI)S & 4 A 2
(Sekido and LoveiBadge 2008)Dans legellules de Sertoli en cours différentiation, SOX9 et
bwp!m | OQUAGSYy(ld t QSELINBaaAz2y RSHilé&ienhedaMyi:05a 02
Antimullerianhormong | dzG NEF2A & | LIJISE SS { dzoMiSiMuylebed R QL y K
Inhibiting Substance Au stade 13.5pc, au cours de la différentiation de la cellule de Sertoli,
fS YFLAYGASY RS f QSELINB&a&A2Y RQ! aformatigrikldsh (G € |

cordonsséminiferegGao et al. 2006)
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1.2.2 Contréle génétique XX

50ya tF ONBGS 3ISYAlLf SSryengendrd 1Qiégrassoy @8

canaux de Wollét permet le maintien de la signalisation WNT4/CTNKIBQ et al. 2009¢e

qui stabilisef Q S E LINGSRDXLR Bayis les précurseurs somatiquasothe, Bernard, and

ChristinMaitre 2020) Dans ce cas de figure, les précurseurs somatigiessendront des

Mesonéphros
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Figure 3: Principaux acteurs contrblant la différentiation des gonades male et femelle
déune gonade bi p@Grinsgpantarel Rey2@.i f f ®r enci ®e

Chez | e mOG©le, | 6expr essidamsledméeclBsRUYs shirfatided
gonade indifférentiee t abi | i sent | a di ff®rentiati on
ant-Mullerienne (AMH) LOAMH engendre | a r®gressic
des cordons s®minif res, pr®curseurs de
engendre | a r®gression des canaux de We
FOXL2 dans les cellules somatiques de la gonade bipotente résultent au maintie

différentiation de la lignée folliculaire, précurseure des follicules ovariens contenant les o

38

Pl

(0p))



cellules folliculaires dans une gonade femelle contenant a la bas®@0dlgonieschez la
souris Au stade 13.§pc, lesovogonies arrétent de proliférer pour rentrer en méigdécLaren

2003 ; Pepling and Spradling2a01) 2y LI NI S | f 2 NI YAy R @2 OR QS

1.3.0vogenese

L 6 o v o gdésignda mise en place, la croissance et maturation des ovocytes chez la
femelleeL,a mi se en place commence dans sédemulebr y on
desl a p®ri ode p®rinatale. L a ifirade laacraessance,sontd e | 0
dépendantes des hormones gonadotrophines et se déroulent dans les follicules ovariens en
développement (folliculogeneseRe ce fait,| cdogenése eta folliculogenese sont des

processus assosié

1.3.1 Gysteset contrbleméiaique

1.3.1.1 Formation des cystes

A12.5]jpc, dans la gonaddes cellules germinalgwoliférantes(ovogonieske divisent
avec une grande synchronici{®epling and Spradling 1998Fhaqueovogoniesubt une
vaguede mitoses générant au maximu82 cellulescorrespondant a 5 mitoses successives.
Le groupe cellulaire formé est nommé cyste. Le cyste interconnecte les futurs ovocytes et des
cellules dites nourricierepar des ponts cytoplasmiquegui résultent de cytodiéréses

incomplétes(Pepling 2006)
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1.3.1.2 Apport des cystes ~ | O0ovocyte
Désl14.5jpc,dzy S a4 dz0O0S&aaAz2y RQS @S ofbs\é&¢neranetlslNBy R LI
fragmentent {igure 4). Les cellules nourricieres, une fois activées, meurent et certaines
O2YyUNROGdzSY G £ f QSYNAOKA&aaSYSyd RSa O2yvyLkRal yi
de leur conteny organelles comprises (Pepling and Spradling 20D S lj dzA LJE R Q! f
Spradlingmontre le mécanismale déversement. f QS OK St t & cosfidze GUsld f dzf | A |
rupture des cystsabien lieujuste avant la naissanahez la sourise qui engendre la&r déclin
rapide et massifde cellules germinaleffigure 5) (Pepling and Spradling 20014insi, le
désassemblage des cystes est central a la sélection des ovoaytesaissancéa plupart des
ovocytes sont morts par atrésie, cepend@3% des ovocytes initiawnt survécuSpradling
et al. 2022).
14.5 jpc 16. 5]PC 18.5)pc PN1 PN5

00 Q09
888 CQ) o(,\)(\o ovogg @9 @
O-A © OCV) c®Q &N 0
Q' @0

N
g ©, O
o<-><><>> Qf\f)o)o 3 g0 6 @
Ol@ ON
Cyst initial partiellement Actlvatlon des cellules nourriciéres, déversement et mort cellulaire Ovocytes

fragmenté
Figure 4 : Rupture, dégénération des cystes et formation des premiers ovocytes en
périnatalg/Adapté deSpradling et al. 2092

Un cyse initial contient chez la souris,32 cellules interconnectées par des ¢
cytoplasmiques. 30 cellules sont représentées au jour embryonnaire E14.5 comme éta
partiellement fragmenté contenant des cellules nourricieres non activées (en vert). F
cellules nourrici res, certaines soOact
(organelles comprises) dans la cellule adjacente avant de mourimger cellulaire
programmée : apoptose. Les futurs ovocytes en jourrnadat 5 (en bleu) représentent

petite propation de cellules du cysinitial.
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Figure5: La population initiale de cellules germinales déclamgidement $pradling et a
2022.

(1) La multiplication importante des ovogonies par mitoses engendre la formation des
(2) En période périnatale, les cystes se rompent progressivement et les cellules germ
constituant (cellules nourricieres et futurs ovocytes) meurent en grande aytiea
diminution physiologique du nombrd 6 0 v 0 auycourssde la vie se fait de man
progressive et implique | a mort <cell ulbd

folliculogenese

1.3.13 Entrée et blocagméotiqued e | 6 ovocyt e

A 13.5jpc, dans les cystedes ovocytesprogressenttous 2 dza |j pripBage de
premiere division méiotiquedurant laquelle ils resteront bloqués a long terméstade
diploténe)2 dza lj dzQt ®2 P&A L A RPASNYS RQ2@2080GSa O2yai.
ovariens(Pepling 2006)0On parle alorRd¥ocyteprimaire.! O0S aidl RS f Q20208
copies du génome (2n, 2 chromatides) etdbsomosomes homologues sont liés uniqguement
par les zones de brassage génétiqumgsingover). Pendant des décennies, la signalisation

RS QI OARS NBilAYy2O0ljdzS SGlFAd FRYAAS 02YYS AY
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références dangTeletin et al. 2017)Cependant, des études plus récentes, notamment dans

fSa Ydzilyda L32dzNJ £ S& NBOSLIiI SdzZNA y dzOf S ANBa R
cette hypothésgChassot et al. 2020; Vernetetal. 20B0) as YS &A f S&a YSOIl yA:
en méiose ne sont pas bien compris, certains acteurs protéiques permettant le blocage
YSA2G0AIljdzS 2yi SUS ARSY(GAFTFASaAD® 9y SFFSGIT dzyS
(cAMP) empéche la progression de la méiose par blocage du M&t&ration Promoting

Factol) pour revue(Conti et al. 1998).e MPF est composé de la kinase CDK1 et de la CYCLINE

B. La régulation de la traductibilité des cyclines est essentielle a la progression méiotique
(Bouftas and Wassmann 2018p concentration élevéeedAMPempéche la traduction de la

I,/ [Lb9 . S& FOGA@GS tF araaylrtiraariarzy ty! OS
YSA2UAljdzSd® 5SS LX dza>x f Q2 @2 0@ i SstinugnDaEoduStiod5 Cp S
de guanosine monophosphate cycliq@@GMB par les cellules folliculairesdjacentedigure

6 (Wigglesworth et al. 2013[n retour, le transfert de cGMP par des jonctions communicantes

(gapb DSNE f Q2 @2 O & DA X BK REIPRG B NiosphodigstBrgse ROE3

(Norris et al. 2009; Vaccari et al. 2009)

cellules

folliculaires
cGMP

Figure6 : Blocage méiotiqu@ ar | 6 i

des cellules folliculaires etélo v o c

premier ordre

PDE3 : Phosphodiestérase
cAMP: Adénosine monophosphate cycliqu

cGMP: Guanosine monophghate cyclique

ovocyte
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1.31.4Reprise méiotique

I £ Q2@dzZ | GA2Yy > € &diA Y dohibitibrhd2 M prégeessdsredg | £ S L
meéiose exercée par au moins trois mécanismé&sdiminution de cCAMP intra-ovocytaire
f QAYLFOUAGLIGA2Y RS fF tY! S fF GN}YRdzOGAZ2Y RS
fonctionnel, pour revue(Jones 2004)Le MPF phosphoryle les lamines résultant en la
RAaaztdziazy RS f QS yG@mbming \IssidBregkip® & éndaNdBriatioo D+ . 5
du fuseau métaphasique méiotiqdones 2004p 9y FAY X f Q2@2 08 G S SE Lz
L2t FANS Sd LINPINBaasS 2dzaljdzQQSy YSilFLKIFaS LL S
cytostatique (CSFCytostatic Factré dza Ij dzQt f 2 yF SO 2N RS- (FAf22yNe R Q2 @

[ QSEA&GSYOS Rdz / {ciez |& detiopadh B SPSBEIS REFYVES F
Markert de 1971(Masui and Markert 1971) QA y 2 S O A 2 gytopRsmiqueR ¢ dzd y dz
ovocyte llbloqué en métaphase dans un ovocyte non mature induisait sa progression
YSA2GAIl dz§ & Sdz SYSy.Ceteamenyalz®@Sdra YN ALK | &ASSy LE QS|
FI OGSdzNJ Oe G 2 LI | aleémp@atesit laprogiéssion QeAadiwiSd@nieslité et
LI NJ RSTFAYAGUAZ2YT S /{C yS yQSad LI &a dzyS Y2
cytoplasmiquegTunquist and Maller 2003)Chez les vertébrés, EMIEZndogenoudVieiotic
Inhibitor) a été identifié comme étantin composant essentidRdz / { C LJdzA & lj dzQA f

complexe de transition en anaphase (A@phasePromoting ComplgxJia et al. 2015)

1.3.2Folliculogenese

1.3.2.1 Du follicule primordial ~ | 6éovulatio

UnfolliculeesD2 YLI2ZAS RQdzy 2 @2 O& (i Ssp&iliquddSsS S 2 At ASN]
nommées cellules folliculaire®n follicule primordial est QF a2 OAF A2y O2y 22 A\
OStfdz Sa T2t AOdz I A NB ZPedeis#n lantl Refets 1968 foindnhod | OS R
du follicule primordial repose initialement, lors de la rupture des cysiad, QA Y RA @A Rdz f A
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des ovocytes etsuir QA y F &tf @ NY (0 § Redflddas folRcylairédSost et al. 2021 Chez
les mammiféres,Q A y (i S MderCellulaileRS  Q2@2084S | SO f Sa

(@
(0p))

bidirectionnalité des communications conditionnefamation et la sélectiordes follicules
primordiaux (Nilsson 2002)Balla et al. 2003)En patrticulier, les projections transzonales

(TZR: Transzonal projectionssont des extensions cytoplasmiques des cellules folliculaires

LJ- NI A Odzft A 8 NB & 2 diesTrR 3P GBEa (kA (fdeseSa2 ORI STAYy & T4
digsérant A dzNJ f 1 YSYO NI yS RSantt QF@AQKNAIprodiabstod 2 R $ NI
méiotique et aucontrdle de la croissand@lbertini et al. 2001)De plus,QA Y 1 SNITAB A 2y R ¢
SO tF YSYONIYS RS fQ2@02080GS LISN¥SG fI YA
biais de connexineAlbertini et al. 2001)Notamment le connexine 37 et 43 permettent la

YA&ZS Sy LIXIFOS RQdzyS Garyty o ®D OdsfofiofldiddO A LINE |j
f QS yni @dadt®t al. 2001; Mora et al. 2012)

Selon la classification de Pederg@edersen and Peters 1968ygure 7) qui décrit les

follicules selonaO2 YL SEAGS RS fQlFYlFa RSa OSdlitukzt S& 7T+
LINARYFANB &a4S F2N¥S RS Stratffi@ dédpletifelz@lings foflitimilek St A dz)
cubiquesSy 12 dzNB f Q2 @208 Se [ Sa OSftfdzZ Sa F2f¢f A Odz
couchedfollicule secondairg Le follicule secondaire en fin de stade peut présenter une petite

cavité remplie de liquide, on parle alors de follicule-préral.t dzA & X f QF Yl & OSft t dz
en une cavitdeaucoup plus grandeommeéeantrum qui se rempli de plus en plus de liquide

interstitiel formant un follicule antrab [ QF dza3 Y Sy ( I Gakt@iyflimeSau Gehtdef £ S R ¢
Rdz F2ftfA0dzZ Sz £Sa AYyuSNI OlAaz2ya SyaGaNB OSt f df
augmente la pressiorinterne du follicule pré2 @dzft i 2 ANBS® [ QF Y& RS |
F2tfAO0dzZ F ANBAa ljdzA NBa G Sy GoroBafadi@xg y i O RS f Q20
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Type 5a
s e ¥ :f‘\f
R 201 =400
Type 4 lOIJ—r .Z;OO cellules folliculaires

; % cellules folliculaires
ol o I3 .

ks 61-100
 cellules folliculaires

cellules folliculaires

Type 3b ¢
» L >600 paay
.(:} 21-60 cellules folliculaires
follicules moyens grandsfolliculas
Type 3a
J‘:} 20

cellules folliculaires

etits follicules
Type 2 B

W
o

Type | >600 ok
@ cellules folliculaires %I

Figure7 : Classification des follicules par Pedemsand Peters 1968

Lacorona radiataassure un role dautrition et de protection physique le temps que
f Q22 PR6 SSELIz2 aS RS t Q2 g A NeBusionnd\&veyitdiefleinént, R y &
I SO dzy &LISNXI (21 20RS® [ Q20@dz A2y Sai f QSE
positionnée sur le segment distal de la trompe utéripe:  F2 € £ A Odzf 23SoAts &S S
respectivemensoust Q A y Fdesdz&ryidbé&onadotrophineSH et LH(respectivement
hormones folliculostimulante et lutéinisaptbien que les premiéres phases, a savoir les
follicules primordiaux primaire et secondaire soient indépendants des gonadotrophines

(figure 8) (Lee et al. 2021)
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- (o)
@ \Y @@ =
a { + . 0
eb (o(ov
Phase indépendante Phase dépendante
des gonadotrophines des gonadotrophines
Régulations intraovariennes Aqusition de la dépendance & la FSH
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Antral tardif de Graaf . '{;}:
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e
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Figure8: La Folliculogenése sous le contrdle partiel des horm@reset al. 202).

Le développement du follicule primordiglfimaire et secondaire précoce est initialel
i nd®pendant des hor mones ¢ o-hypodhgsairekngdntrast
|l e d®vel oppement jusqubéau stade antra

respectivement de la FSH et de la LH.

1.3.22 Les deux vagues de folliculogenese

[ QS0dzRS RS fF (NI 2S0O0G2ANBE RdueflescliilesI S
folliculaires provenaient de deuzonesRA & (0 A y O S idle deérfire duReti@la ek INB
périphérieou cortex pour revue(Frost et al. 2021] Q S (i droRsSdeuss&urces de cellules
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folliculaires a mené la découverte de deux vagues de folliculogén@&ardeiro et al. 2015;

Eppig and Handel 2012; Mork et al. 2012)

1.3.22a Premiere vague delliculogenese

La premiere activation de follicules primordiauxdsoule des la naissaneal centre
RS t Q20 ANB RlIya fI 12yS YSRdzZ fIIANB Si &8s
synchronicité, méme si le développement sgasent est asynchrone puisque certains
follicules atteignent la maturité trois mois aprés la naissa@deng, Zhang, and Liu 201Eh

effet, les follicules de la premiére vague contribuent a la survenue de la puffigtiée 9).

1.3.22b Deuxiéme vague de folliculogenese

La deuxiéme vague de folliculogenése, plus tardive, commence aprés la najissance

Ol

devient dominante versrois mois et se développeSy LISNALIKSNAS RS Q2 gl
O2NIAOFE S [QFOUAGFGA2Y RSa ¥F2fftA0dAg Sa LINRY

progressive et survient régulierement durant la {figure 9) (Zheng et al. 2014)

Figure 9: Les deux vagues de

A la naissance . N
folliculogenese

+ En vert, la vague médullaire plus préc
(" l'a naissance) ¢
En rouge, la vague corticale plus tart

(apres la naissance) situé en périphér

Apreés la naissance | 6ovaire. L a vagu
Activation progressive R i
g ¥ | 6ovul ation au ca
Vague Développement régulier ]
corticale au cours de la période repro ducti on. LOoo
reproductive ] .
gui refl te | 6dact
vagues.
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[ aA3yATFAOLGAZY F2yOiArzyystts RS fF &do
Hormis des communications hormonalds SO f QI E S -hypophydaite Kduit | Y 2
expligueraient une émergence précoce et une discontinuité, on pourrait penser que la
premiére vague <onditionnen f Q2 @ ANB t a2y Hnréaddicammgéy SY Sy (
abordé, f QAYAGAI (A 2 e follidalogbdRdedstS iac@maidante des hormones
gonadotrophinegLee et al. 2021De plusf QF 6 Sy OS RS f I LINBYASNE @
y QF f (i SONGBr SINIRS aydouieniecar le follicules corticauxse développent tout de
méme(John et al. 2008 ; Miura et al. 2017)

13.3Croissanceagtdent it ® de | 6ovocyte

La périodede ONR A & & | y O Sestire pdriqie igténseddé tianscription active
durant laquelle des ARNs et dembreuses protéines sont stocké Q S E LINSficiedr v
RQA RS yrémbdel§ge duf ciosquelette é¢ positionnementsubcellulairedes organells
permet la progression de lacroissanceet f QSELINB & RARPY RSGS I dz O2«

différentiation.

1331Croi ssance de | 6ovocyte et zone pellucide
[ I ONR A &al ypieidpR& du fai2u@ prigige duSollicule préantral dans

f SljdzSt Q2 @2 @ dully gr&vd docytpxlzl exist® HeS différences dwille

« fully grown oocyte» entre les especegBahety, Boke, and Rodrigudzevo 2024) Pour

SESYLX S3 tQ2¢0208iS Sy TFTAYy RS ONRA&aalyOS Rdz

fQ2g2083GS Sy FAY RS ONRBA&alyOS YdaNRAY Si Kdzyl

120 pm(figure 10). Chez lewertébrés la croissance est caractérisée pasyathétiseR Q dzy” S

une matrice extraD St f dzf  ANB y2YYSS 12yS LISttt dzOARS 0 %1
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p

F2ffAO0dzZA  ANBA FR2IFOSyiaSad [ %t Sad 02YL32asSe
de glycoprotéinesQuatreglycoprotéines sont majoritaires chez hextébrészP1, ZP2 et ZP3

et ZP4Goudetetal. 2008) / SLISY Ry i %t n y QS a((Gdultetiet dlINB & Sy
2008) La ZP permet de stabiliser les interactions celtdiule et favorise le développement

et la cohésion du follicul@Vassarman and Litscher 202€hez la souris, la lign@p3Cre est

la plus répande afin de déléterRS & &Sl dzSy O0Sa 3ASy2YAljdzSa Ft2E:
croissance. La recombinaison médiée par la Cre recombgmasele contréle dypromoteur

Zp3 commence dans le stade de follicule primaire et se poursuit au stade secondaire

(Lewandoski, Montzka Wassarman, and Martin 1997)
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Dormance Croissance _ Maturation méiotique
Fuseaux méiotiques
GVBD Mi Mil
= @
Xenopus laevis 20- 300 ym 1,200 pm Cellule ceuf
Stade | de 'ovocyte Stade VI de I'ovocyte
Mus musculus 15-20 pm 75 - 80 pm
L Cellule ceuf
Ovocyte primaire Stade GV de 'ovocyte
@ @
Homo sapiens 30 pm 120 pm Cellule ceuf
Ovocyte primaire Stade GV de I'ovocyte

Figure10: Croissance ovocytaire chez les vertébrés, comparatif entre le Xénope, la :
| 6 h u.ifralaptéde Bahety, Boke, and Rodrigué&iuevo 2024

La croissance ovocytaire est un accroissement de volume cellulaire qui fait suite & uni
de dor mance. La dormance nobest pas p
seul ement une p®riode dobéinact i v aope (&taded
varie entre 50 et 300 Om tandis que ce
de 1520 um et de 30 um de diamétre. La vésicule germinale @&xminal Vesiclgest le nor
donn® au noyau de | 6o WBDc(@ernenal &esicleBrdak Dowyies
|l a dissolution de | 6enveloppe nucl ®air
meéiose (réductionnelle). MIl est le stade métaphasique Il, en deuxieme division de

(équationnelle).
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1332Activation de | a croissance de | 6ovocyte
[ QF Ol Heddroisarcefst une activation ovocytaire irréversibtgii dépend de
FOXO3 Latranslocation dufacteur de transcription FOXO3 dans le noglafio@cye dépend
def QI O A @ oie Ae2signals&iontPI3K/Aktii est régulé par au moins deux acteurs
(DLQA Yy 0 SNI Ol A 2K defadzelldleifdlibuliFénteYalitisur son récepteur tyrosine
1Ayl &asS Sy adzN®| 08y Riadatpidap@agaced IES qui blodaesynthése
de PIB a partir dePIR2. Le lien entreKT et PTEN QS ad LI & Of F ANJ £ 2 NR F
f Q2 07YOR & St QMyKiTSeN&ITRRguleratyf QI OU A G (G A 2 (CecBoSietfall @2 A S
2004)[ Qdzy S RS & S&ligeicd#iand (0 f QS LI dedaiZRlissacerdiRIY (
et KITL ce qdavoriseraif QA Y OGA O § D2 YVIR DI @ RIBYKTRE I G2 A
EneffefIQA Y KA 0 A { Ap@ryin nie&nigme Sokentifié, stimulef QF OO A @I G A2y
la voie PISKAKTpar accumulation de PIP3 membranan&sultant enla phosphorylation
R KT enlQ K & LIS NLIK 2 & LIK 2 Né riexclusboy nucégir€ezzati et . 2015; John
etal. 2009 [ GNYXyatz20FGA2y Oed2LX | AaYAldeSla RS Ch
croissance dé Q2 @ Fighre filJolin et al. 2008).a délétion conditionnelle des séquences
codantes pouFoxo3 i 2 dzi 02 YY S QA (Re&ddlyoeh al. RGDgpngenSre uné 9 b
KBLISNLXE FaAS 20 NASYYS Rdz2S>X YI22NARGFIANBYSyidz
corticaux(John et al. 2008 ! Ay a A X f Qde@dndcpyion RAXO3Fdar® (e Sz
ovocytairesauvegarde la réserve ovarienne quiescente (follicules primordiaux) en empéchant

f QAYAGAFGA2Y RS .tF ONRAAALIYOS 2¢0208il ANB
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Membrane
de 'ovocyte

; PIPs — @gip
\ W 4 ;

T . X

PTEN i PTEN

Noyau
; — oo,
' !

Voie PI3K/Akt inactive: 1Voie PI3K/Akt active: | Activation de

FOXO3 nucléaire FOXO3 exporte —1o1SSaNce
et inactivé

Figurell: La voie de signalisation PI3K/KAT contrdle la survenue de la croissance ovocy
(Adapté delohn et al. 2008

Léactivation de |l a voie Pl 3K/ Akt par
phosphatidylinositol tri phosphate @) membranaire et en la phosphorylation de la ki
AKTqui phosphoryle © son tour FOXO0O3 dar

de FOXO3 engendre son exclusion nucl ®a
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1333Fact edentidédddovocyt e

[ Q2 23Sy 84S AYLIX AljdzS dzy ROSEEINE QA Bt RES TR
permettent de maintenir le lignage ovocytaif€igure 12), pour revue(Jagarlamudi et al.

2010) Pour exemple,d stade ovogonie s® NI O SNA a S LIDDR4 etMAH LINS 3 &
(Spiller and Bowles 2019)a formation des follicules primordiaux et la croissance sont
dépendantesde IQ S E LINB FEGAANPBOR, I HX&IT GDF9 YY1, TAF4Bet TBPLAu

permettent la maintenance etla progression de différentiationleur mutation causea

stérilité des femelles padr QF 6 a Sy OS 2 dz f QI faligéehtsiskadlegGaRi&y Q2 O+
et al. 2009; Griffith et al. 2011; Grive et al. 2014; John et al. 2008; Rajkovic et al. 2004; Soyal,
Amleh, and Dean 2000; Tay and Richter 2001)

In vitro, & partir de cellules embryonnaires de sourigmEX9, Hamazaki et al.
démontrentlj dz§ f QSELINBaaA2y OpoyrdlabbxyFigh ToRISel Lhi NI y & 3 8
(nommés transgenes NFTe3t suffisane a la reprograrmation en ovocytelike (DIOLs,

Directly Induced Oocyte Like cetlapables de former ddsllicules secondaires en association
F 9SO RSa OSft t dzf S yHamazdékiehaD20P1) A NS& RS f Q2 O A NB

FIGLA est un facteur de transcriptide la famillebasic helidoop-helix(bHLH)étecté
dans ovogonies des le stad8jpc (Soyal et al. 2000En absence de FIGLA, a la naissance, les
ovaires présentent une hypotrophiet aucun follicule primordiahe se forme(Soyal et al.

2000) 5 Q| dzii NIBIX8Ldkt Nl rRembre de la famille des facteurs de transcriptityh
homeobox Les ovocyteslélétés pourLHX8 perdent la réserve ovocytanans les 7 jours

suivant la naissancecausée par une activation massive follicules primordiaux qui
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dégénérent au stade follicule primai{®en et al. 2015)Les ovocytes déplétés pour LHX8
expriment des niveauxaibles de Kit et présenteit dzy S RSNB I dzZ | GA2Y
ALISOATAIl dzSa +Gdige Rapsx DeeniéMie,dd foiiiy &plétées pour NOBEXX
TAF4Bqui sontexprimés dés le staddollicule primordial, présentent uneaccéléation dela

pertede la réserve initiale ovocytaien postnatate qui empéchéa survenue de la croissance

cellula

callule somatique  folliculaire ovocyta
apoptose / zone ./ cellule
% '@j" ovocyte Pellucide R folliculaire
\ Iy f = ¢‘
WL W o —(o)—
\N .

ovogonie cyste ovocyte fc_’" Icuclie' | follicule o
primordia T .
primaire follicule
secondaire
Bmp4, Bmp2, Bmp8b, Tiar, Octd, Zp3, Bmp15,
Smad1, Smad5, Connexin 43, Zfx, Daz, Cdk2, Mshd, Msh5, Atm, 0 b nobox. Connexin 37, Sohlh1,
Nanos3, Bcl-x, Pog, Wnitd, Follistatin, Pin1, Spol1, Dmcl, Rec8, Lsh, Cpeb 9 g Lhx8, Taf4b, Tbpl2, Ybx2

Foxi2, PI3K, Pten,

LhxS, Prdm 14, Blimp 1
P Syep. Zglp1 Foxo3a, Kitl-Kit, Gdfg, Top

Figurel2: Facteurs i mpliqgu®s da fAdapté de Jggarlantud
al. 2010).

ovocytairepuisque les ovocytegégénerentdées la transition follicule primordial vers follicule
primaire (Grive et al. 2014; Rajkovic et al. 20@)Q I dzii N& mutknis Donditionnel¥in
Yangl (YY1), présentent une hauBs& f QS E LINXS & & A(@riffith & &l. 291L)tes S i
follicules ne passent pas le stade follicedeondaire et GDF9 et BMP15 sont déplé@sffith

et al. 2011)

[ QS E LINKIA & AS/e2BOIR1S 2t2GBAAF NJ f Q thadndrésddd B famille
des TGHF Xont essentiels & | NI 3 dzfattidafiop g laR®iss&nfpar stimulation
paracrineRS f Q8y @A NB Yy §Padinf énd Meld 204153 dperiddntiedr role
AVONRY &S| dzfQ & a @uasigadpletindde ®FORF Y& f Q2 Gin koNB

hypotrophiea la naissancea laperturbation des vagues de folliculogenesdarant les trois

RQI d.

