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de sa progéniture:
les mutations

a effet maternel

Elisabeth S. Christians

> Les mutations a effet maternel affectent les
génes qui codent pour des facteurs maternels
(transcrits, protéines) normalement stockés dans
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I’ovocyte et utilisés par ’embryon apres la fécon-
dation. Alors que les femelles porteuses de ces
mutations sont viables et d’apparence normale,
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La création de tout nouvel organisme par reproduction
sexuée implique la fécondation d’un ovocyte par un sper-  Origine historique
matozoide. Ces deux gamétes haploides apportent un
nombre identique de chromosomes a une chromatide, Alfred Sturtevant, plus connu comme généticien de la
reconstituant ainsi une cellule diploide, le zygote. Mis @  drosophile, fut I'un des premiers a émettre I’hypothese
part cette contribution quantitative identique, ovocyte et de I’existence de caractéres a effet maternel [2]. |l
spermatozoide sont extrémement dissemblables par leur  réexaminait alors les données publiées par d’autres
taille, leur composition et leur activité. L'ovocyte est une  auteurs au sujet du déterminisme génétique de I’enrou-
cellule volumineuse dont le cytoplasme contient de lement a gauche ou a droite de la coquille de la limnée.
grandes quantités de transcrits et de protéines, appelés de  L’hypothése de travail de A. Sturtevant suggérait que
facon générale, facteurs maternels [1]. Bien que ces fac-  I’enroulement & droite était un caractére dominant éta-
teurs maternels soient encore mal définis, il est clair qu’ils ~ bli par la constitution génétique de I’ceuf et non de I’em-
peuvent jouer un rdle essentiel dans le développement bryon lui-méme. Des travaux ultérieurs démontrerent la
(=) mss embryonnaire (=). C'est précisément ce qu’ont révélé les  justesse de son hypothese.
1999, n° 2, mutations dites a effet maternel. Ces mutations modifient  Dans le cas de la limnée, I'effet maternel concernait un
p- 148 la composition de I'ovocyte en facteurs maternels et  géneprésentant deux alléles. De fagon plus générale, n’im-
affectent le devenir des embryons issus de la fécondation  porte quel géne maternel contrélant un caractére phénoty-
de tels ovocytes (Tableau I). On voit donc comment la mére  pique de 'embryon peut étre porteur de mutations dite &
contribue non seulement au génotype de sa progéniture  effet maternel.
mais également a son phénotype par le biais de ces fac-
teurs maternels. Afin de pouvoir identifier ce type de muta-  Diversité et effet dramatique des mutations
tions lorsqu’elles apparaissent, il faut tenir compte du fait @ effet maternel chez les non mammifeéres
qu’il n’y a pas de relation directe entre le génotype et le
phénotype de I’embryon mais que c’est en réalité le géno-  Mis en évidence chez Iescargot, I'existence de caractéres a
type de la mére qui est déterminant (Figure 1). effet maternel a été largement démontrée par I'observa-
M/S n® 4, vol. 19, avril 2003 459
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tion de mutants chez la drosophile [3]. Un point important
du développement dans cette espece est Iorganisation en
gradient des facteurs maternels dans I'ovocyte. Cette
organisation implique de nombreux genes qui déterminent
la mise en place des axes antéro-postérieur et dorso-ven-
tral ainsi que la différenciation de certaines populations
cellulaires comme les cellules germinales. Toute perturba-
tion de ces génes modifie gravement le phénotype de I'em-
bryon qui peut, par exemple, présenter deux tétes ou une
absence de dos [4].

Des mutations a effet maternel plus discrétes se traduisent
par I'apparente stérilité des femelles dont les embryons
meurent au tout début de leur développement [3]. Durant
les vingt derniéres années, un travail de criblage trés
étendu a permis de sélectionner des locus d’intérét,
d’identifier les mécanismes atteints et, enfin, de détermi-
ner de plus en plus efficacement les génes impliqués et leur
role. Sont maintenant connus des facteurs d’origine
maternelle spécifiquement nécessaires pour le contrdle
d’événements tels que la formation du pro-noyau mdle, la
migration du pro-noyau femelle et I'intégration du génome
paternel dans le génome embryonnaire (cas du géne
Sésame) [5].

