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Introduction

8-cell embryo

Les genes ribosomiques (ADNr) sont des séquences repetées dont la transcription, étape o 2-cell ARG

paternal :

clé de la biogenese des ribosomes, se déeroule dans le nucléole. Celle-ci est régulée
notamment par I'état de compaction de l|la chromatine sous Jlinfluence de certains
meécanismes épigéenétiques. Dans I’'embryon précoce de souris, on trouve des précurseurs
potentiels des nucléoles, les NPB (Nucleolar Precursor Body). L’activation de ces NPB
(corrélée a linitiation de la transcription des ADNr) démarre au stade 2-cellules tardif et

maternal

ADNFr inactifs ADNr actifs

Mise en évidence de la transcription
des ADNr au stade 2-cellules tardif par

conditionne le développement a terme de ’embryon. Toutefois les mécanismes régulant ces NPB Nucléole incorporation de BrUTP.
genes dans I'embryon ainsi que la transition NPB - nucléole actif ne sont pas encore (AZDtN,B_fUTF; 12003
a s - 4 7 . . , . s . s v s g alsepina et al.
completement élucides. Nos objectifs sont donc d’etudier la régulation épigénetique des P
ADNTr ainsi que la mise en place des nucléoles actifs.
vV - Ve Ve
Materiel et Methodes Reésultats
NOS résultats montrent que les Comparaison entre pnM, pnF, et 2-cellules (précoce et tardif)
1c 2C A4c 8C 16cC ) : . y
séquences d’ADNr sont condenseées
collecte @ @ @ @ @ aux stades 1- et 2-cellules précoce. En 1)
effet, elles apparaissent sous forme de . on
» FISH-3D (hybridation in situ fluorescente) 7 gr,O_S Spots ) a_SSOCIeS aux Sequen(_;es BonF
2 types de sondes fluorescentes: ’ péricentromériques autour de certains o P
- songes sr,)écifiques d,eg ADNr (s,é.quence 45 S) NPB. 6 | B 2 cell prec
- sondes seqguences pericentromeriques . .
- P - A partir du stade 2-cellules tardif, les L B2 cell tard
f”a'yseb o on , | | cnle X seguences commencent a se
es empryons sont ensuite observes en microscopie confocale Z A : : 2 —
(microscope Zeiss LSM700 ) sur la plateforme d’imagerie du d?condenser, _et a Se, ghssomer_ des
centre de Jouy-en-Josas (MIMAZ2) , et analysés en fonction de 4 sequences péricentromériques (Fig. 1). 0 - | .
criteres (n= 20 a 50 noyaux par stades) : | es signaux observés sont de Nbr_rDNA rDNA_semi ring/circle-NPB
1) Nombre de signaux ADNr nombreux etits  spots u  se
2) Nombre de signaux de seguences pericentromeriques, _ P s ,p_ q | |
3) Catégories de NPB Y relocalisent vers VFlintérieur des NPB Figure 1: Comparaison entre les pronoyaux
: o i o . (Fi 1 et 2) (paternel et maternel), le stade 2-cellules précoce
4) Nombre d’association ADNr- sequences péricentromeériques. ADN, Sequences g. - (36hphCQG) et le stade 2-cellules tardif (48hphCG).

péricentromeriques et ADNr

La décondensation des
ADNr se poursuit jusqu’au
stade 8-cellules (Fig. 2 et 3).
A partir des différents
signaux observés pour les
sequences d’ADNr entre les
stades 4- a 8-cellules, nous
Catégories de NPB en fonction de la distribution des ADNr avons défini 4 catégories de
45 NPBs:
-T1 : quelques sighaux
-T2 : nombreux sighaux
32 T - T3 : signaux en collier tres
3 "4 1 décondensés
13 - T4 : marquage ADNr diffus
T2 colonisant lintérieur des
-~ NPB. 2CE
| es quantités de NPBs de Figure 2: Organisation en 3D des génes ribosomiques (ADNr) du stade 1- au stade 8-cellules (précoce et tardif).
type T1 et T2 devenant de ADN, Séquence majeure, ADNr. Echelle 5SuM
plus en plus minoritaire en

faveur du type T3 puiS du T4 Intéraction ADN-Chromocentre
en fin de stade 8 cellules. 25 —+=ADNF ass0 majeur La décondensation des

dcprécoces  Actardifs  8cprécoces  8ctardifs ADNr qui s’établie au cours
20
Figure 3: Catégories de NPB en fonction du niveau de
décondensation des ADNr 15

du développement s’accom-
10

pagne également de leur
Conclusion ;
Suite a l'initiation de la transcription des ADNr au stade 2-cellules tardif, O et aeel s

dissociation partielle avec
nous observons une :

les séquences péricentro-
mériques. (Fig. 4)
s Decompaction de la chromatine des séquences d’ADNr

% Colonisation par ces sequences de l'intérieur des NPBs

* Dissociation de la majorité des sequences d’ADNr et des sequences N
péricentromerigues @ O
L s . - e
L’organisation en 3D des ADNr semble corréler a leur statut transcriptionnel _ /
Seq majeure & PR

(/

Figure 4: Interaction entre ADNr et seguences pericentromeériques

au cours du developpement embryonnaire préecoce. Nous envisageons de

poursuivre nos travaux en détectant dans un premier temps les transcrits C) NPB ‘ ®

(pre-ARNr 47S) par la technigue d’ARN-FISH. Ensuite, la corrélation entre la PNf , ®

configuration des genes ribosomiques et leur etat transcriptionnel sera 2-cell. precoce ®

analysee par ADN-ARN-FISH. Fin de 1-Cellule o 2 cell. tardif / dcell.
chromosome ADNr actif
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