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Introduction

La production d’embryon in vitro et le transfert embryonnaire évoluent et leur nombre
augmente depuis plusieurs années, comme le montre le 31e rapport annuel de ['International
Embryo Technology Society (IETS) publié en 2022, recueillant des données a I'échelle mondiale au
cours de I'année 2021. Le nombre total d’embryons de bovins produits in vitro s’élevait a 1 521 018
et celui des embryons de bovin collectés in vivo s’élevait a 386 374. Parmi les données reccueillies
sur quatre espéces (bovins, ovins, caprins et équins), 'augmentation la plus remarquable a été
enregistrée chez 'espéce bovine : une augmentation de 31,5 % par rapport a 2020 (1 521 018 contre
1156 422, respectivement) (Viana, 2022).

Cette croissance de la production in vitro d'embryons de bovins pousse les chercheurs a
approfondir la compréhension du comportement métabolique au cours du développement
embryonnaire, notamment les différences liées au sexe, afin d'essayer d'améliorer cette voie de
production d'embryons.

Le projet BoSex-Dim réalisée par I'équipe du Docteur Duranthon (UMR BREED) s’intéresse a
ce sujet. Plus précisément, un de leurs objectifs, est d’identifier de maniére précoce le dimorphisme
sexuel de 'embryon bovin et de connaitre en détail les caractéristiques de celui-ci, au cours de trois
étapes précises du développement. Cette étude est d’autant plus relevante que les bovins males et
les femelles sont utilisés différemment dans les exploitations laitieres et allaitantes (BoSex-Dim,
2017).

Les étapes du développement embryonnaire citées précédemment sont :

- 7 jours post-fécondation : cela correspond a la derniére étape du développement pour
laquelle on peut agir in vitro. Chez I'embryon femelle, on se situe avant I'inactivation du
chromosome X.

- 18 jours post-fécondation : I'élongation de I'embryon bovin est terminée et I'implantation
dans l'utérus de la mére peut commencer. C’est le dernier stade ou I'on peut récupérer
des embryons de maniére peu invasive par la voie transcervicale.

- 40 jours post-fécondation : 'organogenése est déja bien avancée, les gonades ne sont
pas encore différenciées en testicules ou en ovaires et I'imprégnation hormonale n’a pas
encore commencee.

Cette thése consiste en une revue de littérature qui va s’intéresser au dimorphisme sexuel en

matiere de morphocinétique et le métabolisme lors du développement préimplantatoire de 'embryon
de bovin.
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Premieéere partie : Le développement
embryonnaire de I’espéece bovine et les
differents axes d’intérét pour I’'analyse du
dimorphisme sexuel

1. Généralités sur le développement préimplantatoire de ’'embryon
bovin in vivo

La période préimplantatoire de 'embryon de bovin s’étend de la fécondation a I'implantation
de ce dernier a la paroi de l'utérus. Elle a une durée trés variable selon les espéces de mammiféres,
chez les bovins elle dure environ 20 jours. Durant cette période, 'embryon n’est pas lié a I'utérus, il
posséde donc une certaine autonomie.

A. Les changements morphocinétiques: de la fécondation au stade
blastocyste

Lors de la fécondation, qui a lieu dans I'ampoule de l'oviducte (Ledoux, 2011), le
spermatozoide et 'ovocyte entrent en contact et leurs membranes fusionnent. Cela conduit a la
formation d’un embryon au stade une cellule, le zygote. A la fin de ce stade, les génomes haploides
du spermatozoide et de I'ovocyte vont fusionner, c’est la syngamie (Saint-Dizier et Chastant-
Maillard, 2014). L'ovocyte qui était préalablement bloqué en métaphase Il, reprend sa division
cellulaire et devient alors une cellule haploide suite a I'expulsion du 2éme globule polaire. On
observe alors un appariement des chromosomes paternels et maternels (Ledoux, 2011).

Par la suite, les premiéres divisions embryonnaires vont avoir lieux. Ce sont des divisions de
clivage, qui se réalisent a volume constant, c’est-a-dire que le volume initial du zygote est conservé
tout au long du processus. Cela conduit a la formation de cellules totipotentes appelées blastoméres
(Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2014). La formation des deux premiers blastoméres se produit
dans les 24 heures environ apres la fécondation (Hanzen, 2015).

Suite aux divisions de clivage qui se succedent, se produit le phénoméne de compaction qui
conduit a la formation d’un blastocyste. De nombreux processus rentrent en jeu, un changement de
forme des blastoméres, la présence d'un gradient ionique différent entre les cellules internes et
externes de la morula, grace a des pompe a sodium-potassium, qui induit, par osmose, une
accumulation de liquide et permet ainsi la croissance du blastoccele, la mise en place de jonctions
d’adhérences et linitiation des premiéres différenciations cellulaires (Saint-Dizier et Chastant-
Maillard, 2014 ; Hanzen, 2015 ; Rodriguez-Alonso et al., 2020).

Ces divisions asynchrones aboutissent a la formation de deux populations cellulaires qui
composent les différentes structures du blastocyste (Hanzen, 2015). La plus externe, le
trophectoderme, correspond & I'épithélium externe (qui formera par la suite le placenta). A I'intérieur,
on retrouve une cavité liquidienne, le blastoccele et un ensemble de petites cellules non différenciées
appelé la masse cellulaire interne. Cette derniére sera a I'origine des tissus embryonnaires et d’'une
partie des annexes extra-embryonnaires (Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2014).
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Figure 1 : Les étapes du développement préimplantatoire de I’'embryon bovin (Stringfellow
et Givens, 2010)
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B. Eclosion et élongation

Aux alentours du 9éme - 10éme jour, le trophectoderme produit des enzymes protéolytiques
qui fragilisent la zone pellucide. Du fait de la pression osmotique le blastocyste se remplit de liquide
et s’étend progressivement alors que le trophectoderme s’amincit, ce qui conduira a une
augmentation de 60 % de son diamétre, on parle de blastocyste expansé. Ces mécanismes
entrainent la rupture de la zone pellucide, c’est I'éclosion (Rodriguez-Alonso et al., 2020 ; Negron-
Pérez et Hansen, 2017). Ce processus dure en moyenne 12 heures (Hazen, 2015). Chez les bovins,
c’est un activateur du plasminogéne de type urokinase qui est responsable de la dégradation
enzymatique de la zone pellucide (Negrén-Pérez et Hansen, 2017).

Une fois libéré, le blastocyste s’étend rapidement et change de forme, c’est I'élongation. Sa
taille va alors étre multipliée par 1000. Il passe d’abord par un stade ovoide, puis tubulaire et enfin
filamenteux (Degrelle et al., 2005). 1l est alors appelé conceptus (Brooks et al., 2014).

Lors de I'allongement du conceptus, on observe une augmentation de la longueur et du poids
du trophectoderme ainsi que le début de la différenciation des membranes extra-embryonnaires
(Brooks et al., 2014).
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Tableau 1 : Elongation de ’embryon de bovin. D’aprés (Degrelle et al., 2005)

Jour Stade Taille Aspect
J7 Blastocyste 150um
J10 Eclosion / /
J12 Stade ovoide 1 -2 cm de longueur
J15 Stade tubulaire 5 — 6 cm de longueur ¢
s:
S aaa -
J17 Stade filamenteux 13-15cmde
longueur
, L'embryon Jusqu’a 40 cm de
J18 filamenteux occupe
L longueur
toute la cavité utérine

C. L’implantation

L’'implantation est I'étape suivant I'élongation. C’est le premier contact entre I'embryon et la
paroi de I'utérus. Elle a lieu aux alentours du 19éme - 20éme jour chez les bovins (Saint-Dizier et

Chastant-Maillard, 2014).

Chez les bovins, on parle d’implantation centrée ou
superficielle (Figure 3). Les sacs remplis de liquide qui entourent
l'embryon se dilatent afin que les membranes extra-
embryonnaires s’accolent a [I'épithélium utérin et s’y fixent
(McGeady et al., 2013).

Figure 2 : Coupe transversale d’utérus avec I’embryon
implanté (McGeady et al., 2013)

uterine wall

— inner cell mass
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D. Résumé des étapes du développement préimplantatoire in vivo de
’embryon de bovin, de la fécondation a I'implantation

De la fécondation a I'implantation, I'embryon se développe progressivement. La fécondation a
lieu dans 'ampoule de I'oviducte. Puis 24 — 48 heures aprés, 'embryon qui est maintenant au stade
8 cellules, se retrouve a la jonction utéro-tubulaire. Cing a six jours aprés la fécondation, 'embryon
au stade 16 — 32 cellules arrive a I'entrée de l'utérus. Le phénoméne de compaction au stade 64
cellules a lieu un jour apres. On observe alors l'apparition d’'un blastocyste avec une cavité
blastocoelique. Le blastocyste se développe jusqu’a I'éclosion qui a lieu 9 — 10 jours aprés la
fécondation. On observe alors une croissance rapide de ce dernier, qui s’allonge, c’est I'élongation.
L’implantation a lieu aux alentours du 19éme — 20éme jours (Ledoux, 2011).

Figure 3 : Evolution morpho-cinétique de I’embryon de bovin au cours de la phase

préimplantatoire (Ledoux, 2011).

Jour * Etape Lieu Description
O |La fécondation marque le début de la période embryonnaire. C'est
1 Fécondation | Y |lensemble des transformations qui se produisent dans l'ceuf, suite a
[|) linteraction et a la fusion des gamétes.
U [La premiere étape du développement de ['ceuf fécondé ou zygote est| —
§ ; C |appelée segmentation et correspond & des divisions répétées, qui
= (R T |aboutissent & la formation de cellules semblables de plus en plus petites| =
E |ou blastoméres.
L'étape de compaction, c'est-a-dire liaison intime entre les cellules,|
; Morula survient au stade morula (32-64 cellules), environ 5 jours apres| .
(150 pm) les chaleurs. Pendant la compaction, la morphologie des blastoméres|
évolue de fagon différenciée pour aboutir a la formation du blastocyste.
Le blastocyste est défini par la présence d'une cavité centrale, le blastoccele, |
7.8 Blastocyste :_J entouré par une couche de cellules, appelée trophoblaste (futur placenta) e
(150-350 pm) par un petit groupe de cellules formant le bouton embryonnaire (futur veau)
E Il est entouré de la zone pellucide, qui joue le role de barriére protectrice.
9-10 Eclosion g L'éclosion correspond 4 la perte de la zone pellucide par le blastocyste. | < :"“;m\‘
(400 ym->2 cm) Celle-ci s'amincit puis se rompt suite & l'expansion du blastoccele de 'embryon. | ¢ }
A partir du 11 jour, le blastocyste perd sa forme sphérique et s'allonge ﬁ’?
11 Elongation trés rapidement : c'est I'élongation. Pendant cette période, il envahit /} \
progressivement la cavité utérine, qu'il occupe en totalite vers le 18" jour. y J
Il atteint alors 40 cm. 5

* par rapport aux chaleurs
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E. Expression génique de I’embryon bovin et influence épigénétique

Aprés la fécondation, on constate une reprogrammation des génomes maternel et paternel.
Elle se caractérise par une série de modifications épigénétiques, indispensable au développement
embryonnaire (Ross et Sampaio, 2018).