Méme si 'organisation de I’embryon apparaft plus simple
chez le nématode, C. elegans, celle-ci dépend aussi de

(=) mss geénes a effet maternel. Parmi les centaines de mutations
2000, n° 3, Mel (maternal effect embryonic lethal) identifiées lors de
p. 336

criblages intensifs, 32 s’accompagnent d’un arrét du déve-
loppement avant méme la premiére division cellulaire [6].
Enfin, des mutations a effet maternel ont été également
décrites chez les vertébrés inférieurs tels que le poisson
zébre, le xénope ou le pleurodéle [7]. Des criblages géné-
tiques réalisés chez le poisson zébre permettront I'identifi-
cation de génes impliqués dans ces mutations. C'est déja le
cas pour le gene nebel dont la mutation empéche la forma-
tion du sillon de division cellulaire [8]. Chez le xénope, au
contraire, de telles panoplies de mutants ne sont pas disponibles; il existe
toutefois quelques exemples de mutations a effet maternel naturelles
telles que af qui affecte le sillon de division cellulaire et pourrait donc étre
comparée a la mutation nebel du poisson zébre [9]. Malgré ce manque
d’outils génétiques, le concept d’effet maternel est bien présent dans
I’étude du développement du xénope, car les conséquences d’un déficit
sévere en un facteur mater-

génome zygotique et permettre ainsi les divisions cellu-
laires rapides qui caractérisent 'embryon de xénope [10].

Exemples plus rares et plus récents
chez les mammifeéres

Ainsi que nous I'avons vu, c’est principalement a partir de
criblages de mutations induites au hasard dans le génome
qu’un grand nombre de mutations a effet maternel a été
découvert chez les organismes inférieurs. A Pinverse de
cette recherche allant du phénotype au génotype, un grand
nombre de mutations par recombinaison homologue ont
été réalisées chez la souris, visant a déterminer le phéno-
type associé a la perte de fonction du gene ciblé. C'est au
cours d’expériences semblables qu’ont été observées, chez
la souris, les premiéres mutations a effet maternel
(Dnmtlo et Dnmt3L, Hsfl, Mater) (Figure 2).

Nous avons déja mentionné, chez le xénope, que la méthy-
lation de I’ADN sous le contrdle de facteurs maternels est
un mécanisme important du développement embryon-
naire. C’est également le cas chez les mammiferes.
Toutefois, le rdle joué par la méthylation est différent:
celle-ci est notamment impliquée dans le déterminisme
de I'empreinte génomique qui régle certains génes (par
exemple: Igfll, H19), privilégiant 'expression d’un alléle
en fonction de son origine parentale [11] (+). Durant la
gamétogenese, I'empreinte dérivant des parents est gom-
mée pour étre remplacée par I"empreinte de Iindividu,
futur mere ou pere. Cela implique qu’au niveau des
gameétes, s’établit un nouveau profil de méthylation qui
devra ensuite étre maintenu aprés que ces gameétes ont
participé a la formation d’un nouvel organisme. Des pro-
gres sont faits dans Iidentification des méthyltransfé-
rases et des facteurs régulateurs impliqués dans ces diffé-
rentes étapes de méthylation et de déméthylation. Cela a
mené a une meilleure compréhension du rdle joué notam-
ment par deux genes a effet maternel, Dnmtl, et le gene
apparenté, Dnmt3L [12, 13]. Le géne DnmtI a la particu-
larité de s’exprimer, dans I'ovocyte et dans I’embryon
avant implantation, a partir d’un promoteur spécifique
(Dnmtlo). La délétion de ce promoteur spécifique a per-
mis de créer des souris qui n’expriment pas DnmtI durant

nel donné peuvent étre tes-
tées en injectant des sé-

quences antisens dans I'em-
bryon. Un groupe d’€dim- - Mutations affectant la méthylation de I’ADN