YL

NE a ¢

semaines de viet aublocage @sfollicules au stade secondaireJdzA & |j dzQl dzOdzy F2f t A

Yy QSail (sanfesy Rodrigues, and Albertini 20133 méme, la délétion deTbpl2meéne a
un blocage développementéiquivalentdans la transition follicule primaire vers secondaire
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(Gazdag et al. 200950 t f QF NNk G RS Oughmbtdes défadu® deRS Q2

différentiation.

1.3.3.4Structuratiorcytoplasmiquel e | 6 ovocyt e

La détermination cellulaire est le processus par lequel le destin cellulaire est établit de

YFEYASNE aidlofSad tI N dzyS AaSNAS RQS@OsySYSyia
O2YLIGS RS t QSELINB&aarzy RS OSii SefondidhyQetled S & 2 «
RSNYASNBE L)Sdzi siNB |aa20ASS t dzy OKIFy3aISYSyli
des neurones ou des spermatozoides. Néanmoins, dans certains contextes, la différentiation
prend place de maniére plusdiscréte» commeO Q S & dilord d8la ofbissanc®R S Q2 @2 Oe&
j dzZA  NBFf 8§GS faGtrubihatimnhdes ressducgs cyfofilasniiquedurant une
période de transcription active

Par« structuration cytoplasmique, jeme référea la synthése et f Q2 NHdesy A & | (0 A
du cytosquelette et des organellepii sont nécessaires a la spécialisation de fonction de
f Q2 @260 &tiuGuimation cytoplasmique est nommélans la littérature « maturation
cytoplasmique> SG  FLF A G LI NIAS Ayl SahNIQK R SonieliafinQ S E LINE
RQI 2adz2NBNJ £ S 0laffcorRi@iohreddu 8évedppeémer mbryonnai@eux
exemplesclé de structuration cytoplasique lié & une fonction spéciigS RS fsénfad2 O& G S
mise en place des granules corticaux a partir des membranes golgjethesl|atticesdont

je parlerai par la suite.

[ QF LILI NB A f RS D2f3IA Sad dzyS 2NBFIySttS A
traductionnelles de protéines assurant la distribution des composants cytoplasmiques pour
SE20e(324a8 2dz RQlFI RNB&&lF3S YSYONIyYyFANB® [ QI LILI
corticaux (GCllont leur contenu sera exocytérs de la fécondation permeint de bloquer
la polyspermiepar imperméabilisation de la zone pellucifi@olf and Hamada 1977pPans
f Q2 0mddell St Sa D/ RQdzy RA letséntiréiBuveRr & positian sols 11 d ¢
corticale(Guraya 1982)La migration des GCs en position scagticale est la signature que
fS Oedz2LXlayYyS RS tQ2@20eiS a4S RAFTFSNBYyGAS 02
marquant la protéine GM130 codée p@olga2 Chez la souris, la délétion constitutive de

Golga2est progressivement létale et, de facon surprenante, sa délétion conditionnelle dans
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f Q20208 3GS yQl f {(BangBet dlJ2620)Gela esF Fobdblerhehtidd a des
YSOFyAaYSa O2YLISyal Gd2ANBa (lanhetR.Q028y0 NS & LINR G S

Les GC sont initialement formés en position périnucléadrepartir de membranesse
détachantdes dictyosomes golgienslis leur nombre augmentsuivant lafragmentationdes
dictyosomeset leur disperson dans le cytoplasmB Q dzy' S Y dzf mirfi-Gotzi®>&u cBuss
de la croissance ovocytaifigure 13) (Ducibella, Duffy, and Buetow 1994; Moreno, Schatten,
and Ramalhesantos 2002; Sedmikova et al. 2003)

Appareil de Golgi

Figurel3: Structuration de | 6appalréeaw

Plusieurs articles mentionnent le cytosquelette comme acteur dynamique permettant la
dispersion des structures golgiennes et des GCs dans les ovocytes tant dans des modéeles non
mammiféres comme mammiféres (oursin, porc, humain et sq@@)nors et al. 1998; Kim et
al. 1996; Liu et al. 2010; Sun et al. 2001; Wessel, Conner, and BerglL2082)cturation du
cytosquelettef 2 NAE RS fF ONRAaalyOS RS fQ2@20&80S LIS
cloisonnement I & & dzNJ y i e2iNGI NIA KA i By@yaaNg (figufe di4)
(Sathananthan 2013)
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Notamment le complexe sousortical (SCMC SubCortical Maternal Complerst un
regroupement multiprotéique associé au cytosquelette et décrit comme étant positionné
RANBOGSYSYy(l az2dza fI YSYONIYyS RS fQ2@g208iGSeo |
essentielles telles que NLRP5 (aussi nommée MATER), TLE6/COFILINuSEDE®T(mMée
Cl]ht950> t!5Lc SO YI5/0 oO0ldz@Aair y2YYSS CL[L!C
genes a effet maternd[Tashiro et al. 2010UJn géne a effet maternel est identifié lorsquee |

I3Sy2ieL)S RQdzyS VYSNB [TFFSOGS RANBOGSYSyd f

"o/ @) . Croissance

Figure 14: Structuration d cytosquelette lors de la croissarmeocytaire (Modifié de
Sathananthan 2013).

Lorsdelacroissanake | 6 ovocyt e ~ I|deseampasants cytoptasnmiq
(mitochondries, granules corticadx®r i v ®s de | Pparpamiaereer placeo d

cytosquelett@rganisé Durant le processusg hoyau diminue en taille et se recentre

AYRSLISYRIYYSYy(d Rdz 3Sy2iieéLIMichelS2022X18 STMEESE2 VX 0 L
impliqué dans le positionnement du fuseau méiotique via le réseau-€HN et certaines

des souaunités du SCMC sont suspectées de jouer un rble dans la redistribution des
mitochondries aprés fécondatiorRI' ya f QAYGSNF OQuAz2zy | @dSO RSa
LJ- NI A Odzf A § NB & Lt lafti@@P2, O&yioplasipidi&tticeBayidile corréle

RS ftF adloAf Al Giu&&l 2013t daris ¥e cabitkdle de, la traduction, (pour

revue (Bebbere et al. 2018p 5dzNJ yi OSa&a ljdz2 §NS RSNYASNBaA Iy
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A

NEFfAGS €S8 O2YLX SES {/a/ SiG tSa /t[a az2yid RQ

une structure beaucoup plus vaste et distribuée dans tout le cytoplgdemoft et al. 2023)

Figurel5: Structurepériodiquedes lattices

Les lattices CPLs, CytoPlasmic Lattice 6 or g
dans | e cytopl as me désocKe
des protéines essentielles a la différentiation terrr
de | 6 o awdéhuttde la \@etembryonnaire.

lesCRisontdSa FAf Il YSyda Oei2Li I @udntjétzSécoudefsi |j dzS a
dans les années 19GWeakley 1968t leur fonction est restée longtemps méconnue. Par
leur structurepériodiqueparticuliere(figure 15) et leur distribution dans tout Ieytoplasme,
f QK@ LR GKsasS SOl AG 1jdzQAf aQl IAaalAd SaaSyidas
(Weakley 1968¥aisant officede «rails» dans lesquels étaient retenus des composants

ribosomiquegBurkholder, Comings, and Okada 1971)

De nos jours, le réle principal disticesa été élucidé et correspond principalement au
stockage a long terme de protéinésii R @dsentiefit Q2 @2 3Sys§aS Sid Fdz
embryonnaire Les protéinesMATERet OOEP détectées par immunoélectromicroscopie

(Jentoft et al. 2023 ; Tashiro et al. 201PADIGet TLEGCheng et al. 2022pnt les principales
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protéines desCPLsLes ovocytes conditionnellement délétés pddater, Ooepet Padi6ne
forment pas ddatticesce quiimpacte la fertilité des femelle@ ashiro et al. 2010; Vogt et al.
2019; Yurttas et al. 2008YX lesgranulescorticauxne se mettent pas en place suggérant que
la formation et distribution des lattices est important poardtructuration cytoplasmique et
le positionnement subcortical des granules cortica(Wogt et al. 2019) Méme siles
mécanismegde formation lattices ne sontpas connus ils ne sont paprésentsau stade

follicule primordial mais apparaissent pendant la croissdR&@ t Q2 @2 0@ (i S o
Recentrage du noyau et chromatine

DQ I dzii NBImadacEt al. 2015hontrent que le recentrage du noy&S f Q2132 0@ (G S
potentiellementle positionnement des organell¢€olin et al. 2020st d0 au phénomene de
« diffusion active» dépendentde ladynamiquede vésicule®© 2 y 1 Sy I y i mRigesdnQl OG A
mouvementviamyosinVb.5 Q | dzii N& ovbdlyteé&Iilgplétés pour la formin 2, essentielle &
aux branchementsRS & FAf I Y S y-ACTIN) Bseienth gh §éso@abisation du
cytoplasmegNikalayevich et al. 2024)n noyau décentréet une réorganisationlynamiquede
la chromatine par remodelagge la position et du nombre depecklesiwucléairesSSRSFESC
355 dzy FI OG SdzNJ R (E@Siht al.202& 8l JdrdSet af. ZD22\v b Y

Ainsi, ladifférentiatonR S Q2 A2@BAIYSLISHVWISS RQdzy S & i NHzO G dzN.
dépendant du remodelage du cytosqueletjei influe sur la dynamique de la chromatine et
potentiellementsur le contrdledé QSELINGE&daA 2y RS& 3IsySao

l4Vari ations de | 6®t at chromati ni e

Les variations dynamiques du paysage chromatinien et transcriptionnel créent un
contexte unique RdzNJ y i f+ ONRA&&ISaQ@S {R2LARNDAHAGS |
mécanismescontrolant f QF OGABAGS RS GNI yaONR LIipguiggie SO &
f Q2@208GS Sy dévienfquiBsBent@NBansériationBienSjue les mécanismes
RQFNNEG RS GNIYyaONRLIiAZ2Y yS &a2ASyd LI & G2da
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St F2yd LISt | dzE O2y FAIdzNI GA2y a dé®sédslen OKNR Y

transcription activeet au statut de méthylatolRS f Q! 5b @

14. 1 Variations de | 6®t at de compacti or

Lors de la croissanéeS f Q Aa@irdindtimeSadopte plusieurs états de compaction
visibles sur les coupes histologiques qui attisent la curiosité depuis des décfigues 16)
(BonnetGarnier et al. 2012)La chromatine sous formeNon Surrounded Nucle@i(NSN)
présente une structure globalement décondensée avec certaines zones de condensations
réparties dans le nucléoplasme (nommeés chromocentres) et un nucléole proéminent. La
configuration NSN est la configuration prédominante durant la croissance teveciorsque
fl GNIYaONRLIIAZ2Y Sald FOGAOBSd® 9y NBJIyOKSs f
f QF LILI NAGAZ2Y RQdzy O2yG0SEGS RS OKNRYIFGAYS SEI
a (paniée autour de nucléole, on parle de configuratioBuwrounded Nucleob (SN). La

O2y FAIANI GA2Yy {b S&0G dzyAljdzS SdG OF NI OGSNAAGAJ

Méme si, temporellement, la quiescence transcriptionnelle est en phase avec la
survenue de la condensation de chromatine autour du nucléole, les deux évenements
semblent prendre place par des mécanismes distipatsque dans lesvocytesdéplétéspour
la méthyltransférase(H3K4m&) KMT2Bla transcription active continue a se faire en
configuration SN(AndreuVieyra et al. 2010gt, en miroir,les ovocytes déplétés pour la
nucléoplasmine (NPM) ne transitionnent pas versclanfiguration SNet pourtant la

transcriptiona QéteNdut de méme(De La Fuente et al. 2004)
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Croissance de l'ovocyte

Figure 16: Changements de la configuration de la chromatine Nd& Surrounde

Nucleoli (NSN) a Surrounded Nucleol(SN) lors de la croissance ovocytaire

Coloration hématoxyline éosine montrant la dynamique chromatinienne lors de la cre
de | 6 o0v oc y:ipasition des moyats, N¢NLcale. Lors de la croissance ovocyti
seulement quelques régions parsemées dans le noyau sont condensesle odi
chromocentres. Les chromocentres correspondent a un regroupement de chroma
centromérique. La configuration NSN de la chromatine est majoritairement décondens
associée a un contexte de transcription active. En contraste, laachrorm e d e |
de croissance adopte un <cercle dense
autour du nucléole. On parle alors de configuration SNquelea vec | 6entr

transcriptionnelle et avec |l a fin de <c
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l4.2Varigtionsde | 6activit® de transcription

La transcription est élevée durant toute la croissaiR& f Q 2oL régiedss
progressivement dés le stade du follicule faétral. Dés lors, le follicule antral contient un
ovocyte quiescengn transcription(figure 17) (Zuccotti et al. 2012)ontenant chez la souris,
Hnn FT2A& LI dza& RQ! whBathdatddayl&4; OI8sf Stedaf aSd Biggehs 1973 |j dzS
Sternlicht and Schultz 1981ppréesT¥ SO2y R GA2y X S LINRPOSaadza R
Zygotique (ZGAZygotic Genome Activation SY ISy RNBE f I NBLINA &S RS
Si chez certaines espéces, a déve®pp y i NI LIARSZI f QF QUAQI A2y |
j dzQl LINBE & LJt dz& A S dzNEKSchrilk gntl &EarBoh 20198 ZGAf cleS M SoNdEs 2 v
survienta la findu stade zygotique (vague mineure) et se poursuit au stade 2 cellules (vague
majeure) uniguement. La vague mineure dsanscriptionnellementdispersée dans le
genome(Abe et al. 2015j)andis que la vague majeure est focalisée

Cellules

folliculaires Ovocyte
AT, C
SR S o
i 5 A v
0@ QD v wese
g At Fécondation
o
7]
c
©
= Croissance Quiescence Actlvatlon I_Période _
ovocytaire Zygotique  Pré-implantatoire

Figurel7:Vari ati ons de | 6 aletlafaliculoggneseeau débutade &

embryonnaire chez la souf&dapté de Zuccotti et al. 20112

Lbovocyte transcrit activement et en g
follicules primaires et secondaires. En revanche, des le stade du follicidenptér a |
est quiescent r anscri ptionnell ement jusqud”~ I

rétablieprogressivement.

62



1.4.3 Modificationsposttraductionnelles des histone$ autres hypotheses de

| 6arr°t de | a transcription

Les modifications podtaductionnelles des histones (référées sous le nom de
«Yl NJj dzSa R)Qort auisd WS dacteurs importants qui sont régulés de facon
dynamique durantf Q2 @2 3 BayfiGuBe@ment, de larges domaines H3K4me3 non
OFy2yAljdzSa Sy 3f 206 y i daBsdiEs|jrélions ietgémiguesiBrdzdedaSy 2 Y S
maturation ovocytaire ont été identifiééDahl et al. 2016) 5S LJ dza> € Sa Y I NJj
répressives de la transcription (comme H3K9met3 H3K27me}B colocalisent avec la
configuration SNX. Jiang et al. 2023ylécanistiquementIQl Olj dzA aA G A2y SiG € S
marque répressive H3K27me3 déposée par PRGI®domb repressive complex(2arred et
al. 2022) nécessite la mise en place préalable de domaines H2AK119Ub déposés en
transcription active(Mei et al. 2021 2 N& RS f I ONEP (Sthubli afidDFeterRS Q72
2021)5 QF dzG NB LI NIz S RSOl OKSY Sydée laB®matigegnwb LJ2 f
fin de croissancgAbe et al. 2010Q)la déplétion et séquestration defacteurs contrélant
f QAYAGALFGA2Y RS €F GNIYAONRLIGAZY LI doNdl A Sy i
maisNA Sy yQSaid NBLRNIS £ OS adz2Sio

14. 4 M®t hyl ation de | 6ADN

/| KST tfSa YIYYAFSNBa:I Sa LIN&®TGCsHont RS  YS
progressivementretirés par des vagues de déméthylatiosuivant au moins deux
mécanismes Une déméthylation passive et une déméthylation active dépendantes,
respectivement, des enzymes DNMDNA Methyl Transferase et TET (TenEleven
Translocae), pour revie (Zeng and Chen 2019) S vy OSS & (2 Njtdz RS I ONR A& &l
gue les profils de méthylatiomle novosontremis enplacevia DNMBA (figure 18) (Shirane
et al. 2013; Smallwood et al. 2011RA y I OG A @I ( A 2 yDn@tAdams Aed dellulfs/ St £ S
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germinalesrésulte en la stérild (Kaneda et al. 2004)DNMT3A contienune activité
enzymatique eh'estpas spécifique aux cellules germinales. En revanche, DNMT3L ne contient

LI a RQF Ol A O et SncHatteud de IDEMTIBAIEBEcifique aux cellules germinales

et sa déplétion cause la stérilité chez le méalaisaucun phénotype/ QS a G NB L2 NI S
femelled . 2 dzZNOQKA & YR . Sald2N vnanT YIFG2 SG Ff o ¢

A P?cs Matu rat

UHRF1/DNMT1

UHRF1\

DNMT3A/DNMT3L/
ARN Pol Il SETD2/
H3K36me3

UHRF1/ Stella

Blayste
E.6.5 E10.5 E12.5 Naissance Fécondation Implantation

Méthylation de 'ADN

>

Figurel8: Vagues de méthylation/ déméthylation descytegAdapté de Cler et al. 2009

DNMT3A/ DNMT3L et DNMT3B sont impliquées dans la méthylatida novoalors qu
DNMT1 est impliqguéalans la maintenance des profils de méthylation. Durant la croisse
| 6 o v airr gydteene de mise en place des profils de méthylation particulier a été
evidenceLa m®t hyl ati on dthenalk AP N ddBRIGmaBdEposcer

transcriptoract i ve | ors de |l a croissance de |

[ S& Y2RAFAOFINGAR2YyAa ReylYAldzSa RSa KAaalzySa
f I ONRAAaA&l y(G&varReSal. 2005F @@adiculierta méthyltransféraseSETD2st
impliquée dans la mise en place teemarqueH3K36ma&. SETD2st recrutée paRPB1, la plus
AN} YRS &2dza miyhiéiase |ldd Sranscdptiow betive durant la croissance de
foocyte Lamarque H3K36me2JSNX S f QI Oly@ii &R d » Bk 2pArSeRE I f Q!
complexe DNMTA/DNMT3L qui, pour son action, nécessite des zon#édpourvues de
H3K4me3 ou H3K4meBtewart etal. 2015) En effet, lesy | NJj dzSa RQKA a2y Sa |
l oYNYSH &a2yid NBFTNI OGFANBA | dz RSe¢tAladépoSition Y I NJj d
de H3K36me3 par SET(Rewartetal. 2015) YS RSTAOASY OS Syésftd ¢ 51 R
S yabdetirale mise en placde la marqueH3K36me3Sy f QA y Ol Lle raethyictne RQS G I ¢
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de novg en la persistance des domaine8K4me3Xu et al. 201954 Sy f QF € G4 SNI G
progression méiotiquéBaumann 2019; Li et al. 2018)

De plus,d protection contref QK & LR K SIS NI R 6 K & &tctidial Cette
balance est réguléen partiepar STELLI dzA NB ONXzi SS & dzNJ £ I Y2RAFAO
protege le génome maternel de la déméthylatiprécoce(Nakamura et al. 2007 STELLA
contréle la distribution subcellulairdQ | 1 v xégulele méthylation médiépar DNMT1
dans les cellules mammifére@ostick et al. 2007)] QF 6 aSy O0S RS afa¢ o[ [!
translocationnucléaireexcessivede DNMT1durant la croissance ovocytaiet résulte en
f QK@ LISNNXYREKE DI 6 A 2déguNiindida fentilité (Li et al. 2018)

5 QI dzii N& ddndhinédi Hetérochromatine docalisent avec les chromocentres et
ltmi 80 a2yl ReylYAldSa RdNIyd f+F ONRA&ALl YO
desF20A | twmi &dzad €+  O2 YL} Olausdison iRdicatioh dard klaN2 Y | (i
mise en place de la quiescence transcriptionnéB®nnetGarnier et al. 2013; Meglicki,
Zientarski, and Borsuk 2008) Ay aA s fI ONBA&AlI YOS RdiySG2 32
réorganisation chromatinienn& i dzy'S O2 YLJ OGA 2y LiuNdingidgatK e t | G 7

avecf QS Y S NH Sie8&ncRtanstriptionnelle
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Chapitre 2

R®gul ation de | a chromati ng¢

2. Ouverture de la&hromatine et stabilisation du Complexe de-Pré
Initiation (PIC)

Dans ce chapit® f S$& LINAYOALN dzE | OG SdzNB e%NXY SG i
contréle de la transcription seront décrits. Je me focaliserai principale@aximécanismes
j dzA  LISNXSGGSy i f QlIfO®svib et apk Etapsd iGN Permhetientyséhs L
recrutement Je commencerai par des généralités, des processus canoniques, puis sur des cas
LI NJ OFasx y2y Oly2yAljdzSas ljdzac GSY2A3ySyid RS

biologiques régulant la transcription.

Deux principalesrégions de la chromatine ont étémises en évidence
[ QOKSGSNROKNR Yl GAYSsT zade®® y NSE& ii BBLOR NR®H OY5 &
facteurs de régulation de la transcriptioEn contraste f Q S dzO K NBuUY tofitextg S
chromatiniendécondens& FI OAf AGS € QF 008 & Idezipe ATPasesioS E S &
portant des activités enzymatique&eur action conjointe permet £ | YA&S Sy LX I C
environnement chromatinien permissifi recrutemenR S £ Q! wb t 2f LL Sid &

acteurs régulant la transcription.

2.1 Facteur pionnier
Par définition, un facteur pionnieest un facteur de transcriptioqui a la capacité
RQA Y (@piderdeAtNet RA NB O S Y Sy U en lcahtexie dé ohrofnatine dense
[ QAYGSNF OlA2yY RQdzy FIFO0SdzNI LIA2YYASNI | SO f ¢
ALISOATAIdzSE SYy3aSyRNB dzy NBf NOKSYSyd LI NIASTE
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nucléosomes et permeQ 2 dz@ S NJi dzNB  R8a Ierdcrutedniéniide debixiclasses de
complexexo-activateursY f S& NBY2 RSt SdzNB S ( (pduSevueBarRA FA O
and Zaret2024)[ SdzNJ O A2y O2ye22AyuS FFHOATtAGS S NBO
de transcription spécifiques au lignage cellulajBiddie et al. 2011; IwafuckbDoi 2019;

Mercer et al. 2011; Zaret and Mango 2016)

2.2Remodeleur de la chromatine

Un remodeleur est un complexe multiprotéique intervenant dans la structuration de
la chromatineetf I YA&AS Sy LI I OS RQdzy Sy OdANRBMs SYSYyI
remodeleurs de la chromatine assurent les changements de composition et de disposition des
nucléosomesLesfamilles principales de remodeleurs SWI/Sédat ATRindépendants et
ATRdépendants comprenant respectivement 11 et 16 membres. Les 27 remodeleurs
contiennent un site catalytique en forme de deux lobes Rd@A caractéristique des
translocases(Becker and Workman 2013).a famille de complexes AdPpendants est
subdivisée en 4 groupes qui sont largement et majoritairement impliqués dans le contrdle de
la transcription: SWI/SNF, ISWI, CHD et IN(@@cken, Brien, and Verrijzer 2019; Clapier et
al. 2017; Koster, Snel, and Timmers 2015; Moshkin et al. 2QitRire 19). Les 4 groupes
divergent par leurs structure et substrats sur lequels ils agissent. Notament, la spécificité est
R2YYSS LI NI tSa R2YIAySa ljdzQAfta O2yGASyySyid C
reconnait les marques de méthylation des histones @t!15 b Y, Soil Kadrs $e
bromodomaine et le crochet AT de la famille SWI/SNF qui reconnaissent, respectivement, les

lysines acétylées et les séquences riches en AT.
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ATPase Crochet AT
Lobe Lobe gpac /| BRD

SWI/SNF I:.:o_el_c._@

RecA-like RecA-like

SANTSLIDE

CHD :ma_o:“:

RecA-like RecA-like
AutoN NegC HAND IAND SANT SLIDE

Nl 1 =2 = =

RecA-like RecA-like

insertion

INOSO :.:Qongue m— »—

RecA-like ecA like
Figure19: Caractéristiguedessousunités catalytique ATP-dépendantedesquatres classes ¢

remodeleurg¢Bracken et al.201%.

Les deux lobeRecAlike ATP dépendants sont présents dans les quatre familles de remao
La famille SWI/SNF contient un bromodomaine (BRD) capable de lier les lysines acét
un crochet AT reconnaissant les séquences riches en AT. Le domaine SnAC est structt
I mportant pour | 6i nt er act ifamile GHD com@eRson no
| 6i ndi que contient un chr omodomai nmarquesac
méthylation Laclassd SWI contient deux domaines flanqués de parted 6 aut r e -
like : AutoN et NegC qui permettent de moduler finement leur activité en contrélant le -
couplage et doébhydrolyse dOATP. La fami/|l
deux lobes ATRiIépendants, conférantupd us grande fl exi bi |l

i nt grent aussi un domaine h®licase (L
HAND, SANT et SLIDE présents dans certains remodeleurs CHD et ISWI favc
coordonnent et dedranslocationl | ent | dacti on
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Un remodeleur agit continuellement en moyenne sur quatre nucléosomes différents
(Moshkin et al. 20120 [ SdzNJ Y2 RS RQF OGA2Y &dz2NJ £ S ydzOf S2
chromatine, peut procéder par glissememgstructuration, désassemblage partiel, éviction
O2YLX 80S 2dz YsSYS RQAYASNUA2Y &adzmadaAaddzih @S RS
H2A.Z et H3.3.

2.3 Nucléeosomesno di f i cat e ettranscdpfoni st ones

Lenucléosomeestdzy” 2 Ol I Y § NIRxHRAQKHRE, 2xi23yef2iiH4) Chaque
histone expose en dehorsle sa structureson extrémitéN-terminale (N-ter) et les deux
histones H2B exposet aussi leursGterminaux (Gter). Ces 10 projections de queues
R QK A asiibisse& des modifications pestductionnelles (PMTYui rendentdynamique
f QSGF G RS 02 Y Lletd A DO s GK MRBIfdurie MERNYRyét Ald2B2BEN
particulier, des enzymes éditricepécialiséesu type de modification ajoutenf« writers»)
ou suppriment («erasers») RSa 3INRdzZLISYSy ia adz2NJ RSdes NBaAAR
Y2RAFAOI 6 SdzZNE RQKA a (i 2 y-tBaductibrBelle sBries ex@enisst®@ S Y I y A
et N-ter.

69



@ Acétylation
@ Méthylation

INTRODUCTION
CHAPITRE 2 REGULATION DE LA CHROMATINE ET TRANSCRIPTION

o Phosphorylation
@ ubiquitination

Inactivation
du chromosome X
* H3K9me3

* H3K27me3

Mitose
« H3T3ph
« H3S10ph

« H3S28ph

Inhibition
de la transcription
*+ H3K9me3 -+ H4K20me3

+ H3K27me2 <« H3K27me3

* H3K4me3 -

Activation

transcriptionnelle
H3K4me1 « H3K27ac

H3K9me1 = H3K27me1l
H4K20me1

Réparation
de 'ADN

* H2AXS139ph

* H3K4me2

* H3K36me3
+ H2BK120ub

ranscription active

Differentiation

* H3K4me3
*« H3K27me3

Figure20: Code histone et ses principales fonctions cellulaires assdtiges al. 2023.