Au début du développement, le génome de I'embryon est transcriptionnellement inactif. Le
développement embryonnaire dépend uniquement de 'ARN et des protéines stockées dans
I'ovocyte (Beaujean et al., 2020). Cette information maternelle, régulée au cours du développement
par des modifications post-transcriptionnelles, code pour des facteurs impliqués dans les fonctions
indispensables aux premiéres étapes du développement. La régulation de cette information va
permettre de moduler la stabilité et la traductibilité des transcrits ainsi que la fonction et la localisation
des protéines (Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2014).

Les facteurs maternels jouent un réle fondamental et sont impliqués dans la transcription, les
modifications épigénétiques, le remodelage de la chromatine et sa propre dégradation (Saint-Dizier
et Chastant-Maillard, 2014). Au stade 8 cellules, ces modifications épigénétiques permettent
l'activation du génome embryonnaire (EGA), indispensable pour la suite du développement et
notamment pour assurer la premiére différenciation cellulaire au stade blastocyste (Beaujean et al.,
2020). On observe la dégradation progressive des ARNm et protéines maternels, la synthése des
premiers transcrits et une reprogrammation de I'expression des génes, c’est la transition materno-
embryonnaire (MET) (Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2014 ; Memili et First, 2000).

Au cours du développement embryonnaire, les différenciations cellulaires se succédent afin
que les cellules initialement pluripotentes puissent se spécialiser. Pour cela, différents mécanismes
entrent en jeu. Des facteurs de transcription permettent d’activer des programmes génétiques
spécifiques de chaque lignage et des mécanismes épigénétiques permettent I'activation ou la
répression de l'expression génique. Parmi ces mécanismes épigénétiques, on retrouve des
modifications post-traductionnelles des histones (acétylation/désacétylation et phosphorylation) et
la méthylation de 'ADN (Guibert et al., 2009).

L’architecture chromosomique est I'un des facteurs les plus importants du contréle de
I'expression des génes. Les chromosomes et la chromatine subissent des modifications majeures
au cours du développement embryonnaire. La fagon dont la chromatine est remodelée au début du
développement est importante pour comprendre les effets épigénétiques durables qui n’apparaitront
qu’a I'adge adulte (Memili et First, 2000).

La modification des histones joue un role clé dans la détermination du modéle d’activité et
dans la répression des génes. L’acétylation entraine un reldchement de la structure de la
chromatine, ce qui permet aux facteurs d’initiation de la transcription de se lier a 'ADN. La
désacétylation des histones entraine une inhibition de la transcription (Memili et First, 2000).

La méthylation de I'ADN s’effectue sur le carbone 5 des cytosines des dinucléotides CpG
(« cytosine-phosphate-guanine ») qui deviennent alors des 5-méthylcytosine (5meC). La présence
de ces cytosines méthylées, associées a des régulateurs ou des promoteurs, inhibent I'expression
des génes (Guibert et al., 2009 ; Beaujean et al., 2020). Au niveau intragénique, elle aurait, au
contraire, un role activateur en limitant des démarrages de transcription illégitimes (Schubeler,
2015).

On constate une diminution de 5meC tout au long du développement préimplantatoire,
associée a une vague successive de méthylation et déméthylation de novo qui coincide avec les
grandes étapes du développement. Une des principales enzymes responsables de la variation du
niveau de 5meC est I'ADN (cytosine-5-)-méthyltransférase 3 béta (DNMT3B) (Beaujean et al., 2020).
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Figure 4 : Expression génique et reprogrammation épigénétique au cours du
développement embryonnaire (Duranthon, 2019)

Spécification/
Différenciation

f

Clivages

TODBS® 0

Synthése transcrits embryonnaires Reprogrammation
Utilisation/Dégradation transcrits maternels Expression génique
Cellules

Gamétes
différenciées - Zygote et blastomeéres totipotents Différenciées

+ Cellules pluripotentes

Reprogrammation! épigénétique
prog g

Comme nous I'avons vu précédemment, 'embryon est sensible a I'environnement dans lequel
il se développe. La production in vitro a donc un impact sur I'expression génique et le profil
épigénétique des embryons. On observe des anomalies conduisant a une augmentation du taux
d’'apoptose et une diminution du taux de blastocystes. Les conditions de culture et la
cryoconservation entrainent par exemple des modifications d’histones, du nombre de transcrits et
du niveau de 5meC (Lonergan et al., 2006 ; Stinshoff et al., 2011).
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2. La production d’embryon in vitro

La production in vitro commence par la maturation in vitro des ovocytes et la fécondation in vitro.
Une fois fécondé, le zygote est alors placé dans un milieu de culture dans lequel le développement
embryonnaire va pouvoir avoir lieu pendant 7 jours, jusqu’au stade blastocyste (Ferré et al., 2020).

La premiére technique mise en place pour le développement embryonnaire in vitro a été la
coculture. Les embryons étaient cultivés sur tapis cellulaire comme les cellules épithéliales de
I'oviducte de bovin (BOEC) (Ferré et al., 2020).

Actuellement, le développement embryonnaire in vifro se déroule dans des milieux
synthétiques qui tentent de répondre aux besoins de 'embryon. En effet, le liquide présent dans
I'oviducte est complexe et contient de nombreux éléments nécessaires au bon développement in
vivo de 'embryon. On retrouve notamment des protéines telles que des facteurs de croissance, des
piégeurs de radicaux libres et des enzymes (Lamy et al., 2018).

Dans les premiers milieux de culture, du sérum animal était ajouté comme du sérum de veau
foetal (FSB) ou de l'albumine de sérum bovin (BSA) (Ferré et al., 2020). Mais cette technique
présentait de nombreux inconvénients. Elle altérait la cryotolérance de I'embryon (Rizos et al., 2003)
et induisait un syndrome, le «large offspring syndrome » (LOS) (Lazzari et al., 2002) qui se
caractérise, entre autres, par un trouble de la croissance chez les ruminants avec un poids excessif
a la naissance, une macroglossie, une hernie ombilicale, une hypoglycémie et une viscéromégalie
(Chen et al., 2013).

De maniére générale, les laboratoires commerciaux et de recherche préparent leurs propres
milieux de culture qui se composent généralement, pour les bovins, d’une solution saline équilibrée,
de bicarbonate de sodium, d’acides aminés essentiels et non essentiels, de L-glutamine, de
phosphatase, de pyruvate, d’antibiotiques, de vitamines, d’EDTA, de sucre, d’éléments nutritifs ainsi
que d’autres facteurs de protection comme des antioxydants (Gardner, 2008).

Intéressons-nous maintenant aux systémes de culture. |l en existe deux, le systéme de
monoculture et le systéme de culture en milieu séquentiel.

Dans le systéme de monoculture, un seul milieu est utilisé durant toute la période de culture
de I'embryon. Le milieu le plus utilisé chez les bovins est le fluide d’oviducte synthétique (SOF) mais
il en existe d’autres, par exemple, CR1, KSOM (milieu d'optimisation simplex de potassium) ou
encore VD101 (milieu, sans sérum, améliorés). Ce systéme peut se décliner en deux versions.
Dans la premiére, le milieu n’est pas renouvelé, il reste totalement inchangé tout au long du
processus. Pour la deuxiéme, un renouvellement du milieu est effectué toutes les 48 heures pour
éviter I'accumulation de substances toxiques (Ferré et al., 2020).

Dans le systéme de culture en milieu séquentiel, plusieurs milieux sont utilisés lors du
développement in vitro. Ce systéme se base sur le fait que le métabolisme embryonnaire évolue au
cours du temps, notamment concernant la capacité a métaboliser le glucose. Mais aussi sur le fait
que I'environnement de I'embryon évolue au cours du temps. Ainsi, ce systéme permettrait une
meilleure adaptation du milieu aux besoins de 'embryon (Ferré et al., 2020).
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Figure 5 : Les différents systémes de culture embryonnaire in vitro (Ferré et al., 2020)

Day 4 Day 5 Day 6 Day 7

Single media uninterrupted

Single media unterrupted
(renewal every 48 h)

Sequential media I "

Tableau 2 : Avantages et inconvénients des différents systémes de culture embryonnaire in
vitro. D’aprés (Biggers et Summers, 2008)

Avantages

Inconvénients

Monoculture sans
renouvellement

Minimiser les
manipulations de
'embryon
Accumulation de
facteurs endogénes
bénéfiques

Stress
environnemental
minimal

Nécessite un
contréle qualité sur
un seul milieu
Difficulté faible
Colt faible

Non adaptation aux
besoins de 'embryon
en nutriments
Accumulation de
toxines

Monoculture avec
renouvellement

Adaptation aux
besoins de I'embryon
en nutriments
Elimination des
toxines

Nécessite un
contréle qualité sur
un seul milieu

Colt faible

Perturbation de
'embryon

Perte des facteurs
endogénes
bénéfiques
Stress
environnemental
modéré

Difficulté modérée

Milieu séquentiel

Adaptation aux
besoins de 'embryon
en nutriments
Elimination des
toxines

Perturbation de
'embryon

Perte des facteurs
endogénes
bénéfiques
Stress
environnemental
élevé

Nécessite un
contréle qualité sur
tous les milieux
différents utilisés
Difficulté élevée
Colt élevé




Au bout des 7 jours de développement in vitro, le blastocyste peut soit étre directement
transféré dans une femelle receveuse, soit étre cryoconservé. Seuls les embryons de bonne qualité
seront congelés pour assurer une viabilité post-décongélation (Ferré et al., 2020).

Il faut savoir que seulement 20 & 40% des embryons cultivés in vitro atteignent le stade
blastocyste (Rizos et al., 2008), cela peut étre di a des conditions de culture inadaptées ou encore
a une maturation cytoplasmique incompléte des ovocytes (Sirard et al., 2006). En effet, aux stades
quatre cellules et morula, les embryons in vitro sont particuliérement sensibles aux conditions de
culture (Gad et al., 2012). Ces différences d’environnement in vitro et in vivo expliquent que I'on
retrouve des différences de métabolisme, d’expression génique, de performance et de cryotolérance
entre les embryons in vitro et in vivo (Ferré et al., 2020).
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Deuxiéme partie : Qu’est-ce que le
dimorphisme sexuel ?

1. Définition du dimorphisme sexuel

Le dimorphisme sexuel est défini dans le dictionnaire comme « 'ensemble des différences
entre le méle et la femelle d'une méme espéce, en dehors de celles des organes sexuels eux-
mémes » (Larousse, s. d.).

Dans notre étude, nous allons nous intéresser plus particulierement au dimorphisme sexuel
au stade embryonnaire, c’est-a-dire a 'ensemble des différences entre les embryons maéles et
femelles avant la formation des gonades.

Différents mots sont employés dans la littérature pour parler de dimorphisme sexuel. L’Annexe
1 en présente une liste exhaustive.

De plus, il faut faire la distinction entre dimorphisme sexuel et sex-ratio. Le sex-ratio est le
rapport entre le nombre d’embryons de sexe masculin et ceux de sexe féminin (Le Robert, s. d.).

Ainsi certains articles utilisent la déviation du sex-ratio pour montrer I'existence de différences
entre les embryons méles et femelles et donc la mise en évidence d’'un dimorphisme de réponse
des embryons (Annexe 2).

2. Déterminisme du sexe

A. Définition d’un embryon méle et d’un embryon femelle

C’est au moment de la fécondation que le sexe de I'embryon est établi, lorsque le
spermatozoide transmet soit un chromosome X, soit un chromosome Y a l'ovocyte. Il en résulte
alors soit un embryon XX qui sera un embryon femelle, soit un embryon XY qui sera un embryon
male (Hopper, 2021).

