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file://///Users/estelle/Desktop/Thèse/These%20260922.docx%23_Toc115090006
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3BHSD
Adam

ADN
AKT
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AMPc
APC
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ATP
bFGF
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Cdk1
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HCO3-
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IFN
IFNAR
IGF
IRF
IRFE
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Liste des abréviations

3B-Hydroxystéroide déshydrogenase

A desintegrin and metalloprotease (protéine ayant un domaine
désintegrine et métalloprotease)

Acide désoxyribonucléique

Protéine kinase B

Aldo-keto reductase family 1 member C3 (aldo-céto réductase, membre
de la famille 1 C3) : PGFS

Adénosine monophosphate cyclique

Anaphase promoting complex (complexe promoteur de I'anaphase)
Acide ribonucléique

ARN complémentaire

ARN messager

Adénosine triphosphate

Basic fibroblast growth factor (facteur de croissance des fibroblastes)
Trophoblastic binucleate cells (cellules trophoblastiques binucléées
Bovine serum albumin (albumine de sérum bovin)

Binder of sperm family (protéine d’adhésion du spermatozoide)
Bovin trophoblast protein 1 (protéine trophoblastique bovine 1)

lon calcium

Calmoduline kinase Il dépendante du calcium

Cation channel of sperm (canal cationique spécifique aux
spermatozoides)

Cluster de différenciation

Kinase 1 cycline-dépendante

Corps jaune

Cyclooxygénase

Colony stimulating factor (facteur stimulant les colonies)

Cytostatic factor (facteur cytostatique)

Dalton

Diacyl glycerol

CEstrogénes

Equine chorionic gonadotropin (gonadotropine chorionique équine)
Activation du génome embryonnaire

Early pregnancy factor (facteur de la gestation précoce)

CEstrogen receptor (récepteur des cestrogénes)

Follicule stimulating hormone (hormone de simulation folliculaire)
Glandular epithelia (épithélium glandulaire)
Gonadotrophin-releasing hormone (hormone de libération des
gonadotrophines hypophysaires)

Gonadotropine humaine

lon bicarbonate

11-B-hydroxystéroide déshydrogénase

Intracytoplasmic sperm injection (injection intra cytoplasmique de
spermatoides)

Interféron

Interferon-a/p receptor (récepteurs a interférons a/f)

Insulin growth factor (facteur de croissance de I'insuline)

Interferon regulatory factor (facteur de régulation des interférons)
Interferon regulatory factor element (site de fixation d’un IRF)
Interferon stimulated gene (géne stimulé par les intérférons)
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JAK
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Interferon stimulated regulatory element (élément de régulation de
I'expression des interférons)

Izumo sperm-egg fusion 1 (protéine 1ZUMO1 impliquée dans la fusion
des gameétes)

Jour

Janus kinases

Constante de dissociation

Knock-out (inactivation d’'un gene)

Low density lipoprotein (lipoprotéine de faible densité)
Endometrial luminal epithelia (épithélium endometrial luminal)
Hormone lutéinisante

Mole

Deuxiéme division méiotique

Oligonucléotides morpholinos

Masse cellulaire interne

Micro-ARN

Métalloproteinase matricielle

Maturation promoting factor (facteur de promotion de la mitose)
Maternal pregnancy recognition (reconnaissance maternelle de la
gestation

lon sodium

Monoxyde d’azote

Ovine trophoblast protein (protéine trophoblastique ovine)
Oviduct specific glycoprotein (oviductine)

Oxytocin receptor (récepteur a I'ocytocine)

Progestérone

Platelet activating factor (facteur activateur des plaquettes)
Peripheral blood mononuclear cells (cellules mononucléaires du sang
périphérique)

BSP (binder of sperm family : protéine d’adhésion du spermatozoide)
Hydroxyprostaglandine déshydrogénase

Prostaglandine E2

Prostaglandine E synthase

Prostaglandine F2a

Prostaglandine F synthase

Prostaglandine H2

Phosphoinositide 3-kinase
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate

Protéine kinase A

Protéine kinase C

Phospholipase A2

Phospholipase C

Plasma membrane Ca2* pomp (pompe a Ca2* membranaire)
Progesteron receptor (récepteur a la progestérone)

Prolactin receptor (récepteur a la prolactine)

Prostaglandine E synthase

Récepteur 2 a la prostaglandine E2

Récepteur 4 a la prostaglandine E2

Récepteur a la prostaglandine F

Prostaglandine synthase 2 : COX-2

Réaction acrosomiale

Adénylate cyclase soluble

Sarco réticulum endoplasmique Caz*- ATPase



SERPINE
sGE
Shh

SLO3

SOC
STAT

StAR
TE
TGF
TIMP
TNF
Tyk2
VEGF

ZP

Serine protease inhibitor (inhibiteur de la protéase sérine)

Superficial glandular epithelia (épithélium superficiel glandulaire)

Sonic Hedgehog (protéine impliquée dans la voie de signalisation dite
Hedgehog)

High conductance potassium channel (canal potassique a haute
conductivité)

Store operated Ca2* channel (canal calcique capacitif)

Signal transducer and activator of transcription (facteur de transcription
et de signalisation)

Steroidogenic acute regulatory protein (protéine de régulation de la
stéroidogénese)

Trophectoderme

Transforming growth factor (facteur de croissance transformant)
Tissue inhibitor of metalloprotease-1 (inhibiteur tissulaire des
métalloprotéases)

Tumor necrosis factor (facteur de nécrose tumorale)

Tyrosine kinase 2

Vascular Endothelial Growth Factor (facteur de croissance endothéliale
vasculaire)

Zone pellucide
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Introduction

Depuis la conception jusqu’a la naissance, la femelle vivipare porte son petit. A l'issue du
rapprochement des deux individus méale et femelle, la gestation assure le développement de
la progéniture avant la mise-bas. Cette reproduction sexuée assure aux parents une
descendance et le maintien d’une diversité génétique au sein des populations.

Les mammiféres sont des animaux vivipares, possédant des mamelles pour l'allaitement de
leur géniture. Parmi eux, certains ont été choisis puis élevés par 'lHomme pour l'aider, le
distraire ou encore le nourrir. Ce processus de domestication concerne aussi bien le chien, la
vache et le cheval, qui vivent aux cbétés des humains depuis des milliers d’années. Ces
mammiféres domestiques partagent des -caractéristiques communes anatomiques et
physiologiques au niveau du systeme reproductif. Ce sont des euthériens (mammiféres
placentaires), amniotes (leur embryon et foetus sont protégés par un amnios et une allantoide),
unipares (ne donnent naissance qu’a un seul petit par portée) pour la vache et la jument et
multipare (plusieurs petits par portée) pour la chienne.

Tout au long du développement embryonnaire, une communication entre I'organisme maternel
et le conceptus est nécessaire pour orchestrer les évenements et maintenir la gestation.
Pendant la phase de vie libre de I'embryon, ce dernier signale sa présence a la mére et
favorise la réceptivité utérine et le maintien du corps jaune via diverses voies de transduction.
Les mécanismes de reconnaissance maternelle de la gestation sont trés diversifiés d’une
espéce a l'autre, et encore trés méconnus. De nombreuses interrogations subsistent quant
aux mécanismes précis mis en ceuvre, la nature du signal ou encore sur I'existence méme de
ce processus chez certaines espéces.

L’objet de cette thése est d’étudier la physiologie du début de la gestation chez la femelle dans

une premiére partie, puis de développer les signaux de reconnaissance maternelle chez les
mammiféres domestiques concernés (jument, vache, chienne) et de les comparer.
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. Physiologie du début de la gestation : période
embryonnaire

L’embryogénése correspond a la formation d’'une cellule ceuf, totipotente, a partir de laquelle
se formera un nouvel organisme pluricellulaire dans l'utérus maternel. Elle débute par le
rapprochement du gaméte male et du gaméte femelle.

A. Transport des gamétes dans le tractus génital femelle

L’accouplement de deux individus permet la rencontre des gameétes. Pour cela, la
coopération du méale et de la femelle est indispensable. L’appareil copulateur du male libére
les spermatozoides alors que les voies génitales de la femelle les réceptionnent et les
conduisent jusqu’a 'ovocyte. La fécondation a lieu dans 'oviducte chez les mammiféres,
plus précisément a la jonction entre 'ampoule et I'isthme (Campbell et al., 2012).

1) Dépdt des gameétes

Les voies geénitales femelles accueillent les gamétes males lors de 'accouplement. Les trois
mammiféres étudiés ont un appareil génital femelle composé d’'une vulve, d’'un vagin et d’un
utérus.

La vulve correspond a I'appareil génital externe : elle permet I'accouplement de deux individus.
Chez la majorité des mammiferes, I'organe qui recoit le sperme a cette occasion est le vagin.
Il s’étend du col de l'utérus jusqu’au sinus uro-génital. Le vagin est le siege de la copulation,
et permet au terme de la gestation le passage du nouveau-né.

Le vagin de la vache mesure 30 centimétres et est trés extensible latéralement, avec un
vestibule de huit a dix centimétres de long orienté caudo-ventralement (figure 1). Ce dernier
contient, en plus du clitoris et du méat urinaire, un diverticule suburétral qui est spécifique des
ruminants et des suidés (figure 4).

En ce qui concerne la jument, le vagin fait 20 & 25 centimetres de long. L’hymen est bien
développé chez presque tous les individus et peut persister jusqu’a I'orifice urétral externe. Le
vestibule mesure 10 a 12 centimétres de long (figure 2).

Chez la chienne, l'utérus mesure entre 12 et 15 centimétres pour des individus de taille
moyenne, avec un vestibule de 5 a 6 centimetres de long (figure 3).

Chez la vache et chez la chienne, lors de la monte naturelle, le sperme est déposé dans la
partie craniale du vagin (figure 1, figure 3). Le vagin contient des substances tampons qui
neutralisent localement le pH vaginal acide. Ce liquide vaginal, sécrété en quantités
importantes semble influencer favorablement la matilité des spermatozoides, malgré leur
faible temps passé dans le vagin (Miller, 2018) (Schatten and Constantinescu, 2007).
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Chez la jument, les spermatozoides sont déposés dans l'utérus lors de la saillie (Troedsson
et al., 1998).

L’utérus correspond a l'organe de la gestation : il est constitué de deux cornes utérines, du
corps utérin et du col utérin (cervix).

Corne utérine
droite (ouverte)

Lig. intercornual dorsal . .
g Corne utérine droite

- Corps utérin Meésosalpinx )
Trompe Lig. propre de
Mésosalpinx utérine : I'ovaire
____Trompe ) Ovaire | . N oy,
@Y utérine Infundibulum ) ' Caroncules
) . T ~

Ovaire

““Mésovarium  Mésovarium -
\;/ :

Mésométrium

—Corps utérin

Orifice utérin

s : interne du cervix
Partie vaginale du

cervix Plis circulaires Canal cervical

Orifice utérin externe de la
partie vaginale du cervix

Fornix du vagin

Cervix

Fornix du vagin
Vagin
. Ostium des canaux de Gartner

Orifice externe de l'urétre
Ostium de la glande vestibulaire majeure
Vestibule

./
~_Clitoris
< -
S ?7 200

Orifice externe de 'urétre

Fosse du clitoris

Clitoris  Vulve

Figure 1 : Appareil génital de la vache — vue dorsale (Schatten and Figure 2 : Appareil génital de la jument — vue dorsale (Schatten
Constantinescu, 2007) and Constantinescu, 2007)

Chez la jument, les cornes utérines (12 a 20 cm) sont aussi longues que le corps utérin (14 a
25 cm). Elles sont orientées cranio-ventralement. L’endomeétre des cornes et du corps possede
de nombreux plis longitudinaux (figure 1) (Schatten and Constantinescu, 2007).

Chez la vache, les deux cornes de 35 a 45 centimetres de long prennent leur origine sur un
corps de petite taille (3 a 4 cm). A ce niveau-la, elles sont reliées par deux ligaments
intercornuaux (ventral et dorsal). Les cornes utérines présentent une courbure ventrale, puis
une courbure caudale et enfin une courbure dorsale. L'apex d’'une corne est en forme de « S »
(figure 2). L'endométre posséde des plis longitudinaux et transverses, permettant d’isoler des
reliefs pédiculés correspondant aux caroncules utérines (80 a 120 chez la vache). Ces
derniéres permettront la constitution du placentome.

Chez la chienne, l'utérus est trés long et fin (12 a 16 centimétres de long pour 8 a 9 millimetres
de diameétre). Le corps utérin mesure 3 a 4 centimeétres de long et le col 1,5 a 2 centimétres,
avec un diamétre similaire d’1 cm. Les cornes utérines mesurent 6 a 10 centimeétres de long
pour 1 & 1,5 millimétres de diamétre (figure 3). Elles possedent quelques plis longitudinaux
internes.
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Figure 3 : Coupe sagittale de la cavité pelvienne de la vache (Schatten
and Constantinescu, 2007)

Figure 4 : Appareil génital de la chienne — vue dorsale (Schatten and

Constantinescu, 2007)

2) Migration des spermatozoides

La durée de transport des spermatozoides dans les voies génitales femelles est variable d’'une
espéce a une autre. Cette durée dépend de la taille du tractus génital et du lieu de dépbt des
spermatozoides. Quel que soit ce dernier, pour rencontrer I'ovocyte, les spermatozoides
doivent traverser la jonction utéro-tubaire pour se rendre dans l'oviducte.

L’avancée des spermatozoides est facilitée par : leur mouvement propre, les mouvements de
fluides, la contraction des parties du tractus génital femelle, I'activité ciliaire et I'inflammation

utérine.

Ce passage de la jonction utéro-tubaire nécessite la coopération de plusieurs molécules. Les
spermatozoides doivent pouvoir adhérer a I'épithélium pour remonter le tractus génital femelle

(Coy et al., 2012).
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a) Depuis la partie craniale du vagin

Lorsque le dép6t du sperme se fait dans le vagin ou sur le col, les spermatozoides mettent
plusieurs heures a atteindre I'oviducte. C’est le cas chez la vache et la chienne. lIs traversent
le col, le corps et les cornes de 'utérus grace a leur mobilité propre et grace aux fluides
utérins qui leur permettent de glisser sur le revétement ciliaire de la muqueuse utérine (figure
5).

A leur arrivée, seules quelques dizaines a une centaine de spermatozoides sont retrouveés aux
premiers stades de la fécondation (événement ou les gamétes méales rencontrent 'ovocyte).
La maniére dont se régle le flux de spermatozoides est encore méconnue. Les
spermatozoides semblent ralentir et s’immobiliser aprés avoir atteints I'isthme de la trompe
utérine. Lors de I'ovulation, ils retrouvent leur mobilité et se déplacent alors vers la jonction
ampullo-isthmique.

Le mucus cervical constitue une des principales barriéres physiques a la migration des
spermatozoides. Selon la période du cycle sexuel, la glaire muqueuse cervicale autorise ou
non le passage des spermatozoides au travers du col utérin : la pénétration spermatique est
possible autour de l'ovulation mais impossible durant la phase lutéale. En effet, sous
imprégnation progestéronique, la filance (longueur relative d’extensibilité d’un filament de
mucus avant sa rupture) est faible et le volume de sécrétion augmente (Miller, 2018).

b) Depuis l'utérus

Chez certaines espéces, lors de la monte naturelle, le sperme est déposé directement dans
I'utérus. C’est le cas chez la jument : la majeure barriere physique au transport des gameétes
males correspond alors a la jonction utéro-tubaire et non au col utérin.

La jonction utéro-tubaire agit comme une barriére aux agents infectieux en provenance de
lutérus et permet de réguler I'entrée des spermatozoides. Chez la plupart des mammiféres,
cette régulation est permise par deux facteurs : les plis de la muqueuse qui obstruent la
lumiére, d’autant plus lors de la contraction des muscles lisses en périphérie, et le fluide
oviductaire qui semblerait avoir une perméabilité sélective (Suarez, 2008).

Le transport des spermatozoides est rapide. Aprés I'insémination artificielle, c’est-a-dire aprés
le dépbt des spermatozoides dans le corps utérin, les spermatozoides atteignent I'oviducte
dans les deux a quatre heures suivantes (Troedsson et al., 1998).

c) Interactions des spermatozoides avec I'épithélium de l'oviducte

Les oviductes, ou trompes utérines, permettent le transport du ou des ovocytes depuis
I'ovaire vers 'utérus. C’est la destination finale des spermatozoides puisqu’il s’agit du lieu de
la fécondation

L’oviducte est composé de deux parties : une partie proximale, I'isthme (rétrécissement local)
et une partie distale, 'ampoule.

Les extrémités des trompes sont marquées par deux ostiums : I'ostium utérin, a la jonction

tubéro-utérine, et l'ostium abdominal, qui entoure linfundibulum. Le pavillon permet la
captation des ovocytes. Chez la jument, I'ovaire présente une fosse d’ovulation qui facilite
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I'entrée de I'ovocyte dans l'oviducte lors de I'ovulation. Le mésoalpinx soutient les trompes
utérines et délimite, avec le mésovarium, la bourse ovarique (figure 5, figure 6).

” i Fimbriae
esovarium Infundibulum
‘ avec fimbriae

Ostium abdominal
Corne L

. 4 o .
utérine : Bourse ovarienne

> Oviducte

Ligament : x
propre de b e distal mesovarium
I'ovaire - \ >
Ovaire [Mesovarium proximal
Mesoalpinx BN N

Figure 5 : Ovaire et corne utérine de la vache (Schatten and Constantinescu, 2007)
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, )

mesosalpinx \’\

Branche utérine de |a veine vaginale
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infundibulum /

Bourse ovarienne

Ligament rond de 'utérus

Branche utérine de |'artére vaginale

Mesovarium distal
Ligament propre de 'ovaire

Corne utérine

Figure 6 : Ovaire et corne utérine de jument (Schatten and Constantinescu, 2007)

Une fois I'isthme atteint, les spermatozoides se lient aux cellules épithéliales ciliées. La
liaison a lieu entre un résidu glucidique de la cellule épithéliale de I'oviducte et une protéine
lectine-like de la téte du gamete male (Suarez, 2002). Le résidu glucidique impliqué varie selon
les espéces. Chez les bovins, c’est un résidu fucose d’une annexine qui est reconnu par la
spermadhésine BSP1, aussi appelée PDC-109 (Hung and Suarez, 2010). Chez les chevaux,
il s’agit du galactose (R Lefebvre et al., 1995).
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Le mécanisme de libération des spermatozoides par la suite n’est pas bien compris. Il semble
cependant étre corrélé a la capacitation (processus de maturation nécessaire a son activation)
et a l'acquisition du mouvement hyperactif (Rodriguez-Martinez, 2007). Cette interaction
semble également régulée par deux mécanismes (figure 7) :

o L’action d’enzymes spécifiques, donc des glucosidases chez les bovins, présentes
dans le fluide oviductal et dont la concentration varie selon le moment du cycle cestral.
Ces enzymes auraient une action spécifique sur les résidus présents sur les cellules
épithéliales oviductales et permettraient de réguler la libération des spermatozoides
(Carrasco et al., 2008).

¢ L’action d’annexines dans le fluide oviductal : elles pourraient agir par compétition avec
'annexine des cellules épithéliales de I'oviducte et empécher la liaison fucose-BSP1
(Mondéjar et al., 2012).

Cette interaction joue un réle majeur dans la formation du réservoir spermatique. Ce dernier
permettrait manifestement d’optimiser la fécondation en libérant une petite quantité de
spermatozoides depuis I'oviducte a un instant donné et ainsi réduire les risques de
polyspermie (fécondation d’'un gamete femelle par plusieurs gamétes males) (Rejean
Lefebvre et al., 1995).

Chez la chienne, le réservoir spermatique semblerait correspondre non pas a I'oviducte mais
a l'utérus, plus précisément au sein des glandes utérines et a la jonction utéro-tubaire
(Rijsselaere et al., 2004). La durée de survie locale des gamétes males est variable : 36 heures
chez les bovins et jusqu’a 9 jours chez les chiens (Holt and Fazeli, 2016).

3) Transport de I’ovocyte

L’ovocyte est inclus dans une masse cellulaire et constitue un follicule ovarien. Il mature lors
de la phase folliculaire jusqu’a atteindre le stade tertiaire, ou follicule de De Graaf, ou follicule
pré-ovulatoire (figure 7) (Voir Il. B. 3.).

Figure 7 : Follicule tertiaire, dans un ovaire porcin (Schatten and Constantinescu, 2007)
La fleche pointe I'oocyte primaire et la ligne délimite I'antrum.
SG : granulosa, T : theque
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a) Maturation finale

Au moment de l'ovulation, le complexe ovocyte-cumulus est capté par les franges de
I'ostium tubaire. L’'ovocyte libéré est alors blogué en métaphase Il chez la plupart des

mammiféres.

Chez la chienne, I'ovocyte libéré est bloqué en prophase de méiose | (vésicule germinale) :
il n’est pas directement fécondable. La méiose | se poursuite dans les 48 heures post-ovulation
et les premiers stades de méiose Il sont observés 48 a 54 heures apres (Reynaud et al., 2006).

Les sécrétions tubaires ont différentes actions sur 'ovocyte tout au long du transport. Les
cestrogénes et la progestérone ovariens entrainent une série de maodifications dans la
biosynthése de I'épithélium de l'oviducte, affectant I'expression des génes des cellules
composant le fluide tubaire. Parmi ces substances secrétées, I'oviductine (OVGP) et des
glycosaminoglycanes sulfatés se lient a la zone pellucide entrainant des changements de
propriétés chimiques et biologiques de cette derniére (Gongalves et al., 2008).

Au cours de cette maturation finale, plusieurs modifications au niveau de la zone pellucide
sont mises en évidence : la résistance a la digestion protéolytique augmente et I’affinité
pour les spermatozoides diminue. La résultante permet in fine de limiter la
polyspermie (Coy et al., 2012).

b) Mécanisme de transport

L’oviducte est un organe tubulaire composé d’une muqueuse, d’'une sous-muqueuse et d’'une
musculeuse. L’ovocyte est libéré dans la bourse ovarienne puis traverse I'oviducte.
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Figure 9 : Oviducte bovin avec de nombreux replis de la Figure 8 : Oviducte murin, la fleche pointe I'ovocyte ovulé
muqueuse (Schatten and Constantinescu, 2007) arrivé dans I'ampoule (Schatten and Constantinescu, 2007)

Chez les bovins, I'oviducte est une structure asymeétrique tubulaire. La muqueuse forme des
plis tout le long de la lumiere oviductale. L'organisation est complexe : les différents niveaux
de plis interconnectés forment un réseau avec un systéme de culs-de-sac (figure 8). Le
passage n’est donc pas aisé et cette topographie influence non seulement le passage des
gameétes ou des embryons, mais aussi les mouvements de fluide.
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Le transport de I'ovocyte en direction de I'isthme est assuré par difféerents éléments :
I’action des cils des cellules épithéliales de I’oviducte, les contractions musculaires de
sa paroi et les mouvements des fluides dans sa lumiére.

Les cils des cellules épithéliales de l'infundibulum tubaire battent en direction de I'ostium ce
gui entraine un courant de fluide qui permet le déplacement du complexe ovocyte-cumulus. Il
semble que la progestérone soit impliquée chez la souris et THomme et pourrait déterminer
la fréquence des battements ciliaires (Teilmann et al., 2006).

L’action des cils seule serait sans doute insuffisante a la progression du complexe. Elle est
complétée par des contractions musculaires spontanées de l'oviducte. Les cellules de
Cajal associées aux cellules musculaires lisses de I'oviducte permettent ainsi une contraction
phasique et propulsive du myosalpinx. L’activité électrique provient d’'une activité pacemaker
des cellules de Cajal. L'imprégnation hormonale et l'innervation importante influencent les
contractions de I'oviducte et donc la progression du complexe ovocyte-cumulus (Dixon et al.,
2019).

Les spermatozoides et I'ovocyte se rencontrent alors dans I'ampoule tubaire, lieu de la
fécondation (figure 9).