Vue ddoensembl e des principales modi f
dohi stones (H2 A, H2 B, H3, H4) sont r
modifications post r aducti onnel | es. Ell es sontethk

répression transcriptionnelle, miodifiéesactivement lors de processus cellulaires comr

mitose et la différentiation.
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2.3.1 Code histone et découverte de la premiere enzyme histone acétyle
transférase (HAT)

Pt dz2 RQdzyS OSydl Ay -fadRtonnafies RATWPhsD Frandla@iofial LJ2 &
Modificationg des histones été découvertes rendant leur étude complexe et fascinante. Des
Ll2aAldGA2ya LINBOAAaASa adz2NJ £ S& NBaARdza RS |j dzSdzS
subissent des modifications récurrentes, on parle dmae histone) ® [ Qdzy' S RS a LINJ
hypotheses du code histone fut énoncée d@B8srahl and Allis 200@t la découverte de la
LINEYASNB Syl eyvysS I OSie-Histdnk Acatf BandfaiaSKARRAICNR (2 Y S
mitSy fASY fF Y2RAFAOFIGAZ2Y RS OKNERYHKBrowgel SG I
et al. 1996) Chez les métazoaireKAT2A est retrouveédans des complexasultiprotéiques
différents comme le complex&ptAdaGen5aceétyltransferasdSAGA et Ada2acontaining
complex (ATAQKrebs et al. 2011; Nagy et al. 2010)

23.2S AGA, un complexe modificateur dohi

2.3.2.1Découvertade SAGA

5S Fle2y |ySOR2(GAjdzSE fI RSO2dz@SNIS RS {!
humain (TATAinding proteinfree TAR complex). Les deux complexes, régulant la
transcription et comprenant des protéines TAFs avaient la particularité de ne pas contenir
d2a0GSYFGAdzSSYSyYyidG I LINRPGSAYS ¢.td tfdzad GF NRZX
une composition tres similairéa SAGABrand et al. 1999; Helmlinger and Tora 2017,

Wieczorek et al. 1998pe fait, TFTC et SAGA était un seul et méme complexe

2.3.2.2 Composition et caracteéristiquiesctionnelles

Le complexe coactivateur SAGA (8daGcenbacétyltransferase) est subdivisé en 5
modules aux fonctions distinctesle module acétyl transférase (HAT), le module de dé
dzoAljdZA GAY I GA2Yy 65! .03 S Y2RdzZ S O2NFB ead i NHzO(
R Q S LIA(Bré&séntBezes métazoaires SAGA et ATAC partagent 3 protéines sur quatre du
module HATKAT2ABX { DCuddp S ! 5100 t fQSEOSLIiA2Yy RSa
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a2yG aLISOATFAIdzSas NEBaLIS @aui Bbe(ieyninger &d@Tota! /S
2017). Chez les métazoaires, lmodule DUB est responsable de la-w#quitination de
f QKA & G 2 vy Subiduitiné (HYBRiIyL)ui est une marque initialement dépées durant la
transcription (F. Wang et al. 2021En revanche, @me si la deubiquitination de H2B est
ySOSaalkANB | dz RS@OSt 2 LIISY Sy gldbaleinent pad\dffectdeGeNA LIG A 2

son absence chez les mammifé{és Wang et al. 2021)

Les mémes sous unités partagées erlge complexes multiprotéiquese régulation
de latranscripiom 2 y i £ Q2 LI NIidzy A0S RQSGdzZRASNI £ S&a Ay
complexs. SAGA partagedes sous unités SO RQI dzi NB& O2 YIfigueeE S& Y d:
21). TRRARSst retrouvé dans leomplexeTIP60Q ENY2 dans leomplexe TREX et TAB,
TAF1Get TAF1Zontretrouvées dans TFIIBn contrastechez les métazoaireBAF5 et TAF6
sont exclusifs a TFIID alors que les paralogues, chez les métazoaires, TAF5L et TAF6L sont
uniquement retrouvés dans SAGi#gure 21) (Helmlinger et al. 2021; Helmlinger and Tora

2017)
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/ Module
~.___ o dinteraction
\ L

Figure 21: Sousfonctionnalisation des sousni t ®s des mo d i
(Helmlinger, Tora 2037

Le complexe SAGA$ptAda-GenSacétyltransferasglartage cessousn i t ® s a
compl exes multiprot® ques i mpliqu®s

Saccharomyceserevisiae



De plus,la sousunité de SAGA, SPT8, permet la déposition de cFgR la levure
(Baptista et al. 2017)En revanche, chez les métazoaires, SAGA ne contient pas STP8 mais
AYO2NLIR2NBE t fF LIXFOS dzy K2Y2f23dzS RS {t¢o of
TBP(Fischeretal. 2028 ! AyaA €S YSOIYyA&aYS RS RSLRaAGAZ2Y

pasclair.

24Pol ym®r ases dOoARN

24.1 ARN Polymérase$ARN Polshucléaires composition et fonction

LesARN Pd sont des complexes multiprotéiques qoatalysent le processus de
transcription.CingARN Paont été identifiées ARN Pdl, II, Il] IV et V pour revue(Roeder
2019) Les ARNSs Pol IV et V sont spécifiques des plantes et assadeespression de la
transcription (Marasco et al. 2017)es ARN Pdall, Il et Il sont les polymérases nucléaires
(Girbig, Misiaszek, and Muller 2022¢s ARNs que les ARN Pol synthétisent font partie de
classes distinctes] Q! wb t 2f L &adeyiKsSiAasS ¢S LINBOdz2NES
responsable de la synthese des ARNs messagers (MRNA), deRdfgyaon codants (IncCRNA)
dont des précurseurs de miclowb & 6 YAwb! 0 Si RS LISGAGA ! wba
Pol Il synthétise les petits ARNs dont les ARNs de transfert (tRNA), de petits ARNs nucléaires
baywb! 0 Q! wbha NAO2AaA2YAljdzS p{ SG RS& YAwb! a

[ Q! wh comfofte 14 sousnités,f Q! wb 12ts@éunitésletf Q! wblen 2 § LL
contient 17 LesARN Poal Il et lll ont en commun 5 sous unités (RPB5, RPB6, RPB8, RPB10 et
RBP12ffigure 22) (Abel et al. 2018)
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ARN Pol | ARN Pol Il ARN Pol Il

"2 y . S . J) P— P oty
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Figure22: Conservation des sous unités entre less ARN Pols | II.¢ABEl et al. 2018.

5 sousunités sont communes aux trgislymérases nucléairesPB5, RPB6, RPB8, RPB
RBP1}2

242Focus sur et seRaRtdursiBénirauk de la transcription (GTFS)

[ Q! wb t 2f L LpErmét paS deftréhscar&fidzceSnEnt(Wedl et al. 1979)
Ellenécessite@l a 82 OA L+ GA2Y I @S O ndndédesFacteds Gedekakix deJNR (0 S A |
Transcription GTFs General Transcription Factgreomme le démontrent les études
pionnieres des années 198Matsuis et al. 1980; Weil et al. 1979)es expériences de
transcriptionin vitro avec le promoteurmajeur RS f Q! RSY 2 GANHzA H O2 YO0 A
cellulaires fractionnées par chromatograplagermisde purifier les facteurs associéa la
transcription Certaines fractiongrotéiquesd G A Ydzf I yi f QF OGAGBAGS RS ae
RAFFSNBSyuSa RS O0SttS RS tQl'wb t2f L Sd LLL
(Matsuis et al. 1980; Weil et al. 197) [ QK& L}2 1 K§aS [[dzS tI (GNIFyac
complexe et impliquait une panoplie de facteurs uniques a émeatpague ARN Pol contient
son «arsenab> de GTFgpour revue(Girbig et al. 2022) Lecomplexe de Prnitiation (PIC,

Pre-Initiation Comple) fonctionnel esforméde6 GTFs (TFIIDQ TFIA, TFIIB, TFIIE, TFIIF
etTFIIHetdel 6 ARN ).Pol (I
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2.5 TranscriptionARN Pol I

2.5.1 Promoteur basatinitiation de la transcription

Le promoteur basafa i RSTFAYA O2YYS fF L dza LISGAGS
f QAYAGAL (A 2y LRBombtéur baddllse situ@ Natr&0ipairesyiie@bases et50
LI ANB& RS o0l asSa Rdz aAa (i STSR Wrangchipiioh ISiark SjgCeRS |
LI2aAGA2ya &dz2NJ £ Q! 5b NBYFSNXYSyid RS&a aSljdsSyoOoS
éléments de promoteur basal (ERBqui intégrent la syntaxe moléculaire nécessairda
régulation de QA Y A G A | trahriptiorRffyuret 28), pour revue(JuvenGershon and
Kadonaga 2010)

A B
TATA Box Inr MTE DPE Symbole Nucleotide
En amont -2 a+4 +18 & +27 +28 a +33 A Adenine
-30dellnr || TCAKTY drosophile || CSARCSSAAC || RGWYVT C Cytosine
TATAWAAR YYANWYY humain drosophile drosophile 3
G Guanine
—40 +1 +40 T Thymine
| r|:|> | N AorCorGorT
S - (] i v AorC
BREU TATA BREd Inr MTE DPE R AorG
W AorT
L1 [Sul] 5 CorG
L ! Y CorT
XCPEA1 DCE K GorT
A% Not T
BREU BRED XCPET DCE 2
Enavaldela 23 3 17 -8 a+2 S, +6a +11 CTTC H Not G
TATA box DSGYGGRASM | | Sy +16 a +21 CTGT D Not €
SSRCGCC RTDKKKK humain S) +30 a +34 AGC B Not A

Figure23: Eléments de promoteur bagdlivenGershon et Kadonaga, 2010)

(A) Les différents éléments de promoteur basal sont représentés avec leurs positions
au site doiniti at iTanmscrigtien Sta Site Imr:dnitistor, MTEp Motif
Ten ElevenDPE:Downstream Promoter ElemeBRE: TFIIB-Recognition ElemenXCPE
X-gene Core Promoter Element DCE Downstream Core ElemenB) Symboles et cot

nucléotidique.
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Les EPB apportent une partie des instructions a la formatioru @omplexe de pré
initiation (PIC Prelnitiation Complexet permettent de stabiliser la machinerie ARN Pol Il
Pour exemple, TBP reconnait la boite TATAS S & G  Orterdgiraviede mt®Inr qui
constituvef S aAGS RQAYAGA lposikich V1) Rde rebonnaitieddsgtieas i LIG A 2 Y
DPEet MTE De plus,TFIIB reconnait et est stabilisé sur le motif bipartite BRENJA |j dzQ A f S

présent

Plus loin, je donnerai la composition du PI€i, je me limiteraidlavue db&éensembl
auxétapesdi ni ti at i on laetransdigtiéhDansleueétatindiaf Sdde D¢ ca S f
Pol Il au promoteur basal forment é®mplexe ferné (figure 24) (Girbig et al. 2022)Jne fois
fl o6dAZ S RS (NIy&ORANBARWSEAUANRALIRSEXEZ0RRBAGTRQ
de complexe ouve® 9y & dzA S Eompleke efigedd PANE ljRz& I aedyidKs§a
messager a commencé. EnfinS 02 YLJX SE R SRASTY2Sy Qi amgby t 2t L L

le promoteur basal et continue a transcrire.

251 1 Etat de pause de | 6ARN Pol 1

9 o

Recrutement  Complexe Complexe Complexe Complexe
des GTFs fermé ouvert engagé d’élongation
48 _ _ a4 _ a4 . =A™ LUl
P— T ; | —— i e i e i ;. e
rogi’af“r RNAPI| Bullede  Synthese de I'ARN

transcription

Figure24:Et apes de | 6i ni t (Adapté derGirbehet all 28022 r a n ¢

Entre lecompl exe engag® et do®l ongat i onqui’se
caractérise par son arrét momentané.

[ § O2YL)X SES 2dz@SNI FFLAG NBFTSNByOS t tI od
la transcription.LQ ! w b Il tragstritenviron 50 nucléotideset & QI NNk 0 S Sy Sl @
conférant un niveau de contréle supplémentaire a la synthése des tranfeuitka, Ardehali,

and Lis 2009; Henriques et al. 2013; Levine 2011; Li and Gilmour. REEcHnistiquement,

77



IQA Yy G SNI Oi A ByBDidhldzo10 H-RibdfutaioSylbenzimidazofensitivityInducing

Factoret NegativeEbngationFactor(DSIKk b 9 [ C0 & dzNJ £ Q! wb t 2festLL Sy =
responsable deon arrétmomentané. Structurellement, NELF exerce une action inhibitrice en
AYOUSNI IAaal yi -exidt&nd vidbspnidéniind RRRNARedo@iiBon Mojjfet

f Q! wb (Vosztal 2018)De plus, NEL&xclutf S& FIF OG0 SdzZNAR RQSét2y Il A
YIaljdzS fSa adz2NFIFOSa RQAY G SN iGtéragsgnt ZPEREND f 3 wdzS
Pol lI(Vos et al. 2018)

2.5.1.2 Lev®eetdlangatiod ®t at de pause

La partie @er de RBP1 consiste en la répétition en tandem hautement conservée chez
f Sa SdzOF NE2(GSa RQdzlyrdsiSeld§, Bdri® ()i Rrétise (3), Thréonine @),
{ SNAYS 0p0Z tNREftAYS 06c03 2dBNM30E ML F 2[AAK DIKBH
et les sérines awpositiors 2 et 5 corrélent aved QSG 4G RQlF g yOSYSy G RS
t Q! wb(Edo#f, Dienisthier, and Murphy 201R)otamment, & phosphorylation en position
5 (via la CDK7 de TFIIS)a G OF NI OG SNR &G A lj dzS ReBcoificdé\ aiécii A | (i A
f QAYAGALF GA2Y RS forindtion idéNla YulleOdeRtradschpioyiTan8isi qudal
phosphorylation en position 2st une signature du complexeQdSf 2y 3l G A2y ljdzA R
complexe PTEF.le complexe FTEFbest constitué RQdzyS (1 Ayl asS Si RQc
respectivementa CDK9 eta Gycline T Via la sousinité CDK9, H#FEFb, phosphoryle NELF qui
4S RA&aA20AS | édeDBIFDSHestelQd WdOX gt @EO f Q! wb t 2f
f QSt2y3aldA2yd ' AyaArs 5{LCzZ Sai dzy SESYLX S R
transcription une fois dissocié de NHEiGure 25)(Levine et al. 2011)Aussi, @ction de la
kinase CDK9 est une étape pivot car elle permet aussirecruter les sousunités de

Y I (G dzNJ (0 A 2 yépiss&gedolgadéampaion)d de terminaison de la transcription
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[N DSiog

: Complexe

aleELe W Figure25: Pausingcomplexe engage
d 6 ® o n(fdaptéi de hevine et
2011).

La phosphorylation de NELEt de i
Ser2 di Cter de RPB]1 par PRTEFb

résultent enla libération de DSIF q

P-TEFb
kinase @

reste accr ocHol®ll ef
Complexe

- ) favorisel 6 ® ongati on .
d‘élongation T

V7 7

2.5.1.3 Epissage de | 6ARNM

[ QSLIA & &l 38 Sa&id Ndow aVONB LI M RYY SO2 O2 YL SES R
par lequel des séquences introniques sont excisées et par lequel prend place la ligation des
exonscorrespondantgShenasa and Bentley 202Botamment, & phosphorylatiorpSer5du
CTD de RPB1 est nécessaire au recrutement des fadteQrS LIA(BIGClackeéh et al. 1997;
Nojima et al. 2018; Rimel et al. 2020)

LeYSOFYAAYS RQSLIA&AlFIS Y2RATAS f QAYTF2NXNI GA
de la diversité dans les séquenakss transcritgjui sont exportées dans le cytoplasme. Deux
GellSa RQSLIAAAl IS (XM ES IBRORYRTUASHZOA T S f
O2yaltAildzi AT LISNX¥SO ft QStAYAYFGA2Y RS tF G20l f
RADSNEAZ2D2HNXSY ROAGNI YyAONRGaADP 9y O2y (NI a&adsS:
de certains intronset le brassageombindoire des exons permettant la génératippar le
O2YLX SES ROBSEARBRANEBE dztdnpldzs ® LI usplicedmest
formé de cing nucléoprotéines (snRNd$tsall nuclear ribonucleoproteinepmmées U1, U2,

U4, U5 et U6De plus, les facteurs de la famille §erine and argininrgch) sont des
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régulateurs des sougnités dusplicesomegui modulent finement leur activité et contrélent

f QS Ernuigéhid des ARIm (pour revue (Long and Caceres 2009)Notammentf QL 5 w
(Intrinsically Disorded Regipde SRRM2 orchestre la formation de foci nucléaires impliqués
RFya S o0f203S RS f QSLI aaloaeétall2020B N8/ dzi MF LI W
cetainsT I Ol S dzNE coR@&SERS itaragidsent directement avec le CTD de R&B1

avec la CDKO9 leur conféragy’ Nb £ S | OGAF RdzN @liwH (QSaditl.LISL RQ S
2008) Notamment, S@5 induit f QF OOdzY dzt | (i A A yux $€Quente tranderites 2 f
(gene body ce qui correle avec un défaut de recrutement dgHEb et laréduction des

niveaux pSer2 du CTD de RBRd et al. 2008)

2.5.14 Terminaison de la transcription

Deux modées de terminaison de la transcription ont été proposde modéle
allostérique et le modeéle torpedo». Selon le modeélallostérique la transcription de la
séquence AAUAAA nommeé PABolfAdenylation Séquengecauseai le changement
O2y T2 NXI (A 2y yStquiRéentitt ed ! élonpation2d NBf NOKS f Q! wb
nucléoplasmegEaton et al. 2020)Selon le modeéle torpedo », le produit du clivage dela
séquence PA®Par le facteur €SF Cleavage and Polyadenylation Specificity fgcest
dégradé parft QS E 2 y dzOf dpilparSon asidnR S LI I OS B € !tembne ka 2 f
transcription (Connelly and Manley 198®roudfoot 1989; West, Gromak, and Proudfoot
2004) Un modée unifié de terminaison a aussi été proposé et implitpigalentissemente
f Q! wb entl@nfationpar la phosphatase PRE qui favoriseralie clivage du PAS par le
facteur CPSF7& la terminaison de la transcriptioficaton et al. 2020)

2.5.2 Facteurs Généraux de la Transcription

5SLJzia fI RSO2dz0SNIIS RSa CI OiSdz2NB DSy SNI
préoccupations principales a été de comprendre leur composition et la maniere dont ils sont
NBE ONHzi S&a | dz LINR Y2 (S dzNJ (lOFldr ind Weskayida 2080NRoéder (1 NJ
2019; Tora 2002)Comme vu précédemment,ScNIi Ay a8 RQSYGNB SdzE 2y
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NBO2YyYlFAGNE RANBOGSYSYydH fI &SljdzsSyO0S RQ!5bo

complexes multiprotéiques estssentiellea leur recrutement.
Mod | e déassembl age s®quenti el

TFIID (TBP) est le premier Facteur Général de la Transcription (&¥feral
Transcription Factdra interagir avede promoteur basa(Sainsbury, Bernecky, and Cramer
2015) [ QAYGSNY OGA2Y RS -tar (eh fordd de wall@dé chRVaN buk i S/
4SljdzSyO0S LINRPY2GNAROSIT 1jdzQStfS a2Ad NAROKS Sy |
FIL@2NAal yi  QBlaraGsodich, lard Bugét 2612t; Delgadillo et al. 2009)A
est ensuiterecruté eta G I 6 A f A & S (pdurQévye(BéhNd atdiTaajes 2020Ensuite,
TFIIB reconnait le complexe ADRIIBTFIIAet peut & QI SOMNIE motif bipartite BRE
(Nikolov et al. 1995)TFIIB est a son tour stabilisé par le recrutement du complexe
AYRSLISYRIFIY(d F2N¥S LIN ¢CLLC SG ftQl'wb t2f LL
(Chen et al. 2010; Gaiser, Tan, and Richmond 2@00in TFIIE et TFIIH complétent le PIC de
f QAYAGALFGA2Y RS fI GNIYaAaONRLIWIAZ2Y Tl @2NRal Yy
RQSf 2 y(GheniiWagfigld, and Hahn 2008)

25.2.1TFIID, composition et structuration

TFlIDest composéle la protéine TBPTIATA Binding Proteingt 13 facteurs associés
(TAFs TBP associated factor$)atel, Greber, and Nogales 2020; Sainsbury et al. 2015)

Lobe A X

Holo-TFIID

Figure26: Le complexe TFIID et |
composition des trois lobg$chee
et al. 2021)

Les deux TAF6 intéragissent par |
domai ne d GsationnHEA
ce qui renforce la cohésion

HEAT des deux TAF6 complexe.
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TFIlIDprésente une structure a troisdbes (lobe A, lobe B et lobe @igure 26)
(Bernardini et al. 2023; Scheer et al. 2028s lobes A et B se distinguent principalement par
lasousdzy A 1S ljdzA & QlYa ARIOAS I BSI02 s T CRhyfa 4 Sl I RiD SF
TAF8 qui par son interaction avec TAF2 eterCancre ls lobes B et C ensemble. Des
O2YL)X SES& LI NGASt& Rdz O2YLX SES ¢CcLL5 az2yid NB
eux ont été cristallisé§Gupta et al. 2016)Récemment, il a été mis en évidence que TFIID
aQl aasSyotS asSljdzSydASt fparyl& yhécanistle yda a & $Y o4 &l (F2SLJt (
traductionnel sur TAF&t est importé rapidement dans le noygBernardini et al. 2023;
Kamenova et al. 2019Ces découverteseprésentant une avancéamajeure dans le domaine
ROAY@SaildAal A2y ®

9 TAFs sur 13 contiennent un domaine (HIFD: Histone Fold Domajrqui peuvent
former une hétérodimérisation spécifiqpour revue(Gangloff et al. 2009) TFIID comprend
des sousaunités présentes en deux copies (TAF4, 5, 6, 9, 10 et 12) et certaines en une seule
copie (TAF1, 2 3,7,8,11 et 13 et TBP). En conséquence, les interactions HF TAF11/13,
TAF10/3et TAF10/8 sont représentées une seule fois, alors s paires HF TAF4/12 et
TAF9/6 sont retrouvées deux fois dans le complexe. Ainsi, TAF10 est central dans TFIID et est
retrouveé dans deux lobes distincts (A et B). En contraste, TAF7 est le dernier a étre recruté sur
le Gter de TAF1 naissant via le nfdfi7iD(Bernardini et al. 2023).es TAFsités sont les TAFs

canoniques. Cependantertains TAFs et TBP ont des paralogues qui seront aboitddsin.

2.5.2.2TFIIA

TFllAest composé de deu® ietl ) oudetrois sous unitég/i etr ) selon le contexte
cellulaire Le clivage protéolytique par la TASPA&ES C L Lgénére¢ CL &t T L. Le! |
clivage de TFIIA est une étamigmentant la susceptibilitgoour dégradationpar le
protéasome(Hgiby et al. 2004)Le mécanismede recrutement de TFIIA sur le PIC dépend
notammentded 2y R2YlI Ay S t &AE TS dztet de SBRGeider etjatlzA A y
1996) TFIIA favorisé Q aSYof +r3S Rdz tL/ ® 9y SFFSOiI ¢CLL
Al €S RSLIX I OSYSyd RS fF LIANBS I C ¢! Cmmkmo |
TBP a TFli\nandapadamanaban et al. 2013; Gupta et al. 2017)
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25.2.3TFIIB

TFIBS&aG S aSdZ D¢C t yQs NP . TaBresizmplPuélj dzS R
dans le recrutementdé Q! wbetft @X y L 3 NI (HawkkesyandR&berts 1999; Pardee,
Bangur, and Ponticelli 1998Fn effet, TFIIBJS dancraistablement et de maniére orientée
RS LI NI Si& RQI dzi NS Rdz -ADN@NikoloWd &) A9056HiA & QA Y 4G NBL
miroir de TFIIA sur TRfgure 27). Le «rubani » de TFIIBHahn 2004)nteragit directement
I 2SO f Q! wb t2f LL SEostdPeEal 2009 SainsdBy el JOIF A G S |

Figure27: TFI I B soir
TFI'l A sur TBP et
(Hahn 2004).

Un connecteur flexible pern

| 6exposition, el
Ruban B TFIID(TBP)-ADN-TFIIA-TFIIB, du
2 rubanb de TFIIB via un «doigth » qu
1 : :
Doigp epgss™ interagit avec |

Connecteur Pol I1.

|l AYAAZX ¢CLL. O2yazfARS LI NJ dzy feripbryiettadksdrd A |j dzS
recrutement(Chen and Hahn 20Q3)

2524ATFI I F et | 6ARN Pol 1

[ Q' wb t2f LL S thd&pehdan(MHcozesl A& donago, adPREihber§ E S
1989)et sont recrutés en mémemps (Burton et al. 1988; Roeder and Roeder 1996; Sopta,
Carthew, and Greenblatt 1985)FIlIFestun hétérodimere composé des seugités¢ C Ldt Ch
¢ C L (reSpectivementRNAAssociated ProteinRAP74 et RAP30) qui dimérisent via la
structuration en tonneau de leurs deux extrémitédd¥ (Floress, Ha, and Reinbergg 1990 ;
Gaiser, Tan, and Richmond 2000FIIF stabilise TFIIB contribuankadélection du TS®t
AYGSNI IAG | SO  dChentet at. 2010; Harlg And Burt@h 99§ MihbaRhes b
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et al. 2014; Wang and Burton 1995) [ Ql 22dzi RS ¢CLLC I|dz tL/ Sy
changement conformationndgHe et al. 2013permettant le passage du complexe fermé au

complexe ouvert apres le recrutement de TFIIH via TMid&on, Goodrich, and Tjian 1994)

2.5.2.5TFIIE

TFIE est un hétérodimere formé par TFIHE TFIE . La partie @er de TFIIE est
adzFFAAlF YIS LJ2dzNJitSGA yLizSIANI G IOMAYA (IAD(@ikuglyetlatSo € |
19950 [ S RAYSENBE FT2NNX¥S aQSGSYR RSLIJzA & (CBanlL C 2 dz
et al. 2008)TFIIE contient un domaine WHWH: Wingedhelix) et TFIE en contient deux
j dzZA  LISNXSGGSyd NBALISOUGABSYSYld QAYGSNI QUAzy
promoteur(Griunberg, Warfield, and Hahn 201ZFIIE recrute TFIIH et ensemble TFIIE et TFIIH
sont impliqués dans le maintien de la bulle de transcription (complexe ou¥at)diah et al.