« Large criblage de mutants

bourg (Ecosse) a ainsi - Mutations affectant les 1 divisions cellulaires

démontré que I’ADN-mé-
4 « Existence d’un gradient ovocytaire et mutations

. S
thyltransférase d’origine affectant les axes embryonnaires

D. melanogaster  C. elegans  D.rerio  X. laevis M. musculus

oui oui oui non non
- - - - oui
oui oui oui oui oui
oui non oui oui non

maternelle était nécessaire

pour maintenir silencieux le  Tableau I. Mutations a effet maternel chez les invertébrés et chez les vertébrés.
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I'ovogenese et la période préimplantatoire du développe-
ment. Les femelles homozygotes pour cette délétion don-
nent naissance a des embryons dont le développement
s’arréte avant le dernier tiers de la gestation. Bien que
Dnmtlo soit la forme exprimée spécifiquement durant
I'ovogenese, la mutation de Dnmtlo ne perturbe pas le
profil de méthylation de I'ovocyte. €n revanche, Ianalyse
des embryons produits par les femelles déficientes en
Dnmtl ovocytaire montre que Dnmtl est essentiel pour
maintenir le profil de méthylation durant la 5¢ phase S, ce
qui par ailleurs, correspond de maniere convaincante a la
localisation nucléaire de Dnmtl durant cette phase parti-
culiere de réplication. Malheureusement, peu d’informa-
tions sont données sur les anomalies présentées par ces
embryons dont la méthylation est défectueuse [12]. A la
différence de Dnmtlo, Dnmt3L n’a pas la structure d’une
réelle méthyltransférase mais serait plutot un régulateur
de la méthylation. €n I"absence de Dnmt3L, le profil de
méthylation spécifique qui caractérise I’établissement de
'empreinte génomique maternelle est significativement
perturbé sans que cela ait des répercussions visibles au
niveau de 'ovogenése (=). Toutefois, les embryons issus
des femelles Dnmt3L™~ présentent une expression bi-allé-
lique des génes normalement porteurs d’une empreinte
maternelle. Ces embryons développent des malformations
séveres affectant le systeme nerveux et les annexes extra-
embryonnaires qui entrainent la mort 9,5 jours apres la
date de fécondation. Qutre son effet maternel, la muta-
tion de Dnmt3L interrompt complétement la production de
spermatozoides dans les tubes séminiféres qui ne contien-
nent plus que des cellules de Sertoli. Cela semble indiquer
que la gamétogenése male, a 'inverse de I'ovogenese, ne
peut s’effectuer en I’absence du produit de ce géne [13].

Contrairement @ Dnmtlo et a Dnmt3L, le facteur de choc (%) mss

thermique (heat shock factor, HSF1), qui fait I'objet des 2003, n°1,

recherches menées dans notre laboratoire, n’était pasun P+ 1%

candidat attendu dans le groupe des génes porteurs de

mutations a effet maternel. Ce geéne s’exprime en effet (=) mss

largement en dehors de "ovocyte. Le role connu d’HSF1 202‘;»0"“ 5,
p-

est de contrdler I’expression inductible des genes Hsp
(heat shock protein) qui codent pour les protéines de
choc thermique. €n cas de stress cellulaire, ces protéines
jouent un rdle de chaperons protégeant la conformation
adéquate d’autres polypeptides auxquels elles s’asso-
cient [14] (). Les femelles Hsf1™~ produisent des ovo-
cytes qui peuvent étre fécondés mais les embryons qui en
résultent restent pour la plupart bloqués au stade 1 ou 2-
cellules et aucun n’atteint le stade blastocyste [15]. Un
probléme dans la transcription du génome embryonnaire
pourrait expliquer ce type de blocage du développement,
qui est notamment observé chez des embryons normaux
traités expérimentalement avec des inhibiteurs de la
transcription. €n fait, chez les embryons produits par les
femelles Hsf17/~, il ne s’agit pas d’une absence de trans-
cription embryonnaire, mais plutdt d’une activité
réduite, conduisant probablement a un déficit qualitatif
ou quantitatif en produits embryonnaires nécessaires a la
poursuite du développement. Par ailleurs, plusieurs
études, ainsi que des travaux de notre laboratoire ont
montré que HSF1 peut aussi régler "expression des genes
Hsp et d’autres génes en I’absence de stress visible [16]. €n raison de
I’implication des génes Hsp dans de nombreux processus cellulaires
(cycle cellulaire, contrdle de la translocation nucléocytoplasmique de
protéines, protection contre I’apoptose), il est possible que la mort des
embryons produits par les femelles Hsf1”/~ ait une origine multifacto-
rielle incluant notamment un dysfonctionnement nucléaire [15].