B. Inactivation du chromosome X

Les embryons femelles possédent deux chromosomes X mais I'expression simultanée des
génes portés par ces chromosomes pourraient avoir des conséquences délétéres pour 'embryon.
Ainsi, on observe, au stade blastocyste, I'inactivation transcriptionnelle d’'un des deux chromosomes
X dans chaque cellule somatique. Le chromosome ainsi inactivé est appelé corps de Barr, il est
choisi aléatoirement et peut étre d’origine maternelle ou paternelle. L’inactivation débute au niveau
d’'une zone particuliére appelée centre d’inactivation, puis se propage dans tout le chromosome
(McGeady et al., 2013). Elle commence au stade jeune blastocyste (De La Fuente et al., 1999).

Ce processus fait intervenir la méthylation de 'ADN (Beaujean et al., 2020) mais aussi un
facteur de transcription appelé X-inactive specific transcript (Xist). Avant I'inactivation d’'un des deux
chromosome X, Xist est exprimé a partir des deux alléles et s’accumule uniquement au niveau du
site de transcription du chromosome a inactiver. Par la suite, on observe une propagation de TARNm
de Xist sur toute la longueur du chromosome entrainant l'inactivation de ce dernier (Wrenzycki et
al., 2002).

Bien connaitre la définition d’'un embryon maéle et d’'un embryon femelle est important pour

appréhender le dimorphisme sexuel des embryons bovins, mais aussi pour permettre le sexage des
embryons a travers différentes techniques.

Page 21



3. Les différentes techniques de sexage

Il existe différentes techniques permettant le sexage des embryons. Ces derniéres seront
présentées par ordre chronologique de leur apparition et de leur utilisation dans la partie ci-dessous.

A. Technique de sexage au microscope

La technique la moins utilisée et la plus ancienne est celle qui consiste a observer au
microscope objectif x1000 les chromosomes aprés fixation et coloration dans une solution de
Giemsa a 4%. Si I'on observe deux chromosomes X dans au moins une métaphase intacte, c’est un
embryon femelle. Si 'on observe un chromosome Y, c’est un embryon méle (Tiffin ef al., 1991).

Cette technique est néanmoins peu fiable et ne permet pas de déterminer le sexe de 'embryon
dans un grand nombre de cas, notamment du fait de I'absence de cellules en métaphase ou de
chromosomes mal répartis ou non analysables (Tiffin et al., 1991).

Figure 6 : (a) Caryotype et (b) cellule en métaphase d’un bovin méale (Popescu, 1971)

B. Amplification PCR d’'une séquence d’ADN spécifique du Y bovin

L’amplification PCR d’'une séquence d’ADN spécifique du chromosome Y bovin est 'une des
techniques de sexage la plus utilisée. Cette méthode utilise deux séries d’'amorces. La premiére
reconnait une séquence satellite spécifiqgue aux bovins qui est amplifiée a la fois chez les femelles
et les méales. L’autre reconnait des séquences spécifiques du chromosome Y bovin qui sont
amplifiees uniquement chez les males (Peura et al., 1991).

La Figure 7 montre un exemple de sexage de 9 embryons a l'aide de cette technique. MW
correspondent a des marqueurs de taille moléculaire, C et Ca sont des échantillons contrble, ne
contenant pas d’ADN. F et Fa contiennent 'ADN extrait des cellules sanguines d'une femelle, Fa
étant amplifié en présence d'amorces spécifiques aux males uniquement. De méme pour les males
avec M et Ma (Peura et al., 1991).

Les femelles F produisent une seule bande (spécifique aux bovins) et les femelles Fa ne
produisent aucune bande car amplifiées uniqguement avec les amorces spécifiques au chromosome
Y. Les males M produisent une double bande (une spécifique aux bovins et I'autre spécifique au
chromosome Y) et les males Ma, produisent une seule bande car amplifiés uniquement avec les
amorces spécifiques au chromosome Y (Peura et al., 1991).
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Ainsi, on peut voir sur cet exemple que les embryons 1, 4 et 9 sont des embryons femelles et
les embryons 2, 3, 5, 6, 7 et 8 sont des embryons méles (Peura et al., 1991).

Figure 7 : Electrophorése sur gel d'agarose d'échantillons bovins amplifiés par PCR (Peura
etal., 1991)

MWC Ca FFaMMa1 1a 2 2a 3 3amMw

C. Méthode LAMP

La technique de sexage par PCR est utilisée par de nombreux laboratoires. Cependant, cette
méthode nécessite des opérations de post-amplification chronophages et des équipements
spéciaux. Il existe une autre méthode, appelée amplification isotherme médiée par boucle (LAMP).
Elle amplifie une séquence cible d’ADN spécifique dans des conditions isothermes. Elle utilise une
ADN polymérase et un ensemble de quatre amorces spécialement congues qui reconnaissent un
total de six séquences distinctes sur I'ADN cible (Notomi et al., 2000).

Cette technique LAMP serait plus rapide et plus sensible que celle par PCR (Hirayama et al.,
2004). En effet, il n'est pas nécessaire de dénaturer par la chaleur les matrices d’ADN. De plus, elle
ne nécessite pas d'équipement spécial, uniquement un bain-marie de laboratoire ou un bloc
chauffant qui fournit une température constante (Agung et al., 2005).
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Figure 8 : Représentation schématique du mécanisme et des différentes étapes de la
réaction LAMP (Notomi et al., 2000)
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D. Amplification par PCR d’une partie du géne de ’'amélogénine

Cette technique est la plus récente, elle se base sur un géne patrticulier, le géne AMEL. Ce
dernier code pour une protéine présente dans la composition de I'émail des dents, 'amélogénine.
Le géne AMEL présente deux alléles localisés respectivement sur les chromosomes X (AMELX) et

Y (AMELY) (Jeulin, 2022).

L'amplification par PCR d'une partie du géne de I'amélogénine permet de révéler les variations
alléliques de ce géne entre le chromosome X et chromosome Y. Le génotypage produit deux
un pour X (AMELX) et un pour Y (AMELY). Lors de la séparation par
électrophorése, deux amplicons distincts seront retrouvés chez 'embryon male (XY) alors qu'un seul

amplicons spécifiques :

amplicon sera généré pour 'embryon femelle (XX) (Jeulin, 2022).
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Cette technique est illustrée par la Figure 9. Aprés amplification, les fragments ont été séparé
par électrophorése sur gel d’agarose a 1,2 %. Il apparait deux fragments, un fragment de 1,5 kbp

amplifié a partir du chromosome X et un fragment de 1,3 kbp amplifié a partir du chromosome Y
(Jeulin, 2022).

Figure 9 : Résultat de I’analyse par PCR des génes de 'amélogénine sur les chromosomes
X etY (Jeulin, 2022)
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E. Comparaison des différentes techniques de sexage

Le tableau 3 compare les avantages et les inconvénients des différentes techniques de sexage
utilisées dans la littérature.

Tableau 3 : Avantages et inconvénients des différentes techniques de sexage

Technique

Fiabilité Rapidité Colt
Peu fiable voir
inutilisable si :
absence de cellules
Au microscope en métaphase ou Chronophage Peu élevé

chromosomes mal
répartis ou non
analysables (Tiffin et
al., 1991).

Amplification PCR
d’'une séquence
d’ADN spécifique du
chromosome Y bovin

Fiable (Peura et al.,
1991)

Plus rapide que la
méthode au
microscope (Khamlor
et al., 2015)

Requiére des
instruments colteux
(Khamlor et al., 2015)

Méthode LAMP

Plus sensible que la
méthode PCR
(Hirayama et al.,
2004)

Plus rapide que la
méthode PCR
(Hirayama et al.,
2004)

Ne nécessite pas
d’équipement spécial,
uniquement un bain-
marie de laboratoire
ou un bloc chauffant
(Agung et al., 2005)

Amplification par PCR
d’'une partie du géne
de 'amélogénine

Plus fiable que
I'amplification PCR
d'une séquence
d'ADN spécifique du
Y bovin (Trigal et al.,
2012)

Plus rapide que la
méthode au
microscope

Requiére des
instruments colteux

Page 25




Page 26



Troisieme partie : Le dimorphisme sexuel
de I’'embryon bovin au cours du
développement embryonnaire

Le projet BoSex-Dim axe son étude sur différentes facettes du développement embryonnaire.
Nous utiliserons les mémes approches tout au long de cette partie.

1. Dimorphisme sexuel et morphocinétique du développement
embryonnaire

L’objectif, le stade de développement, I'utilisation d’embryon in vitro ou in vivo et la technique
de sexage des articles étudiés dans cette partie est décrite dans le tableau présent en Annexe 3.

a. Existe-t-il des différences morphocinétiques entre les embryons madles et
femelles ?

Il existe des différences de vitesse de développement entre les embryons. Elles dépendent du
temps d'ovulation, du temps de fécondation, de la vitesse de développement inhérente a chaque
embryon, des conditions de culture in vitro, et du sexe. Dans le cas d’embryon fécondés in vitro,
limpact de l'ovulation et de la fécondation n'est pas un facteur contributif a la vitesse de
développement, puisque le premier clivage est supposé se dérouler au méme moment pour tous les
embryons fécondés en méme temps. De ce fait, il devrait étre possible de donner une estimation de
I'effet du sexe sur la vitesse de développement embryonnaire (Avery et al., 1992).

L’étude de Avery et al. (1991) sur le développement des embryons a permis de mettre en
évidence un développement plus rapide des males comparé aux femelles au 7éme et 8éme jour
aprés insémination. En effet, au 7éme jour post-insémination, 95% des blastocystes expansés
étaient des méles. De plus la majorité des embryons femelles étaient au stade morula alors que la
majorité des males étaient au stade blastocyste.

Cependant, dans cette étude, plus de la moitié des embryons n’ont pu étre sexés avec la
technique de sexage au microscope. L'expérience a donc été renouvelée avec une technique de
sexage plus fiable (par amplification PCR d’'une séquence d’ADN spécifique du chromosome Y
bovin) et a permis de confirmer ce résultat (Avery et al., 1992).

Toutefois, les avis sont partagés, certains auteurs n’ont trouvé aucune différence significative, in
vitro, dans la durée du cycle cellulaire ou dans les intervalles entre I'insémination et la formation de
la blastocele entre les embryons males et femelles (Holm et al., 1998 ; Bermejo-Alvarez et al., 2010
a).

Le milieu de culture et notamment la présence de glucose serait un des facteurs mis en cause.
En effet, le glucose a un impact sur le développement des embryons (Kimura et al., 2005 ; Larson
et al., 2001). Or, il est inclus dans la plupart des milieux de culture, tels que le TCM199, utilisé
notamment dans les études d’Avery et al. (1991) et d’Avery et al. (1992), & des concentrations
relativement élevées (5,56 a 6,7 mM) (Peippo et al., 2001).

En effet, en présence de 5,56 mM de glucose, les embryons méles se divisent plus tét que les
embryons femelles. En moyenne, en présence de glucose, les embryons méles atteignent le stade
4 cellules 125,6 minutes plus t6t que les embryons femelles. Plus précisément, les embryons
femelles atteignaient en moyenne le stade 2 cellules en 29,8 heures et les embryons méles en 27,3
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heures. De plus, les embryons femelles atteignaient le stade 4 cellules en 38,2 heures et les
embryons males en 36,2 heures (Peippo et al., 2001).

Ainsi, une concentration élevée de glucose, 5,56 mM dans cette étude, méme présente
uniquement pendant les premiéres 24 heures du développement de 'embryon suffit a biaiser le sex-
ratio des morulas et des blastocystes (Peippo et al., 2001).