B. Fécondation

La fécondation a lieu dans l'oviducte chez les mammiféres, plus précisément a la jonction
entre 'ampoule et I'isthme. Le spermatozoide n’est capable d’interagir avec 'ovocyte qu’aprés
une maturation nécessaire a la mise en place de la réaction acrosomiale. Ceci autorise alors
la fusion des membranes et le rétablissement de la diploidie.

1) Capacitation

Les spermatozoides éjaculés ne sont pas directement fécondants. Ce n’est qu’aprés un séjour
de quelques heures dans les voies génitales femelles qu’ils acquierent leur pouvoir de
féconder un ovocyte mar : il s’agit du processus de capacitation. Elle débute dans I'isthme
de 'oviducte (Smith and Yanagimachi, 1991).

La capacitation est un phénomene de maturation complexe et comprend la réorganisation
de la membrane plasmique, des changements de perméabilité ionique, une perte de
cholestérol et des changements de I'état de phosphorylation de nombreuses protéines.

a) Changements de perméabilité ionique et variations de potentiel
membranaire

Les conditions auxquelles sont exposés les spermatozoides sont tres différentes dans
'épididyme, dans le liquide séminal et dans le tractus génital femelle. Les concentrations
ioniques extracellulaires et 'osmolarité changent.

Dans les voies femelles, les concentrations extracellulaires en potassium sont diminuées et
celles en bicarbonates (HCOz3) et en sodium (Na*) augmentent. Le passage de I’épididyme
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a l'oviducte, correspondant a une variation de la concentration en bicarbonate d’environ
4 mmol/L a 20 mmol/L, semble activer la motilité flagellaire (Visconti et al., 2011). Cette
augmentation de concentration en bicarbonate contribue a l'augmentation du pH
intracellulaire qui a lieu pendant la capacitation (Parrish et al., 1989).

Lors de son séjour dans [loviducte, la membrane plasmiqgue du spermatozoide
s’hyperpolarise. En effet, avant sa capacitation, il posséde un potentiel membranaire de
-35 millivolts tandis qu’aprés, il est compris entre -50 et -60 millivolts. Cette variation s’explique
par une augmentation de la perméabilité potassique (Zeng et al., 1995).

Cette alcalinisation du pH intracellulaire active certains canaux ioniques spécifiques aux
spermatozoides. Il s’agit de CatSper, un canal calcique voltage-dépendant qui semble étre
régulé par des nucléotides cycliques, et SLO3, un canal potassique voltage-dépendant
ayant un role essentiel dans les changements de potentiel membranaire (Visconti et al., 2011).

Ainsi, cette activation de canaux ioniques serait responsable de I’hyperpolarisation et de la
libération de calcium (Ca?') lors de la capacitation. Cette hypothése parait vraisemblable
puisque CatSper et SLO3 sont indispensables pour I'acquisition du mouvement hyperactif et
SLO3 pour la réaction acrosomiale (Stival et al., 2016) (Santi et al., 2010, p. 3).

b) Phosphorylations

La concentration élevée en HCOgs favorise son transport par le symport Na*/HCOgs'. Elle
entraine aussi une translocation des phospholipides membranaires et une augmentation
d’affinité pour les accepteurs du cholestérol.

L’alcalinisation du pH résultante active une adénylate cyclase soluble (SACY) avec pour
conséquence une augmentation d’AMPc et une activation de la protéine kinase A (PKA). La
PKA est indispensable a I'activation du mouvement du flagelle et a I'acquisition du mouvement
hyperactif.

La PKA active des canaux Ca?* voltage-dépendants, ce qui entraine une entrée de Ca*
acrosomial vers le cytoplasme. Cette augmentation de la concentration calcique
cytoplasmique induit I'activation de la phospholipase C (PLC), puis la formation d’inositol
triphosphate (IP3), d'une part, qui lui-méme favorise I'entrée de Ca?" et la formation de
diacylglycérol (DAG), d’autre part. Le DAG active différentes isoformes de la protéine kinase
C (PKC).

La phosphoinoside-3-kinase (PI3K) est activée par la PKA et inhibée par la PKCa. Elle est
impliquée dans de nombreuses voies de signalisation et est responsable de la production de
phosphatidyl inositol-3,4,5-triphosphate (PIP3) & partir de phosphatidyl inositol-4,5-
biphosphate (PIP2). Quand sa sous-unité régulatrice p85 est phosphorylée, PI3K stimule la
polymérisation de I’actine.

Au stade initial, PKCa est active donc PI3K est inactivée. Pendant la capacitation, PKA active
PI3K, ce qui induit la polymérisation de l'actine. Ceci est une condition nécessaire au
mouvement hyperactif des spermatozoides.

La gelsoline est une protéine qui dépolymérise les filaments d’actine du cytosquelette.
Elle est liée a PIP2. Pendant la capacitation, Ca?" augmente, ce qui entraine un changement
conformationnel de la gelsoline et expose les sites de liaisons de I'actine F. La gelsoline est
alors transloquée a la téte du spermatozoide, toujours inactive car phosphorylée et avec une
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concentration importante de PIP2. La polymérisation de I'actine est alors possible. Juste avant
la réaction acrosomique, la concentration calcique est encore plus élevée : PLC est activée et
hydrolyse PIP2. Il y a alors libération de gelsoline dans le cytosol et déphosphorylation par
une tyrosine phosphatase. La rupture et la dispersion des filaments d’actine F rend possible
la réaction acrosomique. De plus, 'augmentation de la concentration calcique est un prérequis
a l'acquisition du mouvement hyperactif (Figure 10) (Ickowicz et al., 2012) (Stival et al., 2016)
(Visconti et al., 2011).

Ca2+
Na* HCOy #
™~
p Voltage
‘;" dépendant PIP2 — PIP3
PI3K
Na* - / v __»( Pc
\4 f — - " R
HCO; 7 Cat 7 !
SACY [+ + '| |
f Gelsoline ‘_\' [
+ inactive ..\_\:1‘ PKC [
AMPc l /
PKA Gelsoline active
Actine F =y ActineG =—» RA .{_."“

Figure 10 : Mécanisme de capacitation d'un spermatozoide (réalisation personnelle, 2022)

c) Perte de facteurs anti-capacitants et mouvement de lipides

Il existe des molécules présentes a la surface des spermatozoides ayant pour rble de les
envelopper et les stabiliser afin d’éviter une capacitation précoce. Parmi ces facteurs se
trouvent les BSP (binder of sperm family) qui se lient a la choline des phospholipides jusqu’a
attachement a I'épithélium de I'oviducte. Ces facteurs anti-capacitants sont alors perdus
une fois dans I'oviducte, lorsque le processus de capacitation peut débuter (Bailey, 2010).

Par ailleurs, comme dans toutes les cellules, les phospholipides de la membrane plasmique
du spermatozoide sont distribués de maniere asymeétrique. Cette distribution fluide au sein
de la bicouche lipidique est maintenue continuellement par I'action de phospholipides
transférases, des flippases.

Au début de la capacitation, l'augmentation du bicarbonate semble induire une
augmentation d’activité d’'une flippase par le biais d’'une voie de phosphorylation AMPc/PKA-
dépendante. Cette flippase est la scramblase : elle permet le déplacement bidirectionnel de
phospholipides d’'une couche a lautre, ce qui renforce d’autant plus [I'asymétrie
membranaire (Gadella and Harrison, 2000) (Harrison and Miller, 2000).
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Ces mouvements lipidigues semblent permettre la redistribution du cholestérol
membranaire dans la zone antérieure de la téte du spermatozoide. Ainsi, il est davantage
accessible aux accepteurs de stérols comme I'albumine, ceci favorisant son élimination. Cette
réorganisation permet non seulement I'apparition de zones membranaires fusiogénes mais
aussi une externalisation des récepteurs spermatiques intervenant dans la liaison avec
la zone pellucide (Flesch et al., 2001).

L’efflux de cholestérol modifie la perméabilité et la fluidité membranaire, permettant
’activation d’une voie de signalisation impliguant une série de phosphorylations et
d’activation de seconds messagers (Visconti et al., 1999).

La perte de cholestérol et la déstabilisation de la membrane sont des prérequis a la réaction
acrosomiale (Davis, 1981).

d) Fin de la capacitation et acquisition du mouvement hyperactif
L’ensemble de ces phénoménes permet aux spermatozoides de :

o Se lier a la matrice extracellulaire de I'ovocyte, la zone pellucide, et déclencher
la réaction acrosomiale

e Se déplacer plus efficacement, étape indispensable pour parvenir a 'ovocyte : il s’agit
de I’hyperactivation du spermatozoide

¢ Fusionner avec I’'ovocyte

L’hyperactivation du spermatozoide est requise pour pénétrer les substances viscoélastiques
de l'oviducte. Ainsi, cela lui permet de se déplacer a travers la lumiére de I'oviducte, qui est
étroite, labyrinthique et remplie de mucus. La pénétration dans la matrice du cumulus
oophorus et dans la zone pellucide est également possible grace a cette fonctionnalité.

Le panel de mouvements des spermatozoides dépend de l'espéce mais aussi de
'environnement dans lequel ils baignent. Souvent, le flagelle du spermatozoide hyperactivé
se courbe fort et les battements sont asymétriques et de grande amplitude. Ceci correspond
a des mouvements vigoureux en cercle lorsqu'il est observé dans un milieu de faible viscosité
(figure 11) (Suarez and Ho, 2003).

(a) Dans un environnement normal (faible viscosité)

Motilité activée Motilité hyperactive

......

-

Dans un fluide visqueux

Direction du flux

Epithélium de I'oviducte Cellules du cumulis

Figure 11 : RAle du mouvement hyperactif chez le spermatozoide (Nishigaki et al., 2014)
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2) Attachement des spermatozoides sur la zone pellucide et réaction
acrosomiale

Avec ce mouvement hyperactif, le spermatozoide des mammiferes parvient a pénétrer et se
déplacer dans la matrice du cumulus. Ensuite, il interagit de maniére spécifique avec
des protéines de la zone pellucide puis y pénetre grace a son hyperactivation. La fusion
des membranes a lieu dans une région spécifique appelée segment équatorial
(ES) (Cuasnicu et al., 2016).

Il est admis que la réaction acrosomiale a lieu avant I'entrée du spermatozoide dans la zone
pellucide. Cependant, le moment précis et le lieu ou elle s’initie est sujet a controverse. |l
apparait que les spermatozoides la débutent avant d’atteindre la zone pellucide (ZP) pour
réaliser la fécondation. Le lieu exact ou débute la réaction acrosomiale et ce qui l'initie restent
a étre déterminés.

L’attachement du spermatozoide a la membrane plasmique implique différentes protéines.

Chez la souris, il s’agit de ZP1, ZP2 et ZP3. ZP3 est responsable de la liaison primaire
avec le spermatozoide avant la réaction acrosomale, tandis que ZP1 et ZP2 joueraient
respectivement un réle de stabilisation de la matrice de la zone pellucide et un réle au
moment de la fécondation (Gupta and Bhandari, 2011). La liaison a la zone pellucide entraine
un influx de Ca?* qui aboutit & une libération d’hydrolases par I'acrosome qui digérent
partiellement sa membrane externe. Cette derniére fusionne ainsi a de multiples sites avec la
membrane plasmique du spermatozoide ce qui entraine la libération du contenu de
I’acrosome et de la membrane externe par exocytose.

Par la suite, les enzymes libérées digérent partiellement la zone pellucide. Cette derniére
peut alors se lier secondairement a la membrane interne de I’'acrosome maintenant
exposée. Cette liaison conditionne I’entrée du spermatozoide dans I’espace périvitellin et
son attachement a I'ovocyte (figure 12) (Gadella et al., 2001).

La liaison a la zone pellucide entraine un influx de Ca? qui aboutit a une libération
d’hydrolases par 'acrosome qui digerent partiellement sa membrane externe. Cette derniére
fusionne ainsi a de multiples sites avec la membrane plasmique du spermatozoide ce qui
entraine la libération du contenu de I’acrosome et de la membrane externe par
exocytose.

Par la suite, les enzymes libérées digérent partiellement la zone pellucide. Cette derniére
peut alors se lier secondairement a la membrane interne de I'acrosome maintenant
exposée. Cette liaison conditionne I’entrée du spermatozoide dans I’espace périvitellin et
son attachement a I'ovocyte (figure 12) (Gadella et al., 2001).
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Figure 12 : Les étapes de la fécondation (Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014a)

De plus, lors de la réaction acrosomiale, la protéine 1ZUMO1 est relocalisée vers la région
équatoriale de la téte spermatique. Cette protéine clé est impliquée dans 'adhésion entre le
spermatozoide et 'ovocyte (Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014b).

3) Interaction et adhésion des gameétes

Les spermatozoides parcourent la zone pellucide et atteignent I'espace péri-vitellin. Les
mécanismes de cette traversée restent méconnus chez les mammiféres. Le gaméte méle se
place tangentiellement contre Poolemme, a savoir la surface de I'ovocyte, dont les
microvillosités commencent a envelopper sa téte.

Il a été montré par immunofluorescence que les spermatozoides sont capables de capter des
fragments de la membrane ovocytaire et de les intégrer dans leur propres membranes (et
inversement). Ce transfert de fragment de membrane d’'une cellule a l'autre peut s’expliquer
par deux mécanismes non exclusifs I'un de l'autre : par le biais de microvésicules, c’est-a-dire
par captation d’exosomes, et/ou par contact (trogocytose). La fonction de ce transfert reste
mal comprise, mais il pourrait contribuer a déclencher la fusion des membranes (Wolf et al.,
2011).

De nombreuses molécules jouent un role dans l'interaction entre le spermatozoide et 'ovocyte.
Ces protéines ne sont pas uniqguement impliquées dans I’adhésion des gamétes sous forme
de couple ligand-récepteur ou ayant des propriétés fusogenes. Il existe également des
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molécules qui agissent comme facteurs de transcription et régulent les fonctions d’autres
protéines membranaires.

Des études sur modéle murin avec des modeéles knock-out (KO) pour certains génes ont mis
en évidence l'importance de certaines protéines dans l'interaction des gameétes. L'ovocyte
interagit avec IZUMO1 pour permettre leur adhésion et par la suite la fusion des membranes.

Les tétraspanines CD9, CD81 et CD151 semblent également clairement impliquées dans
I’adhésion des membranes, mais leurs réles, sans doute indirects, restent non élucidés
(Evans, 2012).

Liées aux tétraspanines, les intégrines sont une autre famille de molécules d’adhésion
transmembranaire. L’intégrine a6B1, interagissant avec CD9 et la fertiline B, a longtemps
été considérée comme le récepteur du spermatozoide sur la membrane ovocytaire.
Cependant, ce modéle a été remis en question puisque d’autres intégrines seraient impliquées
dans la liaison et compenseraient 'absence d’'intégrine a6B1 le cas échéant (He et al., 2003).

Les récepteurs de la fibronectine et de la vitronectine, qui sont les intégrines a5f81 et avf3,
apparaissent respectivement a la surface du spermatozoide pendant la capacitation et la
réaction acrosomiale. La vitronectine pourrait agir comme un velcro entre les deux molécules
d’intégrines avB3 présentes a la fois sur la membrane ovocytaire et sur la membrane
spermatique (Fusi et al., 1996) (Boissonnas et al., 2010). Il existe aussi les molécules ADAM,
parmi elles les fertiline a et B qui seraient impliquées aussi dans 'adhésion des membranes
(Wolf et al., 2011).

4) Fusion des membranes

Les régions équatoriales et post-acrosomiales constituent le site de fusion avec
'oolemme.

Différentes molécules jouent un réle majeur dans la fusion des membranes. La tétraspanine
CD9 est indispensable a la fusion membranaire, et la CD81 semble également impliquée.

D’un point de vue structural, elles conditionnent la morphologie voire la présence des
microvillosités de I'oolemme. Le rble précis de ces microvillosités n’a jamais été démontré
mais il aurait un lien avec la fécondabilité de I'ovocyte. En effet, il semblerait que les
spermatozoides n'adhérent que dans les zones microvillaires avec CD9 a proximité. La force
d’adhésion spermatozoide-oolemme y est importante du fait de la multiplicité des sites et de
la liaison au cytosquelette de la microvillosité (Jegou et al., 2011).

La fusion dépend également de la protéine IZUMOL. Chez les souris KO pour IZUMO1 les
spermatozoides pénétrent la zone pellucide mais s’accumulent dans I'espace péri-vitellin et la
fusion des gameétes ne se fait pas : ces souris sont infertiles. Ceci met en évidence le role
indispensable d’IZUMO1 pour la fusion des membranes, méme si sa fonction exacte reste
méconnue (Evans, 2012).
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5) Libération de Ca?" et réaction corticale

La pénétration du spermatozoide dans I'ovocyte déclenche une dépolarisation de la
membrane plasmique et des canaux calciques ce qui entraine un blocage membranaire.
Cela correspond a l'activation de la cellule-ceuf, et a un blocage au niveau de la zone
pellucide avec exocytose du contenu des granules corticaux dans I'espace péri-vitellin : il s’agit
de la réaction corticale. Ces événements permettent de limiter la polyspermie, a savoir la
fécondation d’'un gameéte femelle par plusieurs gamétes males, de maniére a éviter la
polyploidie, a savoir d’obtenir plus de deux séries de chromosomes.

Dans les minutes suivant la fusion des gametes est mise en évidence une élévation
drastique du taux de calcium intracellulaire par relargage périodique a partir du réticulum
endoplasmique. Cette élévation se produit sous la forme d’une vague parcourant I'ceuf depuis
le point d’entrée du gaméte male. 1l y a ensuite une série de pics calciques devenant de plus
en plus synchrones dans toute la cellule & intervalle de 3-15 minutes pendant plusieurs heures
(figure 13).

L'élément déclenchant ces variations de concentration calcique est une fraction protéique
libérée par le spermatozoide dans le cytoplasme de 'ovocyte : la phopholipase C¢ (PLCQ).

S'en_suit une cascade réactionnelle avec I'hydrolyse du PIP2 en IP3 et DAG. IP3 se lie a son
récepteur IP3R1 entrainant une libération de Ca?* du réticulum endoplasmique (figure 13)
(Wakai et al., 2011).

A Evénements autour de Factivation B
de I'ceuf (chez la souris) 10 min

Exocytose des granules corticaux (~1 h)

Expulsion du second globule polaire (~3 h)

Formation du pronucléus (~8 h)

Mitose finale (~24 h)

Cc

Ca®* Na* Spermatozoide Ca?* Ca?*
£ Membrane
changeur ;
Na*/Ca?* PMCA sOC U plasmique
l Ooplasme

”_’l ate o

l Mitochondrie
Ca®*

SERCA

Figure 13 : Activation de la cellule ceuf et réle du calcium (Wakai et al., 2011)

A : Evénements cellulaires principaux de 'activation de la cellule ceuf et délai (en heures) requis a compter de la
fécondation (heure 0) ; B : Evolution de la concentration en Ca?* typique avec des oscillations associées a la fécondation ou
avec l'injection d’ARNc codant pour la PLC{ ; C : Signal de transduction & la suite de la libération de la PLCC, par le
spermatozoide.
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Le DAG active ensuite la protéine kinase C (PKC) qui semble étre un élément clé lors la fusion
des granules corticaux avec l'oolemme. Lors de cette exocytose, il y a libération
d’enzymes agissant sur la zone pellucide en modifiant la structure des protéines ZP1, ZP2
et ZP3 ce qui permet d’empécher toute liaison et pénétration ultérieure d’'un autre
spermatozoide (Sun, 2003) (Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014b) (Johnson et al.,
2002).

L’augmentation de la concentration calcique intracellulaire joue un role clé dans 'achévement
de la méiose Il

6) Expulsion du second globule polaire et établissement de la diploidie

L’ovocyte était jusqu’a présent bloqué en métaphase de seconde division méiotique (phase M
de MII) pour la majorité des especes (figure 14). Cet arrét dépend de l'intervention continue
de deux éléments : le facteur promoteur de la maturation (MPF) et le facteur cytostatique
(CSF).

Paire de chromosomes

homologues dans une
cellule parentale
diploide

] Réplication
des chromosomes
Paire de chromosomes

homologues répliqués \

Chromatides
sceurs / Cellule diploide

dont les chromosomes
sont répliqués

chromosomes
/ homologues :

Cellules haploides avec
des chromosomes répliqués

€) Séparation
des chromatides
sceurs -

Cellules haploides avec des chromosomes non répliqués

Figure 14 : Mécanisme des divisions méiotiques (Campbell et al., 2012)
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Le MPF est composé d’'un complexe de deux éléments : cdkl (une kinase) et la cycline B.
Ce complexe doit étre présent et actif pour maintenir la phase M (figure 15). Il est stabilisé par
le CSF, qui lui est trés sensible aux variations de la concentration calcique.
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Figure 4. Mécanismes d‘arrét et de sortie de métaphase Il. L'arrét CSF (cytosta-
tic factor) en métaphase Il est di a |'activation de la voie de signalisation des
MAP kinases dont l'effecteur est la protéine-kinase p90rsk. Cette voie agit en
maintenant actif un inhibiteur de I'APC (anaphase promoting complex). Au
moment de la fécondation, un signal calcique active la calmoduline kinase |l
dépendante du calcium (CaMKIl), qui a son tour provoque |'activation de I'APC.
Ce dernier, en provoquant la dégradation de la cycline B, inactive le MPF (matu-
rating promoting factor), ce qui permet la levée du blocage en métaphase Il

Figure 15 : Mécanisme d'arrét et de sortie de métaphase Il
(Verlhac et al., 2001).

Le pic calcique suivant la fusion des membranes provoque d’une part I'inactivation du CSF
et d’autre part I’activation de la calmoduline kinase Il dépendante du calcium (CaM KilI).
Cette derniére active alors le complexe de promotion de I’'anaphase (APC) qui provoque
alors la dégradation de la cycline B : cette voie CaM KiIl se surimpose a I'action inhibitrice du
CSF. lly a alors inactivation du MPF par dissociation du complexe cycline B/cdkl et sortie
de la phase M (Verlhac et al., 2001).

Lorsque la méiose s’achéve, le clivage est asymétrique, générant un globule polaire de petite
taille et un volumineux zygote euploide. L’établissement de la diploidie s’accompagne d’autres
contributions des gametes. Le spermatozoide apporte son centrosome qui possede un role
clé dans les premiéres divisions cellulaires, tandis que I'ovocyte fournit la membrane cellulaire,
le cytoplasme, les organites cellulaires dont les mitochondries et des transcrits qui seront
traduits jusqu’a expression du génome de I'embryon.

Une membrane distincte entoure alors les deux jeux haploides de chromosomes qui
deviennent alors des pronoyaux, contenant chacun plusieurs nucléoles. Ces pronoyaux
migrent alors au centre du cytoplasme. Une réplication de 'ADN préliminaire a la premiere
division mitotique a alors lieu, environ 18 a 24 heures apres la fusion gamétique. La chromatine
se condense et les chromosomes s'alignent sur le fuseau mitotique (Johnson et al., 2002).
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C. Développement embryonnaire dans I'oviducte

La période pré-implantatoire chez les mammiféres s’étend de la fécondation a l'implantation
et correspond a la période de vie libre de I'embryon. L'ceuf est alors d’abord dans la lumiére
de l'oviducte, lieu des premiéres divisions cellulaires, puis entre dans la lumiére utérine. C’est
dans l'utérus que vont se dérouler les migrations embryonnaires, I'élongation éventuelle du
conceptus et la sécrétion d’histotrophes, ou lait utérin, par 'endomeétre. C’est aussi lors de
cette période que le conceptus émet le signal de reconnaissance maternelle.