Publiée presque en méme temps que notre étude sur Hsf1,
la mutation a effet maternel du gene Mater (maternel

AR
NN N W

Descendance non viable

Figure 1. Définition et schéma décrivant la notion de mutations a effet maternel. Le
schéma présente une mutation a effet maternel récessive. Lorsqu’une femelle
(cercle) homozygote mutante est accouplée avec un male (carré) de type sauvage,
hétérozygote ou homozygote mutant, les embryons produits sont soit hétérozy-
gotes, soit homozygotes, mais leur phénotype est |étal quel que soit leur génotype.
Dans leur forme la plus simple, de telles mutations a effet maternel permettraient
aux femelles (D. melanogaster) homozygotes (mutantes) de survivre, mais provo-

queraient chez elles la production d'une progéniture anormale parce que des fac-

teurs maternels vitaux n'auraient pas été déposés dans I'ceuf [3].
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Type sauvage

Hétérozygote

B Homozygote

antigen that embryos require) semble avoir des effets
assez similaires [17]. Les embryons engendrés par les
femelles Mater”~ ont une activité transcriptionnelle
réduite et ne se développent pas au-dela du stade 2 cel-
lules. Le géne Mater a été découvert dans le cadre
d’études sur la ménopause précoce d’origine auto-
immune (premature ovarian failure). Cette maladie se
caractérise par une production anormale d’anticorps
dirigés contre certaines protéines ovocytaires qui aboutit
a la destruction auto-immune des ovocytes. Des souris
thymectomisées, utilisées comme modéle animal de
cette maladie, synthétisent massivement des anticorps
reconnaissant une protéine de 125 kDa nommée OP1
(ooplasm-specificl). Une fois cloné, le géne correspon-
dant a OP1 a été appelé Mater [18]. U'analyse de ce géne
révele la présence d’un domaine homologue avec un inhi-
biteur de ribonucléase, ce qui suggére que le role essen-
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() mss tiel de Mater pourrait étre d’empécher une dégradation
2002, n° 2, trop précoce des ARN maternels nécessaires au début du
p- 169 développement embryonnaire [18].

La capacité de "ovocyte de participer au développement
embryonnaire dépend de nombreux facteurs qui sont
exprimés dans "ovocyte, non seulement de maniére auto-
nome mais aussi apparemment sous le contréle des cel-
lules de la granulosa. Ainsi, des mutations entrainant un
dysfonctionnement de ces cellules ou de leurs interac-
tions avec I’ovocyte pourraient avoir un effet maternel.
Cest I'hypothese formulée par T.L. Rankin et al. dans
analyse de leurs résultats sur la mutation du gene Zp2, qui empéche la
formation de la zone pellucide entourant normalement "ovocyte [19].
Ces auteurs montrent que les ovocytes mutants sans zone pellucide peu-
vent étre fécondés, mais qu’ils ne peuvent pas se développer. €n
revanche, des ovocytes « dépellucidés » expérimentalement avant la
fécondation donnent lieu a des embryons viables. I’absence de zone pel-
lucide durant I'ovogenése

I’embryon dépend non seulement du génotype de sa mere,
mais aussi de celui de son pére. A ce titre, DDK est une
mutation a effet maternel conditionnée par le génotype du
pere. Cela peut s’expliquer par la modification d’un facteur
maternel chez DDK qui est devenu incompatible avec les
facteurs paternels de souches non DDK [21]. Un pH anor-
malement bas, s’accompagnant d’une réduction des com-
munications entre cellules embryonnaires, pourrait étre
responsable de la mort de ces embryons au stade morula.
Concernant le facteur maternel en cause, les travaux réali-
sés par J.P. Renard et al. ont montré qu’il s’agit d’'un ARN
présent dans "ovocyte et qui joue un role déterminant entre
lestade 1 et 8 cellules [22] (=). Malgré la complexité géné-
tique qui rend difficile la compréhension compléte de ces
observations, il semble que les génes impliqués et les fonc-
tions touchées soient bient6t identifiés.

La seconde mutation a effet maternel naturel, observée

perturberait ainsi les
échanges entre 'ovocyte et

Arrét du développement

Gene Réle d .

les cellules de la granulosa, s en cas de mutation

rendant I'ovocyte incom- e e - . .