2014)

25.2.6TFIIH

TFIIHcontient 10 sousunités organisées enrois modules un module «core»
structural, un module hélicase et un module kinase. Le module hélicase est ATP dépendant
LJ2 dzNJ f Q2 dz@ S NIodapt&hd IBsSsoueinidés BRB etSX@P@onaway and Conaway
19890 [ S Y2RdzZ S 1AYl &S O6FdzAaiA y2YYS GNRAYSNE ¢
CDKY7 permet de phosphoryler lee2 de RPBYFeaver et al. 1994YFIIH est aussi impliqué
RFya fF NBLINXdAzy RS tQ!'5b SiG az2y FfGdSNI GAZ
commeXeaoderma pigmentosunfVan Brabant, Stan, and Ellis 2000; Coin et al. 1999; Singh et
al. 2015) TFIIH est stabilisé par TEIIFIIEet TFIIF qui facilitent [Bormation du complexe
ouvert (Okuda et al. 2016)

26+ NAIFOAfAGS RS fQAYAGALFGAZY RS f

2.6.1 Phénotypes suggérant une variabilité de TFIID lors du développement
¢CLL5 Sad ySOSaalANB |dz RSOSt 2LIISTHiSY 4 RS
I~ (He et al. 2024)Taf7’-(Gegonne et al. 2012Jaf8’ (Voss et al. 2000Yaf10/<(Mohan et al.
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2003) Tafl2’- (He et al. 2024t Top’- (Martianov, Viville, and Davidson 2008gnent a la
RSASYSNIriGA2y RS ftQSYoONE2Y RS & ZldiRFnémektedt a G+ RS
pas en place les feuillets embryonnai(ete et al. 2024)Néanmoins, dans casxmutants, les

annexes embryonnaires se développent tout de méme ce qui suggeére que les TAFs sont requis

de maniére différentielle dans ceeellules.De méme,¢! Cn y QSad LI & NEBIj
spécification de nombreux tissus embryonnaifeanger et al. 2016paist S& ¥ dzi dza Y S dz!
dans la période mgestationnelle d, notamment, a des défauts de la morphogenése ventral

St Rdz LR2aAlGA2YyYySYSyld Rdz OdzdzNXp

5Q dziNB LI NI fSa YdzildAz2ya O2yRAGAZ2YY STt
lors du développement de la souris. Alors que TAF7 est requis pour la prolifération et
RAFFSNEBYGAFIGA2Y LINBO20S: ¢! Ct vy QSf@réntidtiéna NXBIj d
terminale degshymocytes(Gegonne et al. 2012[pe fagon similaireTAF10 est requis pour la
YAaS Sy LXIFOS RS I o6FNNASNB OdzilysS OKSIT ¢
NBlj dzA & R y(fndrd eQap ROORTABOW ) $ds inon plugoujours requis pour la
formation des somitegBardot et al. 2017t pour la différentiation des hépatocytes
(Tatarakis et al. 2008)

2.6.2 Paralogues
l dz O02dz2NE RS f QS gestédeiiemenys deRdudicatidrd i mes&a s f
f QS E LI yséquehges deddudtes pouertainsTAFs epour TBP(Miiller and Tora 2004)
Lesparalogues constituenine opportunité de diversification des mécanismes de contrble de
la transcription(Levine, Cattoglio, and Tjian 2014; Mduller and Tora 20D4) nombreuses
études, parues ces dernieres décennies, proposent des modeles alternatifs de la régulation de
f QAYAGALFGA2Y RS 1 GNIXYYaONRLIGAZ2Y ljdzA &a2yid 2N
Ainsi, le modéle traditionnel (TFIIL3 TAFsanoniquest TBP) qui est quasbiquitaire chez

les eucaryotes, est revisité.
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2.62.1 Paralogues des TAIFes incorporation dans TFIID

SixTafsont un paralogue Tafl, Taf4, Taf5 Taf6, Taf7 et Taf9. TAF1L est uniquement
retrouvé che les primatest spécifique a la lignée germinale m§wang and Page 2002)
TAFI1L peut interagiravec TBRF A& f QAY O2N1LIR2 N} A2y (Wdnyand ¢ CLL5
Page 2002)TAF4Best présent chez les vertébrés, BAF7Let TAF9B sont présents chies
placentaires(Antonova et al. 2019)n vivg TAF4B et TABR 2y i Ol LJ 6f S& RS a
dans TFlI@Bardot et al. 2017b ; Liu et al. 2008) TAF7lpeut interagr avec TAF1 et TBP
(Pointud et al. 2003)nais sonintégration dans TFIID estdétectable dans certains contextes
(Bardot et al. 2017)Bien que TAF9BJdzA & 4 S & @aksyrFIRMidnihinedSaN2005R Q dzy
point de vue fonctionnell S RS Tl dzi RS& ySdzZNPySa SiHerrerada 42 OA S
et al. 2014) De méme TAF5L et TAF6L sont aussi spécifiques a 8A€zAles métazoaires
(Helmlinger and Tora 201 4)esparalogues des TAFs quaintconnus poulinteragir avec des
sous unités de TFIID sont représentésfigare 28, tirée de larevue (Miller, Zaucker, and
Tora 2010)
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1 TBD Double Bromo 1863
TAF1 I ]
1 TBD Double Bromo 1826
TAFIL [ 1
1 TAFH HFD 1085
TAF4* [ — =
1 TAFH HFD 862
TAF4b [ S I
1 349
TAF7 [ |
1
TAF7L [
1 HFD 264
TAFS* T
1 HFD 251

TAFSL 0

A

Figure 28: Paralogues des TAFRgsotentiellementcapables des 6i ncor por €
(Muller, Zaucker, and Tora 2010

TBD: TBP-Binding Domain Br o0 mo :

TAF4; HFD: Histone Fold Domain

Bromodomai ne;

TAF
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2.62.1aFonction de TAF7Ldans la différentiation cellulaire

TAF7 partag@ 7372 R QA R STYRYIA dhex lalsa@@igs OTAF7L contribue & la différentiation

des adipocytes blancfigure 29) Y I A & | dza & A deé differénfiahidh SujssuladipeuX y

brun et desspermatidesen fin de différentiation(Martianov et al. 2016; Pointud et al. 2003;

Zhou, Grubisic, et al. 2013 S LJ dz&a = f QSELINBaaAzy SOG2 LRI dz8
musculairesin vitro est suffisant a la reprogrammation en adipocy{@hou, Kaplan, et al.

2013)

Adipocytes =» Adipogenése

Figure29: TAF7L et adipogenese (Levine et al. 2014).

TAF7L est n®cessaire ° | 6activation de
TAF7L interagit avec PPAROD sur | es s®c
TBP et sobéincorpore potenti el | deteetnarscriglienmp
| 6ARN Pol 1 des g M®PPARadiReap®nRXE Rekdaid
receptor Adipoq: Adiponentin

2.62.1aFonction de TAFB dans la différentiation cellulaire
TAF4partage 45: R QA RAFYEhazdaSourid QS E LINE & aBe& ghricRi& ¢! Cn
dans gonades médeet femelles et controle le maintien des cellules germinal@alender,
Freiman, et al. 2005; Falender, Shimada,et al. 2005; Freimann, Albright 2@81jnales
dépourvus de TAF4B présentent une dégénérescence gonadique. Bien que fertiles au début
de la vie reproductive, ils sont complétement stériles trois mois aprés la naisdareda
perte progressive de cellules germina(€alender, Freiman, et al. 2005; Lovasco et al. 2015)
De plus,ds femelles dépourvues de TASbnt complétement stérileddia un défaut de mise
enplace des follicules primordia#reimann, Albright 2001e fait,les ovairesTaf4lb/-sont

réduits en taille des la naissance etdggelquesfollicules primordiauxiétectésprésentent un
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blocage de progression méiotique précoce de la transition pachytene vers diploténe qui se

OF N} OGSNARAAS LI NI dzyS 0aSyO0S RQI LILI NK@BweSy i RS
et al. 2016) Les promoteursibles de TABlcomprennentStrag8 Figlaet Dazl(Grive et al.

2016) qui sont essentiels a la progressioréiotique etde la différentiation terminale des

ovocytes aprés la naissandes mutants Taf4l/- présentent unemort précocede la réserve
ovocytaireS Yy f QR @ dzf ap@8 wizkidsancdGrive etal. 2014] S LIN2FAf RQSEL
de Taf4b est soumis a controversecertains articles disent qué&afdb est exclusivement

SELINA YS RI (FalenderQshighadd &tliab 2085) R Q ImdeirédiBide expression

dans les cellules folliculaires uniqgueméhRteimann, Albright 2001)

2.6.1.2Paralogues de TBP

TBP posseéde troaraloguegfigure 30) qui ont été découveldpar leur conservation
du domaine @er, pour revue (Akhtar and Veenstra 20L1)IRF TBPRelated Factqr
uniquement retrouvé chez les insect@4ansen et al. 1997YBPLITATABInding Proteirike

poly-
glutamine  PXT

TBP O D E— 297 33

PXT

e, 020 @2

26% 95%

TBPL 1 S I 166 2

Figure30: Paralogues de TBP chez lestébrégAkhtar, Veenstra, 2011).

TBPL2 est | e troisi me paral ogue d deravek
TBP;leNt er , quant ° | ui, est (etlabserddagseBRL1Alars
que le Nter de TBP contient un segment pgljtamine et cing répétitions PXT (ProliXe
Thréonine), le N e r de TBPL2 ne contient qgue ¢

segment pohglutamine.
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1, TLF ou TRF2) chez tous les organismes multicellu[&ekavi et al. 2015t TBPLZTATA
Binding Proteidike, TBP2 ou TRF3) qui est restreint aux vertéipédietro et al. 2007)

2.6.1.2a TBPL1 chez le poisson zébre

TBPL1 estxprimédans la période embryonnaire précoce chez le poisson A&hiiter
etal.2001p [ QAy2SOGA2y RlIya €S 1@&832G4S RQdzy ! wbY (
SG RS ¢.t o6YdziltGA2ya LRyOiudzSttSa NBadz Gl yad S
|étalité des embryons dans la période de m&eplace des feuillets embryonnaires (stade
épibolie)(Miller etal. 2001 / Sa NBadz Gl Ga az2yd NBLINRRdzA G a
f Q! whb ht ¥t yAGAYSOET OS jdzA &adzZ33a8NB 1jdzS f QF f (S
180NS SaiG RdzS ldz RSTldzi RQI OO A QG (G Pepluslésdz ISy 2
la déplétion de TBP individuellement da TBPLhe résulte pas aux mémes changements de
f QSELINB & & A AMullerReéd &l. 2804)yCS arésultats suggérat que TBPL1 peut
partiellementa dzo & G A 1 dzSNJ 2dz I 3ANJ SyaSyoftS I oSO ¢.t LI
f QS Y oMilBleeefal. 200)wAi Sy vy QSRBAENINBQAPENINGS 8842y RS ¢. t |

poisson zebre.

2.6.1. D TBPL1 chez le xénope

¢.t[m SaG SELINAYS RlIya tS8a&a 32yl RS&a Si 8
clivage etblastula (Jacobi et al. 2007; Veenstra, Weeks, and Wolffe Z2D00% I NJ f QA y 2 S
RQ2f A32ydz0f S20ARSa FyGdAaSya LISNXYSddlryd RS RS
précoce, les auteurs montrent qUEBPL1 est nécessaire au développemel® maniére
différente a TBPet a la transcription durant la périodaid-gastrula(Veenstra et al. 2000)
5QF dziNBa NbfSa O2YLX SYSyillFANBa RS ¢.t[m 2yi
GSt2Y8NBa Si RIya (Mulaki & 120140 quiishigidfe lRvBrsafitédde 5 b

TBPL1 dans certains contextes cellulaires.

2.6.1.2 TBPL1 dchez la souris
TBPLLonserve ave¢ . t dzy n m: Re®AeR8 % NA paSp&teditout
comme chez les autres vertébr@Rabenstein et al. 1999)BPL1 est exprindans différents
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tissus et enrichi danke testicule(Martianov et al. 2001; Rabenstein et al. 199Wrant la
spermatogenése, TBPIrteragitavec TAF7L et ensemBIBPLL/TAFfégulentf QS E LINB & & A 2
des genes posgmnéiotiques (Zhou, Grubisic, et al. 2013)es males déplétés pour TBPL1
LINBASYGSyid dzy RSTFldzi RS F2NX¥IFGA2Y RS f QF ONR &
majorité des spermatides rondes meurent par apoptose, ainsi la progression de différentiation

vers des spermatides allongés est blégiMartianov et al. 2001; Zhang et al. 2001; Zhou,

Grubisic, et al. 2013)

De plus, TFIIA et son paraloguglLFsont coexprimésdans lesspermatidesce qui
suggéere que dans ceontexte, différentescompositions de PIC peuvent étre présentes en
méme temps et réguler des promoteurs de maniére différentielle voire complémentaire
(Martianov et al. 2016)En effet, TBPL1 interagit avec TFi@#ou ALFet est recruté aux
promoteurs spécifiques des spermatidesd SO ¢! CT[ = ¢ (figure31). 1l ésR! wb t
intéressant de noter queelclivage de TFllgar la protéase TASPASESE nécessaire poual

fonctionde TBPL1 sur les promoteurs de la spermatogef@yama et al. 2013)

Figure31: TBPL1en association aveld-lIA et son paralogue ALF régulentti@nscription de
genes drant la spermatogenég®artianov et al. 2016)

TSS:Transcription Start SiteGTF: General Transcription Factor$?OL 11 (ARN polymerase ).
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l dzOdzy NbfS RS ¢. t [ repoRd: Gependar® A 52id&@elsade y QF S
noterlj dz8 f QSELINBa&aAz2y RS a2y GN}yaONAdueSah i RS
2020)

2.6.1.2dTBPL2 chez le poisson zébre

TBPL2est enrichi dandes gonadesdes tracessont aussi retrouvées dans le rein et le
cerveau(Bartfai et al. 2004)] QS E LINB & & A #aifle dar le ¢ygdtet &ugniente au
stademorulapuisd QS § S LINR INB 4 a A @S YnSdpldstulg. E@rgvendhite f | 3|
TBPL2 egirésentdans le zygotet son expressionontinuedangd QSYoO NBE 2y | dz Y2AY &
stade 5 somites Ces résultats suggerent des roles distinpsur TBP et BPL2voir
complémentairestl y & { Q $es@tides2dgéplétion de TBPL2 ont mis en évidence des
perturbationsdes mouvemergde lagastrulationo O2 YY S  ORSS 2iy(AS (dakiery? v
a.2007% 58 LX) dzax OKSIT S Lk2Araazy [18o0NBZ ¢.t[H
(Bartfai et al. 2004)

2.6.1.2eTBPL2 chez lexénope

Dans les embryondBPL2 est moins abondant que TBP mais TBPL2arigllement
compenseia déplétion deTBP(Jallow et al. 2004)TBPL2 est nécessaire a la gastrulatica et
fF GNFYyYyaONRLIGAZ2Y Rlalpwietdl Q0BHFED varEhe, dans les ooy JS
TBPL2 est recruté awonstructions depromoteurs injectésau stade G\én fafisence de
détectiondeTBPS G f I RSANI RFGA2y RS ¢.t[H RdzNFyd £
la répression de la transcriptigAkhtar and Veenstra 2009 n miroir, ares fécondationTbp
esttranscrit & nouveau da protéineTBP réapparait durant les premiers cliva@&ishtar and
Veenstra 2009) Ensemble ces données suggerent un role spécialisé de TRRIL2la
transcriptionR I ya f QeXenppee i S

2.6.1.2fTBPL2 chez la souris
Contrairement au poisson zébre et au xénogeS E LING ZBPAZhg? laRdbirisst
NBaAaUONBAYGS £ Q201 ANBX t ({(figureBRECAzdam et Wl.Q®7)2 02 O
etf 2 NEIj dz8 f QS ELIND & 4 A 2e/zygBt&elatménie p ia Iét8ligrabrysraat®d s § R
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au stade prémplantatoire (Gazdag et al. 2009} ertains papiers suggéraient que TBPL2 chez

la souris est nécessaire pour la différentiation des muscles striés squelet{iDeaso et al.

2008; Deato and Tjian 2007Cependant ces papiers sur TBPL2 ont été remis en question
puiquQ I dzOdzy LIKSY 2Ge LIS yQl SiGS NB TR Sl iR dfya NS
de TFIIEa été mis en évidenc@Gazdag et al. 2009; Malecova et al. 20I®)rant la croissance

RS Q2 ApSGaLINSTBRRESt dheflie #BrSque TBPL2 est exprimé tout le Id@nzdag

et al. 2007)Dans ce contextd; . t [ H Y QA Yy (i S NIAR Amaifornde dn cdmPléx® S a

A

stable avec TFIIAYu et al. 2020)Ensemble, le complexe TBPL2/TEIRAY G Nb £ S £ QA Y A

TAFs ?

Croissance ® a Pol i
de I'ovocyte TBPL2
TATA-like Nobox
Figure32 TBPL2contr*l e | a croi ssance de | 60V
Dur ant | a croissance ovocytaire, | e
transcription ind®pendamment des TAFs

dans ce contexte.

fF GNIFyaONR LI sivghnt URE grdm@ainesb un usddedes. TSParticuliere
focaliségmodesharp, différentede cellede TBP2 y i f Qdzal 3S RSa ¢{{ Sai
broad) (Yu et al. 2020)_es femelles déficientes polibpl2sont stériles diau blocagede la

transition du follicule primairea secondaire(Gazdag et al. 2009).es ovocyteSbpl2- ne

AN YRAGASY G LI a O2YLIX S§GSYSyd Sy GFAttSs € SdzN
génesR QA RSy U A i st iBactéeGazdsg € al.2&09)

De plus,en absence ddBPL2e & Slj dzSy cel TR (R QzEw bR3S 14 jquz g2 O& { !
apres la naissanaeréveléque 1802destranscrits, identifie®t comparés au WT, sont régulés
a la baisse tandis qu&396 transcritssont régulés a la haussgu et al. 2020)Cette
20ASNDFGA2Y Sad adz2NLINBylFyidS 02YLIIS (Sydz Rdz N.
Les analyses computationnelles ont permis de mettre en évidence que les transcrits régulés a

la baisse sont enrichis dans la catégori@enucléase ply(A)», suggérant que les transcrits

93



régulés a la hausse poureat s i NB I 02y asSljdzSy0S RQdzy RSTI
A0F0oAf AGSKRSANI RI(MuheRay 20RO f Q! wbh YS&aal 3ISNJ

Les différents paraloguedes TAFs et TBP sont listé3gbleau 1) (Antonova et al.
2019)

Tableaul: Paralogues des TAFs et de TBP

Interaction
Expression directe ou Références
Facteur | Paralogue o _ Contexte o )
du paralogue| indirectemise bibliographiques
en évidence
Restreint aux Spermatogenes (Wang and Pagq
TAF1 TAF1L _ TBP R
primates chez 1| 0 2002)

Incorporation _
R . d TEID Formation des
estreint aux| dans en -
TAF4 TAF4B e ) ] follicules (Freiman et al
vertébrés absence de . :

primordiaux 2001; Grive et
TAF4

al. 2014, 2016)

(Pointud et al.
Spermatogenés  2003: Zhou,
Grubisic, et al.
2013; Zhou,
Kaplan, et al.
2013)

TAF7 TAF7L Placentaires| TBP, TAF1 Adipogenése

(Chen and

TAF9 TAF9B | Placentaires TAF6 Neurogenése | Manley 2003;
Frontini et al.

2005; Francisca
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J Herrera et al.

TBP

2014)
Restreint aux (Hansen et al.
TRF1 _ / /
insectes 1997)
TAFIL (Martianov et al.
2001; Zehavi et
TRF2 | Restreint aux ALF .
(TBPL1) " . Spermatogenes al. 2015; Zhou,
métazoaires
TFIIA Grubisic, et al.
TFIIB 2013)
(Akhtar and
) TEIA _ Veenstra 2009;
TRF3 Restreint aux Croissancale
(TBPL2) ebré | s Gazdag et al.
vertébrés bovoc
THIB 2009; Yu et al.
2020)
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Chapitre 3
St abaetl i d@®Rgdadbataonscri pt ome

Dans une cellule somatique, | a dur ®e de v
de quelques secondes, minutese quelques heurdSharova et al. 2009; Wang and Liu 2022)
tandisquelademri e do6éun ARN messager dans un ovocyt
atteindre | u@ogwebetal 398K ParLadan,nlehason, and Bachvarova 1983)

Quod-est qui rend | 6ovocyte aussi uni que pour
ARNsmessager8 Quel s sont | es param tres ~ tenir e
ces gquestions essentielles, i est n®cessa
stabilit® de | 8ARNM et de | oytsenidifiéte®igtioneDansa v e c
ce chapitre, je d®crirai |l es m®cani smes de ¢
Tous | es ARNs osyte dantkdi®sselorshantis»set cbndtituent le transcriptome
materne(Tora and Vincent2021En parall | e, j6éint grerai des

de la stabilité du transcriptonaans les cellules somatiques.

Léovaongentt0 f oi s pl us ARNs (PikdanchGeggcl@dR)l ul e

et 20% de ces ARNSs sont des ARNm tres stafi@shvarova and De Leon 1980; Brower et

al. 1981; De Leon et al. 1983; Piko and Clegg 1982 YY S @dz | dz OK I LJA G NB w
transcriptionnellement quiescent en fin de croissanoe.fait la stabilité du transcriptomet

des protéines maternellesontnécessairsalaY 4 dzNJ G A2y RS f Q20208 (S S
LINBEO20S RS fQSYONR2Yy® 5| yilaaii2dairnd A0St tRIFE STQ!
Ydzt GATFFOG2NASEE SO 584 I a8y (tkadsariftionRelladzgt ( NI y ¢
f QAYVGUSNI OGA2y &aSljdsSyaAaASttS | SO RSa LINRBGOSAYS
NotamY Sy Gz f1 LINRGSOGA2Y RS f Q! wbaap R $LI$ O ER SIB1Y
pQ SG RS fI aéyidKsasS RQdzyS dzSdzS LRted! v b f
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3.1Régulationco-transcriptionnellel e | a st abilit® de

3.1.1 La coiffe

L acquisitiond 6 u n e coi ffe e s dranscriptionnel®régalé@ ipa nee co
phosphorylation du CTD de RPRCho et al. 1997)qui nécessite trois activités enzymatiques
séquentielles : une triphosphatase, gonanylyltransferase et une méthyltransférase sur le
carbone en position NRamanathan, Robb, and Chan 2016)L 6 aj out du gr ouper
guanosine (7mG) joue un r!'le dans toutes | es
maturationEdery and Sonenberg 1985; Konarska, Padgett,and Sharp 1984 e x por t nuc
(Hamm and Mattaj 1990)e contrble de Iatabilité par protection contre les exonucléass
la traduction(Furuichi, LaFiandra, and Shatkin 1977; Muthukrishnan et al. 1975)

3.12 La queue poly(A)

En fin de synth se de | 68ARNM, l a pol ym®r
m®cani s me ° deux ®tapes. La premi re est | €
reconnaissance pardemplexeCPSF Cleavage and Polyadenylation Specificity Fayue la
séquence de polyadénylation (PABolyAdenylation SileAAUAAA ou AUUAAA (Clerici
et al. 2018; Hamilton, Sun, and Tong 20%8uée dans I8 6 UT R d e . L& dedxiRriNem
étape est le recrutement de la polymérase de pol\®A3 B Boly(A) PolymeraseU aussi
nomméePAPOLA). La | ongueur de |l a queue poly(A) con
Notamment, la queue poly(A) confere, comme la coiffe, une protection contre les exonucléases,
et contrdleson export nucléaire et la stabilisation lors de la traducfpmur revugPassmore
and Coller 2021) La longueur de la queue poly(A) est comprise généralement entre 30 a 100
nucl ®oti des bien quobel | @ Qhang « a. 2014 Subtelnyetdlr e 2 5
2014)

3.1.3 Poly(A) Binding Proteins (PABPS)

Les PABR représentent la classe majeurepdatéines régulatrices de la stabilité de la
gueue poly(A)CingPABPmajoritairessont retrouvéeshez lesrertébrésPABPC1,PABPC3,
iPABP, PABRC5, PABPNY, (pour revue(Mangus, Evans, and Jacobson 2008)xquelles

s djoutent deux PABP supplémentairegnrichies dans les ovocytes embryons précoces
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PABPCLL (ePAB) ePABPN1L (GuzelogluKayisli et al. 2008; Mangus et al. 2003; Seli et al.

2005)dontleurs fonctionseront décritea la fin du chapitre.

Les protéines PABP les plus communes sorRABPC1 (Poly(A)Binding Protein
Cytoplasmic 1et la PABPNI1(Poly(A)-Binding ProteinNuclearl). La PABPC1 et PABPN1
peuvent interagir directement avec la queue pdly(da PABPN1 est majoritairement
nucléaire, favorise la polyadénylation par interaction avec la (R&Rwvitz et al. 2003; Kihn
etal.2009d s |l a synth se dedbhdsasRNm eatesatiopl de
son export nucléairHuang et al. 2023; Jenal et al. 2012; Kwiatek et al. 2028PABPC1
est majoritaire dans | e cytoplasme et favori
Il 6ARNmMm en faisant | e | i ellP4E etieib4Ginkesla coifleettlae ur s ¢
gueue poly(A)XKahvejian et al. 2005; Pestova et al. 2001; Sonenberg and Hinnebusch 2009)
La PABPC1 nécessite un minimum de 11 A pour interfigeo et al. 1999)nais couvre
physiquement 27 adénosin@aer and Kornberg 1983; Smith et al. 199% fait dans une
gueue poly(A) de 250A on y retrouvera 9 PABBans certains contextels, PABPCL1 et la
PABPN1peuvent se trouver dans le cytoplasme et dans le re®yaui est suggéré comme
nécessaira leur échange sur la queue poly(Afonina, Stauber, and Pavlakis 1998; Calado
and CarmeFonseca 2000; Hosoda, Lejeune, and Maquat 2006; Lemay et al. 2010; Woods et
al. 2002) Cependant, es m®c ani smes de pmow Baprgtectiodeelal 6 une
gueue poly(Ane sont pasaractériségNicholsonShaw et al. 2022)

3.2 Stabilisation a long termest traductibilité d e | 6 ARNmM d
| ovocyte

Le raccourcissement de la queue poly(A) est synonyme de dégradation imminente
excepté dans certains contextes. En effet, dans une cellule somatique, un queue poly(A) trés
courte (<20 nucl ®otides) m ne ° | a d@mwradat.i
gueue poly(A) courte (~40A) est stockgure 33) (LorenzaOrts and Pauli 2024Pendant
| 6ovogen se, | 6acqui sition de traductibilite
le mécanisme de réadénylation cytoplasmique, initialement découvert chez le Xénope et qui
repose en grande partie sur un code combinatoire compf®eernt dans | e 30UTR
En particulier, | 6i nteraction de prot®i nes r
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PUMILIO, DAZL et AUBP contrélentlsst abi | it ® et | a d®gradati or
(ChristouKent et al. 2020)

A ARNm somatiques B ARNmM maternels
A . TRADUCTION A TRADUCTION
- LONGUE - LONGUE |
|
|
|
|
—— |
< |
> |- courre | COURTE
a ' i S
|
| \
|/ A
| ’}
. TRES TRES I\ }
COURTE = COURTE : A y
| Facteurs de stabllisation
| -
. &répression ———-—
DECAPPING ET DEGRADATION STOCKAGE
Figure33: Comparaison de la régulation de la stabitité | 6 ARN messag

somati que e t(LockmeGsts dndRawi 8094 t e

3.2.1 Modification de la longueur de la poly(A) et impact sur la stabilité de
| 6 ARNM

3.21.1 Rallongement de la queue poly(A), export nucléaire et dégradation

Dans les cellules eucaryoteg, | st abi I it ® de | 6ARNmM est con
de la longueur de la queue poly(@Meola et al. 2016; Passmore and Coller 2021)D6une par
dans | e noyau | 6hyperad®nyl ation (> 250 nucl
complexede contrdle qualité€AXT (Poly(A) tail eXosomeTargeting connexionqui par ses
sousunités ZFC3H1 MTR4 (aussi nommée MTREXMtr4 Exosome RNA Helicasest
PABPN1 connectent | 6exosome et s dMeolaetal.x r i b«
2016) Durant | a mitose, | 6hyperad®nyl ation peLl
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PABPN1 qui permet en retour de stabiliser le transcript@oedon et al. 2024).a PABPN1
contr®l e | 0acKeiwiziet a® 2003etelmp "B AR | 6 e xdpboARNsn u c |
messagers non matures par rétention du dernier i(faratek et al. 2023)Le blocage de

| 6exportm nmuec | ' ®alia ed®gradati on do(Brésdba etplol y adH¢d
2015)Ai nsi | a PABPN1l est un acteur pivot de | a

est associée a la polyadénylation parlaPARsat abi | i sat i dARNemt ~ | 6exp

3.21.2 Raccourcissement de la queue poly(@@stabilisation et dégradation

En miroir, le raccourcissement de la queue poly@jssi associé au controle de la
stabilité, a lieu en deux étapes succesqifiggre 34). Le complexe PAN2/PAN3 raccourta
queue poly(A) | us(gourérévue(Wahle anduAinkled @a13) Hués de
complexe CCRNOT réduit la longueurde queue poly(A a quelgues nucléotides (<20A)
(Bartlam and Yamamoto 2010; Yamashita et al. 20@®) raccourcissement extréme induit
| 6i mpossibilit® des PABPCs de prot®ger | 6ARN
sur | e USTtanskdtégdRegion de | 6 ARNM.