1) Les premiéres divisions embryonnaires

Le zygote posseéde son propre matériel génétique, hérité des pronoyaux des gamétes male et
femelle, mais aussi tous les composants structurels et moléculaires nécessaires pour entamer
la segmentation (Hyttel, 2010). A ce stade, il n’y a pas de différence anatomique entre les
espéces. Le développement embryonnaire de nombreuses espéces est relativement
similaire : les phases de divisions et les différents stades ont des déroulements semblables.
Les durées de gestation variant d’'une espece a 'autre : il en résulte des phases plus ou moins
longues selon I'espéce concernée (Schatten and Constantinescu, 2007).

a) Segmentation

Tout d’abord, une succession de divisions mitotiques dont le rythme est caractéristique de
chaque espéce débute : il s’agit du stade de segmentation. Ces divisions ont d’abord lieu
dans l'oviducte, puis a un certain stade spécifiqgue a chague espéce aussi, 'embryon entre
dans l'utérus pour poursuivre son développement (tableau I).

L’accomplissement du premier clivage peut prendre jusqu’a 24 heures. Les divisions suivantes
sont ensuite plus rapprochées. Les premiéres se font & volume total constant, puisque délimité
par la zone pellucide. Plus tard, I'asynchronie du clivage entraine des différences de taille
entre les cellules embryonnaires. Peu a peu, le volume pris par le cytoplasme est de plus en
plus faible et les cellules résultantes sont plus petites qu’au début des divisions (McGeady,
2006).

Un embryon ou morula se forme alors apres plusieurs clivages. Elle prend une apparence
caractéristique de mdre étant donné la forme sphérique parfaite des cellules embryonnaires
qui la composent (figure 16, figure 17, figure 18). A ce stade, l'intégralité de ces cellules sont
dites totipotentes : elles ont la capacité de se différencier en tout type cellulaire.
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d)

€) f)

Figure 16 : Embryons équins apres injection intra-cytoplasmique de spermatozoides (ICSI) avant transfert (Morris, 2018)
a) Stade 2 cellules b) Stade quatre cellules c) Stade huit cellules d) Stade 16 cellules e) Stade morula f) Stade blastocyste
(Morris, 2018)

Certaines cellules ont cependant été programmées a devenir des cellules trophoblastiques.
Ces cellules externes se différencient alors par la suite en un épithélium, avec la mise en place
de jonctions adhérentes et desmosomes. Elles permettent des contacts plus étroits : C’est le
stade de compaction. Ces cellules externes forment le trophectoderme, entouré par la zone
pellucide (Schatten and Constantinescu, 2007).

(a) Epiblaste
Endoderme primitif

Formation de la cavité Trophectoderme

compaction

/_\v mcl

D00 @®®

Stade 1 cellule

2 cellules 4 cellules 8 cellules 8 cellules 16 cellules 32 cellules 32 cellules 64 cellules >100 cellules
Zygote Morula jeune Morula Morula tardive Blastocyste jeune Blastocyste Blastocyste tardif
E0.5 ELS5 E2.0 E2.5 E2.75 E3.0 E3.25 E3.5 E4.0 E4.5
(b) Péle embryonnaire (c)

Trophectoderme polaire

e Domaine apical

1

""""""""" ¥ \' Domaine basolatéral
Compaction et f 3
polarisation
Stade 8 cellules Stade 8 cellules

Morula jeune

Trophectoderme mural

Péle anti-embryonnaire

Figure 17 : Premieres divisions et blastulation d'un embryon de souris (Mihajlovi¢ and Bruce, 2017)
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Figure

18 : Embryons bovins pré-implantato

ires collectés aprés super-ovulation (Ushijima et al., 2009)

"

1) Zygote 3) Stade 2 cellules 3) Stade 3-4 cellules 4) Stade 5-8 cellules 5) Stade 9-16 cellules 6) Stade morula 7) Stade
morula compactée 8) Blastocyste jeune 9) Blastocyste 10) Blastocyste expansé 11) Blastocyste collapsé 12) Blastocyste en
cours d’éclosion 13) Blastocyste ayant éclot 14) Blastocyste ayant éclot et expansé

b) Blastulation

Aprés la compaction a lieu la blastulation, c’est-a-dire la formation d’un blastocyste autour
d’'une cavité centrale remplie de fluide, la blastocéle (figure 19, figure 20, figure 21). Les
blastomeres internes sont positionnés a un pdle de I'embryon et forment la masse cellulaire
interne (MCI). La MCI correspond au futur embryon tandis que le trophectoderme (TE) est

le futur placenta (figure 20).

Tableau I : Chronologie des divers événements du développement et de la gestation (Hyttel, 2010) (Nagashima et al., 2019)

(Concannon et al., 2001)
Clivage en 4 Activation Entrée dans Formation du
N . y o ex ! blastocyste
Espéce | cellules (jours post- dela I'utérus (jours post- (jours post-
ovulation) transcription ovulation) ovulation)
Vache 2a3 16 cellules 3a4 7a8
Jument l4a2 ? 5a6 6
Chienne N
(beagle) la?2 8 cellules 8 8
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P6le embryonnaire

A .
Trophectoderme polaire

Epiblaste Masse cellulaire
Endoderme primitif | interne (MCI)
Zone pellucide
Blastocéle
Trophectoderme mural

Péle anti-embryonnaire

Figure 19 : Schéma de I'organisation d'un blastocyste (Condic, 2014)

Le blastocyste croit et sa pression osmotique interne augmente au sein de la zone pellucide.
Le devenir de cette membrane varie selon I'espéce donnée.

Chez les ruminants, le blastocyste subit un processus d’élongation ce qui entraine une rupture
de la zone pellucide. L’'embryon se libére de cette enveloppe également a I'aide d’enzymes
protéolytiques (figure 20). Cette éclosion (de I'anglais hatching) permet I'exposition directe de
la surface externe du trophoblaste a I'environnement utérin.

Figure 20 : Blastocyste bovin pendant éclosion observé au microscope électronique (Betteridge and Fléchon, 1988)

Chez le cheval, une capsule se forme entre le trophectoderme et la zone pellucide restante.
Cette capsule joue un role important dans le maintien de la gestation précoce (voir Il. D. 2. b.
iii.). Elle persiste jusqu’a un diamétre embryonnaire de 34 mm correspondant a 21 jours post-
ovulation (Betteridge et al., 1982). Avant ceci, I'épaisseur de la capsule diminue au pdle anti-
embryonnaire dés 18 jours post-ovulation (Oriol, 1994). La zone pellucide se désintegre par
la suite (McGeady, 2006).

La masse cellulaire interne se différencie en deux populations cellulaires. La couche cellulaire
inférieure forme I’hypoblaste, et la supérieure, I'épiblaste (figure 19). L’hypoblaste est de
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nature épithéliale : a terme, il double entierement I'épiblaste et le trophectoderme et délimite
ainsi une cavité : le sac vitellin primitif.

L’épiblaste correspond au futur embryon a proprement parler et 'hypoblaste forme I'épithélium
interne du futur sac vitellin, et peut-étre impliqué dans la placentation selon les espéces. Chez
les ongulés et chez les carnivores domestiques, le trophectoderme recouvrant I'épiblaste,
appelé couche de Rauber, se désintégre progressivement. Auparavant, des jonctions serrées
ont été formées entre les cellules épiblastiques les plus externes pour enfermer 'embryon :
'ensemble forme le disque embryonnaire.

Pendant la formation du disque embryonnaire, 'embryon devient ovoide chez la chienne.
Chez les ruminants, I’élongation continue et 'embryon devient d’abord tubaire et plus tard
filamenteux (voir I. D. 2) Cette augmentation de taille en longueur n’est pas uniquement due
a des multiplications cellulaires : elle implique une restructuration du cytosquelette et de la
forme des cellules elles-mémes. Chez le cheval, 'embryon ne subit pas d’élongation, il reste
sphérique.

c) Gastrulation

La blastulation a permis la formation d’une part de la masse embryonnaire interne comprenant
I'épiblaste et I'hypoblaste et d’autre part la constitution du trophectoderme. Ce dernier et
'hypoblaste permettent la formation des annexes embryonnaires. Les cellules dérivant de
I'épiblaste seront a l'origine des trois feuillets embryonnaires a l'issue de la gastrulation :
ectoderme, mésoderme et endoderme. Il y également mise en place de la lignée germinale
sous forme de cellules germinales primordiales (Solnica-Krezel and Sepich, 2012).

Au début de la gastrulation, le trophectoderme est tapissé d’une fine couche mésodermique
extra-embryonnaire, 'ensemble formant le chorion. Par la suite, ce dernier forme des plis qui
entourent le disque embryonnaire, s’étendent et finissent par isoler la cavité amniotique.

En paralléle, le disque embryonnaire s’épaissit sur 'axe médian cranio-caudal pour former la
ligne primitive par migration convergente. La ligne primitive est terminée par un renflement
antérieur, le nceud primitif ou de Hensen. Par ailleurs, les cellules migrent vers I'axe médian
et s'accumulent, d’ou la formation d’une dépression : le sillon primitif. Ce sillon primitif
correspond au futur blastopore de I'embryon ce qui définit 'axe antéro-postérieur
(Schoenwolf and Smith, 1999).

Dans le blastopore sont internalisés les cellules épiblastiques qui migrent vers le blastocéle
(figure 21). Au moment de I'involution a lieu la transition épithélio-mésenchymateuse : les
cellules épiblastiques se différencient en précurseurs capables de former des cellules
mésodermiques ou endodermiques.
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Figure 21 : Deux différentes phases de la pénétration (fleches) des cellules a travers la ligne et le neeud primitifs (Hyttel,
2010)

A : Disque embryonnaire vue de dessus. La ligne B indique la section présentée sur la vue oblique (B) 1) Membrane
buccopharyngée 2 : Trophectoderme et hypoblaste en coupe 3) Cellules mésodermiques formant la notochorde 4) Neeud
primitif 5) Ligne primitive 6) Membrane cloacale B : Section oblique a travers la ligne primitive 7) Epiblaste 8) Neeud
primitif 9) Ligne primitive 10) Trophectoderme 11) Cellules mésendodermiques (orange) 12) Cellules mésodermiques
(rouge) 13) Cellules endodermiques (jaune) 14) Cellules de I ’hypoblaste (vert) C : Section oblique quelques heures plus tard
15) Mésoderme somatique 16) Mésoderme viscéral 17) Transition entre endoderme et hypoblaste 18) Sac vitellin primitif 19)
Cwlome 20) Chorion 21) Paroi du sac vitellin

Ces précurseurs permettent la formation de 'endoderme et du mésoderme. Les cellules se
séparent en plusieurs courants dans le blastocéle. Un courant migre profondément et déplace
I'épiblaste directement sous I'hypoblaste formant ’endoderme intra et extra-embryonnaire.
L’autre courant reste positionné sous I'épiblaste et le trophectoderme et est a 'origine du
mésoderme intra et extra-embryonnaire.

L’endoderme s’agrandit et permet la formation du sac vitellin primitif sous I'épiblaste, en
continuité avec I'hypoblaste. Par la suite, la portion endodermique du sac vitellin primitif se
ferme au sein de I'embryon et forme le tube digestif primitif. A contrario, la portion
hypoblastique du sac vitellin primitif est déplacée en extra-embryonnaire et forme le sac
vitellin définitif.

Le développement du mésoderme a lieu en parallele. Les cellules correspondant au
mésoderme intra-embyronnaire restent au niveau du disque embryonnaire entre I'épiblaste et
hypoblaste tandis que les cellules mésodermiques extra-embryonnaires migrent. Le
mésoderme extra- et intra- embryonnaire se sépare respectivement en deux : un courant
s’associe avec I'épiblaste et le trophectoderme pour donner le mésoderme pariétal (ou
somatique) et 'autre avec 'endoderme et I'hypoblaste pour former le mésoderme viscéral
(ou splanchnique).

Le mésoderme somatique extra-embryonnaire sera a l'origine des couches externes de la
partie embryonnaire du placenta, le chorion. La cavité entre mésoderme somatique et viscéral
s’appelle le ccelome, situé initialement en extra-embryonnaire. Avec les mouvements
d’involution, il sera par la suite intra-embryonnaire et sera a I'origine des grandes cavités du
corps : le mésoderme somatique formera le péritoine et les plévres, alors que ce seront les
portions viscérales des membranes séreuses pour le mésoderme viscéral (figure 22).
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Au cours de l'involution, le sillon primitif régresse caudalement. La notochorde est formée par
l'involution des cellules épiblastiques a travers le noeud primitif. Les premiéeres cellules entrant
par le noeud primitif forment la plaque préchordale, a la pointe de la notochorde. Les
derniéres cellules épiblastiques mises en place en association avec I'endoderme se
développent en membrane buccophargyngée. En partie postérieure, le nceud primitif forme
la région uro-anale présomptive.

H
Figure 22 : Formation des cavités cwlomiques (Hyttel, 2010)

A, D et G : Sections médianes d'embryons a différents stades de mouvements morphogénétiques cranio-caudaux. B, C, E, F,
et H : Sections transversales d'embryons a différents stades de mouvements latéraux. Les fleches indiquent la direction des
plis. La section B est indiquée dans A, E dans D et H dans G. 1) Ectoderme 2) Mésoderme 3) Endoderme 4) Cavité
amniotique 5) Sac vitellin primitif 6) Celome extra-embyronnaire 7) Gouttiére neurale 8) mésoderme para-axial 9)
Mésoderme intermédiaire 10) Mésoderme latéral 11) Calome intra-embryonnaire 12) Intestin primitif 13) Sac vitellin 14)
Allantoide 15) Mésamnios 16) Somatopleure 27) Splanchnopleure

Des molécules produites par les cellules de la notochorde dont Shh (Sonic Hedgehog)
entrainent la différenciation de I'épiblaste périphérique en neuroectoderme : il s’agit de
linitiation de la neurulation. Cela permet la formation de la plaque neurale, puis de la
gouttiére neurale par des plis neuraux qui isole enfin un tube neural. Le tube neural est
initialement ouvert dans la cavité amniotique. La fermeture antérieure puis postérieure des
neuropores a lieu et ce processus représente la formation du premier organe
embryonnaire : le systeme nerveux central (figure 23) (Hyttel, 2010).
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Figure 23 : Formation du tube neural (Simdes-Costa and Bronner, 2013)

Les cellules de la créte neurale subissent une transition épithélio-mésenchymateuse quand
elles migrent vers le mésoderme interne. Elles ne participeront pas a la formation du tube
neural mais donneront lieu & divers autres tissus : le tégument, d’autres parties du
systéme nerveux, le squelette et d’autres tissus mésenchymateux craniofaciaux. Les
autres cellules épiblastiques restantes se différencient en ectoderme de surface.

A la fermeture des neuropores, I'ectoderme de surface s’épaissit et forme la placode otique
et la placode de la lentille (futur cristallin). L’ectoderme de surface restant donnera
I’épiderme et les glandes associées, ainsi que I'épithélium couvrant les cavités oro-
nasales et la portion caudale du canal anal.

Le mésoderme para-axial permettra la formation des somites qui seront a l'origine du
sclérotome, du myotome et du dermatome. D’autre part, le mésoderme latéral sera a
l'origine d’une part de la somatopleure et d’'autre part de la splanchnopleure. Quant au
mésoderme intermédiaire, il formera le systéme uro-génital. Les cellules germinales
primordiales se multiplient dans le sac vitellin puis sont relocalisées dans le mésoderme
intermédiaire.

L’endoderme permet donc la formation du sac vitellin et de 'intestin primitif. lls sont reliés
par le canal vitellin qui s’allongera et sera incorporé dans le cordon ombilical. L'’endoderme est
a l'origine de I’épithélium qui tapisse le tube digestif et les voies respiratoires, ainsi que
les glandes et organes digestifs (Hyttel, 2010).
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2) Reprogrammation épigénétique du génome embryonnaire avec activation
transcriptionnelle

Aprés la fécondation, ’embryon dépend entiérement de I'information maternelle pour
réaliser les fonctions nécessaires aux toutes premiéeres étapes de son développement :
destruction des déchets maternels, activation du génome embryonnaire, poursuite du cycle
cellulaire et formation d’un blastocyste autonome et prét a s'implanter.

En effet, il ne réalise pas complétement sa propre transcription avant un certain stade
spécifigue a chaque espéce (tableau I). Il met alors a profit les protéines et transcrits
maternels synthétisés au préalable lors de l'ovogenése. Cet héritage maternel permet
également de reprogrammer le génome embryonnaire : des modifications épigénétiques
permettent de transcrire et réguler I'expression des génes cibles au moment opportun (Li et
al., 2010).

Les activités sont ainsi régulées par différents mécanismes comme le remodelage de la
chromatine et les méthylations de ’ADN ou des histones.

Le matériel génétique des gameétes parentaux est hautement méthylé, tandis qu'aprés la
fécondation, 'ADN subit des modifications post-traductionnelles et le niveau de condensation
varie (Mason et al., 2012).

La dé-méthylation semble étre un prérequis pour activer la totipotence de I’embryon,
mais tout le génome n’a pas besoin d’étre déméthylé : chez le mouton, plus de la moitié du
génome reste méthylé au stade 1 et 2 cellules (Beaujean et al., 2004).

L’acétylation des histones permet I’activation du génome embryonnaire (EGA). Cette
derniére est progressive et se fait en deux phases. Lors de I'activation transcriptionnelle
mineure, 'embryon transcrit un nombre limité de génes dés la premiére phase de réplication
de 'ADN apreés la fécondation. Ce n’est qu’un peu plus tard que la transcription embryonnaire
devient indispensable pour la poursuite du développement. En effet, pendant la phase
d’activation transcriptionnelle majeure, il y a une importante augmentation de I'activité de
'ARN polymérase Il et du nombre de génes transcrits. Les facteurs maternels sont alors
détruits : c’est la transition materno-embryonnaire. L’embryon est alors opérationnel et
exprime son propre génome pour assumer les fonctions nécessaires a sa survie et a son
développement.

Par ailleurs, c’est grace a des différences épigénétiques que les premiers lignages sont mis
en place dés le stade blastocyste. Ces modifications post-traductionnelles permettent de
moduler I'expression génétique et in fine agir sur la différenciation cellulaire. En effet, les
cellules de la masse cellulaire interne (MCI) ont un ADN et des histones plus méthylés
gu’'acétylés en comparaison aux cellules du trophectoderme (TE). Cet ensemble de
modifications correspond a un profil de répression d’expression génique des cellules de la MCI
au profit de TE. L’embryon de mammifére ne contenant que peu de réserve, I'implantation est
une priorité d’ou la différenciation des tissus extra-embryonnaires en un premier lieu (Saint-
Dizier and Chastant-Maillard, 2014b).

3) Synthése et libération des ligands trophiques et métabolisme embryonnaire

Le développement embryonnaire est permis par I'action de certaines molécules impliquées
dans la survie cellulaire, la prolifération et la différenciation.

46



Ces ligands trophiques comme le ligand PAF sont synthétisés par 'embryon sur lesquels
ils agissent via une boucle de régulation autocrine. Le récepteur du PAF est couplé a la
voie de signalisation de la phosphoinositide 3-kinasekinase (PI3K) : c’est le cas pour
beaucoup de ligands trophiques (figure 24). Cette voie de transduction active des facteurs
anti-apoptotiques via PI3K et la protéine kinase B (PKB ou AKT) (Saint-Dizier and
Chastant-Maillard, 2014b).
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Figure 24 : Transduction du signal aprés liaison d’un ligand trophique (Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014b)

Le développement embryonnaire requiert de I'énergie. Pour réaliser les premiéres divisions,
I’embryon synthétise de I’adénosine triphosphate (ATP) par phosphorylation oxydative
du pyruvate, du lactate et de certains acides aminés. Avant la blastulation, la
consommation et le métabolisme du glucose est faible, méme s’il est nécessaire pour certains
mécanismes de signalisation cellulaire. C’est a partir du stade de blastula que débute la
synthése protéique, et que le nombre et la rapidité des clivages augmente. Les substrats
utilisés jusqu’alors ne sont alors plus suffisants.

Le glucose constitue alors la majeure source d’énergie. Il est oxydé via le cycle de Krebs
dans les mitochondries et, dans une moindre mesure, par la voie des pentoses phosphates.
Les cellules du trophectoderme produisent jusqu’a 80 % de 'ATP de 'embryon.

Toutes ces données proviennent d’études réalisées in vitro. Quasiment rien n’a été décrit sur

le métabolisme des embryons pré-implantatoire in situ (Saint-Dizier and Chastant-Maillard,
2014b) (Leese, 2012).
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D. Vie intra-utérine de ’embryon avant I'implantation

L’embryon de mammifére débute son développement par une phase de vie libre. Il migre de
'ampoule de l'oviducte jusqu’a l'isthme et entre dans l'utérus a un stade spécifique a chaque
espéce. Il y passe alors un certain nombre de jours avant de s’y implanter. Lors de la vie péri-
implantatoire déja, une communication embryo-maternelle est mise en place pour
favoriser la réceptivité utérine et la synchronisation des deux compartiments (Chavatte-
Palmer et al., 2012).

Tableau Il : Chronologie des divers événements du développement précoce (Hyttel, 2010), (Chavatte-Palmer and Guillomot,
2007) (Concannon et al., 2001)

Entrée dans Stade d’entrée
I'utérus (en dans l'utérus
jours post
ovulation)
Vache 3a4 8-16 cellules
/morula
Jument 5a6 Morula/blastula
Chienne 8 Blastula

1) Entrée dans l'utérus

Le transport de I’embryon de I'oviducte a l'utérus dure plusieurs jours. Chez la jument, il
faut compter entre 130 et 142 heures d’aprés Freeman et al, et entre 144 et 156 heures d’aprés
Battut et al (Freeman et al., 1991) (Battut et al., 2010). Cela correspond a une entrée dans
l'utérus entre le cinquieme et le sixieme jour suivant I'ovulation. L’embryon est alors au stade
de blastula (Johnson et al., 2002).

Une particularité spécifiqgue a la jument est le transport sélectif de 'embryon : les ovocytes
non fécondés sont retenus dans l'oviducte, tandis que chez la plupart des mammiféres, le
transport est simultané. La prostaglandine E2 (PGE2) embryonnaire jouerait un réle dans
linitiation de ce transport et augmenterait significativement sa vitesse (Weber et al., 1991).

L’embryon bovin atteint I'utérus au stade de morula, soit entre 16 et 32 cellules, entre le
troisieme et le quatriéme jour aprés I'ovulation (Johnson et al., 2002).

Chez la chienne, I'embryon rejoint I'utérus le huitiéme jour apres l'ovulation au stade de
blastula également (Hyttel, 2010). Il peut parfois atteindre I'utérus dés le stade 16 cellules,
mais ce n’est pas le cas le plus fréquent (Pretzer, 2008). La migration de I'embryon de
I'oviducte vers l'utérus est accomplie en 24 heures (Abe et al., 2008).

En comparaison aux autres mammiféres, les embryons canins séjournent relativement
longtemps dans l'oviducte : huit a neuf jours pour une gestation de 63 jours, en comparaison
avec trois a quatre jours chez la vache et cing a six jours chez la jument, avec des temps de
gestation respectifs de 285 et 340 jours en moyenne.

48



2) Forme de I’embryon

Une fois dans l'utérus, 'embryon continue sa croissance, et, selon I'espéce, subit ou non une
étape d’élongation.

Chez la jument, 'embryon reste sphérique et croit rapidement. En réalité, au premier jour
I'embryon a plutét une forme ellipsoidale et une taille inférieure comprise entre 150 et 250 um.
Puis a partir de 3 jours post-ovulation, 'embryon perd sa forme ellipsoidale mais ne devient
réellement sphérique que 3 jours plus tard. La vésicule embryonnaire conserve alors cette
forme jusqu’a la période de reconnaissance maternelle.

Elle mesure 3 a 5 mm de diamétre 10 jours post-ovulation et mesure 15 a 20 mm a 14 jours
post-ovulation (Betteridge et al., 1982) (Stout, 2009). Entre J15 et J17, la taille de 'embryon
augmente de 3 a 4 mm par jour, puis de 2 mm par jour entre J17 et J19. A ce moment-la, la
forme de la vésicule embryonnaire devient triangulaire avec la base orientée ventralement a
la corne utérine et 'apex dorsalement, le long du mésométrium (Ginther, 1983a).