étent r le dével Inconnu 0j l i Lol
peienl” pour © Ceveoppe Hef P Pré-implantation
ment embryonnaire [19]. Mater ——~

Chronologiquement anté- Méthylation

rieure a ces exemples, la de ’ADN o5

description de deux muta- Bt M »9J
tions naturelles (DDK, Tme) 0] % ! Ll
montre qu’elles se rappro- Régulation ® C3H

P du profil de

chent de la définition de méthylation

mutation a effet maternel, maternelle -
tout en s’en distinguant. 8-cellules 19
Comme nous I'avons men- 0] 5 l Sadl
tionné plus haut, Iexis- Damtlo /
tence d’une mutation a Dnmtlo

effet maternel est parfois Maintien du profil

. P de méthylation
uniquement révélée par une y

trés faible fertilité des *
femelles do/nt les embryons s 5 phase S
meurent précocement. C’est

ce type d’observation qui a

—_—

attiré  'attention  de  Figure 2. Caractérisation des mutations a effet maternel identifiées chez la souris. Le rdle des génes Hsfl et Mater
N. Wakasugi et de ses colla-  dans I'ovocyte n’est pas encore connu, mais leurs mutations par recombinaison homologue ou invalidation entrai-
borateurs, alors qu’ils étu-  nent I’arrét du développement embryonnaire au stade 2 cellules. Les génes Dnmtlo et Dnmt3L sont impliqués dans

diaient la souche de souris  |e maintien et la régulation de la méthylation dont la perturbation se traduit par un effet délétere plus tardif

DDK [20]: les femelles DDK  durant la période post-implantatoire. Dnmt3L regle le profil spécifique de méthylation maternelle qui est apposé

n’engendrent pas de des-  durant 'ovogenése; en I’absence de Dnmt3L, des génes a empreinte maternelle ne sont plus maintenus silencieux.

cendance viable lors-  Dnmtlo sert & conserver le profil de méthylation durant la 5¢ phase S du développement. €n cas de déficience en

qu’elles sont croisées avec  Dnmtlo, le profil de méthylation n’est pas copié au niveau du brin néosynthétisé (brin en rouge), ce qui entraine

des males d’autres souches.  apparition, dans les cycles cellulaires ultérieurs, de deux populations de cellules, 'une dont ’ADN est correcte-

Dans ce type de croisement,  ment méthylé, et I'autre dont le profil de méthylation est anormal. Le nombre de jours, au-deld duquel le déve-

onvoitdonc quelasurviede  oppement des embryons produits par les femelles mutantes s’arréte, est indiqué par des fleches noires.

M/Sn®4, vol. 19, avril 2003



chez la souris, touche le locus T (Tme), au niveau duquel
H. Winking et al. ont rapporté dés 1984 'existence d’une
délétion particuliere entrainant la mort des feetus rece-
vant cette anomalie de leur mére [23]. €n fait, le locus
T contient le gene Igfllr qui est porteur d’'une empreinte
paternelle, ce qui signifie que seul I'alléle maternel peut
étre exprimé [24]. Les embryons recevant I’alléle muté
de leur mere ne peuvent donc pas exprimer IgflIR. La
aussi, on retrouve une nette différence entre ces muta-
tions touchant un locus soumis a I’empreinte génomique
et la mutation a effet maternel telle qu’elle est définie
plus haut (Figure 1). Les premiéres n’impliquent pas un
facteur maternel présent dans I'ceuf, mais un gene
transmis par la mére. Les secondes touchent directe-
ment les genes codant pour des produits déposés dans
I’ovocyte qui, secondairement, peuvent affecter 'em-
preinte comme dans le cas de Dnmt3L (Figures 2 et 3).

Mutation a effet maternel: une réalité
pour le concept de compétence ovocytaire

Contrairement a la drosophile et au nématode, chez les
mammiferes, la mise en évidence de génes porteurs de

mutations a effet maternel s’est faite plus récemment.

L'importance de ces mutations dépend des schémas et

des cinétiques de développement des différentes

especes. Chez les mammiferes, le développement est

tres lent, 'ovocyte n’est pas organisé en territoires et

peut apparaitre comme moins spécialisé. Des lors, on

peut faire I’hypothese selon laquelle, chez les mammi-

feres, un nombre plus limité de génes présenteront des

mutations a effet maternel. Cela ne veut pas dire que les

facteurs maternels jouent un r6le moindre chez ces

especes. Au contraire, au début du développement, les

facteurs maternels contrdlent les fonctions vitales de

I’embryon, avant que celui-ci ne les assume grace a

I’expression de son propre génome. C’est la raison pour

laquelle un grand nombre de mutations, pouvant tou-

cher les facteurs maternels exprimés dans I’ceuf, sont en réalité létales
a I’état homozygote. Ces mutations ne laissent donc pas la possibilité
d’obtenir des femelles mutantes viables a partir desquelles se réveéle-
raient des mutations a effet maternel.