5’ 33
W%

1) DEADENYLATION

—
& 2) DEADENYLATION

3 DpECAPPING

H H
-5/ ““—--__.:_3— AR
mRNA

4)  DEGRADATION

Figure 34: La d®ad®nyl ation est | 6 ®1
| 6 ARNMmM
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LSM1 & LSM7 forme un complexe a8seusri t ®s en f figurenddb)qui 6 an n e ¢
est associ ® -~ |l a d®stabilisation cytopl asmi
decapingDCP 1 A/ DCP2, ¢échafaplageD®Unet dd 6 e x oBouveret®a s e
et al. 2000; C. Te Chang et al. 2014; Ingelfinger et al. 20@23omplexe DCP1A/DCP2 induit
la perte de lxoiffec e qui donne acc s 7 | 6exonucl ®ase
d®gr ade | 6 AR{Hmand jacobson 2028)v u e

RECRUTEMENT DESTABILISATION

Figure35: Le complexe LSM reconnait la queue poly(A) raccourcie et entraine la perte de |

par lerecrutement daomplexe de décapping
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3.21.3 Le complexe CCRNOTet adressage ~ d®gradation de |

Chez lefucaryotes, CCRNIOT(Carbon Catabolite RépressiofiNégative On TAFA
les) Said €S O2YLX SES YI 2Sdz2NJ RS 02y iNbxtS RS f QF
gueue poly(A) des transcrits. Chez les métazoaires, -GIOHdst composé d® sous unités
(CNOT1, CNOT2, CNOT3OT4,CNOT@6L, CNOT7/8, CNOT9, CNOT10 et CNOT11).
[ QAYVUSNI OGA2y yod&iln WLIGS Ol 2 (dstretpNat al. RRE; N @t S S
al. 2009; Mauxion, Préve, and Séraphin 20X3NOT1 est la plus grande sausté du
O2YLX SEST adzNJ fI1jdzSt S asosuis tant asBuftiralesi 2 dzii S a
j dzQSy 1 & YiiguieB6) (Gfyai et al. 2014)

Sous-unités
déadénylase

‘CNOT11

Figure36: Le complexe CCRAOT et ses sous unités enzymatis
(Shirai et al. 2014

[ QF OGABAGS Syl & TCRNDTesrz8sseRtidteriedt vardéeSar 8 sous
unités qui sont 2 a 2 mutuellement exclusivdss sousunités CNOT6/6L (orthologues de
CCRA4) de la famille EEP (exonucléase/ endonucléase/ phosphatase) et CNOT7/8 (orthologues
de CAF1) de la famille DEDBsgGIuAspAsp (Lau et al. 2009)Lorsq@2 daganscrit est
inefficacement traduit, ces sous unitdéacilitent le raccourcissementle la queue poly(A)
entrainantladéstabilisatiorR S f QCNOBIYest une plateforme qui intégre les signaux des

LINPGSAYSa RS tAFAaz2zYy t fQ!wb OS ljdzA LISNX S
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transcrits ciblés. En effet, le complexe CORne contient pas de domaine de liaison directe

L £Qlwb Si ySOSaaiaidsS RSa LINBells il aDBBTR I LIG I G 1
(Hosoda et al. 2011; Ogami et al. 20@@)lors des protéines AUBRUrich Binding Proteins

(pour revue (Doidge et al. 2012) GW182 fait partie du complexe RISC qui permet la
RSIFRSyetldAz2y RQ! wba JappeinePRGANSHEEGD)IANOtEr,Sa Y A w
chez la sourisla fonction desnicroRNA dansel contrble de la stabilité du transcriptome

YI GSNY St présente@a et alll 2810; Suh et al. 2016) QI dzG NBE LI NIz €S 7
(Cytoplasmic Polyadenylation Element Bingliagt stabilisépar les protéines de la famille
Tob/BTQui interagissenavec la PABPCL1 et permettent le recrutement de4aX0&Tce qui

a pour conséquence de déstabiliser les ARNs cififémakoshi et al. 2007)De facon
remarquable, CNOT7/8 interagissent avec la queue poly(A) sans PABP alors que CNOT6/6L

sont recrutés via la PABP qui est ensuite déplacée pour dégradatien al. 2018)

Il est intéressant de noter que chez la souldasdéplétion deCNOT7¢et de GGNBP2
(GametoGenetiN Binding Protein, 2)n partenaire protéique de CNOT{Mauxion et al.
2023) et CPEBnenent a la stérilité(Ma, Fukuda, and Schultz 2015; Nakamura et al. 2004;
Ogawa et al. 2004; Racki and Richter 2006)

3.2.2 CPEB: traduire ou pas traduirg

La famille de protéines CPEB compte quatre membres (CPEB1, CPEB2, CPEB3 et
/t9.n0d /t9. m O2yGASYyld RSdzE Y2(GAT& RS f Al A&Z
Zinc (Hake, Mendez, and Richter 1998)i, ensemble, permettent son interaction avec la
aSljdzSy 0SS 02y aSy adzam(DurapArdué et dl. 80226dzNIat @ !1Q@2 O& (1 S 3
séquence positionnéeR I ya f RS o @!QdkswvbnY«Elément de polyadénylation
cytoplasmique» nommé CPEC{toplasmic Polyadénylation Elemequi joue un réle tant

dans larépression que danke contréle dela traductibilit¢tR S Q! vabéyulatidhddla
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longueur dela queue poly(AYHake et al.,, 1998)Des variants de séquence existent,
notamment le «ariant G» (UUUUWGBU) qui est uniqguement ciblé par CPEB@DuranrArqué

etal. 2022)De plusR dzNJ y i f I Y I { dzRPES pedtyhtef@dh alec@s@diiesi S >

de la famille Pumilio, avec la PARRolyA RiboNuclease la poly(A) polymérase
cytoplasmique GLRchez le Xénopé t ! t b OK S{Jiand et al. 2@t Avéc elFAE

(4EBP1 chez la sour{§ansova etal. 2017)® 5 QI dzG N’ LJ NIz €S &adl G dzi
/t9. RSGSNNYAYS S Y2YSyid 2G fQ!wbY aSN} GNI
Aurora A, CDK1 (composant du MPF) et MABI&ngini et al. 2021, 2024; Kunitomi et al.

2024) La phosphorylation de CPEB |éwaléadénylatiorde la PARN sur la queue poly(A),

recrute CPSEet la PARur le PAS et permet la réadénylation cytoplasmique puis la traduction
(figure370 ® / S YSOFyAayYS Said RQAYLEZNIFYOS YI 2Sdz2NB
O2RIYyG LRdzNJ £ /,/[Lb9 .wmX 9alLu S ah{ of Qd
régulent la reprise de latraductich i € I LINR INB A aA 2y KRBarkoffetaldzNI G A 2
2000; Gebauer and Richter 1997; Takeietal. 2021] QAYy 2SO0 A2y O G2 LJX | & YA
pour lacycline BXetarde la polyadénylation cytoplasmique et la transition de GVBD vers la

métaphase I(Li, Meyer, and Donoghue 1995; Tay, Hodgman, and Richter.2000)
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ARNM dormant

Ribosome @
CPEE1
4E-BP ?/ - \\
. o A
AUG--._.—-"'C;‘ I
% \

ARNmM traductible Aurora A

Ribosome

Figure37:R®gul ati on de | a dCPEBadapiéecddyY. Haag et abh 20R3IN

PARN: Poly(A) RibonucleasePAS: PolyAdenylation SiteCPE: Cytoplasmic Polyadenylatir
Element PAP:Poly(A) Polymerase

3.2.3 Code combinatoir®AS et CPEIépendant

Chez le Xénope, des analyses computationnelles ont permis de déterminer un code
combinatoire entre répression et traduction par CRB8&lloc, Piqué, and Méndez 2008; Piqué
et al. 2008) La répression par CPEB nécessite au moins deux CPEs et la séparation optimale

entre les deux CPE est de 12 nucléotifBxdloc et al. 2008; Piqué et al. 200Bh revanche, la
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LI2f &l RSyeftladAz2y Oei2LX I aYAdsosorigé paf l@dréSeinde 1 G A 2
Rud seul CPE é4 distance avec le PABtimale est de 25 nucléotideBelloc et al. 2008;
Piquéetal.2008) / SLISYRI yixX OS O2RS O2YoAyl (@weMNB yQS
etal. 2011 / KST {1 az2dz2NAaz f QI Odshig@oriséiharia prBséned I { N.
Rd&Y moins un CPE adjacent (<35 nucléotides) & un PAS et le nombre et la position des CPEs
LI NJ NJF LILIZ NI | dz t ! { LINE E A ¥dioh ouFradictibilitdDaNah b NI £ QS
2019)

5Ql dziNBa FIl OGSdzNE | dziNBa 1jdzS /t 92sod2YYS
impliqués dans le contréle de la stabilité & long terme et de la traduction rédgRI® ! wb a
ALISOATAIdzZSE RdzNI yad tF YFddz2NX A2y RS fQ2@20¢810

3.2.4 PUMILIO et traductibilité

DeuxparaloguesPumilio existent Pumlet Pum2 PUM1 et PUM2 interagissent sur
f Q! wbY LI NJ @BnddBIndirg) EldnentWGUAAAULuUong and Conti 2019Jout
comme CPEB1, la famille PUM est impliquée dans la régulation de la poly adénylation
OedG2LIX FaYAldzS SG tQFOGAGIGAZ2Y RS {fAdki(akl RdzOG A
et al. 2016) Chez la souris, PUM1 facilitel G0N} yaAdA2y RS fQ2@20e0S
diploténe pendant la période¥ dzi £ S Si& I RSLI & hAdenyiutoRS t ! a
significative du nombre de folliculggsimordiaux alors que la déplétion de PUM2 n'a aucun
effet sur la reproduction des femelléMak et al. 2016)5 dzNJ y i f F Y I G dzo G A2y
- SY2L)Ss t!an O22LIBNB I @3SO 5! %[ L}RdzNJ f | NB3IdA
B1 (Ota, Kotani, and Yamashita 20Et)la dissociation de PUMILIO de DAZL et de la ePAB
(embryonic Poly(ABinding Protei dz t ! . t / m[ 0 Sy 3ISYyRNB QI Ol A DI
LIF NJ £/ t SRINGE/SpyPadnbnatihaf and Richter 2006k blocage de PUM1 et
tlan YSYyS t QI OO0St SNIGPERt laR&uctidi Rrécedk @eN& f | A
CYCLINE EOta et al. 2011)Le contr6le médié par les protéines PUM dans la répression et
activation de la polyadénylatiom été aussi montréhez le poisson zeb(pour revue(Kotani,

Maehata, and Takei 201)7)

106



3.25 DAZL et traductibilité

DAZL reconnait les séquences ARNm riches en U nommé motiDBEEB(nding
Element UUGGUUB | %[ O2y iNARo0dzS t t QF OGAGIGAZY RS €I
cellules germinale¢Collier et al. 2005)DAZL peut étre activateur en synergie avec CPEB
(Martins et al. 20162 dz NBLINBa aSdzNJ RS fF  GNF RdzOU(¥ehy R dzNJ
et al. 2020) Chez la souris, la délétion des séquences codantes pour DAZL engendre la stérilité
des femelles et des méles par une absence de production de cellules gernfitizdegu et al.
1997) DAZLest exprimé dés le stade ovogonie et sempression se poursuit durant la
YFEGddz2NF GA2y RS tQ2020&8iS> |dz a1 RS RSdzE OSft t d:
f QSELINB & &4(Rah ¢t alR2008A V[dzS RS LI SiA2y RS 51 % RIEya -
blocage de la traduction de composants essentiels a la formation du fuseau méiotique et a la
RS3INI RI (A 2 yCheR 6t alf 2D11)CheX le Xénope, XDAZL interagit avec la PABP
(Collieretal. 20053 G f QA Y KA 0 A (Xd&kesulelenidedNdigf&uts tleSnigratton des
PGCs dont leur population est séverement voire completement déplétée dans les tétards
(Houstonand King2000) / S& R2yy SSa adzZa3asNByd 1ljdzS 5! %[ S
de traduction lors de la spécification de la lignée germifaieuston and King 2000¢hez le

poisson zebre, DAZL favorisedadénylation cytoplasmiquéTakeda et al. 2009)

3.2.6 MUSASHI et traductibilité

a! {! {1 LY @Al az2y Y2iATMubsaBindirg Elenbei), eatLIS OA F A
impligué danslaél RSy &t I GA2y Oeid2LX I & YAl dgharesworh&l Ol A DI
al. 2006; Cragle et al. 2019 es mécanismes médiés par MUSARBHIY & f @& @2 O&8 (i S
uniguement commenceé a étre caractérisés chez le Xénope. Notamment, la traductfidosde
et dela cycline B1 sont dépendantes de MUSASHa&rlesworth et al. 2006; Weill et al. 2017)

De maniére élégantgCragle etal. 2018) RSY2y UG NByd jdzS a! {! {I L VY¢S
avec la ePAB ou de la PABPCL1 pour activer la traduction, selon une boucle positive, de son

propre ARNn{Cragle etal. 201® [ QAy 2SOl A 2 yspBurwidomihantm&gafio2 R y
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MUSASHIans les ovocytes immatures cause le blocage de la polyadénylation cytoplasmique

et de la progression méiotigugharlesworth et al. 2006)

3.3 Dela stabilité du transcriptome maternel a sa dégradation

33.1YBX2: de |l a stabilit® ° | 6i nstabilitda

YBX2 (aussi nommée MSY2) est une protéine, de la fanfilbe,Yion spécifiquede
fAFLAA2Y t fQ!wbY |ljdzA 22dzS dzy NbxfS REya 1+ 1
traduction du transcriptome matern€Gu et al. 1998)Chez le Xénope, FRo®0k 2 (FRGY?2)

Sald AYLIX ALdzS RlIya €tQSYLIIjdzShGFr3sS Oedz2L)X FaYAljd

dans des structures de type RMNuaclédProtéines (RNPs)YBouvet and Wolffe 1994;

Matsumoto et al. 2003; Tafuri and Wolffe 1993; Yu, Hecht, and Schultz®2003) y & f Q2 @2 C
-1 Sad ftF LINRGSAYS RS ftAlA&az2y t (YWQMeshh €I LI

and Schultz 2001Chez la souri§, I R S LIWBX#nan2a/la ské@ité(Medvedev, Pan, and

Schultz 2011; Yang et al. 200YBX2 est associée avec le cytosquelgfie et al. 2017¢t est

SELINAYSS Rdz2NI yi fI ONRA&&lyOS Sié t1  YI GdzNT G A

deux cellulegYu et al. 2001)La croissance des ovocytes déplétés pour ¥BX2tardée dés

la premiére vague de folliculogenésela cohésion du follicule est perdMedvedev et al.

2011) et les ovocytes sont plus petit¥u et al. 2004) / S& RSTFl dzia &aQl 002Y

RAYAYdziAzy O2yaAiRSNI of $MedvBdevetal. Jodzt Wo@txali2B04R Q! wb

C2yOlGAz2yySttSYSyiz OK ST £l a2dz2NRh az R dzNJ
phosphorylation par lakinase CDKIRQ, . - H  YI NJjdzS fF GNFXyaaAdaz
transcriptome maternel vers la remobilisation masdv@ ! wb & $peuNdddugfich et la
régulation contréléede leur dégradationpar vagues Ces caractéristiques fonctionnelles
définissent la transition maternelle zygotique (MZTMaternakto-Zygotic Transition
(Medvedev et al. 2008)| est intéressant de noter que paotéine YBX2est stable2 dza |j dzQ | dz
stade 2 cellules chez la soupsis son expression est abolersquela vague majeuralu

redémarrage de la transcripticalieu(Yu et al. 2001)pour revue(Schulz and Harrison 20).9)
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3.3.2 Régulateurs de ldégradatiordu transcriptome maternel

A

Commeabordé auchapitre & f Q2 @208 (S Sad GNIyaONRLIIAZ2Y
RS al ONRAaA&lIYyOSed /SGGS OFNFXYOGSNRAaAGAIDzZS O2vy a3
RSLISYR SYUGASNBYSYyld RS& LINRPGSAYSa RS2t LINBaS
stabilité et latraductibilité du transcriptome maternekn effet, la MZT est un relais entre le
O2y(iNb fS Rdz RS@OSt2LIJISYSY(d LI N fSa LINPRdzZAGA R
O2y iNdtS LI N f QSELINRKRSchHuk and HarriSan 208 %ef Sxpéridnaed 2 (A |j ¢
pionnieres,chez le Xénope qui & particularité de présenter untaille ovocytaire élevée
avaient mis en évidencene dégradation progressigar vaguesies ARNs materne(®iko
and Clegg 1982)De fait, duirant la MZTchez toutes les especes étudidestranscriptome
maternel est dégradé progressivemeyar vagues maigs modalités de dégradatiadifferent
(Bai et al. 2019)Notamment, letiming n'est pas le méme puisque chez les espéeces a
développement rapide (poisson zebre et xénope) le transcriptome maternel contribue aux
premiers clivage§ G | dz RS @St 2 LILIS MdBsyfjile chieSla SoiSIy dédiddatigh
RS&a !'wba YIGiSNySta Sad RS2t o0ASy SyidlyYSS RdzN
SG RIya fQSYoNHigwe3®S RSdzE OStt dz Sa

@ 0 @O0 O =

ARNm maternels
Xenopus @ MM @& (g D =
laevis Ve QNI /=
ARNm de I'embryon
® = 7= 7N\ =
o ) (& &)
musculus -~ \— >/ oz
ARNm de |'embryon|
Oh 2.5h 4h 12h 24h 48h

Figure 38: La transition MaternellZygotique implique la dégradation progressive
transcriptome maternel par vagy8soboda, Fulka, and Malik 2017)
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[ Qdzy S RS& OF N OG0 SNXR &l Al dzS &@st idaeitainsi ARNm Y I { c
sont dégradéd f 2 NB ) dzS R QI dzi N’ & & 2(yoir redué (Taddod and S& 2 d
Lipshitz 2009)) Cela apermis la mise en évidence que la dégradation du transcriptome
maternel a lieu de maniére graduelle et sélectidefocaliserai ma rédaction pour des soucis
RS Of INIS | @SSO Y2y LINRP2SG RS (KsaSzI adzNJ fSa

chez la souris.

/| KST 1 &a2dz2NARas LISYRIEyd €1 YFGdz2NF GA2Yy RS
polyadénylésont dégradégMa et al. 2015; Paynton, Rempel, and Bachvarova 1€88)a
fécondationseulement30% sont présentBachvarova et al. 1983plusieurs mécanismes de
dégradation contrélés ont été mis en évidence et font appel a des sous unités du controle de
la stabilité des transcrits comme CNOT6L, BTG4, ZFR38OT7/§ BTG4 TUT, DISL3L
EXOSC10, YTHDPFABPNIPABPC1IDCP1A/2 et ZAR.

3.3.2.1CNOT6L et ZFP3612

[ Qdzy S RS& &a2dza dzyA i SANOT,SENOE6Y, ésh pxgebngde RS
LINBFSNEBYUASEtt SYSyd RIEya fSa 2@g20e8d4dSa 0O2YLI N
Cnot6t- sont viables et ne présentent pae défaut de formation defollicules primordiaux
(Sha et al. 2018En revanche, la mutation engendre un blocage de la progression méiotique
lorsdef I NBIF OGAQlF GA2Yy (NI R(@Edakeha? 0¥85 Q1 8andkakstwb & R 2
un ARN dormant quést remobiliséS G (G N} RdzA G RdzNI y i f(Ma etval. G dzNJ { ;
2015) Dans les ovocysamutants Cnobl, les analyses subcellulaires démontrent la formation
de fuseaux méiotiques multiples et incomplets résultant au blocage méiot{§ha et al.
2018) Les approches transcriptomiquesmparativesavec le WINS @8t Sy i f QAYy STT
dégradationsélectivedes ARNs maternels &g le stade GV et M[ISha et al. 2018De plus,
le processus de raccourcissement des queues poly(Ayalescrits maternels est compromis
(Sha et al. 2018)En particulier, les ARNs codant pour des facteurs de la machinerie de
0N RdzOG A2y az2yid aidroAftArasasz OS ljdzhi Sy3aSyRNEB
dégradés(Sha et al. 2018DdzNJ y i € I Y I { dzZNENOTRegt rerGéd dialsz g2 08 (
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LINE 0§ SA Y S R SZircRinger Brétein 3kike 2(ZFP36LYux ARNS riches en ARRE,

AUrich Elementce qui engendre leur dégradation rapidBall et al. 2014)Lesfemelles

déplétées pouZFP362RI ya f Q2 @2 Oe tlISdza@tyaOaalSs NBas b #.Q RO dzf |
2014)car ks niveaux élevéde cAMPdans les mutants empéchent la progression méiotique

(Ball et al. 2014)5 Q| dzii NB lidnJlavedi IE codrole de la stabilité du transcriptome
maternel, un réle de ZFP3&_ pour la dynamique de chromatinet la mise en place de la
répression de la transcriptioR | y & f Q2 @ 2a@& $uggéné [Diinididst al. 2018)
MécanistiquementZFP36L2ible, pourdégradation par CCRMOT Jes ARNs codant podes
RSYSUKef | & BK4eRHBKB R GIRdFAS Sy NBG2dzNJ SYyaISyRNB f Q
ROQKAAG2Y S S St enlidhmel? & Bpre€sbrydé & transcriptiBumdie

et al. 2018)

3.3.22CNOT7/8 etBTG4

BTG4 fait partie de la famille BTK&Bconnues pour recrutele complexe CCRYOT
GAL QA Y (ISPMABRI(pdusrgvue\WEh&l€d 2010)) BTG4eut aussitre récruté via
la ePAB et la PABRL(Liu et al. 2016; Zhao et 2020)[ I RSLJX SGA2y RS I St !
en croissance résulte au blocage développemental des embryons au stade deux cellules qui
LINBaSyaSyid dzy RSTlLdzi RS RSANIRIFIGAZ2Y RQ! wbY |
de reprise de la transcriptiofzhao et al. 2020En paralléle,d déplétion de BTG4 cause la
dissociation de CNOT7 des ARNm cibles et est associée avec la §dmditg et al. 2020)
[ Q! wBbgva QF OOdzydzt S RI ya f(Kneeged Zhd6DGFanSafeprfaNd laa & y O
YSA24SsE fQFOGAQGIGA2Y RS I @2ASetdany PABY 3SYy RN
(PAPOLAuI en retour permetla réadénylation cytoplasmiquele Btg4 et sa traduction
(figure 39) (Jiang et al. 2021; Yu et al. 201B)p effet,BtgdSa G dzy ! wb R2 NX | y
YIFGdz2NF G§A2y RS f{ Qmodcdtdnidstecte 2wmid méndeYirypdu de protéine
CNOT®dansle GV(Ma etal. 2015)Danst S O2y G SEGS RS Y, BUGHNEnie\ 2y RS
les sous unités enzymatiques CNOT7 ou CNOTS8 ce qui conduit a la dégradation considérable
des ARNmaternels(Yu et al. 2016)La déplétion de BTGE CNOTH 8§y S t f QAYKAOA
NI} OO02 dzNDOA&aaSYSyid RS 1jdzSdzSa LRfeo! v RdzaNI yia f
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développement embryonnaire au stade 2 cellu(ess et al. 2016; Ma et al. 2015; Yu et al.
2016)

CDK1/CYB

—_—

ARNm p-ERK1/2

ARNm

o6 0@

Figure 39: Contrble de la readénylation cytoplasmique et de la dégradation s¢
d0OARNs maternel s par (Jiadgeta. 20213t i on de

33.23TUTt QS E 28l2PABPN1

[ S& GNI yaTsSNe &SamilleRUIdAedniRal YWiRklin Transferasg sont
impliquées danda dégradation du transiptome (Lim et al. 2014)Notamment, les ARNs
NI OO02dzNDOA A& Sy 1jdzSdzS LRt e@o! 0 0f Hypés padTOT4%e G A RS2
¢! ¢T1 FdzAaA y2YYSSa %%/ / 1/ mwm yibn éstuhel nague NS & LIS O
RSAINI RFGAZ2Y A Y YUnyeBaf 0034, R& ali20B)ywWb $FFSG > f QI 22 dzi
dzy'S 1jdzSdzS LRt eo! v O02dz2NLS FlF@2NRAS f QF RNBaal 3
Sy 0o0Q RS& &a2dza dzyAdSa SyilevylidaljdzSa SE2ydzOf Sl
(figure 40).
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Ribosome
PABP
- LT -
Deadenylation -
l
m'G -
vAAAA (0 < ~25) -
@ Uridylation 5
0‘ °

TUT4

': m76v4MAUUU or TUT7

Dégradation dépendante de I'urydylation

S

&ov="

DCP1/2 DIS3L3
EXOSC10

Figure4d0: Voies de d®gradation de | 0ARMN
al. 2014)

5dzNF yG £ ONER A b ddgrddatidn de 300 ARNEnG@r&S ylidisn de
gueues poly(A) tres courtes (<20 nucléotides} été identifiés(Morgan et al. 2017)Ces
résultatsmontrent une premiérel OG0 A GAGS RS RSIANIRFGAZ2Y | @y
chez la souriDQ | dzii NEBXOSET1@dhécessairerés tot durant la folliculogenése puisque
sa délétion précoce au stade follicule primordial cause dégénérescence ovarienne
progressive chefa souris(Demini et al. 2023) A 3 semaines, |  F¥2f f A OdzZ 23Sy §a

altérée. Cependantdurant la période de reproduction (6 semaines), les mutaors
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significativement moins de follicules primordiaurais en revancheplus de follicules
secondairesque le WT A 8 semaines, la réserve de follicules primordiaux est
considérablement déplétéet plus aucun folliculsecondairey QS & i NB (G NB dz@S R y:
(Demini et al. 2023Ces données montrent une altérationsleagues dé folliculogeneset

RS f I ONERA A A& | LgsgulquBssvocktes aniatan ovulBsbsont dégénérdses

données de protéomique indiquerna déplétion considérable des régulateurs de la méiose

comme CDK1 maisauss), . - H S RS &attiCe? (omiaePADIGEET LR SN

et al. 2023)5 QI dzii NiBe étultleNliis récente montre gEXOSC1€st responsable de la
dégradationR Q! wb Y IR crisbayicé dé Q2 @ AMDd&tidDean 2020 .a déplétion

RQ9 - h{/ mn RdzNIRSG f Q2 J@ KBk Sackiyabsds tny1So 2 y Ry OS  F
transcrits(Wu and Dean 2020Enparticulier, lestranscritsrégulés a la hausseodent pour

des protéines impliquéedans lesysteme endomembranairgysosomes et Golgig transport

de protéineset larégulation de laranscription Le phénotype se caractérise parnatard de

fI RA&G&A20ALFGA2Y RSZAT GDSES I AUPLAES YL dzOND SryA NBS F I dz
ce qui rend les femelles subfertil@d/u and Dean 20205 Q | dz{i N&deuxiniéBous unité

OF 41 t & Al dzDISBLYoud a0sSi Hreréleirard la croissance, puisque sa déplétion

résulte enf QI O OdzY dzt laiguegeypolyRfdowrte ét untés ce qui entraind Q | déNX

f Q2 @aul@de &Ves femelles sont complétement stéri)gdVu et al. 2023)De maniére
surprenanteDIS3L2 ne dégrade pas seulement les AR&ssagers raccourcis en poly(A) et

ciblés par les TUTsligoU) maisest responsable de la dégradatiéhQ | digpésR & ! b &

sont édités difféeremmentS y  (amdition de G ou de Cyesderniersda QI OOdzY dzt Sy & OF
mutant (Wu et al. 2023)DISL3L2st recrutée par la PABPIS0Ir les ARNs untes durant la

MZT et contrble leur dégradatiofzhao et al. 2022)Cependantf S NB ONXzi SYSy i RQ
LIF NJ £t ! . tddmentrée@oBrde$ ARNEB @ndés durant la croissanceDurant la
ONRBA&Al yOS &RBABANQ2WMQiguésdlzy at I adlr oAt Aal GA2Y
assemblage nucléaire de domaines poly(A) sans membrai®ADs Nuclear Poly(A)

Domaing (Dai et al. 2022Notamment,R I y & { Ow@igsanedi SA WKAO0AGA2Y RS
de transcriptionréduit le nombre de NPAEQjui semblent fusionner dans une structure plus

ample et non caractérisée (Dai et 2D22) De plusja formation et le maintien deBIPADs

ySOSaaAidsS tQAYGSNIOGAZ2y RS fF t!.tbm I @SO ¢



ROAYGSNI OlA2y t Q! wbY RS (Daietall 2022bumcorméd Sy R NE
fI RSLIX SGA2Yy RS f Q! wb Gefehdatdla @rfstiomexacte de@wésfaci S i |

nucléaires ne sont pas caractérises.