En 2019, Sidrat et al. (2019) ont tenté de comprendre les résultats contradictoires concernant la
question des différences de cinétique de développement des embryons méles et femelles cultivés
in vitro. Pour cela, ils ont utilisé une technique de sexage des spermatozoides en utilisant I'anticorps
WholeMom, permettant de fournir un nombre suffisant d'embryons sans endommager le contenu de
I'ADN des spermatozoides, et un milieu de culture propice, c’est-a-dire proche du liquide utérin in
vivo, sans la présence de grandes concentrations de glucose pouvant biaiser les résultats, afin de
limiter les biais. lls ont ainsi constaté que l'expansion du blastocyste et le taux d'éclosion étaient
systématiquement plus élevés chez les embryons méles que chez les femelles (Sidrat et al., 2019).

Certains auteurs se sont aussi intéressés aux différences morphologiques entre les embryons
males et femelles et plus précisément au diamétre de 'embryon et a I'épaisseur de la zone pellucide
au stade blastocyste avant expansion. Mais aucune différence significative n’a pu étre mise en
évidence (Hoelker et al., 2006).

Enfin, les taux d’apoptose des embryons males et femelles ont été comparés dans des milieux
a base de SOF (contenant du sérum de veau feetal ou de 'albumine bovine, de l'insuline, de la
transferrine et du sélénium) et ont permis de mettre en évidence que les blastocystes bovins
femelles sont plus sujets a I'apoptose que les males et la taille de 'embryon serait a prendre en
compte. En effet, des taux plus élevés de cellules apoptotiques ont été observés chez les embryons
femelles, notamment dans les petits blastocystes, quelles que soient les conditions de culture (Ghys
et al., 2016 ; Sidrat et al., 2019).

Cependant, on peut se questionner sur le fait de constater des taux plus élevés de cellules
apoptotiques principalement dans les petits blastocystes. En effet, un taux élevé d’apoptose conduit
a une diminution du nombre de cellules et donc a une diminution de la taille du blastocyste. Ainsi la
taille du blastocyste serait une conséquence de I'apoptose et non une cause.

b. Comment expliquer une telle différence ?

Les différences de cinétique de développement entre les embryons méles et femelles pourraient
étre générées par des facteurs génétiques et épigénétiques, le taux de métabolisme ou l'activité
mitochondriale, qui régulent la production d'ATP (adénosine tri-phosphate) (Bermejo-Alvarez et al.,
2008 ; Sidrat et al., 2019).

En effet, 'expression relative de 'TARNm des génes Oct4 et Igf1-R qui régulent le développement
était significativement plus élevée dans le groupe des embryons males que celui des femelles. Oct4
est un régulateur majeur de la pluripotence et est fortement exprimé dans les embryons méles. Selon
Sidrat et al. (2019), cela expliquerait la tendance plus élevée du ratio de prolifération cellulaire et,
par conséquent, entrainerait un développement plus rapide et de meilleure qualité des blastocystes
males, selon les auteurs. Mais le lien entre pluripotence et vitesse de développement n’est pas
clairement expliqué par les auteurs.

De plus, pendant la période préimplantatoire, l'activité des mitochondries est un facteur
déterminant de la vitesse de développement entre les sexes (Yang et al., 2018). Une activité
mitochondriale élevée contréle le niveau de production d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS).
Lorsque I'activité mitochondriale est élevée, la conversion des radicaux libres O, en oxydants moins
toxiques tels que H20; est plus efficace. Cela permet de maintenir un faible niveau de ROS dans les
mitochondries. Un niveau plus élevé de ROS interfére avec la production d'ATP, qui est nécessaire
pour soutenir la prolifération cellulaire et la différenciation au cours de la blastulation (Komatsu et
al., 2014).
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Il a été mis en évidence que les blastocystes males présentaient une activité mitochondriale
significativement plus élevée et un niveau de ROS plus faible, par rapport aux blastocystes femelles.
Le systéme mitochondrial moins efficace pourrait étre a I'origine d'une diminution de la capacité de
développement embryonnaire et d'un retard de la vitesse de progression embryonnaire chez les
embryons femelles (Sidrat et al., 2019).

Enfin, un taux d’apoptose plus élevé chez les embryons femelles que chez les males serait en
lien avec le fait que les embryons femelles consomment plus de glucose que les embryons males.
En effet, une plus grande utilisation du glucose stimule la glycolyse, ce qui perturbe la
phosphorylation oxydative en altérant le potentiel de membrane mitochondriale et conduit ensuite a
I'activation de I'apoptose par la surproduction de ROS. Il en résulte donc un risque plus élevé
d'apoptose et donc un une vitesse de développement plus lente par rapport a leurs homologues
masculins (Sidrat et al., 2019).

c. Existe-t-il un impact du choix du taureau sur le sex-ratio ?

Une nouvelle technique, la cinématographie accélérée a permis d’étudier la cinétique de
développement des embryons bovins et plus précisément, le moment précis des premiers clivages,
de la compaction, de la formation de la blastocéle et de I'éclosion sans compromettre la qualité ou
la viabilité des embryons. Cette technique a permis de tester I'effet éventuel du taureau sur le
développement et le sexe de 'embryon (Alomar et al., 2008).

En effet, aprés comparaison entre quatre taureaux différents, il a été montré que seuls les
embryons du taureau numéro 3 ont présenté une modification du sex-ratio en faveur des méles. De
plus, le moment du premier clivage était plus précoce avec le taureau 3 qu’'avec le taureau 2. Le
choix du taureau aurait donc une incidence sur le sex-ratio des embryons bovins et sur la cinétique
de développement des embryons (Alomar et al., 2008 ; Bermejo-Alvarez et al., 2010).

Le mécanisme par lequel les spermatozoides porteurs du chromosome Y du taureau numéro 3
réussiraient mieux a féconder les ovocytes au début du processus de fécondation n’est pas encore
connu (Alomar et al., 2008).

Cependant, les résultats de cette étude sont a considérer avec précaution du fait de I'utilisation
d’'un nombre restreint de taureaux. Des investigations supplémentaires sont donc nécessaires en
utilisant un nombre plus élevé de taureaux et plusieurs éjaculats du méme taureau (Alomar et al.,
2008).

d. Peut-on utiliser les différences morphocinétiques pour effectuer un diagnostic
de sexe et quelles en sont les conditions ?

Les différences de cinétique de développement entre les males et femelles ne peuvent pas étre
utilisées de fagon fiable pour effectuer un diagnostic de sexe du fait du grand nombre de biais liés a
la culture embryonnaire in vitro dans les études réalisées jusqu’a présent.
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En conclusion

Mise en évidence du dimorphisme sexuel

- In vitro, les embryons méles semblent se développer plus vite que les embryons femelles (Avery
et al., 1991, 1992). Cependant, il n’y a pas de consensus sur ce résultat (Holm ef al., 1998).

- Ces résultats seraient biaisés par la présence de glucose dans le milieu de culture qui favoriserait
le développement des embryons males au détriment des embryons femelles (Peippo et al., 2001).
- Finalement, une étude plus récente a permis de montrer que I'expansion du blastocyste et le taux
d'éclosion est systématiquement plus élevés chez les embryons males que chez les femelles (Sidrat
et al., 2019).

- Il n’existe aucune différence significative pour le diamétre, I'épaisseur de la zone pellucide et le
nombre de cellules des blastocystes méles et femelles (Hoelker et al., 2006).

- Chez les petits embryons, les femelles présentent un taux d’apoptose plus éleve que les males
(Ghys et al., 2016 ; Sidrat et al., 2019).

Hypothéses expliquant ce dimorphisme

- Les embryons males produits in vitro ont une vitesse de développement plus rapide que les
embryons femelles en raison de différences dans I'activité mitochondriale, notamment une meilleure
protection contre les ROS et la reprogrammation épigénétique (Sidrat et al., 2019).

Choix du taureau et sex-ratio

- Le choix du taureau aurait une incidence sur le sex-ratio des embryons bovins et sur la cinétique
de développement des embryons sans que cette différence ne puisse étre expliquée jusqu’a présent
(Alomar et al., 2008 ; Bermejo-Alvarez et al., 2010 a).
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2. Dimorphisme sexuel au cours de I’élongation et de
I'implantation

A. Les mécanismes de I’élongation et de I'implantation

a. L’élongation

L’élongation du blastocyste en conceptus nécessite la sécrétion par I'épithélium utérin d’'un
mélange complexe composé de protéines, de lipides, d’acides aminés, de glucose, de fructose et
d’'ions. De plus, la progestérone, l'interféron tau, les prostaglandines et le cortisol agissent en
synergie pour réguler 'expression de génes liés a I'élongation et a 'implantation dans les épithéliums
endométriaux (Brooks et al., 2014).

La progestérone (P4), produite par le corps jaune, modifie le milieu intra-utérin, notamment par
une augmentation du glucose, de certains acides aminés, des cytokines et des facteurs de
croissance, cela favorise I'’élongation du blastocyste en un conceptus filamenteux. La progestérone
a donc un effet indirect sur le conceptus via 'endometre (Brooks et al., 2014). De plus, elle induit
une accumulation de lipides dans les cellules épithéliales de 'endométre. Ces derniers sont ensuite
transportés et absorbés par les cellules du conceptus et sont la source la plus importante d’acides
gras (Ribeiro et al., 2016).

L’interféron tau (IFNt) est le signal de la reconnaissance maternelle de la gestation. Il est sécrété
par le conceptus en élongation avant I'implantation et permet a ce dernier de signaler sa présence
au systéme maternel. En effet, il stimule des signaux lutéotropes (qui stimulent la sécrétion lutéale
de progestérone) et antilutéolytiques (qui bloquent la lutéolyse). Pour cela, il inhibe les récepteurs a
I'oestradiol, la transcription du géne récepteur de I'ocytocine (OXTR) et active un inhibiteur de la
cyclooxygénase, permettant ainsi d’'empécher la libération de PGF., (effet antilutéolytique). On a
donc une production préférentielle de PGEz qui a un réle en tant que signal lutéotrope et
lutéoprotecteur ainsi qu’en tant que médiateur de la réceptivité endométriale et de la fonction
immunitaire. On obtient alors un maintien du corps jaune et une production continue de P4 (Arosh et
al., 2004 ; Brooks et al., 2014 ; Ledoux, 2011). La sécrétion d’IFNt est maximale entre les jours 15
et 17 et on peut le retrouver jusqu’au jour 28 (Hopper, 2021).

Parallelement, le géne HSD11B1, induit par la P4 et stimulé par I'lFNt et les prostaglandines
dans I'endomeétre induit la production de cortisol par I'endométre et le conceptus. Le cortisol est un
régulateur essentiel de I'élongation du conceptus via des effets sur la croissance et la survie du
trophectoderme, ainsi que sur l'expression des génes liés a I'élongation et a l'implantation (Brooks
et al., 2014).

b. L’implantation

L’'utérus joue un role clé, que ce soit dans le processus d’élongation ou d’'implantation de
'embryon. |l sécréte des histotrophes qui, associés a des modifications du transcriptome
endométrial, déterminent la receptivité de I'utérus (Rodriguez-Alonso et al., 2020).