Pendant le transport vers l'utérus, la zone pellucide de la morula est entourée d’'une membrane
appelée “smooth coat” qui est perdue a 'arrivée dans 'utérus (Betteridge et al., 1982).

Plus tard, dans I'utérus, pendant la deuxiéme et troisieme semaine de gestation, 'embryon
s’entoure d’'une capsule acellulaire (figure 25) (Oriol, 1994). Lorsqu'on la retire par
micromanipulation, les embryons ne survivent pas apreés transfert dans 'utérus d’'une meére
porteuse (Stout et al., 2005). La capsule revét donc une importance capitale pour la survie du
conceptus. En outre, la capsule conditionne le maintien de sa forme sphérique : 'embryon
ne subit pas de phase d’élongation. Cette particularité de I'espéce équine favoriserait les
migrations embryonnaires, elles aussi caractéristiques (Betteridge et al., 1982) (Betteridge,
1989) (Allen and Stewart, 2001) (voir I. D. 3. et ll. D. 2. b. iii.).

Figure 25: Blastocyste équin jeune avec sa capsule entre la zone pellucide et le trophectoderme (Stout et al., 2005)

A Tinverse, le conceptus bovin subit un processus d’élongation, mais il est d’abord
sphérique. Il entre dans I'utérus sous forme de morula composée de 16 a 32 cellules et éclot
de sa zone pellucide peu aprés. Son diametre augmente rapidement. Entre six et huit jours
apres l'cestrus, il mesure environ 160 micrometres et est composé d’une centaine de cellules
(Betteridge and Fléchon, 1988) (Betteridge et al., 1980)
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Il devient ensuite ovoide juste avant la phase d’élongation qui débute entre douze et quatorze
jours apreés le pic de LH (figure 26). Cette derniére n’a, jusqu’a présent, pas pu étre reproduite
in vitro puisqu’elle est dépendante de I’environnement utérin. Des facteurs embryotrophes
sont en effet présents dans le fluide utérin luminal et des interactions avec 'endométre sont
indispensables au processus d’élongation.

Ainsi, treize jours aprés I'accouplement, le conceptus mesure environ 2 mm de longueur. I
mesure 6 mm a 14 jours et commence I'élongation. Le blastocyste est alors filamenteux et
atteint une longueur de 6 cm 16 jours apres I'accouplement. Deux jours plus tard, il mesure au
moins 20 cm : il multiplie sa longueur par mille pendant I'élongation (Betteridge et al.,
1980)(Spencer et al., 2017). Il occupe alors entierement la corne utérine ipsilatérale au corps
jaune et commence méme a envahir la corne controlatérale (figure 27).

Figure 26 : Blastocyste bovin 13 jours suivant [’eestrus en
cours d'élongation au microscope électronique (Betteridge
and Fléchon, 1988)

Le disque embryonnaire apparait au milieu.

Figure 27 : Elongation de I'embryon bovin atour de
A) J16 B) J18 C) J22 D) J27 (Hyttel, 2010)

Chez la chienne, la durée des différents stades embryonnaires semble varier d’'une race a
l'autre. Une étude impliquant des beagles a mis en évidence la présence d’embryons au stade
blastocyste a partir de neuf jours suivant I'ovulation (Tsutsui et al., 2001) alors que dans autre
étude sur des Labradors, ce n’était pas avant quatorze jours apres le pic de LH (Abe et al.,
2008).

Les blastocystes canins sont d’abord sphériques puis, entre 17 et 19 jours apres le pic de
LH, ils atteignent un diameétre supérieur a 1 mm et deviennent de forme ovoide (figure 28).
Entre 20 et 22 jours aprés ce méme pic, leur taille est comprise entre 3 et 6 mm. lIs sont alors
répartis sur les deux cornes utérines sans lien avec la distribution des corps jaunes
ovariens (Holst and Phemister, 1971) (Concannon et al., 2001).
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Fig 1 : Cinq embryons au stade 16 cellules, récoltés 8
jours post-ovulation (6 jours aprés accouplement, B274
R). X 200

Fig 2 : Quatre morula récoltées 11 jours post-ovulation
(9 jours aprées accouplement, B278 R) x 200

Fig 3 : Quatre morula récoltées 10 jours post-ovulation
7 jours aprés accouplement, B243 L) x 200

Fig 4 : Un blastocyste récolté 10 jours post-ovulation 7
jours aprés accouplement, B243 R) x 200

Fig 5 : Un blastocyste expansé 9 jours post-ovulation 7
jours aprés accouplement, W 197 L) x 100

Figure 28 : Embryons canins a différents stades de développement (Tsutsui et al., 2001)

3) Mouvements de I’embryon

La vésicule embryonnaire de la jument est particulierement adaptée pour se déplacer :
en plus d’étre encapsulée, ce qui lui confére une protection physique supplémentaire, elle est
de forme sphérique (Mcdowell et al., 1988). L’'embryon migre en effet entre les deux cornes
utérines des neuf a dix jours post-ovulation et ce jusqu’a quinze a dix-sept jours post-ovulation
(voir 1. D. 2. b. i.)(Ginther, 1983b) (Ginther, 2010).

A contrario, les migrations intra-utérines sont extrémement rares chez les vaches (elles
existent néanmoins chez la brebis). Des migrations conséquentes ont toutefois été observées
chez les bovins a la suite d’un transfert embryonnaire multiple, cependant jamais avant douze
jours apres I'cestrus. Les migrations embryonnaires chez la vache semblent étre considérées
comme le premier signe d’'une surcharge utérine par un nombre d’embryons trop important
(Gémez and Mufioz, 2015).
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Chez la chienne, avant 'implantation, entre douze et seize ou dix-sept jours aprés 'ovulation,
ont parfois lieu des migrations intra-utérines embryonnaires (Reynaud et al., 2006). Cela
a éteé rapporté chez d’autres especes multipares comme la truie ou la chatte. Il a été proposé
comme explication une répartition équivalente du nombre de feetus entre les deux cornes
utérines, ou alors cela serait lié au nombre de corps jaunes sur chaque ovaire. Ainsi, ces
migrations permettraient une redistribution logigue du nombre de foetus dans chaque corne
pour permettre un développement optimal a chacun. Ces migrations sont observées chez plus
de 40 % des femelles gestantes de ces especes multipares.

E. Implantation

Les avancées en biotechnologies illustrent la capacité de I'embryon a se développer
indépendamment d’un utérus jusqu’au stade blastocyste. Mais, plus tard, 'implantation dans
I’environnement utérin est indispensable a I’établissement de contacts plus proches
entre 'embryon et I’endométre. Ces contacts permanents conditionnent la survie et le
développement du conceptus. L'ectogénése (développement embryonnaire sans utérus)
demeure a ce jour utopique (Chavatte-Palmer et al., 2012).

1) Aspects anatomiques et histologiques

Chez les mammiféres, 'implantation utérine ne débute pas avant le stade blastocyste
(tableau 11). Chez les ruminants, les premiers contacts cellulaires entre le trophoblaste et
'endométre sont observés lors de la gastrulation tandis que chez la jument, 'organogénése
est déja entamée lorsque I'implantation a lieu (Chavatte-Palmer and Guillomot, 2007). En effet,
la jument est le mammifére avec la période pré-implantatoire la plus longue : elle se termine
quarante jours aprés I'ovulation (Allen et al., 1973) (Allen and Stewart, 2001).

Pour I'établissement de contact direct entre les cellules du trophectoderme et les cellules
épithéliales de I'endométre, I’embryon doit étre dépourvu de toute enveloppe
extracellulaire. L’embryon bovin a déja éclot mais celui du chien doit encore se débarrasser
de la zone pellucide. Concernant 'embryon de cheval, il doit se libérer aussi de sa capsule.
Ces enveloppes sont perdues par une combinaison de processus mécaniques et de lyse
enzymatique.

A ce stade, I’embryon s’oriente et s’immobilise, ceci permettant les premiers contacts
cellulaires. La position de I'embryon dans l'utérus n’'est pas aléatoire et varie selon les
espéces. L’orientation est définie par la position du disque embryonnaire relative au
mésomeétre (attache du ligament suspenseur). Chez la chienne, l'orientation est anti-
mésométriale et le contact se fait dans une zone limitée. Chez la vache et la jument, en
revanche, la surface de contact est plus étendue, I'implantation est dite respectivement
cotylédonaire et diffuse (figure 29).
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Figure 29 : Placentation et orientation du conceptus au moment de ['implantation chez les espéces domestiques et I’Homme
(Chavatte-Palmer and Guillomot, 2007)

Chez les ruminants, le trophoblaste s’attache principalement aux caroncules utérines et
dans une moindre mesure sur la mugueuse inter-caronculaire. La croissance de villosités
choriales permet une invasion des glandes utérines. Ces zones de contact assurent la fixité
du conceptus et des sites localisés d’échanges embryo-maternels.

Lors de la phase d’adhésion, les cellules trophoblastiques et utérines sont rapprochées :
I'espace entre leurs membranes apicales est inférieure a 0,02 um. Les microvillosités a la
surface des cellules trophoblastiques établissent un contact étroit avec celles des cellules
épithéliales utérines. Cette phase représente la phase ultime d’implantation chez les
especes ayant une placentation épithéliochoriale (cheval, vache) (figure 29). Il y a a ce
moment-la une augmentation de I'expression de protéines d’adhésion (intégrines) et une
diminution de I'expression de protéines anti-adhésives (mucines) par les cellules épithéliales
utérines (Chavatte-Palmer and Guillomot, 2007).

Le trophobloaste envahit ainsi I’endométre plus ou moins profondément selon les
especes (figure 30). Chez la chienne, le trophoblaste envahit le stroma utérin et stoppe sa
migration en périphérie des vaisseaux sanguins utérins: la placentation est dite
endothéliochoriale (Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014b).
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Figure 30 : Les différents types d’interactions entre mére et conceptus correspondant aux différents types de placentation
(Montiel et al., 2013)

Chez les ruminants, il n'y a pas véritablement de phase d’invasion: Pinvasion du
trophoblaste est limitée a des cellules particulieres appelées les cellules
trophoblastiques binucléées (BNC). Elles proviennent du trophoblaste, migrent entre les
cellules mononuclées et fusionnent avec les cellules épithéliales pour former des plagues
syncitiales intercalées dans I'épithélium utérin. La placentation differe d’une placentation
« classique » épithéliochoriale par la présence du syncitium, dou I'appelation
synepithéliochoriale. Les BNC représentent 20 % des cellules trophoblastiques et produisent
des hormones placentaires lactogénes et des glycoprotéines associées a la gestation.

De méme, chez les équidés, l'invasion du trophoblaste est transitoire et localisée. Les
cellules trophoblastiques de la ceinture chorionique (a la jonction entre le sac vitellin en
régression et l'allantoide en développement) migrent a travers I'épithélium utérin, envahissent
le stroma utérin jusqu’au tissu conjonctif pour former les cupules endométriales. Ces cellules
deviennent binucléées et sécrétent alors la gonadotropine chorionique équine (eCG)
(Chavatte-Palmer and Guillomot, 2007).

Lorsque les placentations sont relativement superficielles, comme c’est le cas chez la chienne
(placentation endothéliochoriale), la vache et la jument (placentation épithéliochoriale), le lit
capillaire maternel irrigue la zone d’attachement du trophoblaste pour permettre les
échanges de nutriments et de gaz. Il n’y a pas de contact direct du trophoblaste avec
les capillaires maternels : les nutriments macromoléculaires et les micronutriments qui
nécessitent un transporteur ne peuvent pas étre apportés directement. Pour pallier cette
difficulté, des secrétions glandulaires maternelles sont produites en grande quantité : les
histotrophes. Elles jouent un réle nutritif pour le trophoblaste. De méme, les molécules
produites par le trophoblaste n'ont pas d’accés direct au sang maternel : pour permettre la
communication mere-conceptus au cours de la gestation précoce, des adaptations ont été
mises en place chez les espéces a placentation non-invasive (Roberts et al., 2008).
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2) Contrble hormonal

L’'implantation est un processus hautement coordonné qui implique la production régulée de
différents éléments. Parmi eux, des facteurs de croissances, des cytokines et des hormones
sont sécrétés aussi bien par le conceptus que par les tissus maternels. Les surfaces cellulaires
impliquées dans 'attachement et I'implantation (le trophoblaste et les cellules utérines) doivent
étre réceptives : chez la plupart des mammiféeres, il n’'y a qu’une période restreinte du cycle
utérin pendant laquelle 'embryon peut s'implanter. C’est la fenétre d’implantation. Elle dure
souvent un a deux jours. En dehors de cette période, I'endométre de mammifére est
totalement réfractaire a I'implantation embryonnaire.

Le développement du trophectoderme permet la mise en place des premiers contacts
embryonnaires avec la mere. Il produit une grande variété d’hormones et de cytokines
ayant une action directe sur 'endométre.

En paralléle, des modifications au niveau de I'épithélium luminal et du stroma endométrial
permettent I'adhésion et l'invasion du trophectoderme. Chez les ruminants, les cellules
épithéliales forment des pinopodes autour de la fenétre d’implantation. Ces projections
cytoplasmiques pourraient étre impliquées dans les sécrétions apocrines mais le mécanisme
n'est pas clair (Guillomot and Guay, 1982). On observe des manifestations inflammatoires au
niveau du stroma utérin : cedéme utérin généralisé, augmentation de la perméabilité capillaire
et angiogénése au site d’apposition du conceptus.

La réaction déciduale est observée chez les espéces avec une implantation invasive. Elle
est modérée chez la chienne. Au niveau du site d'implantation, les fibroblastes du stroma
proliferent fortement et se différencient en cellules déciduales. Ces cellules produisent alors
différents facteurs permettant la croissance et la différenciation du trophoblaste : glycogéne,
alcaline phosphatase, a-actine, prolactine et facteurs de croissance (dont TGF-a et TGF-S,
IGF et IGF-BP-1). Elles jouent également un réle dans I'invasion de 'endométre.

Les hormones stéroides ovariennes sont essentielles pour la préparation de la réceptivité
utérine, avec des différences selon les espéces. L’augmentation pré-ovulatoire de la sécrétion
en cestrogenes (E2) agit sur la prolifération et la différentiation des cellules utérines. La
progestérone (P4) stimule, quant a elle, les sécrétions utérines qui permettent le
développement de I'embryon jusqu’a son implantation. Cependant, la réceptivité utérine et
limplantation sont précédées d’une extinction de I'expression des récepteurs aux E2 et a la
P4. En effet, ce phénoméne entraine une perte de mucines au niveau de I'épithélium
endométrial et glandulaire utérin : sans ce « démasquage », I'implantation serait compromise.

D’autres facteurs paracrines comme I'histamine, le ligand PAF, les prostaglandines et des
cytokines pro-inflammatoires (CSF-1, IL-1, IL-2, IL-3, IL-11, TGF- B ...) sont produits par
'endométre au moment de la fenétre d’'implantation sous le contrdle de la progestérone ou de
I'cestrogéne. Les récepteurs de ces cytokines se trouvent sur le conceptus. Ces facteurs
paracrines semblent impliqués dans le processus d’'implantation mais le mécanisme exact
reste a déterminer (Carson et al., 2000) (Chavatte-Palmer and Guillomot, 2007) (Norris and
Lopez, 2011).
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I[I. Le signal de reconnaissance maternelle de la
gestation

Une intime communication entre 'organisme maternel et 'embryon est mise en place dés la
phase de vie libre de ce dernier. Bien qu'une communication semble déja exister entre
I'embryon et I'oviducte, c’est plus tard que le signal de reconnaissance maternelle est émis.

A. Définition

Avant I'implantation, 'embryon passe un certain temps dans l'utérus. La durée est variable
selon les especes. Durant cette période, 'endométre se prépare et subit des changements
alors que I'embryon se développe afin d’étre apte a accueillir 'embryon pré-implantatoire. En
parallele, le conceptus signale sa présence a l'organisme maternel, pour éviter,
notamment la lyse du corps jaune et le retour en cestrus.

La nature du signal de reconnaissance maternelle, ainsi quel le moment ou il est émis, est
dépendant de I'espéce donnée. S'il N’y a pas d’embryon diffusant un signal durant cette
période ou que I'embryon est anormal et le signal défectueux, la cyclicité reprend. En effet, la
lutéolyse a lieu et la femelle commence alors un nouveau cycle cestral. En revanche, si
'embryon émet le signal de reconnaissance au moment opportun, le corps jaune persiste et
le taux de progestérone reste €élevé : la gestation est préservée.

Ce signal peut étre anti-lutéolytique, c’est-a-dire qu’il inhibe I'action de la prostaglandine F2a
et donc empéche la lyse du corps jaune, ou bien lutéotrophique, c’est-a-dire qu’il agit
directement sur les cellules lutéales et prévient la lutéolyse.

La progestérone ovarienne permet la préparation de ’endomeétre a I'implantation et assure
une nutrition histotrophique de 'embryon par 'endomeétre lors de la gestation précoce. Par
la suite, le placenta prend le relai pour nourrir l'embryon et permet une communication plus
intime avec I'organisme maternel.

Cette communication embryo-maternelle est non seulement essentielle a la survie du corps
jaune mais aussi au développement du feetus, a la placentation, a l'activité sécrétoire de
'endométre, aux divers mécanismes de transport foeto-maternels, a la régulation du flux
sanguin utérin, a la suppression locale du systéme immunitaire et au développement de la
glande mammaire maternelle (Schatten and Constantinescu, 2007) (Geisert and Bazer, 2015).
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B. Endocrinologie du début de la gestation

Le bon déroulement de la gestation repose sur le fonctionnement du systéme endocrinien. Les
hormones jouent en effet un réle clé dans la communication entre les différents organes
et leur synchronisation. Ainsi, le complexe hypothalamo-hypophysaire contréle I'activité
ovarienne cyclique et a une action également sur l'utérus. Les hormones impliquées sont les
mémes d’'une espéce de mammifére a une autre.

Les cycles ovariens et sexuels ont un profil relativement similaire avec quelques particularités
spécifigues, notamment au niveau de la phase lutéale et de la lutéolyse. Ces spécificités
conditionnent les différentes modalités de reconnaissance maternelle de la gestation d’'une
espéce a une autre.

Chez les trois mammiféres étudiés, la durée de la gestation et la période de vie du corps jaune
ont des valeurs spécifiques (tableau IIl).

Tableau 111 : Données sur la gestation, données en jours

Lyse du corps jaune si Durée de
Espéce absence de gestation (en gestation (en
jours apreés I'ovulation) jours)
Vache 16 218 227 a 290
Jument 14a15 330 & 345
Chienne Absente 63
(beagle)

1) Les hormones sexuelles

a) Hormones protéiques

- LaGnRH

La GnRH (hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires) est la principale
hormone de régulation du cycle sexuel, secrétée par I'hypothalamus. C’est une neurohormone
peptidique. Elle agit sur I'antéhypophyse en stimulant la synthése d’hormone folliculo-
stimulante (FSH) et d’hormone lutéinisante (LH). La GnRH est sécrétée de facon pulsatile et
tonique. Selon la fréquence des pics, il y a sécrétion plutét de LH (haute fréquence) ou de FSH
(basse fréquence).

Des neurotransmetteurs tels que la sérotonine, la dopamine et la mélatonine permettent d’en
réguler la sécrétion en fonction des stimuli externes.

L’action de la GnRH est finement régulée : elle est stimulée par les cestrogénes en 'absence
de progestérone et inhibée par la progestérone.
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- Les prostaglandines

Les prostaglandines sont des métabolites de l'acide arachidonique obtenus a partir des
phospholipides membranaires. La PGF2a est synthétisée par I'endometre. Cette cytokine est
I’'hormone principale responsable de la lutéolyse, a savoir la lyse du corps jaune. Elle entraine
une vasoconstriction des fibres musculaires lisses des vaisseaux irrigant l'ovaire. Par
conséquent, le flux sanguin diminue, entrainant une ischémie des cellules lutéales et la lyse
du corps jaune. In fine, il y a diminution de la production de progestérone.

La sensibilité du corps jaune aux PGF2a est dépendante du stade du cycle cestral.

- Locytocine

L’ocytocine est une neurohormone synthétisée par I'hypothalamus de maniére continue
pendant tout le cycle. Elle est libérée par la post-hypophyse. Chez la jument, elle est aussi
sécrétée par l'utérus (Stout et al., 2000).

L’'ocytocine agit sur les fibres musculaires lisses utérines (utérus et col de l'utérus) et
mammaires (glandes mammaires). Elle stimule la lactation, le part et favorise le transport des
gametes. En favorisant la contraction des fibres du myométre, elle permet aussi la libération
de PGF2q, ce qui induit la lutéolyse.

- Laprolactine

La prolactine est une hormone lutéotrope sécrétée de fagon pulsatile. Chez la chienne, elle
permet le maintien de la gestation a partir du 25° jour post-ovulation. Elle est produite par
'hypophyse antérieure sous le contr6le de la relaxine, elle-méme produite par le placenta.
Elle favorise le développement du tissu mammaire et la lactation, et joue un rdle important
dans le comportement maternel. Elle est inhibée par les cestrogénes.

- Les hormones chorioniques

La gonadotropine chorionique équine ou eCG est une glycoprotéine sécrétée par les cupules
endométriales d’origine trophoblastiques, et retrouvée dans le plasma de la jument gestante
entre 35 et 90 jours de gestation. Elle serait responsable de la formation du corps jaune
secondaire, soutient [l'activité des corps jaunes gestationnels et maintient ainsi une
concentration en progestérone favorable a la gestation.

- L’inhibine

L’inhibine est une hormone protéique synthétisée par les cellules de la granulosa. Elle inhibe
la sécrétion de FSH par 'adénohypophyse par une action a la fois paracrine et autocrine. Son
action est maximale lors de la phase de sélection du follicule dominant.
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b) Hormones glycoprotéiques

Les gonadotropines, ou hormones gonadotropes, sont des hormones glycoprotéiques qui
agissent indirectement sur les fonctions des gonades.

La FSH (hormone folliculo-stimulante) stimule la croissance folliculaire des follicules ayant des
récepteurs a la FSH.

La LH (hormone lutéinisante) favorise la maturation terminale du follicule dominant, induit
'ovulation, permet la formation du corps jaune et favorise la production de progestérone par
ce dernier. Chez la chienne, son action lutéotrope permet le maintien du corps jaune au cours
du deuxiéme tiers de la gestation.

¢) Hormones stéroidiennes

- Les cestrogénes

Les cestrogénes dérivent d’'un noyau cestrane a 18 carbones. L’cestrogéne majoritaire est
I'cestradiol 178. lls sont synthétisés par les cellules de la théque interne de I'ovaire dés le
début du développement folliculaire. lls sont responsables des changements anatomiques,
comportementaux et de la réceptivité sexuelle lors de I'cestrus. Ainsi, les cestrogénes
favorisent une acceptation du male et permettent la préparation du tractus reproductif a
I'accouplement.

A faible dose, ils inhibent la synthése de gonadotrophines. En revanche, a forte dose leur
synthése est stimulée : c’est le cas lors du pic d’cestrogenes a la fin de I'cestrus, qui induit le
pic pré-ovulatoire de LH (hormone lutéinisante).

- Laprogestérone

Les progestragénes dérivent d’'un noyau pregnane a 21 carbones. La progestérone est
synthétisée par le corps jaune et parfois par le placenta. Chez la chienne, il y a une lutéinisation
pré-ovulatoire puisqu’il y a une production de progestérone par les follicules ovariens
immatures (Concannon, 1977)(Reynaud et al., 2005).

L’action de la progestérone est dépendante du moment du cycle dans lequel la femelle se
trouve. Son activité nécessite une imprégnation préalable aux ocestrogénes. Elle inhibe
l'ovulation en exergant un rétrocontrble négatif sur l'axe hypothalamo-hypohysaire
(Concannon, 1977).