Ensemble ces donnéssggérenunN: £ S LINRA y OA LI feconBolefddS E2 42 Y

stabilité des transcritors de la croissance ovocytaire.

3.3.2.4YTHDF2

YTHDF2 eslzy S LINRP GSAYS RS f A Aanfoyification m&etwb  NB C
impliquée dande recrutement du complexe CCGROT(Du et al. 2016)YTHDF2 interagit
directementCNOT1¢e quirésulte en la déstabilisatioR S f Q! wb Y LJ NJ NI O0O2 dzNJ
gueue poly(A)XDu et al. 2016)Dans les cellules de mammiferes, la modification m6A est
déposée dans le noyau par le complexe méthyltransférase METTL3/METTL14MWNIT&RI.
2013)et est enlevée par la déméthylase FTO ou ALKBiE®t al. 2011; Zheng et al. 2013)
ONRBA&alyOS RS tQ2020e0S yQSa {lvahdvaktal. DFEOI SS L.
revanche, les embryons, selon un effet maternel, sont anormaux au stade deux cellules
(vanova et al. 201® 5 QF dziNE LI NI X €} RSLIX SGA2y RS a
f QFdzAYSYy il A2y RS&a R2YM$dafSulsd& | &t @NBHA RYE RO20Q
et une ovulation anormale Parmi les nombreux défauts on peut citier blocage de la
formation du fuseau méiotiquet la désorganisation du cytosquelette parQ I O OdzY dzf | (G A 2
f QI -fuluiknk juxtaposée au noya(Mu et al. 2021)Les embryons ne passent pas le stade
2 cellulegMu et al. 2021)En miroir, la déplétion de la déméthylageA (ALKBH5¢Nntraine
la stabilisation de nombreux transcrit&Zheng et al. 2013)Ainsi, la dynamique de
déposition/élimination de m6A, plutdét que la déposition efte€me, semble contrdler la
dégradation du transcriptome maternel. Il est intéressant de noter que, dans les cellules de
mammiféres, les niveaux de déposition paistnscriptionnellede m6A contrélent le temps

de rétention nucléaire des ARNfhang et al. 2024)
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3.3.25Le complexe de decapping DCP1A DCP2

Dcpla et Dcp2 sont décrits comme des ARNs dormarguisque leurs protéines
correspondantesie sont pas détectables dafisQ 2 @2 ORlIGASA Dj+xdzQ St f Sei a2y
aQF OO0dRAMISY{ I Y I ( dzi\aiethaR 2013fAGcunt afdidedh? aadeids
f QSELINBa&A2Y RdzZDCBIUBRY ¢ & 3 HA2paBt&ndpdubraiibuerun role
fonctionneldans la stabilité du transcriptom@ukovic et al. 2024Lependant @A Y KA O A G A 2 Y

t QF O0dzy dDaPiAS 8y S REH  RdzNF yvi £ 1 Y ( diNdaikde y RS
dégradation du transcriptome maternetf I NBLINA &S RS I GNFyaoONRL
deux cellules (Ma et al. 2013)Ces donnéesuggerentt QA YLR2 NI yOS RS I R

transcriptome maternelmédié par le complexe de decapping DCP1A/DCP2 dans la
progression midtique et laNB LINA &S RS fF GNI YAONRLIIAZ2Y RS f ¢

Chez les eucaryote®CP1A est un cofactenécessaire & Q| Odatkl@iduéds DCP2
guipar son interaction induit un changement conformationaetif (She et al. 2008)Chez les
métazoairesf QA Y 0 SNl OGA2y RS 5/ twm! SO 5d@DEafiSde Tl A0
stabiliser le processus de décapp{i@ Te Chang et al. 2014; Charenton et al. 2W&)s les
cellules somatiquedEDCXRN1DCP1ADCP2LSM-7 et LSM14HBont partie des granules
cytoplasmiques sans membrane nommeéekdeies(Bashkirov et al. 1997; Cougot, Babajko,

and Séraphin 2004; Van Dijk et al. 2002; Ingelfinger et al. 2002)

LesP-bodiessont les granules cytoplasmiques le plus comnesrdans les cellules de
mammiferes et impliquées dans la répression de la traduction des ARNm. De fagon bivalente,
lesPbodiesa 2y G A YLX AljdzSa RFya f I RCodgbtetRll 200dRey S f
fait, lesP-bodiesa 2y i RS& OSyGNXa RS GNA RIya f Sal dzS
dégradés via raccourcissement de la queue poly(A). Le contrdle de la traductibilité se fait par
assemblage et dissolution dynamique de la structure qui, lors de sa dissolution, rdéshe
ARNSs messagers dans le cytoplasme préts a étre rallongés en queue poly(A) et traduits, (pour
revue(Parker and Sheth 2007hez la souris, |&sbodiesd 2 Y i LINB a Sy (idansRI ya f
les follicules primordiaurnais disparaissent rapidement au début de la croissdRtamr et

al. 2010) En particulier, la désagrégation progressive dm#ies se fait dans le cytoplasme
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)
P
(s}

et coincide avec la formatiode SCASubCortical AggregaYy$ y LIS NA LIK S NJ
co-localise avec le signal poly(A), la protéine -2@BX CPEB-lemr et al. 2010)

3.3.26 ZAR

[ S& LINPGOSAYySa RS f{ ARrest {22RZARL ef ZARZvéxpfiméesse 3 2
ALISOATAIdzSYSY (G RdzNI yid fI ONBA&aalyoOS Sa& YI GdzN
de la progression méiotiquéRong et al. 2019yarll S S f Qdzy RS& LINBYAS
maternel a étre identifigWu et al. 2003)ZAR1 et ZAR2 sont nécessaires a la maturation
YSA2UAljdzSE £ fF NB3IdzA FGA2Yy Rdz NI ya@RaRgLIG 2 YS
et al. 2019) Leur déplétion mene a des défaule la reprise de lanéiose §égrégation
anormaleRS &4 OKNRBY2a42YSa o0l ySdzL 2O0RAS0OT F @ SNI (A2
b £ QFNNE G Rdz RS@ZSt avuwetsl g Dand lezovadytesRiScrolssame i S
fSa4 LINRPGSAYSa %!'w az2yid Faaz2o0AssSa t .. -w Si
résulte en la déplétion du transcriptome maternelaades niveaux protéiques faibles lors de
la maturation comme la CYCLINE B1 et B(R&#g et al. 2019)De plus, ZAR1 lors de la
YIFEGdzNF A2y RS tQ2¢020e80S Sald ysoOoSaalANB bt F2N
découverte nommeéeMitochondriatAssociated RiboNucleo protein Dom&MARDO). Le
MARDO contient des ARNs dormants qui-lamalisent avec un regroupement de
mitochondries(Cheng et al. 2022).amise en placalu MARDO dépendudpositionnement
des mitochondries, dEARYCheng et al. 2022t LSM14EWan et al. 20233t colocalise avec
YBXZCheng et al. 2022)¢ qui stabilise le transcriptonm(@gure 41).
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> [EYBX2 || =
A \'L, e MARDO
| S ZARI1 —
2 LSM148 | \ S
3 P | e CyclinBi “)) detambion
P Cyclin o melose
= ' N
E | | ijJ\
% . BTG4 — PG4 3
s Stockage : Usage sélectif =
2 d’ARNs dormants : et dégradation
@
(= |
|
Growing oocyte GV Mi Mil
MARDO A\ ARNM Mitochondria

Figure4l: LSM14B promeut | 6assembl age du(LiM
et al. 2014)

l'dz RSodzi RS f I QRARA ét kg nyita@SondReS net@eAs@ig a8 (i S
et un regroupement important de mitochondries sont juxtaposées au hoyau mais sont aussi
retrouvées en minorité dispersées dans le cytoplagi@Geeng et al. 2022)En revanche,
f2NBIljdzS fQ202080S ONRAG Sy Gl A tefcBlacalidatde y O2Y
entre ZAR1 et les mitochondries sous la membrane cytoplasmiquedans les ovocytes
ayant fini leur croissan¢c€AR1 et les mitochondries-tacalisent dans des foci dispéssdans
tout le cytoplasmegCheng et al. 2022PelLJt dza = f 2 NRlj dzS I O2y FA I dzNT
présenteetausst 2 NE |j dzS f Q2 @2 08 (S ¥tZARAAIaSserbsi amas (i 2 OK 2
autour du noyau, puis autour du fuseau méiotig{eheng et al. 2022 e réarrangement de
la distribution du MARDO est impliqué dans le contréle du stockadaret ladégradation du
transcriptome maternelNotamment,le regroupement des mitochondriesctives favorise le

stockage alors que ldégradation de ZAR1 par fgotéasomeentraine la dissolution du

118



INTRODUCTION
CHAPITRE 3: STABILITE ET DEGRADATION DUTRANSCRIPTOME

MARDCOet entrainerait le relachement des ARN messagers dormaassociés a YBX2 et

LSM14RBfigure 42) (Cheng et al. 2022; Wan et al. 2023)

Mil
ZAR1STT

GV
& Dissociation du MARDO
& MATURATION DE L'OVOCYTE
AR1 g 2

Z

S0 > & o
& & YBXZ.

Figure42: La dissolution du MARDO durant |

dormants préts a étre traduits et dégradés apres (iEagech and Wood 2024)

Il est intéressant de noter que LSM148& retrouvé dans degranules cytoplasmiques
de typeP-bodiedors de la formation defollicules primordiaugShan et al. 2023).adéplétion
de LSM14bménea IQ Isencedes granules cytoplasmiqgaea la disparition de la réserve de
follicules primordiauet une diminutionconsidérablede QI 6 2 y R y O Ses Swhcytesw a Y
restants(Shan et al. 2023)

Les principales sousnités du contrble de la stabilité du transcriptome maternel sont listées

tableau 2.

Ensemble, ceslonnées montrent que le controle de laraductibilité et de la
dégradationdu transcriptomematernel est crucial RdzNJ y i € I YI (G dzNF GA 2y
suggerat fortementf iplicationdes différentes sousnités régulatricesors de la croissance
RS { QNgtandreniyYBX2 fait le lien entre MARDO, ISCM@t leslattices(mentionnés

au chapitre 1)
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Tableal2 : Principales sous unités du controle de la stabilité du transcriptome maadapé

de(Y. Jiang et al. 2023)

ARE, AU-rich elementBTG4,BTG anttproliferation factor 4 CCR4 NOT, carbon catabolite
repression 4 (CCR#hegative on TATAess (NOT) deadenylase compl€&PE,cytoplasmic

polyadenylation elemenCPEB1, cytoplasmic polyadenylation element binding protejn 1
DAZL, deleted in azoospermiike; DBE, DAZL biding element elF4E, eukaryotic
translation initiation factor 4E ePAB, embryonic poly(Apinding protein m7G, 7

methylguanosine; MBBEyiusashi binding elemenMSY2, mouse Ybox protein 2 PABPC1,
cytgplasmicPABP 1; PABPN1Lhuclear PABP 1 like protejrPBE, Pumilio protein binding
element; PUM1/2 Pumilio proteinl/2, ZAR1/2, zygote arrest protein 1/ZFP36L2,Zinc

finger protein 3élike 2

Nom Mode de Fonctionassoage Références
recrutement
BTG4 PABPN1L Adaptateur pour| (Doidge et al. 2012; Liu ¢
CCRAOT al. 2016; Pasternak et g
ePAB
2016; Yu et al. 2016; Zhg
et al. 2020; Zheng et a
2020)
CNOT6L ZFP36L2 Dégradation (Sha et al. 2018)
aSt SOUGAD
CPEB1 CPHUUUUAJAJU) | Régulation de Ig (Belloc et al. 2008
polyadénylation | Mendez et al. 2000; Piqu
et al. 2008; Tay an
Richter 2001)
DAZL DBE (UU[G/C]JUU) | Activation de Ila (Chen etal. 2011)
traduction
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DCP1A/DCP2 | Coiffe Déstabilisation d¢ (Ma et al. 2013
t Q! wbyY Mehlmann 2013)
LSM
DIS3L2 Poly(A) courte via I{ Sous unitg¢ (Wu et al. 2023; Zhao €
PABPN1 catalytique de| al. 2022)

f QSE24a2Y

(cytoplasmique)

eiFAE (4EBP) | Coiffe Initiation de la| (Susor et al. 2015)
traduction
EXOSC10 Poly(A) courtevia la| Sous unité (Demini et al. 2023; W
PABPNZT catalytique de| and Dean 2020)
f QSE242Y
(nucléaire)
MUSASHI MBE Activation de Ig (Arumugam, MacNicolsg
traduction et al. 2012; Arumugam
([G/A]U.AGU) _ .
Macnicol, and Macnica
2012; Charlesworth et a
2006; Cragle et al. 201
Sutherland et al. 2015)
PABPC1 Poly(A)>12 Initiation de Ila| (Ozturk, Sozen, and Derm
nucléotides traduction et| 2015; Yi et al. 2018)
stabilité de
f Q! wbY
PABPCLL (ePA Poly(A)>12 Initiation de la| (Ozturk et al. 2015; Oztur
nucléotides traduction et| and Uysal 2017; Seli et ¢
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stabilité de

2005; Uysal and Oztur

f Q! wbY 2019)
PABPN1 Poly(A)>12 Stabilité de| (Bear et al.2003; Huang
nucléotides t Q! wb Y Vy|etal 2023; Kwiatek et a
2023)
Epissage
alternatif/Export
des ARNs
PABPN1L Poly(A) Adaptateur  de| (Liu et al. 2016; Zhao et ¢
BTG4 2020)
PAPOLA (PAR) CPSF Régulation de Ig (Jiang et al. 2021)
polyadénylation
PUM1/PUM2 | PBE (UGUANAUA)| Répression de [{ (Jansova et al. 2018; Ma
traduction et al. 2016; Ota et a
2011; Padmanabhan an
Richter 2006)
TUT4/TUT7 Poly(A) courte Déstabilisation de (Lim et al. 2014)
f Q! wbY
YBX2 (MSY2) | UCCAUCA Stabilisation de (Medvedev et al. 2008
f Q! wbyY 2011; Yang et al. 2005)
ZAR1/ZAR2 ([AJUJUUJA/GJUCU) Stabilisation  de (Charlesworth et al. 2012
f Q! wb YXZ | Rongetal. 2019)

activation de |4
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INTRODUCTION
CHAPITRE 3: STABILITE ET DEGRADATION DUTRANSCRIPTOME

traduction et

stockage

ZFP36L2

ARE(AUUUA)

Adaptateur pour
recrutement de
CCRNOT/ ARNM

riches en AU

Modification de la

chromatine

Répression de |

transcription

(Ball et al. 2014; Dumdi
et al. 2018; Sha et a
2018)
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Objectifs du projet de recl

5Fya fQAYIUNRRdAzOGA2Y S 2QFA LINIS RSa OFN
ONRPA&&LYOS Si RS fQARSY(GAGS 2@2080F ANB S F
RQAYAUALFGA2Y RS € GNIYaONRLIIAZ2Y RRY Y ® [ €50 dF
RS ¢.t[n OKST fI &az2dNhna Said fQ2LIRNIdzyAGS F
GNF YAONRLIIAZ2Y YSRASS LJ NJ € Q! vibdzAtajtdzSL Lf ORRdENEF ORI
divise pastaccumuled&d NI Yy RSa ljdzZr yiAGSa RQ! wba ljdzA &az2yi
structures sans membranke raccourcissemene la queue poly(Ajontrdle lastabilité & long
GSNXYS RS f Q! wbréprésSianatiadiiGionklleStandisigueson rallongement
cytoplasmique est associé avec la traduction acéivaux vagues de dégradati@électives
RdzNJ ya € Y ( dzetHeld&vlgbpeRént einliryppihair® précSo8ependant
fSa YSOFryAaavySa RS YAasS Sy LXIOS Rdz adGd20711+ 3S
YSaal3aSNAE RdzNI yid fI ONRAAA&l Y eSoveeesbp2zane Oe (i S
bloqués en croissandGazdag et al. 200HstOS 1j dzS € QFf NN G RS ONRA&aa&l
de régulation de la stabilité des transcritd 2S5 & Slj dzSy cel 3 SarévéElquedes G 2 4 |
ovocytes en croissance mutants parpl2présententun grand nombre @RNm régulés a la
baisse, mais aussi un nombre équivalent de transqudisont régulés a la hausg¥u et al.
20200 / SGGS 20aSNWIFGA2y Sald Siz2yylyidSs 02YLIS
OGN yAONRLIGAZ2Y LI NI fQlwb t2f LLX Si &deé33asNB
RSAINIRIFGAZ2Y &az2yid | OGATFa ORAENIKRILIZIGIK 8§ @ANR MYy & IGAD |
stabilisation des nombreux ARNs messagd i f I 02y aSljdzSyO0S RQdzy RS
RS RS3INI RI G.ACRtE hyRofhest €5t sauteue p@l vy f €4S Dh RSa !''w
alabaissguiNB @8t S f QSy NA OK A ARibSndctegsé PoR@) YL ét al 200 S 3 2 NA
Mon projet de thése s'inscrit dans la caractérisation du phénofiipel2a differentes
KStftS G orasS £t YASdzE O2YLINBYRNB f QA YL NI
fI adloAfA(lS Rdz NI YyaAaONRLII2YS YIFGSNYySt Rd

L0)]
O
ax
w»

Pl
w

L 903GdzZRS RS f QA YL} A Oldistribetigh desdargabdlés pauljldzSt S G (
croissance ovocytaire
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Il. Analyse temporelle de la folliculogenése et étude du devenir des ovotym®-

LLL® 9@l fdzr iA2y RS f QSELINBaarzy RS az2dza dzy
traductibilité des ARNm

L+xd 90GdzRS RS fF GNIXYAONRLIIAZ2Y VYyIAdalyiSs R

la longueur des queues poly(A)
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Mat ®r i el et M®t hodes

1. Lignées murines

LOéexp®ri mentation ani mal e a ®t ® r ®al i s®
recommandations ®thiques du minist re de | 6
validé par nos tutelles, par les membres du HCERES et est financé par la FRM. Ledifjet a

vali d® par |l e minist re de | 6®ducation et pa
Les lignées murines étudiées sont les suivantes

Thp2™’ (Gazdag et al., 2009)Taf7'o/1x (Gegonne et al 2012) ; TEF¥1°* (Mohan et al,

2003); Zp3-Cre (Lewandoski et al. 1997)Taf2lo¥ox g été nouvellemengénérée2023) par

| 6l nstitut Clinique de | génd¥uavec s lignéZp3Cer oi s en
permet de déléter conditionnellement le gene en question au début et pendant la croissance de

| 6ovocyte et seulement sp®cifiguement dans |

2. Génotypage

La r®cup®ration des premi res phalanges ¢
de réaliser le génotypaged e x t r a ¢ N géaamiquk @A Balisgar lyse desissus une
nuit a 55°C dans une solution contenant 100 pL de buffer de lyse DirectPCR (e&t#102
Viagen) et 2.4 ulProtéinas& (10 mg/mL, P65568LG, SIGMA) par tube. Le lendemain matin,
les échantillons sont bouillis pendant 5 min afin de désactiver la protéinase, puis les tubes sont
centrifugés rapidement. Le mix de PCR est le suiVableau 3 pour 400 tubes, il est ensuite
aliguoté et congelé dans des tubes de 2lmk.lignéesZp3 ont été génotypées par Matthieu
STIERLE.
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MATERIEL ET METHODES

Tableau3 : Mix pour génotypage

10 mM dNTP (04728858001, Roche) 200 pL
10X Red Cresol 1000 pL
10X PCR buffe (11271318001, Roche) 1000 pL
100% DMSO (Culture Cellulaire) 800 pL
Eau pure (MediaPrep, IGBMC) 6800 pL
100 pM primer Fw voiTableaulO 60 pL
100 puM primer Rv voiTableaulO 60 pL

Chaqueréaction PCRontient: 1 yLd 6 ADN g ®,2%puhdegix BCR et 0.2 uL
(04728858001,

deTagq
Tableau 4.

pol ym®r ase

Tableaud : Programme pour PCR génomique

Dénaturation 94°C, 2 min | 1 x
Dénaturation 94°C, 30 sec
Hybridation 62°C, 30 sed 35 cycles
Elongation 72°C, 30 seq
Elongation terminale 72°C, 7min | 1 X
Incubation 12°C b

Roche)
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La révélation se fait sur un gel 1.2% agarose (50004, Lonza) contenant 10 uL de
bromure do6®thidium (10mg/ mL, EUOO0O70, Eur omed
marqueur de taille moléculaire (SM0331, Thermo Scientist) permet de dételatme des

fragments obtenus.

3.Col |l ect e doov o:doyrs® Betlelapres lamaissarecea n ¢
(PN5, PN7, IN14)

Les ovaires sont rapidement disséquésttesde leurs tissus adhérents dans du PBS
1x filtré puis transférés dans un milieu enzymatique (volume final~ 500uL) contenant 430 pL
de PBS 1x filtré, 30 uL d€ollagénas€30 mg/mL, C2674L00MG, SIGMA), 12,5 pL de
Trypsine(1%, 936155G, SIGMA) et 25 pL dédyaluronidas€10 mg/mL, H3884, type I\,
SIGMA). Les ovaires sont incubés dans le milieu réactionnel a 37°C pendant 30 minutes en
homogénéisant avec une P1000 toutes les 5 minutes. La digestion enzymesitigmétée en
ajoutant 1 mL de milieu M2 (M716Z00ML, SIGMA) dans chaque tube. Ensuite, la solution
de 1,5 mL est transférée dans une boite de Petri 35 mm, les ovocytes, dépourvus de cellules
folliculaires sont rapidement aspirés sous binoculaire avedsy me ddaspi rati on
utilisant une pipette pasteur préalablement affinée sous un bec Benzen.

Les zygotes et embryons deux cellul es S
respectivement 24 et 48h apr bkacolécm gefait danst i o n
des plaques PIREX en verre a 9 puits (7880 Life Sciences) dans 500 pL/ puits de milieu
M2 (M7167 avec HEPES, SIGMA) préchauffé a 37°C.

4. Immunofluorescenceovocytes en croissance, zygotes et embryons
2 cellules

Les échantillons issus de la collecte sont fixés dans une solution de PFA 4 %, 15
minutes. Ensuite, ils sont lavés, bloqués et perméabilisés dans deux bains successifs de 500 pL
de «Blocking Solution» (BS: 1 % BSA (p/v) 0.2 % Triton XLOO (v/v)). Le prenier bain est
rapide afin de «incer» la PFA, le deuxieme est de 20 minutes afin de perméabiliser

efficacement. Tous les anticorps primaires sont dilués:&a0Q (v/v) dans la solution de BS.
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Léincubation des anticorps primaires se fait
jusqubdau | enOwmNightn ONma ¢ joun suiyant, les échantillons sdaés

dans500 pL de solution de BSendant 20 minutes, puis incubgesy e c | 6 ant i cor ps
dilué au 1 500 (v/v)pendant2h a température ambiante, protégés de la lumignén, les
échantillons sontavés dans deux bains de 500 ¢ BS pendant 15 minutes, puis rincés dans

un troisieme bainEnsuite, les échantillons somtontéssur des lamelles 18 mm (FR.70,
EUROMEDEX) recouvertee n | eur centre, -D-BysimegA38@40lut i on
0.1mg/mL, GIBCO)ans une goutte de Vectashi&a&PIl (H-1200 Vectorlabsyur une lame
SuperFrost Plus (J1JBO0OAMNZ, Epredia).

Le nom des anticorps, |l es esp ces animales d

sont listésTableau5

Tableau5 : Table des anticorps utilisés en immunofluorescence

Nom/ Epitope Peptide inoculé Espéce/ clonalité
provenance (séquence  conservg
entre la souris €
| 6 homme)
1PB7C2 RPB1 TSPYSPTSPYSPTS | SOURIS
PSYSP monoclonal
IGBMC
Equipe TORA
90 DCP1A A Do ma it nee ON| LAPIN polyclonal
IGBMC
Equipe
SERAPHIN
PA5115102 | DCP2 LKGKNQSMRGNGR | LAPIN polyclonal
KQYQDSPNQKK

129



ab21060 PABPC1 Nonrenseigné LAPIN polyclonal
A303-523A PABPN1 MAAAAAAAAAAGA | LAPIN polyclonal
AGGRGSGPGRRRHL
VPGAGGEAGEGDPG
GAGDYGNGL
ab251660 PAPOLA HVLQK- LAPIN polyclonal
KKHSTEGVKLTALN
DSSLDLSMDSDNSM
SVPSPTSA
KTSPLNSSGSSQGRN
SPAPAVTAASVT-
IQA-EVSVPQNSSES
GG
SSESIPQTATQPAISP
PPKPTVSRVVSSTRL
VNP-PRSSGN------
ATK-P-PIVGVK
Don “ I CNOTS8 Non renseigné SOURIS
SERAPHIN de monoclonal
Tadashi
Yamamoto,
OIST, Japon
Don ° | CNOT9 Non renseigné LAPIN polyclonal
SERAPHIN de|
Shigeki Jinno ( URC)d
Equipe
OKAYAMA,
Japon
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3025 CNOT11 KELSSLLSIISEEAGG | LAPIN polyclonal
GSTFEGLSTAFHHYF

IGBMC
SKADHFRLGSVLVM

Equipe
LLQQPDLLPSAAQRL

SERAPHIN
TALYLLWEMYRTEP
LAANPFAASFAHLL
NPAPPARGGQEPDR
PPLSGFLPPITPPEKF
FLSQLMLAPPRELFK
KTPRQIALMDVGNM
GQSVDISGLQLALAE
RQSELPTQSKASFPS
LSDPDPDSSNSGFDS
SVASRITESLVSGPK
PPIESHFRPEFIRP

ab264327 TAF1 GSYEEPDPKSNTQD | LAPIN polyclonal
TSFSSIGGYEVS

IGBMC (TAFI1250)
EEEEDEEEEEQRS

Andrea
GPSVLSQVHLS

BERNARDINI

3039 TAF2 Protéine entiére fll | LAPIN polyclonal
length

IGBMC (TAF11150)

Equipe TORA

S4045 SG35  et| Non renseigné SOURIS

SRRM1/2 monoclonal
MABE419 7mcap Non renseigné SOURIS
H20 monoclonal
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39TA2F5 TAF3 QFPQPGSKDAEERK | SOURIS
EYIPD monoclonal
IGBMC (TAFI1140)
Equipe TORA
32TA2B9 TAF4 LAASAAHHHHHLAP | SOURIS
IGBMC RTPEVRAC monoclonal
. (TAFI1135)
Equipe TORA
1TAL1C2 TAF5 AFEDLETDDFTTATG | SOURIS
IGBMC HINLC monoclonal
, (TAFII100)
Equipe TORA
25TA2G7 TAF6 LTDEVSYRIKEIAQD | SOURIS
IGBMC ALK monoclonal
_ (TAFII80)
Equipe TORA
3475 TAF7 Protéine entiere fill | LAPIN polyclonal
fractionl length
(TAFII55)
2015 I1GBMC
Equipe TORA
2TAU2B8 TAF8 GTR- SOURIS
IGBMC (TAUBEN | GSKQSTNPADNYHL | monoclonal
Equipe TORA| USS) AC
53TAlE12 TAF9 LQKKA---AGRITVP | SOURIS
IGBMC monoclonal
. (TAFII31)
Equipe TORA
304 IGBMC | TBPL2 PDEHGSELNLNSNSS| LAPIN polyclonal
Equipe TORA PDPQ
ab33164 YBX2 DGETKPSQGPTDGS | LAPIN polyclonal
(MSY2) RPEPQRPRNRPYFQFR
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RRQQPPGPRQPIAAE
TSAPINSGDPPTTILE

2USP3A2 USP22 Non renseigne SOURIS

3.04.05 monoclonal

IGBMC

Equipe TORA

2ATX 2B1 | ATXN7L3 | KKKPKPPAPPTPSIY | SOURIS

IGBMC DDIN monoclonal

Equipe TORA

2GC2C11 KAT2A/GC | CKCNGWKNP-PPTA:- | SOURIS

IGBMC N5 monoclonal

Equipe TORA

610822 GM130 QDKEEMKVKLLELQ | SOURIS

35/RUO ELVLRLVNERNEWQ | monoclonal
GKFLAVSQNP-DV--
PVPTGSQEFGAADQ
Q-DLREVSLADD-
EPAQGEAGVPAR
ENPTAQQIMQLLREI
QNP-ERPGLGSNPCIP

ab15200 DESMINE | VEIATYRKLLEGEES | LAPIN polyclonal
RINLPIQT-
SALNFRETSPEQRGS
EVHTKKTVMIKTIET
RDGEVVSEATQQQH
EVL

1Tu2A2 d> Non renseigné SOURIS

IGBMC TUBULINE monoclonal
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3ES8 p-Ser5 Peptide linéaire¢ RAT monoclonal
conjugué a l'ovalbumin
correspondant a la sou
unitt Bl de [I'ARN
polymérase (CTO
phosphorylé au nivea
du résidu Seb).