Le liquide utérin est un environnement hautement dynamique contenant du plasma sanguin, des
protéines endométriales et des cellules épithéliales qui, en renouvellement constant, sont
continuellement extrudées dans la lumiére. L’embryon et 'utérus de la mére sont en constante
communication (Velazquez et al., 2010).
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B. Dimorphisme sexuel et interféron tau

L’objectif, le stade de développement, I'utilisation d’embryon in vitro ou in vivo et la technique
de sexage des articles étudiés dans cette partie est décrite dans le tableau présent en Annexe 4.

a. Existe-t-il une différence de production d’IFNt entre les embryons males et
femelles ?

Plusieurs auteurs se sont intéressés a la production d'IFNt des embryons males et femelles
produits in vivo et in vitro, a différents stades de développement (Larson et al., 2001 ; Kimura et al.,
2004 a ; Walker et al., 2009 ; Schanzenbach et al., 2019).

In vivo, il a été montré qu’'a partir du 8éme jour post-insémination, les embryons femelles
produisent presque deux fois plus d'IFNt que les males et cette différence est significative (p<0,05).
Plus précisément, les embryons ont été récoltés au jour 8 et 9 de développement puis étudiés aprés
24h et 48h de culture. A 24 heures de culture les valeurs moyennes étaient, pour les embryons
males de 16,6 + 3,7 pg/lembryon et pour les embryons femelles de 49,4 + 9,0 pg/lembryon. A 48h,
les embryons males avaient produit 189,8 + 37,1 pg/embryon et les femelles 410,9 + 66,6
pg/embryon (Kimura et al., 2004 a).

Cependant, cette différence de production entre les embryons méales et femelles disparait a partir
du 14°™ jour de développement. En effet, au stade conceptus en cours d’élongation, aucune
différence significative n’a été observée entre les embryons males et femelles (Kimura et al., 2004
a).

In vitro, au stade blastocyste, ce dimorphisme avait été démontré par Larson et al. (2001). En
effet, les embryons femelles produisaient plus d'IFNt que les males.

b. Comment expliquer une telle différence ?

Deux hypothéses ont été souleveées dans la littérature pour expliquer ce dimorphisme in vitro.
Soit les blastocystes femelles expriment des variantes plus puissantes de I'IFNt (Walker et al.,
2009), soit elles expriment une plus grande quantité d'IFNt (Schanzenbach et al., 2019).

Walker et al. (2009), se sont intéressés a I'hypothése que les blastocystes femelles expriment
des variantes plus puissantes de I'lFNt sans pouvoir la confirmer. En effet, les blastocystes femelles
n’ont pas exprimé plus de types de transcrits que les blastocystes males (P = 0,543), ni un groupe
différent de transcrits. Les méles et les femelles exprimaient principalement les IFNt-1c et 3a.

Le dimorphisme sexuel dans la production d'IFNt devrait donc résulter d’'une augmentation de
I'expression globale des IFNt et non de la présence de variantes différentes d'IFNt exprimées par
les femelles (Walker et al., 2009).

Schanzenbach et al. (2019) ont cherché a quantifier la production d'IFNt dépendante du sexe
au niveau transcriptionnel et traductionnel des blastocystes males et femelles au 8°™ et 10°™ jour
de culture. Les embryons femelles présentaient un niveau de transcription 5,6 fois plus élevés
(p<0,0001) et un niveau de traduction 3,6 fois plus élevés (p<0,0001) que les méles (Schanzenbach
et al., 2019).

De plus, ils ont étudié I'activité biologique des IFNt a travers la réponse de I'expression des
génes des cellules du stroma endométrial a la suite d’'une stimulation dose-dépendante des IFNT.
Les trois génes stimulés par I'IFNt étaient : OAS1, ISG15 et MX2.

L’expression de ces trois génes était plus élevée en présence d’embryons femelles : OAS1 : 1,8
fois ; ISG15 : 2,4 fois et MX2 : 5,2 fois. Cette différence était significative (p<0,001) (Schanzenbach
et al., 2019).

Ainsi, 'hypothése la plus probable est que les blastocystes femelles ont une expression accrue
des génes et des protéines IFNTt, plutét que d'exprimer des variantes d'IFNt plus puissantes.
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c. Le milieu de culture a-t-il une influence sur le dimorphisme lié a I'lFNz ?

La production d'IFNt a été mesurée au stade blastocyste expansé et les embryons ont été
cultivés dans des milieux SOF avec et sans glucose. Dans les deux cas, les embryons femelles ont
produit plus d'IFNt que les méales (aprés 48 heures de culture 125,4 +/- 13,3 pg/embryon pour les
femelles et 73,0 +/- 9,7 pg/embryon pour les méles, p < 0,01) (Kimura et al., 2004 a).

d. Peut-on utiliser ces différences pour effectuer un diagnostic de sexe et quelles
en sont les conditions ?

Au stade blastocyste, les embryons femelles produisent plus d'IFNt que les males (Kimura et
al., 2004 a ; Larson et al., 2001). Cependant, il sera difficile d’utiliser ce paramétre comme moyen
non invasif de prédire le sexe de 'embryon en raison de la grande variabilité de production d'IFNt
(Figure 10). De plus, cette différence n’est plus constatée a partir du 14éme jour (Kimura et al., 2004
a).

Figure 10 : Diagramme de dispersion montrant la quantité d'IFNt (en pg par embryon)
produites par les blastocystes males et femelles collectés in vivo au jour 9 post-
insémination aprés 24 et 48 heures de culture (Kimura ef al., 2004 a)
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En conclusion

Mise en évidence du dimorphisme sexuel

- Au stade blastocyste, a partir du 8°™ jour post fécondation, en excluant le biais du milieu de culture,
les embryons femelles produisent plus d'IFNt que les méales (Larson et al., 2001 ; Kimura et al., 2004
a).
- La différence disparait a partir du 14°™ jour de développement (Kimura et al., 2004 a).

Hypothéses expliquant ce dimorphisme
- Les blastocystes femelles n’expriment ni plus de types de transcrits que les blastocystes males, ni
un groupe différent de transcrits (Walker et al., 2009).

- Les blastocystes femelles possédent un niveau de transcription et un niveau de traduction des
IFN< plus élevé que les méles (Schanzenbach et al., 2019).

Diagnostic du sexe de I'embryon
- Il est difficile d’utiliser ce paramétre comme moyen non invasif pour prédire le sexe de I'embryon
en raison de la grande variabilité de production d'IFNt (Kimura et al., 2004 a).
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3. Dimorphisme sexuel et métabolisme de I’embryon

A. Le métabolisme embryonnaire : de la fécondation au stade blastocyste

Le métabolisme de I'embryon, évolue au cours du développement. On distingue
principalement deux phases (Figure 11) (Milazzotto et al., 2020).

Lors des premiéres divisions de clivage, avant la compaction, 'embryon utilise principalement
du pyruvate et des acides aminés provenant du cycle de l'acide tricarboxylique (TCA) et de la
phosphorylation oxydative, sa capacité a utiliser le glucose est limitée. En effet, le rapport ATP /
ADP inhibe une enzyme clé de la glycolyse, la phosphofructokinase (PFK) (Saint-Dizier et Chastant-
Maillard, 2014 ; Milazzotto et al., 2020). Jusqu’au stade 8 cellules, la synthése protéique est
relativement constante (Morris et al., 2002).

Par la suite, au stade morula et principalement au moment de la compaction, I'activité
métabolique et les besoins en ATP deviennent plus importants, 'embryon augmente sa demande
énergétique, entrainant ainsi une augmentation de la consommation de glucose (Saint-Dizier et
Chastant-Maillard, 2014). Le ratio ATP/ADP est alors modifié, ce qui permet a I'embryon de
métaboliser le glucose plus efficacement (Guerif et al., 2013). Cela permet 'augmentation de la
prolifération et des divisions cellulaires, la synthése protéique, des échanges d’ions et par la suite la
formation et I'expansion du blastoccele conduisant a I'éclosion (Saint-Dizier et Chastant-Maillard,
2014).

Figure 11 : Les différentes voies de production d’énergie au cours du développement de
I’embryon (Milazzotto et al., 2020)
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Le glucose est principalement métabolisé par deux voies : celle des pentoses phosphates
(PPP) et la glycolyse (Figure 12). La premiére permettant la synthése d’antioxydants et de ribose-5-
phosphate conduisant a la production de nucléotides et la deuxiéme permettant la synthése d’ATP
et de pyruvate. Ce dernier pouvant, par la suite, étre transformé en lactate grace a « I'effet Warburg »
(Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2014 ; Milazzotto et al., 2020).

Le transport du glucose a travers les membranes plasmiques des cellules de mammiféres est
assuré par deux mécanismes différents : le transport actif dépendant du sodium et le transport
passif, indépendant de I'énergie, par l'intermédiaire des transporteurs GLUT. Aprés avoir pénétré
dans les cellules embryonnaires, le glucose peut étre métabolisé par la glycolyse ou entrer dans la
voie des pentoses phosphates (Garcia-Herreros et al., 2012).

Aux alentours du jour 15, on observe un ralentissement du métabolisme, et notamment de la
synthése protéique (Morris et al., 2002).

On constate ainsi une évolution de substrat énergétique en fonction du stade de
développement. Cela est corrélé au fait que le milieu de I'oviducte est plus riche en pyruvate et en
lactate alors que celui de I'utérus est plus riche en glucose (Saint-Dizier et Chastant-Maillard, 2014).

La quasi-totalité de 'ATP constituant I'énergie de 'embryon est produite par voie oxydative
dans les mitochondries avec le cycle de I'acide tricarboxylique et la phosphorylation oxydative. Au
stade blastocyste, c’est le trophectoderme qui produit principalement 'ATP (environ 80%) (Saint-
Dizier et Chastant-Maillard, 2014).

Figure 12 : Voie des pentoses phosphates et glycolyse (Stincone et al., 2015)
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Le glucose joue également un rdle important dans la maturation des ovocytes des bovins, il
permet notamment la synthése de la matrice extracellulaire des complexes cumulo-ovocytaires
(COC). Le principal composant de la matrice extracellulaire est I'acide hyaluronique. La glucosamine
est un composant de l'acide hyaluronique et un substrat alternatif au glucose pour la synthése de la
matrice extracellulaire (Salustri et al., 1989). Sutton-McDowall et al. (2004) ont démontré que lorsque
la glucosamine est ajoutée au milieu de maturation des bovins, la consommation de glucose par les
complexes cumulo-ovocytaires diminue et la majeure partie du glucose est utilisée pour la production
de |-lactate via la glycolyse.

La glucosamine est métabolisée en uridine 5-diphospho N-acétylglucosamine (UDP-GIcNAc)
a partir de fructose 6-P par la voie de biosynthése de I'hexosamine. Elle est ensuite utilisée par
'enzyme O-linked GIcNAc transferase (OGT) pour réaliser la glycosylation des protéines
cytosoliques ou nucléaires (Figure 13). Cette enzyme est importante car elle peut entrainer la
glycosylation des résidus sérine et thréonine qui sont normalement phosphorylés, ce qui module
l'activité des protéines (Issad et Pagesy, 2014).

Figure 13 : Voie de O-GlcNAcylation des protéines (Issad et Pagesy, 2014)
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Les acides aminés jouent un role essentiel au cours du développement embryonnaire, que ce
soit pour la synthése protéique, comme source d’énergie pour le métabolisme, comme précurseur
d’acide nucléique, comme régulateur ou encore comme molécules de signalisation (Morris et al.,
2002).

Au cours des premiers clivages, la glutamine et 'aspartate, via la voie de transport du malate-
aspartate (MAT) sont utilisés pour produire de I'énergie (Milazzotto et al., 2020).