La progestérone inhibe le comportement sexuel cestral, entraine la fermeture du canal
cervical, prépare l'utérus pour la gestation. On 'appelle « I’'hormone de la gestation » car elle
permet de stimuler et de maintenir les fonctions utérines nécessaires pour le développement
embryonnaire, 'implantation, la placentation et le développement foetal et placentaire jusqu’au
terme (voir Il. D. 1) b), Il. D) 2) d) et Il. D. 3) d)).
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2) Lecycle sexuel

Quand une femelle est pubére, débute une période de cyclicité avec la succession de cycles
sexuels. Chacun d’entre eux a une durée variable, de 4 a 28 jours, selon I'espéce concernée,
la race et I'individu (tableau IV).

Le cycle sexuel comporte quatre phases :

- Le pro-cestrus : stade de maturation folliculaire

Les follicules sont recrutés puis se développent, sous l'influence des gonadotrophines, avec
la sélection d’un follicule dominant. Chez les ruminants et la jument, plusieurs vagues
folliculaires se succédent avant I'ovulation. La concentration en progestérone diminue alors
tandis que celle en cestrogénes augmente avec la croissance folliculaire.

L’cestrus : la maturation folliculaire se termine et une ovulation spontanée a lieu, ou non, selon
les espéces. L'cestrus correspond au moment ou la femelle est sexuellement réceptive au
male, avec une sécrétion maximale d’cestradiol.

A la suite des phases de croissance et de sélection, il y a atrésie ou ovulation du follicule
dominant selon la concentration en progestérone.

- Le meteoestrus ou post-cestrus : période d’installation du corps jaune

Aprés l'ovulation, les cellules de la granulosa se différencient en cellules lutéales et sécrétent
de la progestérone. Elles forment alors une entité appelée corps jaune. La concentration en
cestradiol diminue.

- Dioestrus : lorsque I'cestrus est saisonnier, c’est la période d’ancestrus entre deux
cycles génitaux

Lors de cette période, la concentration en progestérone est maximale et celle en cestradiol est
minimale. C’est a ce moment-la que I'embryon signale sa présence a l'organisme maternel

lorsqu’une gestation est en cours : la cyclicité est alors interrompue. Il s’agit de la période de
fonctionnement du corps jaune jusqu’a sa lyse.

Chez la chienne, le metcestrus dure 75 jours, soit environ la durée de la gestation.

Tableau IV : Les cycles sexuels chez les mammiféres domestiques

Vache Jument Chienne
Type de cycle Polycestrien Polycestrien Mono ou bi-cestrien
Ovulation Spontanée Spontanée Spontanée
Saisonnalité Cycle continu Saisonnier (printemps a Cycle continu
automne)
Durée du cycle 21 jours 28 jours 6 & 7 mois

De nombreux facteurs affectent la cyclicité, comme la saison, I'alimentation, la lactation et
I'état de santé de I'individu concerné (Schatten and Constantinescu, 2007).
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3) Le cycle ovarien

Le cycle ovarien correspond a l'intervalle de temps qui sépare deux ovulations.
Il est divisé en 3 phases : la phase folliculaire qui se déroule pendant le pro-cestrus et
I'cestrus, la phase lutéale qui a lieu pendant le metcestrus et la phase d’ancestrus.

a) La phase folliculaire

La folliculogénése correspond au développement d’'un follicule primordial jusqu’au stade de
follicule pré-ovulatoire. Les follicules ovariens sont des formations cellulaires constitués par
'ovocyte |, issus de la méiose | des ovogonies et entouré de cellules épithéliales somatiques.

La croissance folliculaire basale débute dés la période foetale chez de nombreux mammiféres :
elle n'est pas soumise a un contréle endocrinien. Au cours de cette étape de maturation, le
follicule primordial devient primaire (une assise de cellules épithéliales autour de 'ovocyte),
puis secondaire (épithélium pluristratifié avec couche granuleuse ou granulosa et stroma de
'ovaire formant la théque). Ensuite, le follicule tertiaire ou antral est caractérisé par des
cavités liquidiennes et une taille importante (figure 31).

Follicule
secondaire

Follicule antral

Follicule primaire

Follicule
primordial

Follicule pré-
ovulatoire

w

Corps jaune en
régression

Jeune corps

Corps jaune :
mature jJaune

Figure 31 : La croissance folliculaire au sein d'un ovaire (Nassar et al., 2009)
Lors de la phase terminale, les follicules tertiaires deviennent sensibles aux gonadotrophines.

lls subissent alors une phase de croissance synchrone sous l'effet d’'un pic de FSH : c’est la
phase de recrutement. Le cumulus oophorus se forme ensuite : il s'agit d'une rangée de
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cellules mettant en contact la granulosa et 'ovocyte. Les follicules sont alors dits de De Graaf
ou pré-ovulatoires.

Certains des follicules recrutés integrent par la suite la phase de sélection : la majorité des
follicules en développement subissent une atrésie progressive. Les follicules sélectionnés
acquiérent en revanche un grand nombre de récepteurs a la FSH (hormone folliculo-
stimulante) sur les cellules de la granulosa. lls augmentent de cette fagon leur sensibilité pour
cette molécule et parviennent a survivre malgré la chute de sa concentration.

S’en suit alors la phase de dominance, ou un follicule se démarque en devenant de taille
nettement plus importante. Les capacités de synthése d’cestrogénes de ce dernier sont
accrues, sa granulosa synthétise de l'inhibine et acquiert des récepteurs a la LH (hormone
lutéinisante). L’évolution du follicule dominant vers l'atrésie ou l'ovulation dépend de
I'environnement hormonal.

L’ensemble des phases de recrutement, sélection et dominance forme une vague folliculaire.
Chez certaines espéces comme les ruminants et les équidés, plusieurs vagues se succedent :
de 3 de 7 jours chez les vaches, de 2 a 7 jours chez les chevaux.

En parallele de cette croissance folliculaire a lieu la phase de maturation de I'ovocyte, pour le
préparer a la reprise de la méiose a I'ovulation (Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014b).

b) L’ovulation

Chez la jument, la vache et la chienne, I'ovulation est spontanée, c’est-a-dire qu’elle a lieu
méme en l'absence de coit. Elle permet la libération d’'un ou des ovocyte(s) mature(s) et
fécondable(s) ainsi que la mise en place d’un corps jaune fonctionnel. De fait, plusieurs
phénoménes simultanés ont lieu, mais l'initiateur est une augmentation significative des
taux de LH (hormone lutéinisante) circulants. L’'augmentation de LH fait suite a celle de
GnRH (hormone de libération des gonadotrophines hypophysaires), elle-méme due a une
augmentation progressive d’cestrogénes par le(s) follicule(s) dominant(s) (Monniaux et al.,
2009).

Chez la vache, I'ovulation a lieu 28 heures apreés le pic pré-ovulatoire de LH. Quant a la jument,
elle ne présente pas de réel pic de LH endogéne mais une augmentation progressive et
prolongée qui pourrait déclencher I'ovulation une fois un certain seuil franchi, a ce jour
indéterminé (MacKinnon, 1993). Cette augmentation des taux de LH débute plusieurs heures
avant I'ovulation et atteint un maximum 24 a 48 heures aprés l'ovulation (Saint-Dizier and
Chastant-Maillard, 2014a).

Certaines cellules folliculaires acquiérent un grand nombre de récepteurs a la LH. La fixation
de la LH a ces récepteurs induit une reconnaissance active des signaux de transduction et
permet in fine la régulation de I'expression de différents génes. Cela entraine d’'importantes
modifications du profil de sécrétion des stéroides, si bien que les taux d’cestrogénes
s’effondrent et le taux de progestérone augmente considérablement.

Le pic de LH entraine par ailleurs des modifications structurales telles que I'expansion du
cumulus oophorus. Ce dernier est sécrété par la matrice extracellulaire, a un réle protecteur
et favorise la captation du complexe cumulus-ovocyte par le pavillon de la trompe aprés
I'ovulation (Monniaux et al., 2009).
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- Changements vasculaires

En parallele, dans le follicule pré-ovulatoire, sont produits des cytokines inflammatoires
(interleukines, TNF), des prostaglandines (PGE2, PGF2a) et du cortisol (glucocorticoide a
action anti-inflammatoire). Ces molécules synthétisées aussi lors d’'inflammation stimulent
l'activité d’enzymes protéolytiques et la production de prostaglandines et de monoxyde d’azote
(NO). Ce dernier entraine une vasodilatation, allant de pair avec une augmentation de la
perméabilité vasculaire. L’hyperémie résultante est imputée aussi a d’autres éléments : d’'une
part, le facteur activateur de plaquettes (PAF) et, d’autre part, le facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire (VEGF) qui provoque des fenestrations dans la paroi des capillaires
(Monniaux et al., 2009) (Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014a).

- Activité protéolytique

Une série d’évenements enzymatiques fait suite au pic de LH. Des activateurs du
plasminogéne sont libérés par les cellules de la granulosa permettant I'action de la plasmine.
Elle agit directement comme protéase en dissociant la matrice extracellulaire du follicule et
indirectement en libérant certaines métalloprotéases de type collagénase (MMP1 et MMP2) et
le TNFa. Ce dernier favorise directement I'activité collagénase et stimule la production de
prostaglandines apexiennes. La prostaglandine E2 (PGE2) libérée entraine une
vasoconstriction localement, aboutissant & une ischémie et la mort cellulaire, ce qui fragilise
la paroi du follicule.

D’autres protéases sont également impliquées telles que ADAM, TS-1 et la cathepsine L. Leur
expression est régulée positivement par le récepteur a la progrestérone (PR), lui-méme induit
par le pic de LH. En paralléle, 'expression d’inhibiteurs de sérines protéases (SERPINE1) et
d’inhibiteurs de métalloprotéases matricielles (TIMP1 et TIMP2) est favorisée sous I'action de
stéroides et de prostaglandines. Ainsi, I'expression concomitante de protéases et d’anti-
protéases permet de moduler le site et le degré de rupture du follicule au lors de I'ovulation
(Monniaux et al., 2009) (Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014a).

- Reprise de la méiose

Pendant la folliculogénése, 'ovocyte est bloqué en prophase de premiére division méiotique
(sauf chez la chienne). Ceci est permis par le maintien d’'un niveau élevé d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPCc) intra-ovocytaire. Lors du pic de LH, il y a activation de la voie
des MAP kinases avec in fine phosphorylation de la connexine 43. Cette derniére étant un
constituant des jonctions communicantes, son inactivation empéche le passage d’AMPc.
L’interruption de ce signal inhibiteur de la méiose permet sa reprise. C’est le cas pour plupart
des mammiféres, a I'exception des canidés. La premiére division méiotique se poursuit
ensuite. Apres la télophase, s’ensuit la formation du second fuseau méiotique. L’'ovocyte reste
alors bloqué au stade de métaphase Il par le facteur cytostatique (CSF) jusqu’a la fécondation
(Norris et al., 2008) (Monniaux et al., 2009)(Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014a).

- Rupture du péle apical du follicule

L’ensemble de ces éléments permet la fragilisation du pdle avasculaire du follicule et la
libération de I'ovocyte. Le nombre de follicules ovulés est variable selon 'espéce concernée
(Saint-Dizier and Chastant-Maillard, 2014a).
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c) Laphase lutéale

i.  Mise en place du corps jaune

Dans la plupart des cas, un saignement a lieu dans la cavité du follicule aprés I'ovulation ;
c’est ce qu'on appelle le corps hémorragique. La cavité, correspondant a I'antrum du follicule,
est remplie de fibrine. Ce caillot de fibrine est, par la suite, envahi par les vaisseaux sanguins,
les fibroblastes et les fibres de collagéne, sous l'influence du facteur de croissance de
I'endothélium vasculaire (VEGF) et du facteur de croissance des fibroblastes (bFGF). Ce
développement de la vascularisation permet I'apport de lipoprotéines de faible densité (LDL)
indispensables a la synthése de progestérone et a sa distribution a 'endométre.

Le follicule restant est transformé en une structure glandulaire appelée corps jaune (CJ) : |l
s’agit du processus de lutéinisation. Les cellules de la théque interne deviennent les petites
cellules lutéales tandis que les cellules de la granulosa se différencient en larges cellules
lutéales. Ces derniéres sécretent 10 a 20 fois plus de progestérone que les petites et
produisent, en plus, de I'ocytocine. En revanche, la théeque externe ne se lutéinise pas. Lors
du processus de lutéinisation, les cellules s’élargissent et accumulent un pigment jaune, la
lutéine, ayant donné son nom a I'entité alors formée.

Les cellules lutéales synthétisent de la progestérone (P4). Il y a une relation linéaire entre la
taille du corps jaune et sa capacité de production en cette hormone. La production de P4 est
maximale pendant la gestation, et le CJ devient le CJ gestationnel.

Si I'ovocyte ovulé n’est pas fécondé, le développement du CJ est maximal aprés I'ovulation et
commence alors a dégénérer (Tulsiani, 2003).

ii. Sécrétion de progestérone

Lors de la gestation précoce, la sécrétion de progestérone (P4) est indispensable pour
I’établissement et le maintien de la gestation. Elle est aussi impliquée dans la régulation
des sécrétions endométriales favorisant la croissance et la différenciation du conceptus.

Le taux de P4 circulant résulte de la différence entre sa production par le corps jaune (CJ) et
son métabolisme, ce dernier étant majoritairement hépatique. La synthése de P4 dépend du
développement du CJ, c’est-a-dire du nombre de cellules de la granulosa ayant été lutéinisées
en cellules larges et de leur capacité de production ; c’est le déterminant majoritaire. Son
métabolisme dépend principalement du débit sanguin hépatique.

L’existence d’effets direct de la P4 sur 'embryon est controversée. Cependant, elle semble
jouer un rdéle dans son élongation, étape ayant notamment lieu chez les ruminants (voir Il. D.
1. b)i.).

Les effets de la P4 sur le développement du conceptus semblent étre majoritairement
indirects. Elle induit des modifications du transcriptome des cellules de l'utérus. La
progestérone, en association avec les cestrogénes, joue un rle majeur dans la régulation de
la fonction immunitaire utérine au cours du cycle et de la gestation. En effet, de nombreux
génes immunomodulateurs P4-dépendants, mais aussi E2-dépendants (cestrogénes-
dépendants), ont été décrits via une approche de séquengage génomique sur modele murin
(Large and DeMayo, 2012).
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4) Mécanisme de la lutéolyse

Le devenir du corps jaune (CJ) est conditionnée par la présence d’'une fécondation ou non. En
'absence de fécondation, il y aura régression lutéale tandis que le CJ persistera en cas de
fécondation pour maintenir la gestation.

Dans le cas d’une reprise de cyclicité, le mécanisme lutéolytique s’ensuit. Les cellules lutéales
subissent alors une ischémie et meurent progressivement, ce qui a pour conséguence une
chute de la progestéronémie. Le tissu cicatriciel blanchatre restant est appelé corpus
albicans. Il est résorbé dans le tissu stromal de 'ovaire avec une durée variable selon les
espeéces.

Chez la plupart des espéces, la lutéolyse est initiée non pas par une altération du complexe
lutéotrophe mais par la production active d’un facteur lutéolytique ou lutéolysine. A
l'inverse, un soutien lutéotrophique et I'action de facteurs anti-lutéolytiqgues sont nécessaires
pour maintenir le CJ.

Chez la plupart des mammiféres, a I'exception des primates, la lutéolysine est d’origine
utérine. En effet, une expérience datant de 1956 illustre la prolongation de la phase lutéale
apres hystérectomie chez la vache et la brebis (Wiltbank and Casida, 1956).

Des expériences historigues ont suggéré l'existence d'un facteur humoral lutéolytique
provenant de I'endométre a destination de l'ovaire. Ce facteur est la prostaglandine F2a
(PGF2a). Elle est sécrétée par pulses par les cellules épithéliales et glandulaires de
I'endométre lors de la seconde moitié de la phase lutéale (Johnson and Johnson, 2013).

En outre, pendant le dicestrus, la progestérone stimule le stockage des phospholipides dans
I'épithélium utérin et augmente ainsi la synthése de PTGS2 (prostaglandine synthase 2), aussi
appelée COX-2. Via laction de la phospholipase A2 (PLA2), et de la PTGS2, l'acide
arachidonique est converti en substrats pour la synthése de PGF2a.

L’'imprégnation par la progestérone entraine alors une diminution progressive du
nombre de ses récepteurs (PR) ce qui permet une augmentation de ceux pour I’ocytocine
(OXTR), dans I'épithélium luminal puis glandulaire. Ainsi, les cestrogenes stimulent la PLA2
pour la synthése de PGF2a et I'ocytocine induit finalement le relargage pulsatile de PGF2a
gui est responsable de la régression du CJ.

Les effets lutéolytiques de la PGF2a peuvent étre locaux ou systémiques selon I’espéce
concernée. Dans le cas de la jument, une injection de PGF2a intra-utérine ou intramusculaire
produit le méme effet. Chez la brebis, par contre, la lutéolyse est plus importante aprés une
injection locale (intra-utérine) que systémique (intra-musculaire) (Douglas and Ginther, 1973)
(Douglas and Ginther, 1975).

En effet, c’est la nature de la vascularisation utéro-ovarienne qui conditionne la distribution
de I'normone (figure 32). Chez la vache, la PGF2a distribuée localement via le pédicule
vasculaire utéro-ovarien est suffisante pour induire la lutéolyse. Les vaisseaux utérins veineux
et lymphatiques sont spatialement proches des vaisseaux artériels : un contact rapproché via
la veine utéro-ovarienne est possible. En revanche, la jument n’a pas ce pédicule pour
transférer la PGF2a des veines utérines aux arteres ovariennes, plus éloignées : I'action
lutéolytique est alors systémique et non locale.
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corne utérine

oa : artére ovarienne

oboa : branche ovarienne de I'artére
ovarienne

obov : branche ovarienne de la veine
ovarienne

oV : veine ovarienne

ua : artére utérine

ubov : branche utérine de la veine
ovarienne

uov : veine utéro-ovarienne

uv : veine utérine

Figure 32 : Comparaison de la vascularisation utéro-ovarienne chez la vahce et chez la jument (Ginther, 1998)
Chez la vache, le pédicule vasculaire utéro-ovarien relie les veines utérines aux artéres ovariennes tandis que la veine
utérine n’est pas en contact avec l’artére ovarienne chez la jument

Par ailleurs, les paramétres cinétiques de la PGF2« varient d’'une espéce a l'autre. La PGF2a
équine persiste plus longtemps dans le sang et en concentration plus importante par rapport
a la PGF2a bovine (la clairance est cing fois moins importante, la concentration plasmatique
maximale cing fois supérieure et les demi-vies de distribution et d’élimination trois fois plus
longues).

La PGF2a est métabolisée par la 15-hydroxyprostaglandine déshydrogénase (PGDH) en un
métabolite inactif. La PGDH est exprimée de maniére ubiquitaire dans le systéeme
cardiovasculaire, y compris dans les reins et les poumons. Il n’y a pas de données sur 'activité
de la PGDH chez les vaches et les chevaux, mais le pourcentage de PGF2a métabolisé au
premier passage pulmonaire varie considérablement d’'une espéce a l'autre. Il apparait
probable que la clairance métabolique soit plus lente chez les équidés que chez les bovins
(Shrestha et al., 2012).

Il existe deux stratégies possibles pour maintenir le CJ :

- Suppression des actions lutéolytiques

En 'absence d’un signal de reconnaissance maternelle approprié, la PGF2a est responsable
de la régression fonctionnelle et structurale du CJ. Au cours de la période péri-implantatoire,
ce signal anti-lutéolytique agit sur la libération de PGF2a au niveau de l'utérus pour éviter la
lutéolyse, sans en inhiber la sécrétion basale.

- Poursuite des actions lutéotrophiques pour les especes a corps jaune persistant
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C. Historique

L’expression « reconnaissance maternelle de la gestation » a été employé pour la premiére
fois par le Pr. Roger V. Short en 1969 lors du Ciba Fondation Symposium. Il y a défini
plusieurs concepts tels que la lutéotrophie, la lutéolyse et I'anti-lutéolyse. Les mécanismes
anti-lutéolytiques étaient méconnus a I'époque mais I'existence d’'un processus empéchant
l'action de prostaglandine F2a (PGF2a) avait déja été mis en évidence. De plus, I'existence
de signaux lutéotrophes n’avait été prouvée que chez les primates. Il a été exposé que les
mécanismes de reconnaissance de la gestation étaient tres divers et la temporalité complexe
a définir, certaines espéces ayant des particularités comme la diapause embryonnaire (Bazer,
2015).

Dix ans plus tard, en mai 1978, le theme du Ciba Fondation Symposium porta sur la
reconnaissance maternelle de la gestation. De nombreuses avancées y furent présentées
concernant aussi bien les humains, les animaux de laboratoire que ceux de rente (Bazer,
2015). Ross a présenté son modeéle selon lequel le signal de reconnaissance maternelle chez
’'Homme est la gonadotropine humaine (hCG) qui permet le maintien de la production de
progestérone par le corps jaune chez la femme enceinte (Ross, 1978).

Chez les suidés, Flint et al. a mis en évidence I'importance de la sécrétion d’cestrogénes entre
le dixieme et douziéme jour apres I'accouplement pour permettre le maintien de la fonction
lutéale pendant la gestation. Il a également rapporté le manque de preuves concernant
I'existence d’'un signal de reconnaissance maternelle chez certains carnivores, dont le
chien, et 'absence de transport oviductaire des ovocytes non-fécondés chez la jument (Flint
et al., 1978).

Poyser et Walker ont également mis en évidence I'existence d’un facteur anti-lutéolytique chez
le cochon d’inde qui diminue la synthése de PGF2a autour de la période de lutéolyse chez les
animaux non-gestants. lls ont aussi décrit la PGF2a comme le facteur lutéolytique présent
dans la veine utérine chez le porc, cheval, mouton et lapin (Poyser and Walker, 1978).

Short conclut le Symposium en abordant les anomalies génétiques embryonnaires. Selon lui,
les conceptus anormaux ne parviendraient pas a émettre correctement le signal de
reconnaissance maternelle de la gestation (Short, 1978).

D. Les spécificités du signal de reconnaissance

Chez toutes les espéces domestiques, le maintien de lafonction lutéale lors de la gestation
est indispensable au moins jusqu’au relai placentaire (sécrétion d’hormones stéroidiennes
par le placenta) pour les espéces concernées. Les cycles ovariens différent fortement d’'une
espéce a l'autre, avec des différences physiologiques inhérentes.

1) Spécificités chez lavache

Chez la vache, le signal de reconnaissance maternelle de la gestation est connu : il s’agit de
linterféron tau (IFN7). Il inhibe la libération de la prostaglandine F2a, normalement
responsable de la lyse du corps jaune. Plusieurs hypothéses concernant son mécanisme
d’action existent a I'heure actuelle. Il semble non seulement réprimer I'expression des
récepteurs a 'ocytocine (OXTR) via I'action de génes stimulés par les interférons (ISG), mais
aussi activer d’autres voies de signalisation conditionnant le bon développement du
conceptus.
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a) Interféron tau

Le trophectoderme de I'embryon bovin subit une élongation jusqu’a prendre une forme
filamenteuse. Elle débute 12 a 14 jours aprés l'ovulation (J12-J14 post-ovulation) et ne peut
avoir lieu que dans un utérus réceptif. Peu aprés, entre J14 et J17 post-ovulation, le conceptus
poursuit sa croissance et le trophoblaste commence a sécréter I'interféron tau (IFN7), le
signal de reconnaissance maternelle des ruminants.

i.  Historique

Les études sur le transfert embryonnaire chez les ovins ont permis de définir la période de
reconnaissance maternelle de la gestation. Il a été montré, a I'époque, qu’apres transfert le
conceptus devait étre présent dans l'utérus avant l'initiation de la lutéolyse (J12-J13 post-
ovulation) pour permettre la poursuite de la gestation. La reconnaissance maternelle doit donc
avoir donc lieu autour de J12-J13 post-ovulation chez la brebis (Moor and Rowson, 1966).