75D8 FOXO3A Protéine entiére LAPIN

monoclonal

5. Immunohistofluorescence

Les ovaires sont disséqués sous binoculainete€sde leurs tissus adhérents puis
transférés dans 1mL de solution de PFA 4 % (v/v) une nuit a 4°C sur un homogénéisateur
tournant.Les ovaires sorgnsuite lavéslans trois bains de PBS Iistransféréslans une
solution de sucrose 20 % (p/v) pendant 4h & 4°C puis inclus dans un milieu Cryomatrix
(6769006, Epredia) solidifi® aux vapeurs doa

r®al i s®s ~ | 6aide -8®un cryostat et stock®es

Lessections sont perméabilisées dans une solution RB& 0.1 % (v/v) pendant 20
minutes ° temp®rature ambiant e unedolatisnde B t i ons
contenant 0.5%le sérum de chevi@6216064, GIBCO)pendant 20 minutes. Les sections
sont ensuited ®t our ®es ° | 6ai de doéun feutre Dakope
16 a nt ipgmairemituéau 1:500 dans la solution de blocagins une chambre humide
4°C O/N Le lendemain les lames sont lavées, deux fois 15 minutes dasslution de PBS
Tween 0.05 % (v/v) sous agitation (20 rpmjis incubéesavec | 6anti eble ps se
Hoechst (33342, 10mg/mL SIGMA) dilués aulD00 (v/v) dans la solutiorde blocage

pendant 1h30 a température ambiante dans une chambre humide protégée de la lumiere.
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Enfin les lames sont lavées cing fois (5 minutes chaque) dans une solution-de PBS

Tween 0.05 % dans une cuve en verre sous agitation (30 rpm). Les lanmesséas dans du
Vectashield sans DAPI (H000, Vectorlabs)

6. smiFISH adapté pour cellules non adhérentes

Adapté de2016 Dec 15; 44(22): e165. dd0.1093/nar/gkw784

Tableau6 : Produits nécessaires pour le smiFISH

100 puM

Produits Référence Stockage (IMPORTANT)
SSC 20X MediaPrep Temperature ambiante
20 pg/uL ARNt de levure Roche, -20°C
10109541001
Formamide 100% F90376100mL- Température ambiante
Sigma
Flap-structured duplexes/fluorophore | IDT -20°C

Eau traitéte RNAséree

693520, Millipore

Température ambiante

BSA RNASefree B9000S NEB -20°C
Vanadyl ribonucleoside complex{ 9474210mL - | -20°C
(VRC) SIGMA

Dextran Sulfate 40 % D89065G, SIGMA | 4°C

Un total de 26 sondes ADN sont générées pour cibler un méme ARN, leurs séquences

sont listéesrableau 9. Pour cela, le scrigbligoStansur R développé parhierry GOSTAN

(Tsanov et al. 2016)st utilisé.L e

progr amme

g®n re des sondes

non redondante. De cette fagcon, une amplification de fluorescence en pspdiss)sera
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visible dans les cellules.es sondes sonsynthétisées pdDT (option in plates)sous forme

diluée a 100 uM dans un tampon FE®TA (TE). Pour chaque transcrit cible, 2 pL de chaque

sonde parmi les 26 sont dilués ensemble pour une concentration finale de 4.15 uM (= sonde
5X). Un mix de sonde 1X contient : 3 uL de sonde 5 X + 12 uL 1x Tris EDTA(TE) pour une

concentration finale de sondes ° 0.83 OM.
| 6hybridation des sondes contenant | es fluor
FLAP (CCTCGTCGACATGCATT) selon le schémadzgssus
SONDE PRIMAIRE SONDE SECONDAIRE SONDE smiFISH
&
&’b\ J
S * /&?’0 —> &
ARNm < NN
. S <
spécifique
@ fluorophore
Figure43: Et ape dohybridation des sondes f
Le tampon dbéanneling ANEBuffer 3 {HCINEB 1
et 100 mM MgCIl 2, (ajust® pH8) Tableam7. mi x doéan
Tableau7: Et ape doébannealing smiFI SH
Produits Volume | Cf
Mix sonde| 4 uL 4 uM
(1X)
FLAP-cy3 ou| 2 puL 5uM
Atto 488
Tampon NEB| 2 pL 1x
10X
Eau (RNAse| 12 uL ASEVIER(e]c:1I)¢
free)
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Les 20 pL totaux de sondes primaires+ secondaires sont incubées dans le thermocycleur
suivant le programme : 85°Cndn ; 65°C, 3 min. 25°C, 5 min puis les sond@s88 uM fina)
sontaliquotéeset conservées-20°C.

Les ovocytes issus de tallecte sont fixés 10 minutes avec une solution de PFA 4%
(v/v) puis perméabilisés dans une solution de Triton 0.3 % (v/v) /VRC 1x (v/v) pendant 20 min
a température ambiante puis conditionnés pendant 10 minutes dans une SORHBm «
contenant d formamide 10% (v/v) et du SSC 2x (v/v). Ensuite, les ovocytes sont adhérés sur
des lamelles de 18 meouvertesde polylysine. Les lamelles contenant les ovocytes sont
délicatement transférées dans 1 mL de solution PHB dans une plague 1Bgicits {2well
Clear Flat Bottom Not Treated Multiwell Cell Culture Plate)temps de préparer les mix 1 et

2, récapitulés cdessous atliableau 8.

Tableau8 : Composition des mix 1 et mix 2 pour smiFISH

Mix 1(pour 2 lamelles) Mix 2 (un par ARN cible)

42 pL eau RNAsdree ©26.3 pL eau RNAséree

° 2 uL BSA RNAsefree (20 mg/mL) ° 15 pL formamide 100%

°2uL VRC (200 mM) °5 UL SSC20x

° 54 pL dextran sulfate (40%) ©1.7 uL ARNt de levure (20 mg/ mL)
100 pL totaux ° 2 pL de sonde (0.83 pMm)

50 pL totaux

Les mix 1 et 2 sont vortexés et homogénéisés a la pipette avant de mélanger 40 pL de

mix 1 avec 40 OL de mix 2 pour former | a sol
|l a chambre doéincubation. La | amel lamnéeont en
d®l i cat ement sur l es 80 OL de solution doéhy
d®s chement des sondes, |l a chambre doéincubat
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cm avec 1 mL de solution PHBofmamide 10% (v/v) et du SSC 2x (v/v)). Le tout s=stlé

avec du Parafil m, prot®g® de | a |l umi re av
lendemain, les lamelles sont délicatement décollées et lavées deux fois avec 1 mL de solution
PHB " 37 AC dans un puits de fnllesdamelesbdht pui t :
égouttéesetsont retournées sur une goutte de Vectashield DARR2®D, Vectorlabs) sur une

lame SuperFrostPlus. Les ovocytes sont imagés avecanostope Spinning Disk Yokogawa

CSUw1 , Leica DMi 8 ®qui p® do uFeashd.C\@Bme analyséesi a ma m

avec ImajeJ.

Tableau9 : Liste des sondes primasemiFISH

S®quenceA36)(56 de | a sonde primaire
ARN cible | (TTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT)

zp301 GAAACTAGCTTGGACCACTGGCGGGGTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp302 CTCTGGCCGGGGTCTGGGGACTTGAATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp3-03 CTGCCTGGGGTATCGGCACTCAATGGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp304 CTGGGGTGGGAGTTCCACCCGGCAAATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp3-05 GAGGAAATAGCTTGACGCCATGGTCCCGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp3-06 GTGACAGCAAGGACTATAGCTGCCAGGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp3-07 CCACAGTCTGGTCGTTGGCCTTTCCATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp308 GAATATCAGGGGCCCTACAGTGACATCATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp3-09 TTCATCGGTCACGTGCCTGCGGTTTCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp310 CCTCTACTGGCAACCAACTCTGGGAAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp311 GTTGAACGAACAGGCTTTGTTGAGCTTATCGGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp312 ATCTGGTTAGCTGGCGCGACTTTGAGATTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
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zp313 CAGGTGATGTAGAGCGTATTTCTGGAGCTGTTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
zp314 GGGGGAGGAGTTCGGGTCTGGCAAAGGTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
zp315 GGCTGGATAGGGTGGCTGCTCACATTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp316 CCACTCACAGGGCGAGGGTCGTGGAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp317 CTGCACTCGTGCAACTGGGCGTTGAACTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp318 CTCTACTGACAGTCACCACTAGTTCAGCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
zp319 CCACAGAGTCTGGGAATTGCACAGCTCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp3-20 GGATACAAGGTAGGAAGAGGAGTGACACTTCCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
zp321 AGGCAACCGTGGAAGTCCACGATGAAGTGATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
zp322 ACCTCCACACGGTTAGTCCTGAGGATGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp323 GCTGACAACCCTCTGAGCCAAGGGTGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp324 CCAGACACTCCACCTTCACAGGTGATTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

zp325 CAAAATGGAATACATCCACCGTGAACTGGAGATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
zZp326 TGCACCAGCTTCCCCGTGCCAAAAAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Ugcrcl_1 | CCAGAGGGATGCGGCGGCCATAAGTCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Ugcrcl_2 | CCTGGGCTAGAGGTGTGCCCTGGAATTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Ugcrcl_3 | CTGTGAGTCTTCCAGACTACTGTTCTGCATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Uqgcrcl_4 | GCAGTGTGCTCTCGAGTGCTGTAGGCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Ugcrcl_5 | CGAGCGGCGGGTGCGAAGTAGCACTTGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Ugcrcl_6 | TGCGCAGAGCGGAGTCTGAGGCGCAATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Ugcrcl_7 | TTCTCAATAGGGCTTTATTGGGGGTAACTGGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Uqgcrcl_8 | TGCCTGTGCAGACTTCCTGCCTAGAATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
Ugcrcl_9 | CAGAACATGCCACTGCGGATCCGGTTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
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Uqcrcl_10

GGTGGTGCCATCCAAATGAGACACCAAAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_11

TTCCTAAGGATGTTTTTGCCCCGAGTCACTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_12

CACTCTCTGTAGCACTGGTACATAGGCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqgcrcl_13

CTTGACAGGTGCACTCCACCACCGTATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqgcrcl_14

TGCAGTCATAGTGGCCTATGATGGCATTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_15

CCACTTGGAGGGTCACGTTGTCTGGGTTATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_16

CGTCATCGCGATGGCGGATCTCACTGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Ugcrcl_17

CTGTTGAGGTAGTCAGTCAAGTCTGTGCGCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqgcrcl_18

TGTCGCATGCAGGTAATCAAAGACCACGTTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_19

TTCTCTAAGGCATTGCCAGGCCGATTCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_20

TGGAGGGCCTGGGCGAAGGTTGCGGTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_21

GTTAGCCACAGCAACGGAAGCCAGCGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqgcrcl_22

AGTGAAGCGACATGGAGTGAGACCAGGCATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_23

CCACCGTGCAGGTAGCATGCGAGGACTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqcrcl_24

CCACACGCAGCCCGTTGTCCAAGATGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqgcrcl_25

CGCCGCCATCTTCTAACTTCCGTCAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Uqgcrcl_26

TAAGATGAGCCCCAATACTCTCTACCTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd101

AGGCACCGTGTCTGAGTTAAGGCCCAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:02

GGCTCTCGGGGATTTGCCTGTGTATCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd103

AATACACTTCCCGTGGCCTTAAAGTGGTCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd104

AGAGCTTGCTCCGTGGGACTTCGGACTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd205

CTGACCGGCTCAGTGGTGTGGTCCAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd106

GGAGAGGTCTCCTGAGTGGCAAACACCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
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Tysnd207

CACGGGGGTCCGAGATCGCGCAGAGGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd108

GTCCGGGCAGAAGGCACCGAACGGAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd109

CGTGGCACAGCACTAGGCCTGGGTTATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd10

TGTGGCAATGGGAAGACACTCTTGTTACTGATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:11l

ACTAGGACTCTGGGCTTCCAGGAAGAGTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:12

GGTGGACCAGGGGCTATCAGGCTGAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd®13

AGAAGTTGCACGTGGTTAGCCAGTGGGTGAATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysndt14

CGATGAGGGGGTGGCTTGGGCTCTATTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:15

CTGGCTGGAGCACCGTGATGGGGATGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysndt16

GAAGTTCAGGTGTGGGTAGGTGGCTCCCTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:17

GTTGTTGTCTCGAGTGTTGCTGGCGACAATTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysndt18

CCATGCACAGCGCACGTGGTCTGTAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:19

CCGACAGGATGCCTGAGGTCACCGAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd120

CGCTGACAGGCTCGCCTTCATGGAAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:21

CAGCAGGGACAGGCGTGGGAACACCATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd122

TTCCAGGCTCACCACTGCTATGTCATTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:23

TAGCGGAGTGTACCAACACCCTGGCTTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd124

CATGGCGACAGGTGACCACCAGGCGATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd:25

GTGGCGGCAGCAGCACAGACAGGGAATTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT

Tysnd126

CGCCGCGGCTCAGCGTGTTGAGGAAGTTACACTCGGACCTCGTCGACATGCATT
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TableaulO: Table des primers

Nom

S®quemMB8d)( 56

Usage

2654

CCATAGCTCCATATCCAGGGGG

PCR
génomique
Thpl2NT et
ThplKO

2655

CAATGTCTAGGTCTGTTCTCTACAC

PCR
génomique
Tbhpl2NT

2659

CTTTCCAAACAAGATTCCAAATGATGAAGCA
AAG

PCR
génomique
Tbpl2KO

SDVv27

TGATGGACATGTTCAGGGATC

PCR
génomiquecre

SDV28

CAGCCACCAGCTTGCATGA

PCR

génomiqueCre

SDV107

GTAGTGTCCAGCACACCTCT

PCR
génomique
Tafidox et WT

SDV101

CAGTCTAACCTGCTCCGAGT

PCR
génomique
Tafidox et WT
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SDV430 GTATGAAAACCTGTGTCCTGGTCTG PCR
génomique
Taf7" et WT
SDV431 GAAGGCAAGTTCTCAATGAAAGGG PCR
génomique
Taf7"* et WT
Ef GGGATGCCAGGTGCAGATATAAACTC PCR
génomique
Taf2"* et WT
Er TGGGCTCAAAACAGGAAGGGAGG PCR
génomique
Taf2"* et WT
F loxP E2E3 CGTCGTCCAAAACTGACACGTGC PCR
génomique
Top™™ et WT
R loxP E2E3 AGTACCCAGGCATGGTGGCA PCR
génomique
Tohp™ et WT
gPadi6 Fw ACTCAGGCTCCTCACAAGAC gPCR
gPadi6 Rv TGGTCCTCAGTTTGTCGGAT gPCR
gUqcrcl Fw AAAGAATCGGCCTGGCAATG gPCR
gUqcrcl Rv ACTACTGTTCTGCACGATATCTG gPCR
gTysndl Fw GTGCTGGTGGAGTGTGGTA gPCR
gTysndl Rv GTCCCCAGATTGCCACATTC gPCR
gMap3k1l Fw CCTTTGCACAACTCATGGCT gPCR
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gMap3kll Rv GAGTCCCGTGGCATCTCC gPCR
gStat3 Fw ATCTACGTGTTCCCAGACCG gPCR
gStat3 Rv TCAGGGACCACTTGCTTGAT gPCR
g1l8s Fw GTATCCCGTTGAACCCCATT gPCR
g1l8s Rv CCATCCAATCGGTAGTAGCG gPCR
PAT-ANCHOR GCGAGCTCCGCGGCCGCGTTTTTTTTTTTT ePAT
PAT TVN GCGAGCTCCGCGGCCGCGTTTTTTTTTTTTVN| ePAT
Adaptateur GAT CGG AAG AGC ACA CGT CTG /iSpC3/ TC/ HA-PAT
Hairpin /RT CAC GACGCTCTT CCGATCWWTTTT T*T*T*
*T /3Phos
PreHA primer CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC HA-PAT
HAPrimerR CGCTCTTCCGATCWWTTTTTITTTITTTTTTT HA-PAT
TTTTTT TTT
P5TSOGGG ACA CTC TTT CCC TAC ACG ACG CTC TTq HA-PAT
CGA TCT rGrG+G /3Phos
Zp3189 TAGGGCCCCTGATATTCCTT ePAT
Csnk1d192 CACGACGTACCACCTACTGA ePAT
Zarl1110 CTAGATGGGGCTAATGGAATGG HA-PAT et
ePAT
Zarl A0-120 TGCAATACCTTTTATTCACAGGC HA-PAT et
ePAT
Uqcrc1-182 GAGCAGCTCCCAGACTACAA HA-PAT
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Uqcrc1A0-173 AGGGCTTTATTGGGGGTAAC HA-PAT
nestedJqcrcl GCTCCCAGACTACA ePAT
Map3k11149 CAAGTCCTGTTACTGTGGCC HA-PAT
Map3k11A0-169 | TTGGGGAGACAGCTTACAAGT HA-PAT
Tysndl GAAGCCCAGAGTCCTAGTGG HA-PAT et
ePAT
Tysnd1A0-170 AGAGGTCAAGCCATTCAGATTGT HA-PAT
nested Tysndl | GTCTTCCCATTGCCACAGTGATAC ePAT
Stat3 AGTGGCTTGTGTTCTGGC HA-PAT
Stat3A0-160 TGCCAGACAGTTCCTATATAATCTTT HA-PAT
Esyt3 TGTCTTTAGTCCCAGCCCTG HA-PAT
Strap GCTCCTGCGACCATCAATTC HA-PAT
Btg4 AGAGGCCTTGTCTTCCCTAA HA-PAT
Btg4 A0-250 TATCACCGGCAACATCTCTG HA-PAT

7. Oligod(T) FISH

Adapté de Science 2022 Oct 21;378(6617):eabq4835. doi: 10.1126/science.aB2835.

«Mammalian oocytes store mMRNAs in a mitochondsgociated membraneless

compartmeng

Les ovocytes issus de la collecte sont fixés 30 minutes dans une solution de PFA 4%
(v/v) puis perm®abili s®s dans wune solution

température ambiante. Les ovocytes perméabilisés sont déposés sur lamell¢PB 570,
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EUROMEDEX)recouvertal 6 u n e s o | DtLysioe(A389940P00ling/mL, GIBCO).

Les lamelles sont transférées rapidement dans un bain de réhydratation dans 1 \Wihstle «
Buffer A» (SMRWA1-60, Biosearch Technologies) supplémenté avec 10 % (v/v) de
formamide (FO0371L00ML, SIGMA). Le bain de réhydratation est enlevé par aspiration et les
lamelles (une par puits) sont incubées avec 200 nM de sonde olitfq@6F3326:02 Oligo
d(T)20 cy3 Gene Link) (8MAHH81-10,Biodearan peatologidsd) hy b r i
pendant 16 heures a 37°C. Le lendemain les lamelles sont lavées deux fois aWwaske «
bufferA» pendant 30 minutes a 37°C. Puis avec M/ash buffer B (SMFWB1-20,
Biosearch Technologies) pendant 30 mindt&s °C puis 30 minutes a température ambiante
Les lamelles sont montées dans \dectashieldDAPI (Vectorlabs H1200) sur des lames
SuperFrost Plus (J1B00AMNZ, Epredia).

8.l ncorporation m®tabolique do®th

cellules non adhérentes

Les ovocytes issus de la collecte sont mis en culture dans 1 mL de solution M16
(M7292-100ML, SIGMA) dans une plaque 12 puits (35114@) treated multiwveFFALCON)
dans un incubateur & 37°C, 5% CO2 pendant une heure. Le contrble négatif contient 0.1 mM
doéinhibiteur Tr iLpEthMedtensdtaajosaté dtiecupdgnddnt 1daure.
Les ovocytes sorfixésdans une solutiode PFA 4 % (v/v) a température ambiante pendant 30
minutespuislavés dansinesolution BScontenantl% (p/v) de BSAet0.2%(v/v) deTriton X-
100. Les ovocytes sont ensujperméabilisés danudBS pendant 20 minuted.a réaction de
Click-IT est réalisée suivant les recommandations du fournig§£10329 Invitrogen) et
contient 428 pL du composant RNA Reaction buffgr20 pL de CuSO4 (Composant D), 1.8
OL do6Al exa Fluor azi de.Lesb5wcytéslsontdtransfdrésidans e d e
m®| ange r®actionnel et incub®s 30 minutes
ovocytes sont lavés deux fois avec le composar€liekiT Reaction rinse buff¢ret sont
délicatement adhérés sur des lamelles 18 mm5P®, EUROMEDEX)recouvertesi 6 u n e
solution de PolyD-Lysine (A3890401 0.1mg/mL, GIBCO)et montéessur une goutte de
Vectashield DAPI (H1200, Vectorlabs) sur une lame SuperFrost Plus (J1800AMNZ, Epredia).
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9. Incorporation métaboliqgue de-Homopropargylglycine L(-HPG)

adaptée pour cellules non adhérentes

Les ovocytes issus de la collecte sont mis en culture dans 1 mL de solution filtrée de
DNEM sans méthionine dans une plaque 12 puits (3511a@t8treated multiwelFALCON)
dans un incubateur a 37°C, 5% CO2 pendant deux heures. Le contrdle négatif contient de
|l 6EDTA °~ 100 mM dans | e milieu. Ensui t-e, | es
HPG a 37°C, 5% CO2 pendant 30 minutes. Puis, les ovocytes sont fecasavsolutiorde
PFA 4 % (v/v) a température ambiante pendant 30 minutes. Ensuite ilfagésitdans la
solution BScontenantLl% (p/v) de BSA et 0.2% (v/v) d&riton X-100 La réaction de Click
iT est réalisée suivant les recommandations du fournisseur (C10429, Life Technadbgies)
contient 430 pL du composant RNA Reaction buffgr20 pL de CuSO4 (Composant D), 1.7
OL doéAlexa Fluor azide, 50 OL doéadditif de
m®|l ange r®actionnel et incub®s 30 minutes
ovocytes sont lavés deux fois avecdomposanE (Click-iIT Reaction rinse buff¢ret sont
délicatement adhérés sur des lamelles 18 mm5P®, EUROMEDEX)recouvertest 6 u n e
solution de PolD-Lysine (A3890401 0.1mg/mL, GIBCO)et montéessur une goutte de
Vectashield DAPI (H1200, Vectorlabs) sur une lame SuperFrost Plus (J1800AMpE2dia).

10. Microscopie confocale

Léacquisition doéi mages est f ai tXe "avlebcaiudne
déun objectif HC PL APO CS2 63x/1.4 oil p oL
embryons et un objectif 40x/1.3 oil pour les immunohistofluorescences. Les images sont

analysées avec Fiji.

11.Microscopie électronique

Les échantillons (ovaires ou ovocytes) sont fixés par immersion dans une solution
contenant 2.5 % (v/v) de glutaraldéhyde et 2.5 % (v/v) de paraformaldéhyde dans un tampon
cacodylate (0.1M, pH 7.4). Les échantillons sont{fiass 1H a 4°C dans une soloi de 1 %

(p/v) de t®troxyde déosmium dans un tampon ¢
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bains successifs, de 30 minutes chacun, dob6al
%) puis dans une solution dbéboxyde de propyl
Des coupes senfines (2 pm) puis ultrdines (70 nm) de larégiod 6 i nt ®r ° t sont

(Leica Ultracut UCT) et contrast®es ~ | 6ac®t
®chantill ons et | or@aliséesur up mitroscope edaroniuee ¢lergagns 6 e s t
268D 70kv (FEI Electron Optics Einhoven)ad ai de du | ogi ci el Mega
Imaging System).