Rubessa et al. (2018) ont établi un modéle d'activité métabolique tout au long du développement
de I'embryon bovin produit in vitro. L'utilisation de la spectroscopie par résonance magneétique
nucléaire a haute résolution (RMN 1H) leur a permis d’étudier I'évolution de six glucides dans le
milieu de culture (pyruvate, citrate, formiate, lactate, myo-inositol, acétate) et de neuf acides aminés
(alanine, leucine, isoleucine, valine, histidine, tyrosine, lysine, méthionine et phénylalanine) au cours
de trois périodes importantes du développement embryonnaire : 1) le développement précoce, avant
l'inactivation du chromosome X (du jour 1 au jour 3); 2) le développement intermédiaire, avant
I'apparition de la masse cellulaire interne et du trophectoderme (du jour 3 jusqu'au jour 5) ; et 3) le
développement tardif, lors de la formation du blastocyste (jour 5 jusqu'au jour 7).

Tous les acides aminés évalués suivaient la méme tendance : la consommation augmente aprés
le jour 3, ce qui démontre que dans la premiére phase de développement, les zygotes tirent leurs
substrats énergétiques de substrats endogénes (hérités de 'ovocyte) (Rubessa et al., 2018).
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Cependant, la consommation des glucides est différente au fil du temps. Les concentrations de
myo-inositol et de citrate diminuent au cours du développement tandis que la quantité de pyruvate
est constante pour toute la culture embryonnaire. Le métabolisme du formiate change en fonction
du stade de développement : la concentration maximale a été trouvée aux jours 3 a 5 lorsque le
cycle de Krebs est en pleine activité. Cette modulation s'explique par le fait que le formiate est
important pour la synthése des purines, qui se produit aprés quelques jours de développement. La
concentration en lactate augmente aprés le 3éme jour de culture (Wallace et al., 2014 ; Rubessa et
al., 2018).

Il existe une autre source d’énergie potentielle, les lipides intracellulaires. Par R-oxydation, les
acides gras permettent la production d’acétyl-CoA, on a ainsi une modification de lactivité
mitochondriale et de la production d’ATP (Sturmey et al., 2009). lls sont aussi utilisés pour la
synthése des membranes cellulaires, la signalisation cellulaire et participent a la coordination de la
transcription et de la biologie cellulaire au cours de I'élongation. L’utilisation des lipides par 'embryon
augmente & partir du 14°™ jour de développement (Figure 14) (Ribeiro et al., 2016).

Figure 14 : Réle des lipides lors du développement embryonnaire (Ribeiro ef al., 2016)
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B. Dimorphisme sexuel et métabolites présents dans I'utérus

L’objectif, le stade de développement, I'utilisation d’embryon in vitro ou in vivo et la technique
de sexage des articles étudiés dans cette partie est décrite dans le tableau présent en Annexe 5.

a. Existe-t-il une différence de métabolites entre les liquides utérins contenant un
embryon male et femelle ?

L'endométre semble identifier de maniére distincte les embryons males et femelles (Gomez et
al., 2013).

En 2013, une analyse protéomique du liquide utérin au jour 8, prélevé sur des génisses apres
transfert d’embryons méles ou femelles produits in vitro avec du sperme congelé préalablement
sexé, a été réalisée. Pour cela, les embryons ont été transférées dans la corne de génisses, au jour
5 post-fécondation in vitro puis récupérées au jour 8. Le liquide utérin a été récupéré aprés ringage
des cornes utérines des receveuses avec 45 ml de milieu de récupération, composé de PBS + 10
pML/mL d'inhibiteur de protéase. Les embryons ont ensuite été identifiés a l'aide d'un microscope
stéréoscopique et ont été rapidement séparés du liquide utérin, qui a été centrifugé (2000g) a 4 °C
et stocké a -145 °C (Gomez et al., 2013).

Cette étude a permis d’identifier 23 protéines dont la concentration est plus élevée dans le liquide
utérin contenant un embryon femelle par rapport au liquide utérin contenant un embryon male. Parmi
ces protéines, on peut retrouver des protéines de protéasome / immunoprotéasome (PSME1,
PSMA3 et PSMB2), des protéines antioxydantes / anti-stress (PRDX2, PRDX5, PRDX6, TXN,
GSTP1 et HSPAS) et plusieurs enzymes impliquées dans la glycolyse (ENO1, ENO3, GPI et
PGAM1) (Gomez et al., 2013).

De plus, la concentration du fructose était significativement plus élevée dans le liquide utérin
contenant un embryon femelle que celui contenant un embryon méle (1,5 + 0,4 ug/mL pour les males
et 2,7 £ 0,4 ng/mL pour les femelles avec un p<0,05) (Gomez et al., 2013).

Ainsi, le sexe de I'embryon induit des modifications précoces du protéome et des glucides
présents dans le liquide utérin (constaté a J8) (Gomez et al. 2013).

b. Comment expliquer une telle différence ?

Les différences de concentration en hexoses et en enzymes entre les liquides utérins contenant
un embryon méle ou femelle peuvent étre expliquées par des besoins nutritionnels différents entre
les méles et les femelles (Gomez et al., 2013).

En conclusion

- Plusieurs protéines et enzymes, notamment impliquées dans la glycolyse, la glycogénése et les
réponses anti-oxydantes sont présentes en plus grande quantité dans le liquide utérin contenant un
embryon femelle que celui contenant un embryon méle (Gémez et al., 2013).

- La concentration de fructose est plus élevé dans le liquide utérin contenant un embryon femelle
que dans celui contenant un embryon méle (Gomez et al., 2013).
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C. Dimorphisme sexuel et glucides

L’objectif, le stade de développement, I'utilisation d’embryon in vitro ou in vivo et la technique
de sexage des articles étudiés dans cette partie est décrite dans le tableau présent en Annexe 6.

a. Existe-t-il une différence entre le métabolisme du glucose des embryons méles
et celui des femelles ?

Le métabolisme des glucides et plus précisément celui du glucose est primordial pour le bon
déroulement du développement de I'embryon. Un des premiers articles sur le sujet a permis de
mettre en évidence qu’in vivo le métabolisme du glucose, notamment du D-[5-°H]glucose, des
embryons maéles est deux fois plus élevé que celui des embryons femelles (P<0,05) (Tiffin et al.,
1991).

A Tlinverse, l'activité des pentoses phosphates avec le D-[1-14C] glucose, était quatre fois plus
importante chez les embryons femelles que chez les méles. De plus, I'activité du cycle de Krebs
avec la L-[3,4-3H(N)]glutamine était un tiers plus important chez les embryons femelles que chez
les embryons males (Tiffin et al., 1991).

Cependant, ces résultats sont a prendre avec précaution car I'étude porte sur un faible nombre
d’embryons. En effet, le sexe d’'un grand nombre d’embryons n’a pas pu étre déterminé du fait de
I'absence de cellules en métaphase ou de chromosomes mal répartis ou non analysables (Tiffin et
al., 1991).

In vitro, afin de déterminer la différence d'utilisation du glucose entre les blastocystes males et
femelles, I'expression des génes GLUT 1, 3 et 4 a été analysée. Elle était significativement plus
élevée pour les blastocystes femelles que pour les méles. Pour les auteurs ce résultat montre que,
contrairement aux embryons in vivo, les embryons femelles in vitro consomment plus de glucose
que les embryons males (Sidrat et al., 2019). Toutefois, le lien entre consommation de glucose et
transporteur n’est pas clairement expliqué par les auteurs. De plus, dans ce cas, la mise en évidence
d’une différence entre in vivo et in vitro est basée sur deux choses différentes. En effet, in vivo, c’est
la présence de glucose dans le milieu de culture qui est observée alors qu’in vitro, les auteurs se
sont intéressés au transporteur de glucose GLUT.

Toujours in vitro, une différence dans le métabolisme du glucose entre les embryons males et
femelles a été mise en évidence en introduisant du glucose dans le milieu de culture. Les embryons
males présentaient 1,25 fois plus de cellules que les embryons femelles (P= 0,0001). Cependant,
les mécanismes expliquant cette différence n'ont pas été étudiés, seulement le nombre de cellules
(Bredbacka et Bredbacka, 1996).

Beaucoup plus récemment, la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN 1H) a
haute résolution a permis & Rubessa et al. (2018) d’étudier les différences de métabolisme entre les
embryons males et femelles in vitro (le glucose n’a pas été étudié dans cette étude). Du jour 1 au
jour 3, avant l'inactivation de X et du jour 3 au jour 5, avant I'apparition de la masse cellulaire interne
et du trophectoderme, aucune différence significative du métabolisme des glucides n’a été mise en
évidence entre les embryons males et femelles. Cependant, entre le jour 5 et le jour 7, lors de la
formation du blastocyste, on observe une différence uniquement pour le pyruvate qui est présent en
plus grande quantité dans le milieu contenant un embryon femelle que celui des embryons males.

b. Comment expliquer une telle différence ?

Le dimorphisme sexuel lié au métabolisme du glucose pourrait étre d a des différences de
transcriptions de génes impliqués dans les principales voies du meétabolisme des glucides.

Les principaux génes étudiés sont, le géne GG6PD codant pour la glucose-6-phosphate
déshydrogénase, la premiére enzyme de la voie des pentoses phosphates et le géne PGK codant
pour la phosphoglycérate kinase, enzyme clé de la glycolyse (Wrenzycki et al., 2002).
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In vivo, aucune différence de transcription de ces deux génes n’a été constatée entre les
embryons méles et femelles (Wrenzycki et al., 2002).

In vitro, la quantité d’ARNm G6PD était significativement plus élevée chez les embryons femelles
que chez les males, au stade morula et au stade blastocyste. Au stade morula, la quantité ’ARNm
du géne PGK était significativement plus élevée chez les embryons femelles que chez les méles.
Cependant, aucune différence significative n’a été observée au stade blastocyste (Wrenzycki et al.,
2002).

Ces résultats confirment que le métabolisme des embryons femelles est plus élevé que celui
des males, notamment au stade morula.

Ces génes sont situés sur le chromosome X. Chez les embryons femelles, au stade morula,
l'inactivation d’'un des deux chromosomes X n’a pas encore eu lieu, les deux chromosomes sont
donc actifs. Une des hypothéses est que la présence de deux chromosomes X impacte ces deux
enzymes et entraine des différences dans le métabolisme des glucides comparé aux embryons
males (Kimura et al., 2005 ; Kimura et al., 2008).

Cependant, certains auteurs sont en contradiction avec les résultats présentés précédemment.
En effet, en 2012, une étude in vitro des principales protéines impliquées dans le métabolisme du
glucose des blastocystes bovin au 7°™ jour post-insémination a été réalisée. Les protéines étudiées
étaient I'hexokinase-l (HK-I), la phosphofructokinase-1 (PFK-1), la pyruvate kinase 1/2 (PKM1/2), la
glycéraldehyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), GLUT-1 et GSK-3 (Figure 15). Garcia-
Herreros et al. (2012) ont montré que leur expression protéique est significativement plus élevée
dans les embryons males que dans les femelles.

Figure 15 : Identification de HK-I, PFK-1, PKM1/2, GAPDH et de GLUT-1 dans les
blastocystes bovins par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de
dodécylsulfate (Garcia-Herreros ef al., 2012)
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c. Quel est I'impact du dimorphisme sexuel sur le sex-ratio ?

Outre I'existence de différences de métabolisme entre les embryons males et femelles, la
présence de glucose dans le milieu de culture in vitro a aussi un impact sur le développement des
embryons et donc sur le sex-ratio.