Pour préciser ces nouvelles connaissances sur la période de la reconnaissance maternelle de
la gestation, des homogénats d’embryons de 14 & 15 jours ont été transférés dans des utérus
de brebis cyclées. La phase lutéale a été significativement prolongée chez ces dernieres
contrairement & celles qui avaient regcues des homogénats d’embryons de 21 a 25 jours
(Rowson and Moor, 1967) (Martal et al., 1979). Ceci suggére I’existence d’'une substance
anti-lutéolytique synthétisée par le conceptus pendant une durée limitée, avant J20
post-ovulation. Cette substance s’est révélée thermolabile et sensible aux protéases (Martal
et al., 1979). Grace a ces nouvelles avancées, d’autres études ont été menées plus tard telles
que l'injection de cette substance protéigue a un individu non gestant. Un extrait de protéines
issu de conceptus de 15-16 jours a alors été injecté a des brebis cyclées : la durée de la phase
lutéale chez ces brebis a été significativement augmentée (Godkin et al., 1984).

La mise en évidence de cette protéine anti-lutéolytique a nécessité la mise en culture de
conceptus a différents stades de développement (13 a 21 jours) en présence d’acides aminés
radioactifs. Les protéines synthétisées de novo ont été identifiées par électrophorése et par
mesure de la radioactivité. La protéine majoritaire, nommée « Protein X », a un faible poids
moléculaire (17-20 kDa) et a été plus tard renommeée oTP-1 pour « ovine trophoblast protein
one » (Godkin et al., 1982).

Enfin, Vallet et al. a montré que oTP-1 était I'unique facteur anti-lutéolytique au cours de
la gestation précoce chez la brebis. En effet, elle inhibe la production de prostaglandine F en
réponse a la synthése d’cestradiol et d’'ocytocine (Vallet et al., 1988). Il a été démontré par
séquencage qu'oTP-1 appartient a la famille des interférons alpha de type | (IFNA) (Imakawa
et al., 1987) (Stewart et al., 1987).

En paralléle, des expériences similaires chez les bovins ont révélé I'existence d’une
protéine jouant un réle apparenté a celui d’oTP-1. Cette derniére est produite plus tard par
le conceptus, majoritairement entre J16 et J24 post-ovulation (Bartol et al., 1985). Dans une
autre étude, un peptide réagissant de fagon croisée avec I'antisérum anti-oTP-1 a été mis en
évidence. Ce peptide a été produit par mise en culture de conceptus bovins de la méme
maniére que chez les ovins quelques années auparavant. Il a un poids moléculaire plus
important (22-24 kDa) qu'oTP-1 et a été dénommé par la suite bTP-1 (protéine trophoblastique
bovine 1) (Helmer et al., 1987).

Les techniques de clonage moléculaire d’ADNc et de séquencage protéique ont permis la
comparaison d’'oTP-1 avec les IFNa et IFNw bovins. Les taux d’homologies suggérent qu'oTP-
1 et bTP-1 constituent finalement un sous-groupe distinct de la famille des interférons de type
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| (Roberts, 1991). Plus tard, oTP-1 et bTP-1 ont finalement été renommés respectivement
IFNT ovin et IFNT bovin par la Société internationale des cytokines et des interférons (Roberts
et al., 1992).

ii. Propriétés générales

Les interférons sont des glycoprotéines de la famille des cytokines. lls sont produits par
différents types cellulaires, souvent en réponse a la présence de structures moléculaires
associées a des pathogenes. lls jouent un réle dans 'immunité en induisant la production de
protéines antivirales et antibactériennes ou a visée antiprolifératives.

IFNT et son ARNm sont localisés uniquement dans le trophoblaste extra-embryonnaire.
(Guillomot et al., 1990). Ce géne est remarquable puisqu’il est non seulement présent chez un
nombre limité de mammiferes (les artiodactyles), mais en plus le degré d’homologie est plus
grand entre I'lFN7 ovin et I'lFNt bovin qu’entre 'lFNt bovin et I'lFNw bovin. Ces propriétés
suggerent une divergence génétique de IFNt depuis IFNw datant de 40 a 80 millions d’années
(Bazer et al., 1997).

Pendant la reconnaissance maternelle de la gestation, les cellules mononucléaires du
trophectoderme synthétisent et sécrétent de I'IFNt entre J10 et J21-25 post-ovulation
avec une production maximale entre J14 et J16 post-ovulation chez la brebis (Bazer et al.,
1992). Chez la vache, la sécrétion d’IFNt est maximale entre J15 et J17 post-ovulation et
persiste jusqu’a J28 post-ovulation (Lemley et al., 2014).

Chez les bovins, plus 'embryon a subi une élongation importante (> 10 cm), plus il produit
d’'IFNt, avec un niveau d’expression stable (pas de variation de la quantité en ARNm codant
pour IFNT) (Robinson et al., 2006).

L’'IFNt a fait I'objet de nombreuses études ayant permis sa caractérisation. Il a un poids
moléculaire compris entre 19 et 24 kDa selon sa glycosylation et un point isoélectrique compris
entre 5,3 et 5,8. L'IFNt ovin n’est pas glycosylé alors que IFNt bovin est N-glycosylé.

Il est constitué de 172 acides aminés avec des ponts disulfures entre les résidus cystéine en
position 1 et 99 d’'une part et entre ceux en position 29 et 39 d’autre part. L’acide aminé N-
terminal est la proline. IFN7 est stable a pH acide (2 ou 3) (Bazer, 2013). La partie C-terminale
contiendrait un épitope commun aux interférons de type |. Quant a la partie N-terminale, elle
serait responsable de I'activité biologique de IFNzt (Bazer et al., 1997).

ii.  Effet anti-lutéolytique

L’IFNz est I’'unique facteur produit par le conceptus qui empéche le développement des
mécanismes endométriaux lutéolytiques chez les ruminants (Vallet et al., 1988).

Ces mécanismes ont été davantage étudiés chez les ovins que chez les bovins, méme s’ils

semblent étre relativement similaires. Il n’existe a ce jour pas de consensus sur le mode
d’action de l’interféron tau (IFNt) (figure 33).
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Figure 33 : Modes d'action anti-lutéolytique proposés pour I'INFz(Raheem, 2017)

Modifications et traductions non autorisées sur le document par le copyright. Légendes : AP ; glande pituitaire antérieure ;
PP ; glande pituitaire postérieure ; CL : corps jaune ; OT : ocytocine ; OTR : récepteur a I'ocytocine ; P4 : progestérone ;
PGR ; récepteur de la progestérone ; ER : estrogeénes ; ESR : récepteur aux eestrogénes ; LE ; épithélium luminal
endométrial ; PGF2a : prostaglandine F2a ; IFNs; interféron t; IFNA : Récepteur de I’interféron 7; COX-2;
cyclooxygénase.

Il est communément accepté que, par couplage avec son récepteur (OXTR), I'ocytocine est
responsable de la libération endométriale pulsatile de prostaglandine F2a (PGF2«).

Historiquement, il a été proposé que PIFNt inhibait I’expression des récepteurs a cestradiol
(ESR), ce qui entrainait I'inhibition des OXTR. En effet, 'INFt aurait un effet paracrine sur
'endometre luminal et sur I'épithélium superficiel glandulaire : il réprimerait la transcription des
géenes ESR et OXTR (Spencer and Bazer, 1992).

D’autres études suggérent que I'INFt est capable de réprimer I’expression d’OXTR, et, par
conséquent, de diminuer la libération de PGF2a sans inhibition d’ESR (Robinson et al.,
2001). Cependant, il reste a déterminer si les ESR sont nécessaires pour l'activation de
'expression des OXTR et quelle est la chronologie exacte. Les ESR pourraient stimuler
I'expression des OXTR mais sans leur étre indispensable (Leung and Wathes, 2000).

Un troisiéme courant de pensée soutient que I'action de I'lFNt est basée sur la variation du
ratio PGE2/PGF2a en faveur de la prostaglandine E2 (PGEZ2), qui contrairement a PGF2q,
est un facteur lutéotrophe.

Les IFN semblent réprimer I'expression d’OXTR mais aussi avoir une action sur la
prostaglandine synthase 2 (PTGS2). Les études présentent des résultats contradictoires mais,
dans tous les cas, le ratio PGE2/PGF2a est en faveur de PGEZ2. L’action lutéotrophe de PGE2
prend le dessus sur la tendance a la lutéolyse de PGF2a, avec pour résultante un échec de la
lutéolyse (Xiao et al., 1999) (Parent et al., 2002).

Quoiqu'il en soit, 'INFz n’inhibe pas I'expression de PTGS2, enzyme clé pour la synthése de
prostaglandines, dont le r6le est primordial dans la régulation de la fonction endométriale et
dans I'élongation du conceptus (Spencer et al., 2013).

Le mécanisme d’action cellulaire et moléculaire précis de I'lFNz est encore mal compris, mais
il semble se lier aux récepteurs aux interférons de type I. lls sont présents dans tous les
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types de cellules endométriales avec une expression majoritaire dans I'épithélium luminal.
Ainsi, ce couplage de I'lFNt a son récepteur permet larégulation de I’expression des genes
stimulés par les interférons (ISG) (figure 34).

IFNT se lie a son récepteur dimérique avec des domaines intracellulaires liés a des janus
kinases (JAK). Cette liaison entraine I'activation de JAK1 et Tyk2 (tyrosine kinase 2) qui
assurent la phosphorylation des résidus tyrosine de STAT1, STAT1A et STAT2 (Signal
Transducer and Activator of Transcription). Ces protéines STAT se lient a une quatrieme
protéine (p48) ayant un domaine d’interaction avec 'ADN et forment un complexe : I'|SGF3
(Interferon Stimulated Gene Factor 3). Ce dernier subit une translocation vers le noyau ou il
se lie a la séquence consensus qu’il reconnait, nommée ISRE (Interferon Stimulated
Regulatory Element).

Ceci active I'expression d’'IRF-1 (Interferon Regulatory Factor 1) : il s’agit d’'un géne codant
pour un facteur de transcription activateur : il agit par fixation sur un IRFE (Interferon
Regulatory Factor Element) d’'un ISRE. L’'IRF-1 active I'expression du facteur inhibiteur de la
transcription IRF-2 (Mondal et al., 2017). IRF-2 peut agir sur la liaison d’'IRF-1 et ainsi inhiber
la transcription : ce mécanisme permettrait I'inhibition et I'activation de la transcription
avec d’autres éléments régulateurs et permettrait le contréle de I’expression de génes
répondants aux IFN dont font partie ESR et OXTR (Bazer et al., 1997).

Cytoplasme

IRF2

Figure 34 : Mécanisme d'action de ’IFNz (réalisation personnelle, 2022)

Le trophectoderme produit I'lFNt avant le développement du mécanisme lutéolytique
endométrial. IFNt activerait d’abord la transcription puis la traduction d’'IRF-1 et dans un
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second temps celles d'IRF-2, et enfin inhiberait la transcription des génes codant pour OXTR
(Bazer et al., 1997).

iv.  Régulation de la fonction endométriale et élongation du conceptus

Certains génes stimulés par les interférons (ISG) joueraient un réle dans la régulation de la
réceptivité utérine pour I’élongation du conceptus et son implantation (Hansen et al.,
2010)

Une analyse a grande échelle montre qu’a 18 jours de gestation, 109 génes ont un niveau de
transcription au moins doublé par rapport a une vache non-gestante. Parmi eux, 41 sont
connus pour étre des ISG. Ces nouveaux candidats semblent impliqués dans la régulation de
la transcription, I'adhésion cellulaire, la modulation du systéme immunitaire maternel ou
encore le remodelage de 'endométre (Bauersachs et al., 2006).

L’IFNT agit par fixation sur son récepteur, composé de deux sous unités IFNARL1 et IFNAR2.
Dans une expérimentation in vivo menée par Brooks et Spencer, la traduction de IFNARL,
IFNAR2 ou IFNTt est bloquée par des oligonucléotides morpholinos (MAO) délivrés a des
brebis par des pompes osmotiques entre J8 et J14 post-saillie.

Lorsque les brebis recoivent des MAO ayant pour cible IFNAR 1 ou 2 ou un MAO contréle, les
conceptus collectés sont filamenteux et ont subi une élongation correcte a J14. A I'inverse, ce
sont des conceptus malformés avec un important retard de croissance qui sont récupérés
lorsque les brebis ont recu des MAO bloquant IFNt (Brooks and Spencer, 2015).

Ainsi, IFNt parait bien jouer un réle critique dans I'élongation du conceptus et ses effets sont
probablement indirectement médiés par d’autres facteurs embryotrophiques endométriaux.

La grande majorité des génes induits ou régulés par l'interféron tau (IFN7) sont des ISG
classiques, associés aux effets d’autres interférons de type I. Ces génes sont majoritairement
exprimés dans le cadre de I'immunité innée (virus, pathogenes intracellulaires). Il est apparu,
aprés une approche transcriptomique et protéomique, que la majorité des ISG classiques
sont induits au début de la gestation.

Ainsi, certains génes stimulés par I'INFz au début de la gestation ont été caractérisés. Parmi
eux, IRF2, répresseur des ISG, est exprimé dans I'épithélium endométrial luminal (LE) et dans
I'épithélium superficiel glandulaire (sGE) de I'endométre ovin. Ce facteur semble restreindre
l'activation des ISG au stroma endométrial et a I'épithélium glandulaire (GE) lors de la
gestation précoce chez les ovins (Choi et al., 2001). En effet, cette localisation préférentielle
pourrait jouer un role dans la prévention du rejet immun du conceptus allogénique (Choi et al.,
2003).

L’ISG15 (ISG15 ubiquitin-like) est également induit par INFz. Son expression au cours de la
gestation précoce a été étudiée chez les brebis et les vaches. L'expression n’est pas la méme
d’un tissu a 'autre et varie également en fonction du temps puisque la quantité d’'INFt évolue
elle-méme au fil de la gestation (Johnson et al., 1999) (Austin et al., 2004).

Plus récemment, des génes codant pour des chemokines ont été étudiés. Parmi eux, CXCL10
stimule la croissance du trophectoderme et 'adhésion du blastocyste a 'endométre in vitro, et
CCL8 semble aussi affecter la fonction endométriale (Nagaoka et al., 2003) (Sakumoto et al.,
2017).

Il s’agit a 'avenir de déterminer parmi les ISG classiques, lesquels sont induits par IFNt dans
'endométre, et de préciser leurs réles biologiques dans l'implantation, I'établissement de la
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gestation par action sur le trophectoderme, et sur la modulation des cellules immunitaires a
l'interface mere-conceptus.

Des ISG dits non-classiques sont aussi exprimés a la suite d’'une stimulation par IFNt.
Diverses analyses des transcriptomes et approches géne-candidat ont permis de mettre en
évidence ces génes liés a I'élongation et a I'implantation du conceptus initialement induits par
la progestérone dans le LE, sGE et/ou GE endométrial. L’activation de ces ISG non-classiques
nécessite une induction au préalable par la progestérone. Tous ces genes codent pour des
facteurs ayant des actions sur le trophectoderme (prolifération, migration, attachement et/ou
adhésion, transport de nutriments) nécessaires pour I’élongation du conceptus.

V. Action endocrine

Il a longtemps été pensé que I'lFNt avait uniquement un effet paracrine, car il n’était pas
détecté dans le sang périphérique. En effet, plusieurs tentatives de mise en évidence de cet
interféron dans divers fluides systémiques ont été menées. Cependant, la plupart des limites
de détection des tests historiqgues sont assez faibles, de I'ordre de 1 ng/mL : en dessous de
cette concentration, I'lFNt circulant ne serait pas détecté. Ainsi, des doutes ont été émis quant
aux limites de détection des tests réalisés, ou encore la présence d’un autre interféron a été
évoquée et aurait été responsable de l'induction des ISG dans les issus périphériques, a la
place de I'lFNt (Hansen et al., 2017). |l faut cependant noter que l'affinité de I'lFNt pour son
récepteur est exceptionnellement élevée (Kd de 10-11 M), ce qui signifie qu’il peut étre activé
a de trés faibles concentrations de ligand, d’ou une circulation sans doute a des taux tres
faibles (Hansen et al., 1989).

Avec les avancées en biotechnologies, il apparait aujourd’hui qu’aprés libération par le
conceptus dans I'endometre, 'IFNt atteint bel et bien le sang veineux utérin et par
conséquent entraine des effets systémiques (Romero et al., 2015).

Différentes hypothéses ont alors été proposées. L’IFNt pourrait traverser directement
'épithélium endométrial luminal (LE) grace a une perméabilité transitoire de I'épithélium
causée par une perte en protéines de jonctions serrées et adhérentes entre J10-J12 et J14-
J16 post-ovulation (Satterfield et al., 2007). Une autre proposition de mécanisme de transport
de I'lFNt implique des vésicules extracellulaires produites par le conceptus (Nakamura et al.,
2016).

En effet, 'IlFNt parvient en quantité suffisante pour induire ’expression de certains ISG
dans certains tissus périphériques (PBMC : cellules mononucléées du sang périphérique,
foie, corps jaune) dont ISG15, Mx1 et Mx2 dans les PBMC (Han et al., 2006) (Gifford et al.,
2007). Plus tard, avec les puces a ADN, les variations de I'expression des génes dans les
PBMC lors de la gestation ont été étudiées : 674 ont subi une régulation positive et 721 une
régulation négative en comparaison avec une vache non-gestante a J18. Parmi la plupart des
genes dont I'expression est favorisée, la plupart sont des ISG, suggérant I'implication de I'lFNt
(Hansen et al., 2010).

Bott et al. a étudié les effets de la libération prolongée d’IFNt recombinant ovin par des pompes
osmotiques sur des brebis. Entre J10 et J17 post-ovulation, elle permet de prolonger la phase
lutéale en activant I’expression de certains ISG dans le corps jaune (Bott et al., 2010).
Une autre expérience similaire a permis de montrer que les ISG, dont ISG15, étaient régulés
a la hausse dans le corps jaune pendant la période de reconnaissance maternelle de la
gestation. L’expression de ces ISG dans le corps jaune permet de lutter contre I'action
lutéolytique de la PGF2a en activant ou stabilisant I'expression des génes associés a
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'adhésion cellulaire, au cytosquelette, des chimiokines ou a la survie cellulaire. Ces derniers
peuvent jouer un réle important dans le maintien de la stéroidogénése en inhibant 'apoptose
des cellules lutéales (Antoniazzi et al., 2013).

L’action endocrine est moins étudiée chez les bovins que chez les ovins, méme si les ISG
pourraient avoir un intérét pour le diagnostic de gestation (voir Il. F.). Cependant, des
réserves ont été émises puisque les ISG sont aussi activés en réponse a des infections virales
ou inflammatoires.

b) Progestérone

La progestérone joue un réle clé dans la préparation de I’épithélium luminal utérin en vue
de limplantation du trophectoderme. Cette préparation implique des modifications du
transcriptome de I’endomeétre : or, que le bovin soit cyclé ou gestant, I'expression des génes
endométriaux est similaire. Ainsi, I'utérus semble se préparer par défaut a la gestation
jusqu’au moment de la reconnaissance maternelle. Ce n’est que vers le 16¢ jour post-ovulation
gue des changements significatifs apparaissent dans le transcriptome des vaches gestantes
(Forde et al., 2011).

i.  Effets sur 'embryon

Alors que taux de réussite de fécondation chez les bovins (génisses, vaches allaitantes et
vaches laitieres moyennes productrices) est supérieur a 90 %, la majorité des embryons
bovins sont perdus entre la fécondation et le moment de la reconnaissance maternelle de la
gestation (Diskin and Morris, 2008). Méme si cette mortalité embryonnaire peut-étre attribuée
a de nombreux autres facteurs, la haute productivité de certaines vaches (notamment les
vaches laitieres hautes productrices) pourrait perturber la reconnaissance maternelle et
compromettre la survie du conceptus.

Jusqu’au stade blastocyste, 'embryon n’a pas d’interaction avec I'appareil reproducteur de la
mere et se développe indépendamment de la sécrétion de progestérone (Carter et al., 2010).
Apreés son éclosion, le développement du conceptus pré-implantatoire dépend entierement de
I'environnement utérin et de ses sécrétions, sous l'influence de la progestérone.

La progestérone maternelle régule la croissance et le développement du conceptus précoce
(Garrett et al.,, 1988). Plus particulierement, ce sont les changements induits par la
progestérone dans l'environnement utérin qui seraient responsables du développement
embryonnaire et notamment son élongation (Clemente et al., 2009).

il Effets sur 'endométre et I'environnement utérins

Préalablement a 'implantation, chez toutes les espéces étudiées jusqu’a présent, une perte
d’expression de progestérone dans I'épithélium luminal et dans I'épithélium glandulaire
endométrial est nécessaire (Bazer et al., 2010). Avec I'avancement de la phase lutéale,
'exposition soutenue de 'endomeétre a la progestérone entraine cette dérégulation.

L’exposition de I’endométre a la progestérone tout au long de la phase lutéale modifie
significativement le transcriptome endométrial pour apporter un environnement optimal au
développement du conceptus, aussi bien par la structure endométriale que par les
histotrophes.
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Un utérus de mammifere, quel qu'il soit, produit des sécrétions utérines, aussi appelées
histotrophes ou lait utérin. Ces histotrophes sont sécrétés par les cellules de 'endométre :
épithélium endométrial luminal (LE), épithélium superficiel glandulaire (SGE), épithélium
glandulaire (GE), stroma et cellules de I'immunité résidentes. De nombreux génes exprimés
par ces cellules codent pour des molécules et transporteurs de nutriments et créent in fine,
au sein de la lumiére utérine, cette « mixture » complexe. Sa composition n’est pas identique
d’un individu a un autre et est trés variable. Elle peut contenir des protéines, des ions, des
enzymes, des hormones, des facteurs de croissance, des cytokines, des protéines de
transport, des mitogénes, des protéases, des acides aminés, des lipides, des sucres, des ions
(Bazer et al., 2012).

Une mortalité embryonnaire précoce est mise en évidence chez des brebis knock-out (KO)
pour les glandes utérines, d’ou I'importance des histotrophes endométriaux pour le maintien
de la gestation précoce (Gray et al., 2001) Les sécrétions endométriales conditionnent la
survie du conceptus, son bon développement, la production du signal de reconnaissance
maternelle, 'implantation et enfin sa placentation (Spencer and Hansen, 2015).

La progestérone induit I'expression de certains génes endométriaux, qui seraient par la suite
stimulés par des facteurs exprimés par le conceptus (IFNt, prostaglandines et cortisol) ou
exprimés par I'endomeétre lui-méme (prostaglandines et cortisol). Les genes codant pour
diverses hormones, cytokines et autres médiateurs produisent alors des changements
spécifiques du milieu histotrophique intra-utérin, favorisant le développement du conceptus
(Dorniak et al., 2013).

c) Prostaglandines

Pendant le développement pré-embryonnaire, une orchestration de tous les participants du
dialogue embryo-maternel est essentielle. Les prostaglandines sont des médiateurs
paracrines locaux impliqgués dans diverses fonctions, dont le développement embyronnaire
précoce et I'implantation. L'endométre et la lumiére utérine contiennent d’ailleurs plus de
prostaglandines lors de la gestation précoce que pendant le cycle cestral (Ulbrich et al., 2009).
Parmi ces prostaglandines, on trouve la lutéolysine prostaglandine F 2a (PGF2a), mais
aussi la prostaglandine E2 (PGE2), qui a des propriétés lutéotropes chez les ruminants.

La prostaglandine synthase 2 (PTGS2) est la cyclooxygénase majoritaire exprimée dans
l'endométre et dans le trophectoderme lors du développement embryonnaire précoce
(Charpigny et al., 1997). L’IFNt semble réguler I’expression de PTGS2 et ainsi agir sur la
synthése de prostaglandines. PTGS2 catalyse la conversation de I'acide arachidonique en
prostaglandine H2 (PGH2) (figure 35). Cette PGH2 est ensuite convertie par la prostaglandine
F synthase (PGFS) ou la prostaglandine E synthase (PGES) en PGF2a ou PGE?2.