Néanmoins, la découverte des cas décrits dans cet article donne une
réalité génétique au concept de compétence ovocytaire souvent uti-
lisé dans le contexte de la production d’embryons in vitro (reproduc-
tion assistée, clonage) [25]. Le role de I’ovocyte est de pourvoir au

Empreinte génomique parentale

Mutation affectant un gene

réglé par I’empreinte
génomique parentale

M

B C3H

{ W C3H

Mutation a effet maternel
affectant 'empreinte
génomique parentale

- 0 »o—c

développement de I’embryon. C’est a partir de ce cri-
tere que peut se définir la compétence de I'ovocyte a
exercer son role, et les mutations a effet maternel
révelent les génes majeurs qui en sont responsables. |l
est a remarquer que ces genes ne présentent pas
nécessairement une expression exclusivement ovocy-
taire (Hsfl), ce qui diminue la valeur des criblages dif-
férentiels destinés a les découvrir. €n revanche, I'op-
portunité d’identifier de nouveaux génes a effet
maternel pourrait se trouver dans les vastes collec-
tions de mutants obtenues par traitement a I"ENU (N-

Dnmt3L~/~ Tme/Igfll ) . ) . L .
N:""ta b m; ef RP éthyl-N-nitroso-urée), qui sont créées dans différents
: x grands centres en Europe et aux Etats-Unis. Cela
. o
- IgfiIR .C3H regmer’F .cependant un .effort,sout.enu lorsqu’il s’agit
] ] d’identifier des mutations récessives telles que les
v v mutations a effet maternel. €n effet, les males traités
a I’ENU sont utilisés pour produire une premiere géné-
lgflIR  Paternelle Normale Anormale ration d’animaux dont certains seront porteurs de
il sl SIS HONC mutations a I’état hétérozygote. Cette premiere géné-
HI9 Paternelle Normale Normale ion doi N o, " Al
Snrp Maternelle Anormale Normale ration doit ensuite etre croisée avec ce meme male, ou

Figure 3. Schéma de mutations affectant des génes soumis a I’empreinte génomique
parentale. empreinte se caractérise par un profil de méthylation spécifique dépen-
dant de Iorigine parentale de 'allele. Uinvalidation de Dnmt3L est une mutation a
effet maternel qui affecte le mécanisme d’établissement de ’empreinte maternelle.
Des genes a empreinte maternelle comme Igfll s’expriment de maniere bi-allélique
dans les embryons issus des femelles Dnmt3L™". €n revanche, Tme est une mutation
touchant directement un gene (gflIR), qui est par ailleurs soumis & I'empreinte géno-

mique. Seule I"expression d’IgflIR est directement affectée par la délétion Tme.
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entre elle, pour engendrer des individus homozygotes
pour la mutation induite. Il faut donc maintenir de trés
larges colonies d’animaux durant de nombreux mois
avant de pouvoir identifier les cas intéressants. De tels
schémas de croisement sont actuellement élaborés et
il serait dommage de ne pas donner suite a des obser-
vations mentionnant des cas d’infertilité femelle qui
pourraient révéler I'existence d’autres genes a effet
maternel [26]. ¢
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SUMMARY

When the mother further impacts the destiny

of her offspring: maternal effect mutations

Genes affected by maternal effect mutations encode
maternal factors (transcripts, proteins) which are nor-
mally stored in oocytes and used by the embryos after
fertilization. Although females bearing this type of
mutation are viable and appear to be normal, embryonic
development and survival of their offspring are compro-
mised. Although maternal effect mutations are well
known in lower organisms, such as drosophila or zebra-
fish, several examples have been only quite recently
reported in mammals (Dnmt, Hsfl and Mater). These
studies provide new insights on the aspects of embryonic
development directly controlled by maternal factors
brought by the oocytes. ¢
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