De maniére générale, les embryons se développent plus difficlement dans un milieu contenant
du glucose (Gutiérrez-Adan et al., 2001 ; Larson et al., 2001). Cependant ce n’est pas le cas pour
le fructose, un autre glucide impliqué dans la glycolyse. Celui-ci n’a pas d’effet délétére sur le
développement des embryons lorsqu’il est présent dans le milieu de culture (Kimura et al., 2005).

Page 40



Si on s’intéresse plus particulierement aux différences entre males et femelles, aux jours 9 et 10
du développement, on constate un déséquilibre du sex-ratio avec une diminution du nombre
d’embryons femelles atteignant le stade blastocyste expansé (p<0,05). La présence de glucose dans
le milieu de culture a donc un effet plus délétére sur le développement des embryons femelles que
sur celui des males (Gutierrez-Adan et al., 2001 ; Larson et al., 2001). Ce désequilibre du sex-ratio
n’est constaté qu’a partir d’'un certain seuil de 2,5 mM de glucose (p<0,05) (Kimura et al., 2005).

Contrairement au glucose, la présence de fructose dans le milieu de culture n’a pas d’effet sur
le sex-ratio (Kimura et al., 2005).

Malgré le fait que le glucose soit une source d'énergie majeure pour les cellules somatiques des
mammiféres, une forte concentration (>2,5 mM) au début du développement peut étre déelétére pour
I'embryon bovin. De plus, il bloque de maniére sélective le développement des embryons femelles
pendant la transition morula-blastocyste et fausse par conséquent le sex-ratio en faveur des males
(Gutiérrez-Adan et al., 2001a ; Kimura et al., 2005 ; Larson et al., 2001).

L’ajout d’inhibiteurs de la voie des pentoses phosphates via I'inhibition de la G6PD (la
déhydroépiandrostérone (DHEA) et la 6-amino-nicotinamide (6-AN)) dans le milieu de culture a
permis un maintien du sex-ratio a une valeur de 0,5 malgré la présence de glucose en grande
quantité dans le milieu. Ainsi, I'inhibition de la voie des pentoses phosphates annule les effets du
glucose sur le sex-ratio, mais les mécanismes expliquant ce phénoméne n’ont pas été étudiés
(Kimura et al., 2005).

La glucosamine est un substrat alternatif au glucose pour la synthése de la matrice
extracellulaire. Son ajout dans le milieu de culture entraine une diminution significative du taux de
développement des embryons au stade huit cellules et au stade blastocyste. Cependant, le sex-ratio
est modifié en faveur des embryons males uniquement lorsque la glucosamine est ajoutée en grande
quantité (5mM) et apres la transition maternelle zygotique (Kimura et al., 2008).

L’ajout d’un inhibiteur de I'enzyme O-linked GIcNAc Transferase (OGT), la benzyl-2-acetamido-
2-deoxy- a-d-galactopyranoside (BADGP), en plus d’'une grande quantité de glucosamine dans le
milieu de culture, fait disparaitre le biais du sex-ratio en faveur des males. Cela suggére que la
glycosylation liée a 'oxygéne est impliquée dans le déséquilibre du sex-ratio (Kimura et al., 2008).

De plus, le géne OGT, comme le géne G6PD impliqué dans le métabolisme du glucose, est situé
sur le chromosome X (Shafi et al., 2000). Une des hypothéses est donc qu'une fois le génome
embryonnaire activé, la présence de deux chromosomes X actifs entraine une plus forte expression
du géne OGT dans les embryons femelles. Les embryons deviennent plus sensibles au stress
métabolique qui peut altérer le statut de glycosylation des protéines importantes pour le
développement, telles que les facteurs de transcription (Kimura et al., 2008).

d. Peut-on utiliser ces différences pour effectuer un diagnostic de sexe et quelles
en sont les conditions ?

L'analyse métabolomique est définie comme une analyse quantitative non ciblée des tissus et
des biofluides pour les métabolites organiques endogénes de faible masse moléculaire (Nadal-
Desbarats et al., 2013). Les profils métaboliques et leurs changements au fil du temps, en raison de
stimuli physiologiques et/ou physiopathologiques fournissent des informations importantes qui
aident a comprendre la régulation biologique et les mécanismes physiopathologiques. Les
modifications des concentrations des métabolites intracellulaires peuvent étre facilement étudiées a
l'aide de techniques métabolomiques telles que la spectroscopie par résonance magnétique
nucléaire a haute résolution (RMN 1H). La RMN 1H s'est révélée étre I'une des technologies les plus
puissantes pour I'analyse métabolomique des fluides biologiques. Elle est capable d'analyser les
tissus et les fluides intacts, produisant un profil complet des métabolites (Kumar et al., 2014).
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Cette technique a permis d’obtenir un modéle d’activité métabolique au cours du développement
de 'embryon bovin et de montrer les différences entre embryon male et femelle. De plus, elle a
permis de mettre en évidence I'existence d’'un indicateur permettant de prédire le sexe de 'embryon.
En effet, entre les jours 5 et 7 de culture, le pyruvate présent dans le milieu de culture semble prédire
le sexe de I'embryon avec une précision de 64,7 %, une sensibilité de 40 % et une spécificité de
80 % (Figure 17) (Rubessa et al., 2018).

Figure 16 : Fiabilité de la variable pyruvate pour prédire le sexe de I'embryon (Rubessa et
al., 2018)

Metabolite  Absolute value Percentages
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¢ & 2 4
Pyruvate 4 12 3 6

64.0 40.0 80.0 429 333

False POS false positive, false NEG false negative

La précision et les valeurs de sensibilité et de spécificité ne sont pas trés élevées. En effet, la
sensibilité est de 40%, c’est-a-dire que si la concentration de pyruvate indique que I'embryon est
une femelle, il y a seulement 40% de chance pour que résultat soit vrai. De plus, la spécificité est
de 80%, c’est-a-dire que sila concentration de pyruvate indique que 'embryon n’est pas une femelle,
il y a 80% de chance pour que ce soit vrai. Des recherches supplémentaires sont nécessaires afin
de pouvoir utiliser cette méthode pour déterminer le sexe d’'un embryon de bovin.

En conclusion

Mise en évidence du dimorphisme sexuel

Invivo :

- Le métabolisme du glucose des embryons males est deux fois plus élevé que celui des embryons
femelles. Cependant I'activité des pentoses phosphates est quatre fois plus élevé chez les embryons
males que chez les embryons femelles (Tiffin et al., 1991).

In vitro :
- L'expression des génes GLUT 1, 3 et 4 est significativement plus élevée pour les blastocystes
femelles que pour les males (Sidrat et al., 2019).

- En présence de glucose dans le milieu de culture, les embryons méles présentent un nombre de
cellules plus élevé que celui des embryons femelles (Bredbacka et Bredbacka, 1996).

- Entre le jour 5 et le jour 7, lors de la formation du blastocyste, la consommation du pyruvate est
plus élevée chez les embryons méles que chez les femelles (Rubessa et al., 2018).

Hypothéses expliqguant ce dimorphisme

- In vitro, le géne G6PD est transcrit en plus grande quantité chez les embryons femelles que chez
les méales au stade morula et blastocyste. Aucune différence significative in vivo (Wrenzycki et al.,
2002).

- In vitro, le géne PGK est transcrit en plus grande quantité chez les femelles que chez les méles au
stade morula. Aucune différence significative in vitro au stade blastocyste et in vivo (Wrenzycki et
al., 2002).
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- L'expression des protéines glycolytiques (HK-I, PFK-1, GAPDH, PKM1/2), du transporteur de
glucose GLUT-1 et de la protéine glycogénétique GSK-3 est plus élevée dans les embryons males
que dans les embryons femelles (Garcia-Herreros et al., 2012).

Dimorphisme et sex-ratio

- La présence de glucose dans le milieu de culture a un effet délétére sur le développement des
embryons femelles (Larson et al., 2001 ; Gutiérrez-Adan et al., 2001) et le seuil de sensibilité est de
2,5 mM (Kimura et al., 2005).

- Contrairement au glucose, le fructose n’a pas d’effet sur le sex-ratio et n’a pas d’effet délétére sur
le développement des embryons (Kimura et al., 2005).

- L’inhibition de la voie des pentoses phosphates permet de corriger la déviation du sex-ratio causé
par la présence de glucose en grande quantité dans le milieu de culture (Kimura et al., 2005).

- La présence de glucosamine dans le milieu de culture modifie le sex-ratio en faveur des males
uniquement lorsqu’elle est ajoutée en grande quantité (5mM) et aprés la transition maternelle
zygotique (Kimura et al., 2008).

- L’inhibition de 'OGT permet de corriger la déviation du sex-ratio causé par la présence de
glucosamide en grande quantité dans le milieu de culture (Kimura et al., 2008).

Diagnostic du sexe de 'embryon
- L’analyse métabolomique par spectroscopie RMN 1H est une méthode non invasive avec le
potentiel de permettre de déterminer le sexe d’'un embryon de bovin (Rubessa et al., 2018).

- Parmi les glucides, le pyruvate est un candidat potentiel. En effet, du jour 5 au jour 7, la
concentration de pyruvate est plus élevée dans le milieu de culture contenant un embryon
femelle que celui contenant un embryon male. Ce paramétre est donc un indicateur permettant de
déterminer le sexe de 'embryon (64 % de précision) (Rubessa et al., 2018). Plus d’études seraient
nécessaires afin d’améliorer cette précision.
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D. Dimorphisme sexuel et acides aminés

Les acides aminés ont un role essentiel dans le développement embryonnaire. lls jouent
principalement le réle de source d’énergie mais agissent aussi comme des osmolytes, des
régulateurs du pH, des protecteurs de la viabilité cellulaires et des substrats pour la synthése des
protéines et des acides nucléiques (Lane, 2001).

In vitro, les acides aminés ont des effets positifs sur le développement embryonnaire bovin (Van
Winkle, 2001). De plus, afin de maintenir un pool d’acides aminés endogénes, les embryons
préimplantatoires possédent des transporteurs d’acides aminés. Cependant, en grande quantité
dans le milieu de culture, les acides aminés peuvent avoir un effet délétére sur le développement
embryonnaire, notamment par une réduction des taux de clivages (McEvoy et al., 1997).

Le métabolisme des acides aminés se divisent en deux grandes catégories, leur synthése et leur
catabolisme (Université des Fréres Mentouri Constantine 1, 2022).

Trois familles d’acides aminés participent au catabolisme dans I'embryon : les acides aminés
glucoformateurs qui permettent la synthése d’ «-cétoglutarate, d’oxaloacétate, de fumarate, de
succinyl-CoA et de pyruvate. C’est le cas d’acides aminés non essentiels : alanine, asparagine,
aspartate, glutamate, glutamine, proline, glycocolle, sérine, cystéine et d’acides aminés essentiels :
arginine, histidine, méthionine, thréonine et valine. Les acides aminés cétogénes qui permettent la
synthése d’acétyl-CoA ou d’acétoaceétyl-CoA. C’est le cas de la leucine et de la lysine. Et enfin, les
acides aminés glucoformateurs et cétogénes tels que la tyrosine (non essentiel), la phénylalanine,
le tryptophane et Iisoleucine (essentiels) (Université des Fréres Mentouri Constantine 1, 2022).