Chez les bovins, I'IFNt semble agir comme un switch et induire I’expression de PTGS2 et
celle de PGE2 tout en inhibant I'expression de PGF2a (Krishnaswamy et al., 2009).

Dans tous les cas, les prostaglandines sont essentielles au développement du conceptus, plus
particulierement au processus d’élongation. Une étude avec un inhibiteur sélectif de la
PTGS2, le meloxicam, a révélé des embryons seulement ovoides et tubulaires chez les brebis
en début de gestation au lieu d’étre filamenteux (Dorniak et al., 2011).
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Figure 35 : Métabolisme de la PGF2a. et de la PGE2 (réalisation personnelle, 2022)

d) Corticoides

La concentration en cortisol endométriale est régulée localement par la 11-B-hydroxystéroide
déshydrogénase 1 et 2 (HSD11B). Des récepteurs aux glucocorticoides sont présents sur
I'endométre mais aussi sur le trophectoderme du conceptus. Le rdle biologique du cortisol
dans la régulation des fonctions de 'endométre et dans le développement du conceptus est
encore méconnu a ce jour.

La HSD11B1 catalyse la conversion de cortisone inactive en cortisol actif tandis que la
HSD11B2 conditionne la réaction inverse. L’expression de la HSD11B1 est activée par la
progestérone. Les prostaglandines et I'IFNt semblent stimuler I'expression de HSD11B1,
inhiber celle de HSD11B2 et ainsi favoriser une augmentation de la concentration en cortisol
(Dorniak et al., 2011). L’IFNz stimule la sécrétion de glucocorticoides par 'endométre ainsi
gue la mise en place de récepteurs aux glucocorticoides.

En début de gestation le cortisol bloque la production de prostaglandine F2a (PGF2a)
lutéolytique dans I'endométre bovin, sans affecter la production basale de prostaglandine E2
(PGEZ2) par les cellules stromales. Ainsi, le rapport PGF20/PGE2 diminue : le cortisol agit
comme un facteur lutéoprotecteur (Lee et al., 2007).

Par ailleurs, le cortisol diminue I'activité de certaines caspases et du facteur de nécrose
tumorale (TNF), ce qui a pour effet d’inhiber I'apoptose des cellules lutéales induite par TNF-
IFNy. L'augmentation locale de la conversion du cortisol qui résulte de 'augmentation de
I'activité de HSD11B1 contribue a maintenir la fonction du corps jaune en bloquant I'apoptose
des cellules lutéales bovines (Komiyama et al., 2008).

76



2) Spécificités chez la jument

Chez la jument, le transport sélectif dans l'oviducte révéle une certaine forme de
communication déja en place. Cependant, cette « reconnaissance » et ce transport de
I'ovocyte fécondé ne garantit en aucun cas la persistance du corps jaune et le maintien de la
gestation (MacKinnon, 1993).

Le signal de reconnaissance de la gestation chez les équidés n’a aujourd’hui pas été
identifié. Il semble étre distinct des signaux connus chez les ruminants et chez les suidés. Il
n’y a pas de géne codant pour INFt chez la jument, et les autres interférons sont exprimés
tres faiblement, dans tous les cas aprés la période de reconnaissance maternelle (Sharp et
al., 1989) (Budik et al., 2010).

La détermination de la fenétre temporelle pendant laquelle est émise le signal de
reconnaissance de la gestation chez les équidés a fait 'objet de nombreuses études et
approches variées. Cette fenétre critique semble avoir lieu entre dix et seize jours suivants
'ovulation (Leith and Ginther, 1984) (Stout and Allen, 2002).

a) Communication embryo-maternelle dans I'oviducte

L’embryon équin reste six a sept jours dans l'oviducte (Freeman et al., 1991). Pendant ce
temps, il poursuit son développement et évolue en morula voire en blastula. L'oviducte est un
lieu de passage nécessaire pour atteindre l'utérus, mais pas seulement. L’environnement
oviductal semble avoir des propriétés favorisant les stades précoces de développement
embryonnaire.

En effet, aprés fécondation par ICSI (Injection intra cytoplasmique de spermatozoide) puis
transfert dans I'oviducte d’'une mére porteuse (de la méme espéce ou dans une brebis), la
mortalité embryonnaire est moindre et le développement de I'embryon équin est plus rapide
que lorsqu’il est maintenu in vitro (Choi et al., 2004) (Tremoleda et al., 2003).

Dés deux jours aprés I'ovulation, une substance de nature protéique, 'EPF (Early Pregnancy
Factor) semble étre détectable dans le sérum des juments gestantes via le test d’inhibition de
la rosette (Takagi et al., 1998). Cependant, les études menées jusqu’a présent n’ont pas
permis de le qualifier de marqueur fiable de la gestation et son réle reste méconnu (Horteloup
et al., 2005).

Le transport sélectif oviductal marque la fin de la phase embryonnaire. Cette forme
inhabituelle de communication embryo-maternelle est une particularité de I'espéce équine.
Une sélection de passage a lieu entre les ovocytes non-fécondés et les embryons lors de leur
sortie de I'oviducte, selon leur niveau de sécrétion de la Prostaglandine E2 (PGE2). En effet,
entre quatre et cing jours aprés fécondation, seule la morula sécréte cette prostaglandine.
Cette derniere induit la relaxation musculaire du sphincter de l'isthme et autorise le passage
de I'embryon vers l'utérus (Weber et al., 1991) (Weber et al., 1995).

b) Mobilité de la vésicule embryonnaire

i.  Migrations

Lorsque des échographies répétées sur des juments sont réalisées, une mobilité de 'embryon
est visible. La vésicule embryonnaire circule d’une corne utérine a l'autre, ainsi que dans le
corps utérin (Ginther, 1983b).
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Ces migrations sont détectées de maniere limitée dés 9 a 10 jours post-ovulation : le
conceptus reste plus de 60 % du temps au niveau du corps de l'utérus. Le maximum de
mobilité est atteint entre 11 et 14 jours apres I'ovulation. La localisation de la vésicule change
et elle passe alors plus de temps dans les cornes utérines (Leith and Ginther, 1984).

Gréace a des photographies en rafale a des intervalles d’'une minute et des points fixes de
référence (kystes embryonnaires, portion craniale du col utérin), la vitesse moyenne de
déplacement de la vésicule embryonnaire a été estimée a 3,4 millimétres par minute (Ginther,
1984). Cependant, ce taux de mouvement est trés variable et reste une moyenne : 'embryon
peut migrer trés rapidement d’'un bout a I’autre de I'utérus.

Lorsque les mouvements de I'embryon sont restreints par des ligatures utérines, la mortalité
embryonnaire augmente, a la suite d’'une insuffisance lutéale (Mcdowell et al., 1988). La
mobilité de la vésicule embryonnaire apparait donc comme une condition favorisant le
maintien du corps jaune, et la survie du conceptus chez les équidés. A ce jour, I'objectif de la
mobilité de I'embryon n’est pas clair. Plusieurs hypothéses sont avancées comme le fait de
favoriser l'interaction entre le conceptus et 'endomeétre ou encore de permettre a 'embryon
de recevoir les sécrétions de 'ensemble des glandes endométriales pour sa nutrition donc et
sa survie (Ginther 2010) (Swegen, 2021).

Ainsi, ces mouvements embryonnaires semblent avoir un lien avec la reconnaissance
maternelle de la gestation. lls pourraient avoir une fonction analogue a I’élongation du
blastocyste chez les ruminants, a savoir s’assurer que le signal anti-lutéolytique soit
présent sur 'ensemble de 'endométre.

il Mécanisme

La vésicule embryonnaire se fixe a l'issue de la phase mobile, qui est comprise entre J9-J10
et J15-J17 post-ovulation. Le dernier jour de la phase mobile, elle passe significativement
plus de temps dans la corne utérine ou elle sera fixée mais n’envahit pas I'endométre. Par la
suite, elle s’appose presque toujours au niveau de la partie caudale d’'une corne utérine.
Autour de 17 jours aprés I'ovulation, 'embryon perd sa forme sphérique et acquiert une forme
triangulaire qui devient par la suite irréguliere en conséquence de I'épaississement de la paroi
dorsale utérine (figure 36).

Mécanisme d’orientation postulé

Mésométrium

Paroi utérine
2 couches } Paroi du sac vitellin
[~ 3 couches et
embryon
Jour: 14 17 "

Figure 36 : Mécanisme proposé pour l'orientation de la vésicule embryonnaire équine (Ginther, 2010)
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Les migrations de la vésicule embryonnaire équine ont été longuement étudiées. Le schéma
de mouvements n’est toujours pas bien défini a ce jour. Il ne s’agit pas d’'un passage simple
d’'une corne a l'autre, mais bien de plusieurs traversées dans la longueur de chaque corne
utérine et du corps utérin.

Le passage dans une corne plutét que l'autre depuis le corps utérin semble étre le fruit du
hasard, il n’y a pas de schéma de migrations défini. Les mouvements au sein d’'une corne et
du corps utérin ont été étudiés par analyse de données de plusieurs expériences. Une
direction initiale de mouvement a été tout d’abord établie, et les mouvements de la vésicule
embryonnaire ont été simplifiés en deux sens : cranial et caudal.

Il semblerait qu’au sein d’'une corne utérine, quand I'embryon migre en direction caudale, il a
plutbt tendance a garder la méme direction. Dans le corps utérin, c’est I'inverse, c’est quand il
migre en direction craniale qu’il a plus tendance a conserver sa trajectoire (figure 37). La raison
de cette dichotomie de mouvement n’est pas connue. Il pourrait y avoir une résistance intra-
luminale moindre dans un sens par rapport a l'autre, ou de la méme fagon une intensité des
contractions utérines différentes selon le sens (Ginther, 2010).

Figure 37 : Pourcentage d’observations dans laquelle la direction d’'une vésicule embryonnaire change ou pas par rapport a
la direction initiale (Ginther, 2010)

Les contractions myométriales semblent jouer un rbéle mécanique dans la mobilité du
conceptus. En effet, lors de I'administration de clenbutérol (sympathomimétique), une
diminution de 'amplitude des mouvements est observée. Une expérience a été réalisée avec
des modeles inertes mimant des conceptus (des extrémités de gants chirurgicaux remplis
d’eau) équins : ces modeles subissent aussi des migrations, malgré un taux de mouvement
moindre par rapport & un vrai conceptus (Ginther, 2010).

Ces contractions qui déplacent 'embryon sont finement régulées par différentes hormones.
Une source de progestérone est notamment nécessaire pour permettre a 'embryon d’atteindre
son maximum de mobilité.

En outre, 'embryon semble stimuler sa propre mobilité ou bien entrainer la production d’un
stimulant utérin par I'utérus. La prostaglandine E2 (PGE2) embryonnaire semble étre un
des principaux stimulateurs de la contractilité utérine. Cependant, 'endométre, le
myometre et 'embryon équin précoce produisent a la fois de la prostaglandine F2a (PGF2«)
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et de la PGE2 ; tous deux pourraient ainsi étre responsables de la stimulation des contractions
utérines (Ginther, 2021).

La répartition spatiale et temporelle de la synthése des prostaglandines par le conceptus équin
a été étudiée récemment. |l semblerait que la synthése de PGE2 soit limitée au pdle opposé
au disque embryonnaire, convertie par un systéme inductible en PGF2a qui s’accumule au
péle du disque embryonnaire. Il a été postulé que la production de PGF2a pourrait induire des
contractions péristaltiques du myometres, tandis que la production de PGE2 pourrait entrainer
sa dilatation (figure 38). La répartition différentielle des prostaglandines a chaque péle de
I'embryon pourrait donc jouer un réle dans les contractions et ainsi dans les changements de
directions lors des migrations (Budik et al., 2021).

Capsule embryonnaire Disque embryonnaire
Dilatation péristaltique

Contraction péristaltique

/ Corne utérine

PGE2

PGE2  pGE2

PGE2 PGE2 PGF2a

PGE2 PGE2

PGE2 PGE2

PGE2 PGE2

N

Contraction péristaltique

PGE2

Dilatation péristaltique

Figure 38 : Proposition d’'un modéle de production de la PGE? et de la PGF2a et leur action sur la mobilité du conceptus
(Budik et al., 2021)

ii. Role de la capsule

La capsule présente autour de I’embryon équin est d'une importance capitale. Le
développement de cette capsule coincide avec la phase mobile du conceptus. Ses
propriétés favorisent les migrations du conceptus et conditionnent sa survie.

Cette capsule est constituée de glycoprotéines de la famille des mucines. Ces derniéres lui
conferent une importante solidité et des propriétés élastiques. De plus, elle révele une
importante résistance a I'hydrolyse enzymatique et chimique, les glycoprotéines étant
composeées de seulement 35 a 40 % de masse séche (Oriol et al., 1993). Ces propriétés
physico-chimiques suggérent un rble protecteur d'une part lors des contractions
myomeétriales pendant la phase migratoire, mais également face aux micro-organismes en
limitant leur accés au trophoblaste. Cependant, il a été montré que la capsule pouvait aussi
jouer un rdle de réservoir de micro-organismes avec des sites d’attaches potentiels de
Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli (Oriol, 1994).

Dans les cellules tumorales, les protéines mucines-like sont surexprimées. Leurs propriétés
anti-adhésives sont suspectées de contribuer au processus d’invasion (Hollingsworth and
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Swanson, 2004). De la méme maniére, les propriétés anti-adhésives pourraient, comme chez
les cellules tumorales, faciliter les migrations embryonnaires. De plus, un des composants
de la capsule, l'acide sialique, est chargé négativement. Cela renforce ces propriétés anti-
adhésives par répulsion des charges et favorise donc le déplacement de I'embryon (Oriol,
1994).

c) Prostaglandines

i.  L’action lutéolytique de la PGF2a

Comme chez les bovins, la PGF2a est la lutéolysine endogene chez les équidés (Allen and
Rowson, 1973). Le conceptus sécrete lui-méme la prostaglandine F2a (PGF2a) et la
prostaglandine E2 (PGEZ2) dans l'oviducte puis dans l'utérus (Weber et al., 1991) (Weber et
al., 1995). Cette sécrétion débute dés le cinquiéme jour de gestation.

La synthése de PGF2a par le conceptus peut sembler contre-intuitive au premier abord, mais
la PGF2a ne rejoint pas la circulation systémique et persiste en quantité moindre par rapport
a la PGE2. Les prostaglandines embryonnaires ont en effet une action plutdt locale. La
PGE2 parait ainsi stimuler les contractions myométriales, plutét qu’avoir réellement un
effet lutéotrope comme il a été rapporté chez les ruminants (Stout and Allen, 2002) (Boerboom
et al., 2004).

Si'embryon sécréte de la PGF2a mais qu’elle n’entraine pas la lutéolyse, c’est qu'il existe une
autre source de PGF2a qui est bien responsable de la régression lutéale.

En effet, différentes expériences ont permis de mettre en évidence une augmentation de la
concentration en PGF2a au quatorziéme jour suivant I'ovulation chez des juments cyclées
dans la lumiére utérine, ainsi que dans la veine utérine (Douglas and Ginther, 1976) (Zavy et
al., 1979). Cependant, en raison d’'une demi-vie courte, la PGF2a n’est pas détectable dans le
sang périphérique. Pour déterminer le tissu source de PGF2a, de 'endométre de juments a
été mis en culture a divers stades de cycle cestral. Une augmentation de la production in_vitro
de PGF2a endométriale a été mise en évidence 14 jours aprés I'ovulation (Vernon et al., 1981).
Ainsi, la PGF2a responsable de la lutéolyse est d’origine endométriale. De méme, une
autre étude a montré que la co-incubation de tissus endométriaux et d’embryons réduit la
quantité de PGF2a libérée par I'endométre. Le conceptus a donc bien un effet inhibiteur
sur la synthése et/ou la libération des prostaglandines (Berglund et al., 1982).

ii.  Reégulation de la voie de synthese de PGF2a

Pour pallier I'effet lutéolytique et maintenir la gestation, différentes études sont en faveur de la
prévention de la sécrétion de prostaglandine F2a (PGF2a) par le conceptus. En effet, la
concentration de PGF2a dans la veine utérine des juments gestantes a 14 jours post-ovulation
est significativement plus importante que celui des juments cyclées au méme stade (Douglas
and Ginther, 1976). De méme, le métabolite majeur de PGF2a, le PGFM, n’est pas détectable
dans le plasma périphérique de juments gestantes a l'inverse de celui de juments cyclées
entre le quatorziéme et le seizieme jour post-ovulation (Kindahl et al., 1982).

Chez la jument, le signal émis par le conceptus semble cibler la voie de synthese de la
PGF2a et plus particulierement inhiber I'expression de la prostaglandine synthase 2
(PTGS2 ou COX-2), comme chez les ruminants (Boerboom et al.,, 2004) (Ealy et al.,
2010)(Figure 38).
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Par ailleurs, il a été mis en évidence que PTGFR (récepteur des prostaglandines F) est moins
exprimé chez les juments gestantes par rapport aux juments cyclées a 14 et 15 jours post-
ovulation (Atli et al., 2010).

Ce bloquage de lalutéolyse semble en revanche transitoire puisqu’a compter de la reprise
de la mobilité du conceptus, il y a une libération retardée de PGF2a (Stout and Allen, 2002).
De méme, 18 jours aprés l'ovulation, l'utérus semble de nouveau sensible a l'ocytocine
puisqu’aprés administration, une augmentation des concentrations circulantes de PGFM est
observée (Starbuck et al., 1998). Cette reprise de production de prostaglandines n’est pas
sans surprise, puisque la production de progestérone lutéale est indispensable jusqu’au relai
placentaire. Un autre mécanisme devrait alors prendre le relai apres la période de
reconnaissance maternelle de la gestation pour inhiber cette cascade lutéolytique.

d) Progestérone

Chez la jument, les progestatifs sécrétés sont variés : progestérone (P4), 5a-pregnane-3,20-
dione et 3B-hydroxy-5a-pregnan-20-one. lls ont, par ailleurs, des sources de sécrétion
différentes. Le corps jaune primaire en sécréte jusqu’au 40¢ jour de gestation, puis le corps
jaune secondaire se forme et commence a libérer des progestatifs. Enfin, la synthése de
stéroides placentaires débute a partir du 60° jour de gestation. A partir du 160° jour de
gestation, l'unité foeto-placentaire devient la seule source de progestatifs (Aurich and Budik,
2015).

Comme chez la vache, I'exposition a la progestérone entraine la répression de I'expression
de ses récepteurs (PGR) au niveau de I'épithélium endométrial a partir de 20 jours de gestation
en vue de l'implantation. Son expression est stable dans les cellules stromales (Wilsher et al.,
2011).

Chez la jument, la P4 est indispensable a la mobilité de la vésicule embryonnaire, a son
orientation et a sa fixation dans l'utérus (Kastelic et al., 1987). De la méme maniére que chez
les bovins, l'utérus doit étre réceptif pour permettre I'implantation et la placentation. La P4 est,
chez les équins aussi, essentielle pour la production d’histotrophes et la préparation de
'endométre a la gestation (Sharp, 2000).

Les connaissances sont limitées en ce qui concerne I'espéce équine mais des modifications
du transcriptome de I'endométre ont également lieu pendant la gestation précoce. Les génes
concernés sont impliqués dans la communication cellulaire, 'adhésion cellulaire et la réponse
aux stimuli. De plus, certains facteurs, ainsi que leurs récepteurs, sont exprimés
respectivement par 'endométre et par le conceptus (Klein, 2016). Il apparait probable que ces
modifications du transcriptome soient liées a l'influence de la P4 maternelle ou de facteurs
dérivés du conceptus (cestrogénes, PGE2).

e) Ocytocine

L’ocytocine occupe une place centrale lors de la lutéolyse. Il a été montré dans plusieurs
études qu’au cours de la gestation précoce, la réponse a I'ocytocine était modifiée chez la
jument.

Chez les juments non-gestantes, I'ocytocine endogéne induit une augmentation des
concentrations circulantes de métabolite de la prostaglandine F2a (PGFM), tandis que chez
celles gestantes, il n’y a pas d’augmentation correspondante (Sharp et al., 1997). De méme,
I'ocytocine exogéne provoque la libération de PGFM chez les juments non-gestantes mais ce
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n’est pas le cas chez les juments gravides. Cette libération massive de PGFM en réponse a
'ocytocine a lieu entre 13 et 16 jours aprés l'ovulation, soit au moment de la lutéolyse
(Starbuck et al., 1998).

Cette réponse différentielle a 'ocytocine en fonction de I'état de gestation s’explique par une
différence de concentration en récepteurs a l'ocytocine (OXTR) endométriaux entre les
juments gravides et non gravides. La concentration en OXTR est moindre chez les juments
gravides au moment de la reconnaissance maternelle de la gestation. L’expression des
OXTR semble régulée au niveau post-transcriptionnel : elle est réprimée au début de la
gestation, et en plus leur fonction est altérée. En effet, a ce moment-la, une diminution de
I'affinité de I'ocytocine pour son récepteur est observée (Sharp et al., 1997) (Starbuck et al.,
1998) (de Ruijter-Villani et al., 2015). Ce mécanisme explique donc, chez les juments, la
diminution de la sensibilité a 'ocytocine pendant la période de reconnaissance maternelle de
la gestation.

f) Hypothéses actuelles et perspectives

Le signal de reconnaissance maternelle chez la jument reste un mystére a ce jour. Certains
pensent qu'il pourrait mettre en jeu des cestrogénes, de la prostaglandine E2 (PGE2) ou
encore des interférons, mais aucune preuve n’a été apportée (Klein, 2015). D’aprés une étude
de Wilsher et Allen, l'implication d’cestrogénes embryonnaires lors de la reconnaissance
maternelle de la gestation est peu probable (Wilsher and Allen, 2011).

Aujourd’hui, a priori, des fragments d’embryons ou des homogénats ayant conservé leur
activité sécrétoire ne permettent pas le maintien lutéal (Ball et al., 1991). Ceci suggere que
les caractéristiques physiques du conceptus pourraient étre des composantes
essentielles du processus de reconnaissance maternelle de la gestation.

D’autres études ont tenté de préciser les propriétés chimiques du composé du signal de la
reconnaissance maternelle de la gestation. Ce facteur inconnu qui inhibe la libération utérine
de PGF2a aurait un poids moléculaire compris entre 1000 et 6000 Da et la mobilité de la
vésicule embryonnaire serait requise pour son activité (Mcdowell et al., 1988) (Sharp et al.,
1989). De plus, ce composé semble résistant a la protéinase K, une protéase non spécifique.
Cette propriété est étonnante puisque les seules protéines connues pour résister a I'action
lytiqgue de la protéinase K sont la protéinase K elle-méme et le prion. Cela implique donc que
le facteur de reconnaissance maternelle soit probablement une entité non protéique (par
exemple un miARN) ou une protéine dont le site actif reste intact lors d’'une lyse en peptides
sous l'action de cette enzyme. Cette méme étude suggere que I'activité anti-prostaglandine
est inhibée par I'adsorption de charbon de bois enduit de dextran : le composé actif semble
donc étre une petite molécule libre plutét qu’'un complexe de grande taille (Ababneh et al.,
2000).

Il existe suffisamment de preuves de I’existence du signal de reconnaissance maternelle
chez le cheval, mais il reste encore énormément a découvrir sur son temps d’action, son
mécanisme et sa nature chimique (Swegen, 2021). Quelques études suggérent que le contact
physique de 'embryon déclencherait le signal de reconnaissance maternelle chez la jument.
Le mécanisme mis en ceuvre reste cependant incertain.

Il est possible que des mécanorécepteurs de 'endométre ou du myomeétre soient impliqués
dans la reconnaissance maternelle chez les équidés. Dans les o0s, ou la mécanotransduction
est bien connue, il existe des interactions entre les stimuli mécaniques et I'expression de
prostaglandine synthase 2 (PTGS2 ou COX-2), et donc la synthese de prostaglandine E2
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(PGE2). Ainsi, le conceptus pourrait déclencher une réponse mécanoréceptrice qui module
l'activité de COX2 et affecte la production de prostaglandine dans I'endométre (Swegen,
2021).