12. Microscopie épiscopique a haute résolution (HREM)

Les ovaires sont fixés au liquide de Bouin une nuit aplfi§ déshydratés dans des
bains successifs do®t hanol croi sssminabés 70, 8

dans une solutiodB4 resin[1 :1] ethanol (Polysciences) puis dans de la résine pure. La résine

est couverte doOohuile min®rale pour ®viter |e
Le lendemain, les coupes sériées sont réalséiesagées | 6ai de doéun microt
NANOCUT RRotary Microtome (Leica Biosystms ) . Les tranches doéovai

avec ImajeJLe travail a été essentiellement réalisé par Olivia Wendling de la plateforme
dohi stopathol odgel el GeltGBMth.r yol ogi e

13.Extraction dOARN (adaptation pol

Les ovocytes issus de la collecte sont lysés dans 300 uL de TE358l6026 Ambion)
et | 6 ARN est extr ai tDirectZal RNANMicroprep (R2020tZynb 0 e X t r &
Research) puis ® u® dans 12 OL dbéeau t-rait®e
80°C. La qualitéet la concentrationdes ARNs est veérifieep a r s o Electrophorase d 6
automatisée sur une puce RNA HS (5@&579) sur TapeStaticfil50(Agilent Technologies

14.Sy nt h s e complémertaked¢DNA)

5 ng d6ARNs sont m®| &Ranganhexamesss0 uM (SQI42, de pr
Thermo Scientific), 1 uL de mix dNTPs a 10mM (42793424, Roche) et réajusté a 13 pL avec
de | 6eau t693820,tMBiporeLESALE UL Gont chauffés 5 minutes aG5Ensuite,
4 uL de tampon SuperScript IV (SSIV) 5X concentré (18090050, Invitrogen), 1 pL de RNAsin
40U/ OL (N251X, Promega), 1 OL de 0.1M DTT
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U/uL (15307696, Invitrogen¥ont ajoutésLes 20 pL totaux sont rétrotranscrits 10 minutes a

23AC et 10 minutes © 52AC puis incub®s 10 mi

15.gPCR

Les gPCRs sont réalisées dans des plaques 96 puits (04 729 692 001, Roche) dans un
Light Cycler4800 partir de 2 OL de c¢cDNA dilu® 5 foi s
10 pL deSybr Green 2 x migG04887352001, Roch&)pL de primer Forward (Fw), 1 uL de
primerReversdchacun dilué a10uM@t 6 OL d 6 somt ajoutéd atchaque rgactior
(volume final de 20 pL)Les sondegprimerssont listéegableau 10. Le programme gPCR et

le parametres Light Cycler 480 sont les suivaatsdeau 11:

Tableaull: Programme qPCR

Pre-incubation : 1 cycle 95°C none 10min 4.4

Amplification 3 steps: 50 cycles Quantificatior]

T 95°C none 10sec 4.4

1 60°C none 15sec 2.2

1 72°C single 25sec 4.4

Melting : 1 cycle melting curve

1 95°C none 5sec 4.4

1 64°C none 20sec 2.2

1 97°C continuous

Cooling : 40°C none 30sec 2.2
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16. ePAT xtended Polpd) Tail assay)(adapté pour ovocytes en
croissance)

Adapté a partir des trois articles suivar(®Beilharz and Preiss 2009; Dankert et al. 2014;
Janicke et al. 2012a)

11 pyL d 6 ARdEInt mélangés avec 1 pL de primer PRAmchor 100 uM
(GCGAGCTCCGCGGCCGCGTTTTTTTTTTTT) et incubés a 80 °C pendant 5 minutes.
Ensuite sont ajout ®s: 47l & tabpon SupeuSeriptrii (X023@Io nt e n
Invitrogen), 1 uL de DTT (Y00147nvitrogen), 1 uL de dNTPs (427934Rbche), 1uL de
RNAsin (N251X Promega) et 0.5 pL de Polymérisanow(EP0051, Thermo Scientific). Les

19 pL sont incubés selon le programme suivdrt a 37°C, 10 minutes a 80 °C et une minute

a 55°C. 1 pL de rétrotranariptase SSlII est rajoutée dans chaque tube. Les 20 pL totaux sont

r®t rotranscrits 1 heure ° 55AC puis | d0enzyme

5 pL de cDNA non dilués sont amplifiés avec 12.5 pL de AmpliTaq Gold concentré 2x
(4398876Appl i ed Biosystem), 6. 5 MiliporexDBue dewrinter ai t ®e
PAT-Anchor (ou alors TVN). et 1 pL de primer spécifique (vbatbleau 10). Le programme
PCR est le suivant93°C, 5minutes, (93°C, 30 seb5°C, 1 min; 72 °C, 1 min)* 35 cycles
72°C,10min 12 AC b. 5 OL de 6X Purple Loading D
le tout est déposé sur un gel agarose 2%. Le margaquoids moléculaire est le suivaritO0
bp DNA Ladder(N3231SNEB) . Pour Ingstedx, ¥ @k deepréamglificgtion
précédente sont réamplifiés 20x supplémentaires avec le méme programme et avec le méme

mi x en ajustant |l e volume dbéeau (QSP 25 OL).

17. HA-PAT (Hairpin Adaptor Poly(A) Tail as$agadapté pour
ovocytes en croissance)

Adapté de Nat Commun. 2023 Jun 22;14(1):3729. doi: 10.1038/s4P8392560.
« Maternal NAT10 orchestrates oocyte meiotic-cgitle progression ansaturation in mice

Les primers qénéraux (tableau 10) sont commandés sur IDT a hauteur de 25 nmoles
(scale) pour les primers PHA et HAPrimerR etal 00 nmol es (scal e) p o

hairpin. lls sont livrés secs» puis dilués avec les tampons adéquats (eau pour les deux
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premiers et tampon doéan nlearimerahgirpipwestdiluéadBadapt a
OM dans | e t amfipMEEDTANS mK &aCl, 50ntM Tris HGlet incubé a

95°C pendant 5 minutes puis stabilisé progressivement a température ambiante durant une
heurePour | 6extrsalesbpvooytdes ANt incub®s dans 2
(0.2% triton X100, 4U RNAsinkh 72°C pendant 3 minutes puis 1 pL du primer hairpin stabilisé

(30 OM) y est ajout®. Lohybridation se fait
fait dans le méme tube en ajoutant les cosapts adéquat3dbleau 12) et en ajustant le
volume = 20 OL avec de | deau DEPC. L28°Cpr ogr a
10 minutes 52°C, 10 minutes et 80°C, 10 minutes. La-g@mdplification se fait avec 5uL de

cDNA pur avec les primers P5TSGGG (Fw)et PreHA (Rv) (Tableau 10). Le programme

de PCR est le suivant93°C, 5 minutes-- (93°C, 30 secondes55°C, 1 minute 72°C, 1

minute) x 8 ou 16 cycles72°C, 10 minutes. La pr@mplification est diluée au 1/5.
L6ampl i ftranscattspédfigque st réalisée avec 5 ple gpréamplification diluée au

1/5 avec un primeFw ciblant le transcrit en question et le primer HA (Rv) ou a la place un
primer (Rv) reconnaissant le transcrit spécifique juste avant-Z@60pb) du site de
polyadénylation (AO) Tableau 10). Le programme PCR est le suivai®3°C, 5 minutes--

(93°C, 30 seconde$5°C, 1 minute 72°C, 1 minute) x 35 cycles72°C, 10 minutes.

Tableaul2: Etapes HAPAT

Rétrotranscription | Pré-amplification (8 ou 16| PCR Transcrit spécifique (35

cycles) cycles)
(pour une réaction d
20 uL) (pour une réaction de 25 pL) (pour une réaction de 25 pL)
4 L tampon SSIV 5 pL cDNA pur 5 uL pré-amplificationdiluée au
5X 1/5

4 pL Betain 5 M| 125 pL 2x mix Taq Golg 125 pL 2x mix Taq Golg
(BO300 Sigma) (4398876, applied Biosystems) | (4398876, applied Biosystems

~ ~

1 pL RNAsin 1I0U/5. 5 OL dbeau 5.5 OL doeau
ML
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1 pyL DTT 100 Mm| 1 pL du primer (Fw) PSTS@GG | 1 pL du primer (Fw) transcrig
(Invitrogen) 10 uM spécifique 10 uM

0.5 pL dCTP 100 1 pL du primer (Rv) PrédA |1 pL du primer HA (Rv) ou
UM (18253013, primer Rv 10 uM primer A0 10 uM

Invitrogen)

0.5 pL dNTPs 100gslls=Igar-We](:F:-Xaglo]l1i[or=Ni[o]a lF-W VLS
MM

0.5 oL Q
SSIV 200 U/ pL

05 puL MgCI2
(MediaPrep) 1M

Ajust ® av

traitte DEPCA 20
ML

La révélation se fait sur un gel agarose 2% (p/v) (BFSIEN Molecular Biology Grade)

18. Spectrométrie de masse

600 ovocytes en croissance pour chaque condition WThgants Thpl2”- sont
resuspendus dans 1 -HOIpH.5odniena®tesmM deOrCEP méwdamt 30 s
minutes. Ensuite 1 OL doéiodoacetamide est aj
100 ng de Trypsiea(Promega 1 yuL a 10 mM) sont ajoutés et incubés a 37°C pendant une nuit.

Le lendemain, les peptides sonts#&s dans une colonne C18 et séchés@peed Vacuum

avant | 6 avhSd IMSs. e LWb@Gnal yse s e fait a\Ce c un
(ThermoScientific) couplé avec un quadrupole oapitExploris 480 par ionisation electrospray

et | 6int ek d anc abtdgréatisébIar Pascal JANSEWNIichiel VERMEULEN.
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19. Culture cellulaire de 293T/HEK, transfection et

Immunofluorescence

Les cellules HEK sont cultivéetans du DNEMsur des lamelles 18 mm gélatinisées
dans des plagues 12 puits pendant une nuit. Le lendemain, les cellules sont conditionnées avec
1 mL déOpti MEM (31985062, Gi bco) pendant 30
de plasmide pCIG (ou pCHBTBPL2) sont miangés goutte a goutte sur un vortex en agitation
avec une solwution contenant 2 mL doéOpti MEM
Invitrogen). Les cellules sont incubées 6 h a 37°C, 8% &ec 200 pL de métme pCIG +
lipofectamine (ou pClehTBPL2+lipofectamine), fixées avec une solution de PFA 4% (v/v),
lavées 2 fois avec du PBS 1x et perméabilisées avec une solutiohrlRB50.1% pendant 20

minutes a température ambiante.

Les anticorps monoclonaux (surnagent dohy
anticorps polyclonaugfractions de sérum de lapin) sont dilués au 1/200 dans une solution de
PBS 1x/ FCS 10 %. Les cellules sont incubées une nuit avec les anticorps primaires. Les
anticorps primaires testés sont les suivam®noclonaux (2A3, 4B12, 4F5, 2A9, 2D2, 4A1,
1H2, 1H8 et 1D5) et polyclonaux (261, 264 et 26602). Le lendemain]es cellules sont
lavées deux fois 10 minutes avec une solution PBS 1x/ Triton 0.02%, une fois avec du PBS1x
pendant 10 minutes et incub®s 1hdares(A11@abr i d.
ThermoScientific et A11004, Life Technologies) dilués au 1/1000 et du DAPI (1 mg/mL) dans
une solution de PBS1x, 10 % FCS. Ensuite les lamelles sont lavées deux fois 10 minutes avec
une solution PBS 1x/ Triton 0.02%, une fois supplémendaiee du PBS1x pendant 10 minutes
et montées sur des lames SuperFrost Plus (J1800AMNZ, Epredia) avec un milieu de montage
AquaPolymount (18600, PolySciences). Les lames sont séchées une nuit a 4°C puis
imagées avec un microscope a épifluorescenceséveanyc-2 » avec un objectif HCxPL-S

APO 20X/0.5Les images sont analysées avec Idhaje
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Abstract

During oocyte growth, the important increase
pol ymerase || (Pol ') transcription providi
proteins or stored as the materngé a&ananscrip
i mportant role to regulate the maternal tran
invol vement during oocyte growth-sipecurdlcear.
transcription machinery dependentd 6oprthbeTBP
growth of the oocyte. I n order imediaveslti gat
transcription on the oocyte cellular state,
t hTeb pimit ant growi ngi onoictylhdts sb dOtuhr tdlmeg anucl ear
cytoplasmic organizations are #snederae¢ley]l pertu
transcription. As the organization of the <cy
to store RNA, we fumrtdofteepnmrnd udegui tdet fexprtebes
stability and storage of mMRNAs and showed an
pr ot eTibnp§im2itnant oocytes. When investigating t
the RNA storage, we observed that Tthipt 2pol y( A
mut ant oocyt essugdldsads 1 ournt hedatmdbdeantedofr @aBRPLP
the cellular organization of the oocytes bec

decay madlsi newpaired.
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Il ntroducti on

I n female mice, oogenesis is initiated du
proliferation of oogonia and their entry in
Remar kabl y, al | the primary oocytes arde arre
wi || remain arrested throughout adulthood un
pri mary oocytes are initially inté¢Pephnagted
2006) At birth, the breaking of germ cysts | ¢

composed of a single arrested primary oocyte

These primordial follicles clonsuppatt the re
reproductive | ife of the females. Regul arl vy,
further differentiation, a process called fo
Follicul ogenesis is the process by which
involving the proliferation of follieular <ce

ovul atory st ag(eTo(rfaoranad rVa wmitdew,t pLddahd)y oo0ocCcyt e
at the dictyate stage, also undergoes change
phases. The first phase-aonctcruarls fforldnm ctuh ea rp rsitna
associated wit.h Byhet hbeocgmder @fr otiibénl prcaul ar st a

growtbmphlhetdet he oocyte enters the second pha

During this second phase, maturation | eads t
ovul atinmal sl,n tmMmaer e are two waves of follicul
birth in the medull ar region of the ovary on
cortical region of the ovary and wi{(Moskppor
et al. 2012; .Zheng et al. 2013)

The intense growing phase is associated w
the growing oocytes, allowing the accumul at.
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t he mat
only re
i's cruc

contr ol

D

compar:t
f or mat

observe

ernal transcriptome. As transcription
sumes aftrandenritptiamali omegploati on of
ial to support mat urparteindn, Ao Kelya tmearh a

the storage and the translatability

ngBachvarova 1992; Pay.n tDounr ianngd oBoaccyhtvea rgorvoaw t

ments are established, associated wit
on of hilgklysordet @delsatctail¢ted cytopl a

d in the cytppBasknh olf d ¢ (hfeetg r @ lwti enxpo b))

(Gi accari) .etThaels.e 200P2Ll4s) are a matri x composed

maj or r

al so in

ol e 1 n t heYusttdraasg e tonfa errielBddsDABNpel sy, t h e s

volved in the storage of msapecainfailc mRN

RNA binding protein YBX2 (MSY2), which is 1in

i n oddy
This co
oocytes
for the
protein
(Bebber
organi z
regi on,
result

anot her

domai n

tue t, aalnd 2a0l1s70) t he st pdageobf. embt al na
mpartment i s associated with a second
, called the subc(orit iectawdlimah2edr@8a)l mp wrm
regul ati 6Nuoét taBd.heskl 4a)wby sdmiucg ur e s
s such as TLEG®6, MATER/ NLRP5, FI'LI A/ KH
e )et aanld. a2 Or2elc)ent study suggests that
i ng the cyt op(lJasnm oofft .telter ad hewWidRde0 ¢ w\L
subcortical aggregates (SCA) have be
of the-bodsesl| dur om(@bloomily ¢ et dgaele.w tn2t 0l 1y0, )
compartment associated with mitochon
oocyte growth, has been described, ca

(MBRO®®Y et al. 2022)
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I nterestingly, the intense transcription

a transition in the RNA polymerase |1 (Pol I
of Pol 'l transcription-lsnEéribs @ombpl eke (PUCE)
core promoters. A functional PI'C is composed

Factors (GTF) and among these GTF, TFI I D, co
and l1lastBEiated factorsx(TAFsgcognei theahdrso
core promoter sequevada Kk (afnadr) Rao &rtdeevt ihe2vd, D 8speien n i
oocyte growth, TBP is replaced by its closes
TBPL2) in(GCaztdalgr @ttreda It.r aZ2n0sOc7)i pti on i nitiati.
independently of TFII D by a compl&x ebmpbsed
2020 bnp"if 2 mal e, oocyte growth is blocked betw
follicular stages, associated with a strong
2 phosphortyéramiimaal omegeat (CTD) (oGazPdoalg lelt |[aal
200Q09)No increase in apoptosis could be detect
folliclesd structuréé Gaasdadi £o0r qani 26d93t 6 w

I n this study, we investigated@bph2 cell ul
mut ant growing oocytes in order to evaluate
medi ated by TBPL2 on the development of the
the nuclear and the cytoplasmierergamperziui ba
the cytoplasm organization is associated wit
investigated the expressidmtaofonpr dtheei 84 adbs da
of mMRNA and showed an i mpairment 1in the redi
oocytes. Finally, we investigated the I mpact
increased |l evel of 2,0lsyydgesdstni mgd stemate tolfe THBN

cellul ar organizationThpasawner grypowpengt oolcegd
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Resul ts

Tbplodcytes have an abnormal structure

The disorgahb@glm2tant of ot hecle was not yet pr
stufiGagdag et Tal ge20m®)y e i nsiTgbhptim2itnamt t he de
growing oocytes, we carried out-nhtatobdagi ¢&N

14, 6 weeks, 8 weeks and TdX"Imeeteskrst (dFvi agruirees 19

small er, due to the reduced size of the muta
primary follicles and failure to develop sec
WT ovaries i ncreascevcarwietsh reaegma,i ntalgee stmatharkety z a t
(Figub)e. 1 Bhe depletion of follicles in the m

(Gazdag etFiaglur e2010B99) became very severe at 8

follicles with an abnormal structure (Figure
mut ant at 8 weeks were characterized by a | o
t hooocyte (Figure 1E). Analysis at 32 weeks st
the mutant ovaries, but the remaindorgonffal | i c
radiiast absent . I nterestingly, waeorothisealved t ha
folliculogenesis was i mpaired (Figure 1F) an
to lose their connections with the follicul a
structure, the nuclei odntlhe Muggaet oomyarsd
counterpart at all ages (Figure 1H). Altoget

i mpairment of the primary to secmediaatyed ol | i

transcription arneoofi mplaetfsoltlhieclseag uand t he o

159



RESULTATS

PN14 ovaries

Late
secondary
_— P

Thpl2*

m

Early
8W  Primary secondary

Folliculogenesis

6 weeks ovaries

Thpl2*

Follicular waves

D WT Thpl2* G

Growing oocytes

[ Jwrt
Wl 7bpI2*

Age (\jveeks) *
e 1: Hi st dlb@doixcaarli eassnal ysi s of
mparati vee hsimat (OBEF) i sttbutby? ao fi evdTa &aanldp ¢ ® N)
ys (A), 6 weeks (B), 8 weeks (@nE)a(nd 32
cu
ar

r
(0]

Sa

|l ogenesi s at primary, early secondary

ies at 8 weesFoStakelhar vavADPhr 6 w
ovaries. Dashed | ine: del i mi tation

cati on of cortical ver sus medul | ar

[

[

c<saes~5g—al0c

THAM R/

t
i
fi@atAiboms mal ( Shplodtcwrtee sofatt e welp ks . S
fication of the size of the ddogplt2es n
s are significantly bigger compmred t
O 0.05.

n
f
[
[
e

»oc3I®30TO N
—op o g —

<o~

160



Abnor mal chromatin’mutgamt zadd¢wymnes n Tbpl 2

As the | arger size of the mutant nuclei coul
chromatTmpimbht ahe oocytes, we evaluated the e
with chromatin structure. Previous study has
decreased i n the nfuGaazndta go oectyltael so raz2t @ 069 Ywe eikrsv e
potenti al defects at an early step, we carri
first analyzed histone mar ks associated with
heterochromati n; H3K27me3 medl) c(ofisgurteutd)v.e W
maj or differences could be observed in the H
H3K9me3 was completely abrogated (Figure 2B)
globally decompacted i n aebskPilchee toad pIrBoPtLEi.n Eax:
with chromatin compaction did not appear obv
were stildl present, however, there was a dif
chromatin was not comple abd iyt coimparcd etdh & ermuwte
2C) . Finally, analmetilsylofcythomi)nea samtgi mandy S
decrease intensity (Figure 2D), in agreement
transcr(yYeseolnavdlkyandt wath £2Bé5)act that TBPL
transcripti¢ivuiettbhbRAlad@elher these data i nc
correlation between the decompacted state of

nucl eiT bipdm2itthaent oocyt es.
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DAPI H3K27me3 H3K9me3

C

PN14 DAPI HP1pB 5mC

I_

=
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Q.
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Figure 2: Abnor mal c Hbghodtciynt eosr gani zati on i n
(MNegative grayscale pictures offbiplodwrydfelsuor
at PN14 wusing antibodies against: facul tati\
constitutive chromatin histomssoaikat BEBKS me 38
(C) and 5mC modification (D) .alRi dtaurses 2di LOpnl.
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Di sorganization of the cytoplasmic structure

Next, we analyzed the expression and }ocali z
TUBULI-ANCTIFN and DESMI N, i n oocytes at PN7 (p
growth) and PN14 (secondary follioheandgr owi

l ocali brayBuObhl Nf( Fi gwArCad1 NA)Y Famarke 3B) were co

contrdbglmntdnt oocytes with their apparent ¢

regi on. I n the PN7 control s, expression of t
|l ocalized in a cluster c¢close to the nucl eus
(Fig&ne Al together, these data indicate that

cytoskeleton organi Zhp'imamn aing mot yafefse c Rednair k

of TBPL2 expressioorganviez @i yomf duercitrisge tahogt yoteek
growth as observed at PN14. While both TUBUL
subcortical domain in the TWTpIngRrtoam tn go cocoyctyet se,s
such subcortical | ocali zation is achieved (F
remained clustered in close contact with the

initial clustered DESMIN domain obspatvtdr ato
cytoplasmic aggregatresonigZzaagiioe 3E) Mbiphidsder a
mut ant oocytes as DESMIN containing cytopl as

apposition to the nucleus (Figure 3F).As the

t hTeb pimzit ant oocytes at the initiation of gro
a consequence of the |l ack of TBPL2 and al so
not reorganize in the mutant oocytes.
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B-TUBULIN

ACTIN

DESMIN
DESMIN

Thpl2*"

Figure 3: Disorgani zalthipmitodntt heocwytteos kel et o
(A-F) Det eTUBWLION (A,D), ACTIN (B,E) and DESM
Tbp'lmut ant oocyié¢s aad PNL4AADows indicate co
arrow heads show cytoplasmic aggregat. i olnhei n
negative grayscale pictures displayed are si
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To get mor e ionrsgiagnhitz aitnitoon twhee orbeser ved duri ng

investigated two organelles, the Gol gi and t
GM130 showed that the Gol gi i s f owiltowianrg a s
initial accumul ation in a cluster close to t

and at PN7 (Figure S1A, Figure 4A), which ©be
aggregates enriched around theyhoplassm bhut P&
(Figure 4B). As observed for DESMI N, the Gol
cytoplasmic aggregates clustered in the cent
nucl euBbpimat het oocytes (Figure 4A,B). Then
mitochondria during oocyte growth. It has be

mitochondria are initially present{ Chengytopl

al . ,20a2s2)we observed in the control growing
contrast, in the absence of TBPL2, the distr
as they were clustered in close amlpyw,osweti on t
observed that in the mutant oocytes, the Gol

compared to the WT oocytes (Figure S1B). The
surrounded by mitochondriaucilmrusassaccisatii&n nw
remini scent of the structure of the Balbiani
organi sms, including zebrafish (dranmtbeumsyn, but
and Mullins 2019; .Dhandapani et al. 2024)

OQur el ectron microscopy analysis confirmed t
growing, the Gol gi is initially |l ocated betw
Tbpl(Fi gure S2B). During oocyte growth, the o
mut ant oocytes, is also further supported by

stacked Gol gi membranes and the appeafance o
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the nucl eus
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Figure 4: Abnormal cyThpinasmine oogghiesati on

(AB)Y Negative grayscale pictures Dbptaoutned: u

|
Gol-gssoci ated protein GM130 at PN7 (C\) and
Mi tochondria detecG4dn,onunsPNY4 Movooytraskeilhe
subcortical |lacrowkzaadomepiaontdstbet opl asmic a
(DE) El ectron microscopy ullTbpiéodtcryu cetsuraal Panva I(
PN14 (E). N : Nucl eus, GA: Gol gi Apparatus,
Mi tochondri a, RER: Rough Endopl asmic Reti cu
arr ows: Gol gi me mbr anes; redi aarews hel maghc
Pictures dCsyphagedi hgl €éApl anes, scale bars:

(E): 1 Om.
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Defects in the expression of the protein com
decay

During oocyte growth, the organization of th
i mportant for the storage and the regul ati on
cytopl asm or J&mpimiatainan ooofc ytthees strongly sugge
RNA stability is affected. This hypdtolpé 2i s i
mut ant oocytes revealing that transcripts ¢
machinery-rwgmud ¥dewh .alT.huxsQ20we next investige
the protein | evels of several proteins assoc
analyzed the expression of proteins associ at
PABPC1 which HiAdg atid time tpel (cBa sosprmoarsen adnfd rC
2022)and -stpheec infoinc RNA binding protein YBX2. T
in the mutant oocytes (Figure 5A, Figure S3A
anti body was validated by si RNA (Fibluee S4B)
bet ween the WT and the mutant conditions at
observed in the cytoplasm of mutant oocytes
Second, we | ooked at the two sub@uUGoltlsemfantd e
Parken;2@m4) catalytic subunit DCP2 and its n
the mRNAs coding for these proteins were tho
be stored b¢gManet .aiTahne OsdpBegcdi f i ci ty of the ail
validated by si RNA in NIH 3T3 ceptitchdt®stghie e
t wo proteins are actually detected dufing oo
G, Figure S3C). Moreover, in WT oocytes, we

DCP1A and DCP2 in the subPdNddAdt i(dFdalguregisdn Gg f.
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mut ant oocytes, while initially no major dif
5D, F, Figure S3C), we could not observe the

subcortical area at PN14 oocytess{bBhglueeebEDp
DCP2 appeared highly increased in the cytopl
5G, Figure S3H) while DCPl1A | evels were redu
S3D), suggesting that the DCRioompllgx impwuilbe
we tested whether the I mpairment of the deca
MRNAs usi-ighnGanapnanti body in the mutant oocy
increased | evedpmgmdf admGoecapt e compared to t
increased mMRNA | evels mist |ikely owing to i
oocytes (Figure 5H).

Third, we analyzed the exPOEBEsde oachemy| 8t isud un
CNOT8, homolog of the yeast Cafl deadenyl ase
recruits targeting partners of( Mihlel ere aadred yR &
2012; Shir)ail @NORBR1I1l i20D1a4)conserved subunit o
i n most erukariyompt some fungi, that forms wi
pl atf or m-pfron ep mo (i & exriaccrit ieotn. alLev2053  0f202h2)ks e
were also abpmatedti motclye@)s. (AHitgougreet hSeIIE o ur
indicates that the establishment of the mach

mat ernal mRNAs Tispiuetf @act i v@ecynes he
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Aberrant regulation of mMRNMMugalnyt( Mo ctyaiels | en
As the |l ength of the poly(A) tail i's associ a
poly(T) FI SH. As shown in Figure 6A, no di ff

an®bplmbt ant oocytes with a homogenous cytopl

nucl eus. However, at PN14, we detected an in
oocytes as wel | as in the nucleus, with the
i nntsei ty of the nuclear foci observed earlier
confirmed the increased poly(A) signal of th

nucl eus (Figure 6C) and in the oytltogglAgsma(ki
t he mRNAs is interacting with the PABPN1 pro
specificity of the anti PABPN1 anti body was
di stribution of PABPN1 is initicgltley admpadiballa
PN7. However, at PN14, we observed an increa

growing oocytes, (Figure 6D and Figure S4C) .

the increase in foci n u nobceyrt ewsa s( Fsiiggunrief i6CcEa)n.t (
the increased size of some nuclear foci was
(Figure 6F). We also analyzed the expression

pol ymeri zation ofxptrlees sp olny (pA) tteainl .anidha nd en s
both WT and mutant oocytes (Figure 6G), howe
i mport almkhpimnt ame oocytes (Figure 6H), both i
the cytopl &®3m AFtggeeh8d, tThedmatdanta cagytess
poly(A) |l ength of the mMRNA is increased due,

PAPOLA.
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Figure 6: Abnor mal ®mbpimdidrandr gariyz @&tsi on i n

(ABY Oligo (dT) FIlI SHbpna@gyoews ngaWJetmindg pol y(
and PNB4&£a(B) barCs: QaanOmfi ¢ati on of nuclear |
andbplg2 owi ng oocyt espvaWiulec oDy lonmiiSesft(, udrrescen
growing TWP'Inintdant oocyt-PABRNlngBaombeadhpar : 25
(E) Quantification of the number of PABPN1 fo
pval ue B OUIOS.as(tructural anaiVys aTebdpbliyd ell eeict r ¢
Scale bar: 5 Om. White arrowhe®&d¥: Dauetehonf
PAPOLA nnyjunofl uorescencdadbpibbagyoesngt WPNa@nd G)
(HBpcale barly: QRAENOIML i ation of nuclTbgt2PAPO
growing oocytes The negative grayscale pict
Wil coxopvakse, O*0.05.
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