On sait que, chez les ruminants, la liaison de I'lFNt & son récepteur engage la voie de
transduction JAK/STAT, ce qui entraine l'activation et la répression de multiples génes
stimulés par les interférons (ISG) avec une inhibition de PTGS2 et une diminution de la
sécrétion de PGF2a. L'implication de la voie JAK/STAT a été montrée lors de la grossesse
chez 'Homme, ce qui indique qu’elle n’est pas limitée aux espéces chez lesquelles les
interférons constituent le signal de reconnaissance maternelle. Une étude approfondie de cette
voie de signalisation dans le contexte de la gestation précoce équine pourrait donc étre
pertinente. De méme, si I'expression d'ISG a été mis en évidence chez des especes non
ruminantes, il reste a voir si cela s’applique également au cheval.

3) Spécificités chez la chienne

La particularité de la chienne est d’avoir une durée de vie du corps jaune de gestation et de
pseudo-gestation identiques. Ainsi la question de [l'existence méme d’un signal de
reconnaissance de la gestation se pose.

a) Lutéinisation pré-ovulatoire et post-ovulatoire

Chezla chienne, il n’y a pas de relai placentaire de la sécrétion de progestréone (P4). Le corps
jaune la produit tout au long de la gestation. En fait, la durée de la phase lutéale est
identique lors de gestation ou de pseudo-gestation. Ainsi, la concentration en
progestérone est maximum entre les jours 10 et 40 post-ovulation et diminue lors de la
parturition aprés 64-66 jours (figure 39). Ceci est en faveur de I’absence d’un signal de
reconnaissance maternelle de la gestation émis par le conceptus chez la chienne (Mariusz
P. Kowalewski et al., 2015).
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Figure 39 : Proposition des mécanismes hormonaux régulant la fonction lutéale chez la chienne (Kowalewski, 2014)
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La lutéinisation pré-ovulatoire a été décrite pour la premiére fois chez la chienne par
Bischoff en 1845 (Bischoff, Theodor Ludwig Wilhelm, 1845). Elle n’est pas propre a cette
espece, et peut-étre observée chez les porcs, les rongeurs et les primates, méme si elle n’y
est pas aussi intense. Cette lutéinisation folliculaire peut-étre observée dés six jours avant le
pic d’hormone lutéinisante (LH) et se traduit par une lente augmentation des taux de P4
(valeurs basales: 0,2-0,4 ng/mL et valeurs pré-ovulatoires : 0,6-1,0 ng/mL) (Concannon,
1993).

Lors du début du pic de LH, la lutéinisation s’intensifie et la P4 augmente plus rapidement (de
2 0,9 ng/mL a 1-2 ng/mL), alors que les taux d’cestrogénes (E2) diminuent. L'ovulation se
produit 48 a 60 heures apreés le pic de LH et s’accompagne de taux de P4 circulants élevés,
environ 5 ng/mL (Concannon, 1993).

Aprés lovulation et avant la fin de l'cestrus, la formation du corps jaune débute. La
progestéronémie augmente alors rapidement et atteint des niveaux circulants maximaux de
30 a 35 ng/mL en 15 a 30 jours (Concannon, 2011). Des protéines impliquées dans la
stéroidogénése comme StAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein): responsable du
transport en substrat) et 3HSD (3B-Hydroxystéroide déshydrogenase : contrdle la derniere
étape de synthése de P4) ont alors une expression élevée pour permettre cette augmentation
de la production de la P4 lutéale (Kowalewski and Hoffmann, 2007) (Kowalewski et al., 2006).
L’activité stéroidogéne maximale est atteinte entre 20 et 25 jours aprés I'ovulation.

La concentration en P4 diminue ensuite graduellement jusqu’a la fin de la phase lutéale,
reflétant une lente régression lutéale. Il faut noter que les taux de concentration de P4 chez
les chiennes gestantes et cyclées ne sont pas significativement différents pour permettre
I'utilisation de la concentration en P4 comme diagnostic de gestation (le dosage de la relaxine
placentaire est préfére).

La régulation du maintien du corps jaune dans I'espéce canine a ses particularités. Pendant
les premiers jours de la gestation ou du dicestrus, les prostaglandines ont un role
lutéotrophique : la prostaglandine E2 (PGE2) favoriserait la stéroidogénése en agissant
sur la protéine StAR (Kowalewski, 2014). A compter de la seconde moitié de la gestation ou
du cycle, un support gonadotropique est nécessaire : la prolactine et la LH sont tous les
deux des facteurs lutéotrophigues. L’action de la prolactine semble cependant étre
prédominante : elle jouerait un r6le dans le maintien du corps jaune et/ou le retardement de
sa régression lutéale plutdt que dans la stimulation de la production de P4.

b) Lutéolyse pré-partum versus lutéolyse prolongée

Ce n’est qu’aux environs du 60° jour de phase lutéale que la progestérone (P4) chute
brusquement chez les chiennes gestantes, ce qui correspond a l'initiation de la lutéolyse pré-
partum (Nohr et al., 1993). En paralléle a lieu une augmentation de la concentration en
prostaglandine F2a (PGF2a) (Norris and Lopez, 2011). Chez la chienne, cette derniére semble
alors impliquée a la fois dans le processus de lutéolyse et dans les contractions du myomeétre
lors du part (Kowalewski et al., 2009) (Gram et al., 2014).

Par ailleurs, I'utérus non gravide n'exerce aucun effet sur la fonction lutéale puisque la cyclicité
ovarienne normale est maintenue aprés une hystérectomie (Hoffmann et al., 1992). Chez une
chienne cyclée, la régression lutéale a donc lieu indépendamment d’une lutéolysine
d’origine utérine.

La lutéolyse pré-partum semble étre activement régulée. En plus de la chute de P4 et de
'augmentation de production de PGF2aq, elle est associée a des signaux apoptotiques forts
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comme une surexpression de la caspase 3. En revanche, lors de la régression lutéale
prolongée, chez une chienne cyclée, seuls des sighaux apoptotiques sporadigues sont relevés
(Kowalewski, 2014). Cette lutéolyse physiologique semble donc étre un processus
dégénératif passif. Le vieillissement biologiguement programmé permet de prolonger la
phase Iutéale chez les chiennes non-gestantes au-dela du temps de gestation. La
concentration en P4 diminue alors progressivement jusqu’a I'entrée en ancestrus. Cette
particularité d’avoir une phase lutéale pouvant étre plus longue en cas de pseudo-gestation
que lors de gestation est unique chez les animaux domestiques étudiés jusqu’a présent.

c) Prostaglandines

i PGF2a

Chez la chienne, les concentrations plasmatiques du métabolite principal de la prostaglandine
F2a (PGFM) commencent a augmenter une semaine avant la mise bas. Environ 24 heures
avant le part, une production massive de prostaglandines F2a (PGF2a) a lieu et les
concentrations plasmatiques de PGFM atteignent un pic pendant le travail (Fusi and Veronesi,
2022). Les prostaglandines seraient principalement d’origine placentaire (Kowalewski et al.,
2009) (Gram et al., 2014).

Comme énoncé précédemment, la PGF2a n’est pas une lutéolysine endogéne puisque les
concentrations de PGFM sont trés faibles lors de la régression lutéale chez la chienne cyclée
(Luz et al., 2006).

Puisque la fonction lutéale n’est pas affectée par I'hystérectomie, une hypothése a été
formulée selon laquelle la PGF2a agirait localement et de maniére intra-lutéale plutdt que de
maniére endocrine chez la chienne cyclée. L’expression lutéale de prostaglandine F synthase
(PGFS), aussi appelée AKR1C3, a été étudiée. Chez les chiennes non gestantes, elle est trés
faible a absente d’ou la conclusion que la PGF2a n’est pas impliquée dans la régression
lutéale (Kowalewski et al., 2008).

En revanche, le récepteur a la progestérone (PTGFR) est exprimé de maniére constitutive
dans le corps jaune (CJ) quel que soit le statut reproductif de la chienne. Il est davantage
exprimé en dicestrus, méme si la concentration intra-lutéale de PGF2a est faible. Ainsi, cela
explique la sensibilité du CJ a une administration exogéne de PGF2a dés le cinquiéme jour
de dicestrus (Kowalewski et al., 2020).

Comme chez les autres espéces, la prostaglandine synthase 2 (PTGS2 ou COX-2) est une
enzyme clé dans la synthése des prostaglandines. Son expression régulée conditionne leur
production. Ainsi, 'augmentation de la concentration en PGF2a semble étre la conséquence
d’une surexpression de PTGS2 dans le placenta (Kowalewski, 2014).

La forte production de PGF2a pré-partum est associée a une augmentation des transporteurs
de prostaglandines, une diminution des récepteurs a la prostaglandine E2 (PTGER2 et
PTGERA4), ainsi qu’une conversion active de PGE2 en PGF2a (Fusi and Veronesi, 2022).

Donc la PGF2a est impliquée dans la lutéolyse pré-partum mais ne semble pas faire partie

des acteurs de la période de reconnaissance maternelle de la gestation chez la chienne
puisqu’il n’est pas question de régression lutéale a inhiber.
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ii. PGE2

La prostaglandine E2 (PGE2) posséde une fonction lutéotrophique dans I'espéce canine.
Elle régule positivement la stéroidogénése dans les cellules lutéales primaires au niveau
de la protéine StAR.

En effet, lorsqu’un inhibiteur sélectif de la prostaglandine synthase 2 (PTGS2 ou COX-2) est
administré, une diminution significative de I'expression de PTGES, ainsi qu’'une diminution de
la production lutéale de PGE2, sont relevés. La protéine StAR subit elle aussi une répression
de son expression, suggérant une altération fonctionnelle du corps jaune (M.P. Kowalewski et
al., 2015).

Il a été montré chez ’'Homme que la PGE2 agissait via la voie de signalisation AMPc/PKA
(adénosine monophosphate cyclique/protéine kinase A). Elle accélere le processus de
décidualisation, lui-méme dépendant de la progestérone (P4) (Brar et al., 1997). Des études
réalisées in vitro et in vivo suggérent que la PGE2 serait aussi impliquée dans la
décidualisation chez la chienne. Une étude récente in vitro confirme l'implication d’'une
boucle de régulation entre la PGE2 et la P4 au cours de la décidualisation, par
l'intermédiaire des récepteurs a la prostaglandine E2 (PTGER2 et PTGER4) (Graubner et al.,
2020).

La PGE2 jouerait aussi un réle dans la tolérance immunitaire de 'embryon humain en
bloquant l'activation de cellules potentiellement dirigés contre le trophoblaste. Puisque
I'expression de prostaglandine E synthase (PTGES) est significativement plus élevée chez les
embryons pré-implantatoires ayant éclos que ceux toujours pourvu de la zone pellucide, il a
été suggéré que cette propriété embryo-protectrice pourrait également s’appliquer a I'espéce
canine (Kautz et al., 2014).

Une autre étude suggére aussi que la PGE2 pourrait aussi étre impliquée indirectement dans
la fonction lutéotropique de la prolactine en stimulant I'expression de son récepteur (PRLR). Il
semble que cette boucle de régulation n’ai jamais été décrite jusqu'a présent mais cela
nécessite davantage d’investigations (M.P. Kowalewski et al., 2015).

d) Progestérone

Chez le chien comme chez les autres mammiféres, un approvisionnement en progestérone
(P4) constant est indispensable a I'établissement et au maintien de la gestation.

Gréace au corps jaune, la production de P4 est continue pendant toute la gestation chez la
chienne. C’est le stéroide lutéal prédominant nécessaire a I'implantation et a la placentation
chez les chiennes préalablement sensibilisées au oestrogénes (Concannon et al., 2001)
(Concannon, 2009). Le traitement avec un anti-progestatif entraine sans équivoque la
lutéolyse : la P4 est un facteur lutéotrope vital pour la survie de 'embryon (Kowalewski et al.,
2009).

La P4 régule indirectement le développement embryonnaire en agissant sur la réceptivité de
'utérus. Les cellules déciduales maternelles sont d’ailleurs les seules cellules placentaires
exprimant le récepteur de la P4 (PGR) (Kowalewski et al., 2010). Ainsi, via la P4, ces cellules
déciduales jouent un réle important de signalisation dans la communication embryo-
maternelle. La P4 permet ainsi I'expression de marqueurs de la décidualisation qui permet la
préparation de 'endométre a I'implantation : le récepteur de la prolactine (PRLR), le récepteur
des cestrogénes (ESR1), des membres de la famille des facteurs de croissance endothéliale
vasculaire (VEGF) et des prostaglandines (Graubner et al., 2020).
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Il a été proposé que la chute de P4 lors de la lutéolyse pré-partum affecte le dialogue entre le
cellules déciduales maternelles et les cellules trophoblastiques foetales, menant a une
activation du systeme des prostaglandines, révélée par la surexpression de prostaglandine
synthase 2 (PTGS2) (Graubner et al., 2020).

e) Effets de 'embryon pré-implantatoire sur la préparation de l'utérus a la
gestation

Chez les autres espéces étudiées, la cyclicité est maintenue grace a la sécrétion périodique
d'une lutéolysine utérine, la prostaglandine F2a (PGF2a). Comme dit préalablement, la
chienne est dépourvue d’'un facteur responsable de la lutéolyse et présente donc le méme
profil hormonal au début de la gestation et pendant la pseudo-gestation.

En conséquence, la question de I’existence d’un signal de reconnaissance maternelle de
la gestation se pose. Si I'objectif principal chez la plupart des espéces est de maintenir une
concentration de progestérone endogéne suffisante en prolongeant la durée de vie lutéale,
cette communication a également pour réle de favoriser la réceptivité utérine et I'établissement
de la gestation précoce. Un dialogue embryo-maternel doit ainsi permettre la synchronisation
du développement du blastocyste et la préparation de I'endométre en vue de la gestation.

Ainsi, les milieux biochimique et endocrinien de début de gestation ont été étudiés chez la
chienne. Différents candidats potentiels, en tant que marqueurs de la gestation précoce, ont
été mis en évidences : des protéines de la phase aigué de l'inflammation, un taux élevé de
fibrinogéne et de protéine C-réactive sérique. Cependant, ces facteurs ne sont pas spécifiques
d'une gestation et peuvent aussi étre observés lors d'une inflammation (Mariusz P.
Kowalewski et al., 2015).

Des cytokines et des facteurs de croissance ont aussi été étudiés pour comprendre les
processus immunologiques impliqués dans la régulation du contact embryo-maternel. Les
avancées en transcriptomique ont permis de mettre en évidence I'expression différentielle de
différents genes. Ainsi, certains de ces genes semblent étre exprimés uniquement dans un
utérus avant 'implantation. Dans la méme étude, de nombreux transcrits ont été détectés chez
des embryons précoces codant pour des cytokines et révélant donc la mise en place de
mécanismes immunitaires. Toutes ces données ont été générées en utilisant une approche
transcriptionnelle qualitative : elles indiquent probablement une modulation de la réponse
immunitaire utérine pour éviter le rejet de 'embryon et ainsi favoriser 'implantation (Schéfer-
Somi et al., 2008).

Ainsi, si la communication embryo-maternelle avant l'implantation n’est pas dirigée vers
linhibition de la lutéolyse dans I'espéce canine, elle induit principalement des effets
prolifératifs, sécrétoires et immunomodulateurs. Ainsi, en modulant le milieu biochimique et
endocrinologique, les tissus utérins subissent des changements structurels qui permettent un
remodelage fonctionnel. Cela permet in fine un contact physique plus intime entre 'organisme
maternel et 'embryon.
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E. Tableau comparatif de synthese

Finalement, chez les especes domestiques étudiées, une communication est mise en place
lors de la période pré-implantatoire. Les modalités de ce dialogue sont détaillées ci-dessous

(Tableau V).

La période de reconnaissance maternelle ne se limite pas au seul maintien de la fonction
lutéale de la gestation. Il active de nombreuses voies de signalisation pour favoriser le bon
déroulement de la gestation et assurer un développement optimal du conceptus.

Tableau V : Tableau comparatif de synthése de la reconnaissance maternelle de la gestation:

Vache Jument Chienne
Pc';ese“‘:e d’un signal . Oui, non identifié ce
ereconnaissance Oui . Non
maternelle jour
Indéterminée
Physique en lien
Nature du signal de avec les migrations
reconnaissance Chimique : IFNt embryonnaires /
maternelle Ou chimique de
nature protéique ou
non
Période de
reconnaissance J15-J17 J14-J16 Non définie
maternelle
ISG
Effecteurs Prostaglandines Non définis /
Corticoides
Inhibition de la
Inhibition de la sécrétion de PGF2a
sécrétion de PGF2a | via répression des
Mécanisme d’action via répression des OXTR Absent
anti-lutéolytique OXTR Régulation de
Régulation de PTGS2
PTGS2 Migrations de
'embryon
Elongation du Tubaire puis L y
conceptus filamentgux Reste sphérique Ovoide
Migrations Systématiques Parfois
Rares

embryonnaires

J9-10 &4 J15-17

J12 a J16-J17

Action des
prostaglandines

PGE2 lutéotrophe
PGF2a lutéolysine

PGF2a lutéolysine
PGE2 stimule les
contraction
myométriales
— migrations

PGE?2 lutéotrophe
PGF2a impliquée dans
la lutéolyse pré-partum

mais pas dans la
régression lutéale chez

la chienne cyclée

Action de la
progestérone

Elongation
Réceptivité utérine :
histotrophes,
implantation

Mobilité vésicule
embryonnaire

Réceptivité utérine :

histotrophes,
implantation

Réceptivité utérine :
histotrophes,
préparation a

limplantation et
décidualisation
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F. Applications pratiques

Au cours des derniéres décennies, des avancées considérables dans le domaine des
biotechnologies ont vu le jour. Ces progres techniques ont permis une meilleure
compréhension des interactions embryo-maternelles, méme s’il en reste encore beaucoup a
élucider.

Les applications cliniques d’une meilleure connaissance de la période de reconnaissance
maternelles sont importantes : optimiser les performances de reproduction en limitant la
mortalité embryonnaire par exemple, ou encore développer de nouvelles techniques de
diagnostic de gestation précoce.

Chez les bovins, la découverte de linterféron tau (IFN7) n’a pourtant pas révolutionné la
reproduction clinique puisque aucun test I'impliquant n’a été mis en place a I'heure actuelle.
L’IFNz circule de facon transitoire a des concentrations trés faibles dans la circulation
périphérique et dans les tissus utérins. Comme il ne s’accumule ni dans le sang ni dans les
urines, un test direct parait aujourd’hui difficile a mettre au point. La communauté scientifique
espére utiliser les génes stimulés par les interférons (ISG) comme outil de détection de la
gestation précoce, cependant aucune application commerciale n’a encore vu le jour (Matt Lucy
and Scott Poock, 2012). En paralléle, la gonadotrophine humaine (hCG), signal de
reconnaissance maternelle de la gestation chez 'Homme est connue depuis plusieurs
décennies mais la mortalité embryonnaire précoce reste non négligeable.

Cependant, posséder un outil de diagnostic de gestation plus précoce que ceux utilisés
aujourd’hui permettrait d’optimiser la gestion des femelles infertiles. Les femelles non
gestantes apres une premiére saillie ou insémination pourraient étre remises a la reproduction
plus t6t. Plus largement, ces découvertes permettraient de mettre en évidence de nouvelles
stratégies et cibles thérapeutiques pour la reproduction des animaux de compagnie, des
animaux de rente, des animaux sauvages captifs et surtout pour 'espéce humaine.

En outre, une autre application pourrait concerner la contraception, a I'heure ou les chirurgies
de convenance sont de plus en plus discutées notamment chez les carnivores domestiques.
De nouvelles cibles thérapeutiques pourraient ainsi étre mises en évidence et une alternative
a la stérilisation chirurgicale pourrait étre proposée.
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CONCLUSION

Chez les mammiféres domesliques, un dialogue embryo-matemel s'instaure au débul de la
gestation. Au cours des premiéres étapes de son développement, le conceplus ast d'abord
libre dans l'oviducte, puis il migre dans I'utérus ol il peut émellre, dans certains cas, un
signal de reconnaissance maternelle de la gestation afin d'empécher la lyse du corps jaune.

Chez certaines espéces, ce signal a été identifié. C'est le cas avec linterféron 7, chez la
vache, dont l'action nest pas directe sur le corps jaune mais agit pluldl par des voies
paracrine et endocrine pour, non seulement empécher la luléolyse, mais aussi favoriser la
réceplivité utérine et un début de gestation optimal.

Chez d'autres espéces, comme la jument, si la présence d'un tel signal de reconnaissance
matemelle est bien démontré, sa nature, son mécanisme et la chronologie exacte du mede
d'action restent, a I'heure actuelle, encore inconnus. Il pourrait s'agir d'un stimulus physique
en lien avec les migrations de |a vésicule embryonnaire caplé par des mécanorécepleurs au
niveau de |'utérus, ou bien d'un facteur chimique, peut-étre de nature protéique, ou bien un
mélange des deux. D'aulres éludes sont encore nécessaires pour le préciser.

Des similitudes existent cependant entre ces deux espéces : la fonction luteale est, en effet,
précédée d'une réduction de la transcription des récepteurs de l'ocytocine dans 'endometre,
ce qui facilite la modulation de la libération de prostaglandine F2a, normalement responsable
de la lutéolyse. De méme, le processus de reconnaissance matemelle chez les deux
espéces implique une régulation de la prostaglandine synthase 2 endométriale.

La chienne est, quant & elle, un cas unique puisque l'existence méme d'un signal de
reconnaissance maternelle de gestation est actuellement remis en question. En effet, la
présence ou non d'une gestation n'a pas d'effet sur la durée de vie du corps jaune el le
conceplus ne semble ainsi pas jouer de role dans le déclenchement d'un évenluel
mécanisme anti-lutéolytique. Cependant, celte pérode de reconnaissance matemelle de la
gestation correspond aussi ici & l'activation de nombreuses voies de signalisation favorisant
la réceptivité utérine et le bon développement de 'embryon.

Au final, chez les mammiféres domesliques, la pérode de reconnaissance malemelle de la
gestation s'inscrit dans un réseau complexe d'événements qui orchestrent la gestation
précoce et ne se limile pas & un message anti-lutéolytique.
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Résumé

Au début de la gestation, une communication entre I'organisme maternel et le conceptus est
mise en place avant I'établissement d’'une relation plus intime lors de I'implantation. Pendant
sa phase de vie libre, 'embryon signale sa présence a la meére pour favoriser la réceptivité
utérine et la synchronisation entre I'unité embryonnaire et I'unité utérine. Diverses voies de
transduction sont alors activées pour assurer le maintien de la fonction lutéale et instaurer un
ensemble de processus conditionnant le bon déroulement du développement embryonnaire.

Chez la vache, le signal de reconnaissance maternelle de la gestation est de nature protéique
puisqu’il s’agit de l'interféron tau. En activant des voies paracrines et endocrines, il inhibe
indirectement la lutéolyse et favorise de bonnes conditions de développement embryonnaire.

La présence d’un tel signal de reconnaissance maternelle chez la jument a été démontrée. En
revanche, sa nature, son mécanisme et la chronologie exacte du mode d’action sont inconnus
a I'heure actuelle. Diverses hypothéses sont avancées, en lien ou non avec les migrations de
la vésicule embryonnaire, spécifiques a cette espéce. Ce signal est, comme chez la vache,
anti-lutéolytique, mais pas seulement.

Chez la chienne, gu’elle soit gestante ou non, la durée de la phase lutéale reste identique.
Aucun mécanisme anti-lutéolytique n’a été identifié et I'existence méme d’'un signal de
reconnaissance maternelle est remis en question.

Finalement, chez les mammiferes domestiques, la période de reconnaissance maternelle de
la gestation ne se limite pas a un message anti-lutéolytique. De nombreuses voies de
signalisations complexes sont activées favorisant la réceptivité utérine et un développement
optimal de 'embryon.
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