L’'importance du catabolisme des acides aminés, notamment dans le cycle de Krebs est rappelé
dans la Figure 17. En bleu, les acides aminés glucoformateurs, en rouge, les cétogénes et en noir,
les glucoformateurs et cétogénes (Université des Fréres Mentouri Constantine 1, 2022).

Figure 17 : Catabolisme du squelette carboné des acides aminés (Université des Fréres
Mentouri Constantine 1, 2022)
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Concernant la synthése des acides aminés. Seuls les acides aminés non essentiels peuvent étre
synthétisés par I'organisme. Les voies de biosynthése sont nombreuses mais leur point commun est
que le squelette carboné des acides aminés provient des intermédiaires de la glycolyse, de la voie
des pentoses phosphates ou du cycle de I'acide citrique (Figure 18) (Université des Fréres Mentouri

Constantine 1, 2022).

Figure 18 : Voies de biosynthése des acides aminés (Université des Fréres Mentouri
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L’objectif, le stade de développement, I'utilisation d’embryon in vitro ou in vivo et la technique de
sexage des articles étudiés dans cette partie est décrite dans le tableau présent en Annexe 7.

a. Existe-t-il une différence dans le métabolisme des acides aminés des embryons
maéles et celui des femelles ?

In vitro, au 7°™ jour post-fécondation, aux stades blastocyste et blastocyste expansé, une
analyse du profil des acides aminés du milieu de culture par chromatographie en phase liquide haute
performance ou haute pression (HPLC) a permis de mettre en évidence des différences entre les
embryons maéles et femelles (Sturmey et al., 2010). Dix-sept acides aminés ont été étudiés (Alanine,
arginine, asparagine, aspartate, glutamine, glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine, méthionine,
phénylalanine, sérine, thréonine, tryptophane, tyrosine, valine). Sept d’entre eux ont montré une
différence de concentration entre les embryons males et femelles : arginine, glutamine, méthionine,
glycine, phénylalanine, tyrosine et valine. Les augmentations ou diminutions de concentration citées
par la suite proviennent de comparaison entre le milieu de culture d’'origine et le milieu de culture
aprés avoir contenu un embryon male ou femelle pendant 24 heures.

Plus précisément, au stade blastocyste, les auteurs ont constaté dans le milieu de culture des
embryons femelles, une déplétion accrue d’arginine (p<0,02), de glutamine (p<0,04) et de
méthionine (p<0,02) ainsi qu’une augmentation de la concentration de glycine (p<0,04).

Pour les embryons males, une déplétion accrue de la phénylalanine (p<0,01), la tyrosine
(p<0,03) et la valine (p<0,01) a été observé.

Les auteurs ont donc fait 'hypothése que les embryons femelles consomment plus d’arginine,
de glutamine et de méthionine mais moins de glycine et les embryons méales consomment plus de
phénylalanine, de tyrosine et de valine (Sturmey et al., 2010). Le lien entre 'augmentation et la
diminution de la concentration de ces acides aminés dans le milieu de culture et consommation par
les embryons n’a pas été clairement expliqué par les auteurs.

Au stade blastocyste expansé, les différences entre les embryons méles et femelles ont en
grande partie disparues. On retrouve uniquement une augmentation de la glycine (p<0,007) chez
les embryons femelles et une déplétion accrue de sérine (p<0,02) chez les embryons males
(Sturmey et al., 2010).

Cependant, I'étude de Gémez et al. (2016), ne trouvent pas les mémes résultats. Aprés avoir
compare in vitro, au stade blastocyste expansé, les concentrations de méthionine, de thréonine, de
tryptophane et de valine entre le milieu de culture d’origine et celui contenant soit un embryon male,
soit un embryon femelle, les femelles présentaient une augmentation de la thréonine et les males
présentaient une augmentation de la méthionine et du tryptophane. De plus, ils ont constaté une
libération plus importante de valine et de la biotine dans le milieu de culture des embryons males.
La biotine est un cofacteur responsable du transfert de dioxyde de carbone dans les enzymes
carboxylases qui comprennent la propionyl-CoA carboxylase (PCC) et la pyruvate carboxylase (PC).
Elle est impliquée dans le métabolisme de la valine (Gémez et al., 2016).

Plus récemment, Rubessa et al. (2018), ont étudié le métabolisme des embryons males et
femelles, in vitro. La technique d’analyse utilisée a été la spectroscopie par résonance magnétique
nucléaire a haute résolution (RMN 1H). Plus précisément, la concentration en neuf acides aminés
ont été comparée entre les milieux de culture contenant des embryons males et ceux contenant des
embryons femelles : alanine, leucine, isoleucine, valine, histidine, tyrosine, lysine, méthionine et
phénylalanine.

Du jour 3 au jour 5, avant I'apparition de la masse cellulaire interne et du trophectoderme et du
jour 5 au jour 7, lors de la formation du blastocyste, aucune différence significative du métabolisme
des acides aminés n’a été mise en évidence entre les embryons males et femelles.

Cependant, dans les trois premiers jours du développement, bien avant l'inactivation du
chromosome X, on observe une concentration plus faible en valine dans les milieux de culture
contenant un embryon femelle que dans ceux contenant un embryon male.
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Les auteurs émettent ainsi 'hypothése que les embryons femelles consomment plus de valine
que les embryons méles (Rubessa et al., 2018).

En 2020, Muioz et al. (2020) ont réalisé une analyse quantitative du métabolome de l'interface
embryo-maternelle a 'aide de la résonance magnétique nucléaire (RMN) en combinaison avec un
modele validé de co-culture de cellules endométriales. En effet, les embryons ont été co-cultivés
individuellement pendant 48 heures avec soit les cellules épithéliales de 'endomeétre, soit les cellules
stromales de 'endométre.

Cette étude a permis d’identifier et de quantifier vingt-six métabolites et ainsi de comparer leur
concentration entre des milieux de culture contenant des embryons males ou des embryons femelles
(Munoz et al., 2020).

Concernant les milieux de culture contenant des cellules épithéliales de I'endométre, des
différences ont été constatées pour quatre acides aminés : les concentrations en L-Phénylalanine
(p<0,05), en L-Tyrosine (p<0,05), en L-Thréonine (p<0,05) et en L-Glycine (p<0,05) étaient
significativement plus élevées dans les milieux contenant un embryon femelle que dans ceux
contenant un embryon male (Mufioz et al., 2020).

Cependant, aucun des métabolites identifiés n’a montré de différence entre males et femelles
concernant les milieux de culture contenant les cellules stromales de 'endométre (Mufioz et al.,
2020).

Les résultats de ses quatre articles sont contradictoires. Les acides aminés étudiés ne
sont pas exactement les mémes mais la plupart sont présents dans les quatre études. De
plus, leurs comparaisons ne sont pas identiques. Sturmey et al. (2010) et Gomez et al. (2016)
comparent les concentrations en acides aminés entre le milieu de culture d’origine et le
milieu de culture aprés avoir contenu un embryon male ou femelle pendant 24 heures.
Rubessa et al. (2018) comparent les concentrations en acides aminés entre les milieux de
culture contenant un embryon femelle et ceux contenant un embryon male. Enfin, Muihoz et
al. (2020) comparent, dans un premier temps, les concentrations en acides aminés entre les
milieux de culture contenant des cellules épithéliales de ’endométre et un embryon femelle
et ceux contenant des cellules épithéliales de I'endométre et un embryon male. Dans un
second temps, ils comparent les concentrations en acides aminés entre les milieux de culture
contenant des cellules stromales de ’endomeétre et un embryon femelle et ceux contenant
des cellules stromales de '’endomeétre et un embryon male.

b. Comment expliquer une telle différence ?

L’une des hypothéses expliquant ce dimorphisme sexuel concernerait 'expression de génes liés
au chromosome X et en particulier le géne de I'hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase
(HPRT). Ce géne est exprimé de maniére différente entre les embryons males et femelles. Il n’est
pas directement lié au métabolisme des acides aminés mais fait partie intégrante des voies de
sauvetage des purines. L’augmentation de I'expression de ce géne chez les embryons femelles
entrainerait une régulation inappropriée de la purine et conduirait ainsi a une augmentation du besoin
en acides aminés afin d’assurer sa biosynthése (Sturmey et al., 2010).

Cependant, en 2020, I'hypothése inverse est proposée. Selon Mufioz et al. (2020), la mise en
évidence de concentration significativement plus faibles dans le milieu de culture contenant des
cellules épithéliales de 'endomeétre et un embryon male pour 4 acides aminés (la tyrosine, la
thréonine, la phénylalanine et la glycine), suggére que les embryons males consomment plus
d’acides aminés que les embryons femelles et donc qu'ils ont des besoins plus élevés (Mufioz et al.,
2020). Une autre hypothése serait que les embryons femelles produisent et libérent plus ces acides
aminés dans le milieu que les males.
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c. Peut-on utiliser ces différences pour effectuer un diagnostic de sexe et quelles
en sont les conditions ?

Tout comme pour le métabolisme des glucides, I'analyse métabolomique par spectroscopie
RMN 1H a permis de mettre en évidence I'existence d’un indicateur permettant de prédire le sexe
de I'embryon. En effet, pendant les trois premiers jours du développement, la valine semble prédire
le sexe de I'embryon avec une précision de 66,7 %, une sensibilité de 60 % et une spécificité de
73 % (Figure 18) (Rubessa et al., 2018).

Figure 19 : Classification de la variable de prédiction valine (Rubessa ef al., 2018)

Metabolite ~ Absolute value Percentages

Correct Incorrect Correct  Sensitivity  Specificity = False POS  False NEG
@ 6 & &
Valine 9 11 4 6 66.7 60.0 73.3 30.8 353

False POS false positive, false NEG false negative

La précision et les valeurs de sensibilité et de spécificité ne sont pas trés élevées. En effet, la
sensibilité est de 60%, c’est-a-dire que si la concentration de pyruvate indique que I'embryon est
une femelle, il y a seulement 60% de chance pour que résultat soit vrai. De plus, la spécificité est
de 73%, c’est-a-dire que si la concentration de pyruvate indique que 'embryon n’est pas une femelle,
il y a 73% de chance pour que ce soit vrai. Des recherches supplémentaires sont nécessaires afin
de pouvoir utiliser cette méthode pour déterminer le sexe d’'un embryon de bovin.
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En conclusion

Mise en évidence du dimorphisme sexuel

Avant la formation du blastocyste :

- Du jour 1 au jour 3, la concentration de valine est plus faible chez les embryons femelles que chez
les méles (Rubessa et al., 2018).

Au stade blastocyste :

La comparaison entre le milieu d’origine et celui contenant un embryon male ou femelle a mis en
évidence :

- des différences entre les embryons maéles et femelles pour sept acides aminés : arginine,
glutamine, méthionine, glycine, phénylalanine, tyrosine et valine (Sturmey et al., 2010)

- que le milieu de culture des embryons femelles présentait une concentration plus élevée en
arginine, glutamine et méthionine mais plus faible en glycine par rapport au milieu d’origine (Sturmey
et al., 2010).

- que le milieu de culture des embryons males présentait une concentration plus élevée en
phénylalanine, tyrosine et valine par rapport au milieu d’origine (Sturmey et al., 2010).

La comparaison des milieux de culture contenant soit un embryon male, soit un embryon femelle n’a
mis en évidence aucune différence significative (Rubessa et al., 2018).

Enfin Mufoz et al., (2020) ont comparé les milieux de culture contenant soit un embryon male soit
un embryon femelle avec soit des cellules épithéliales soit des cellules stromales de I'endométre.
Les concentrations en L-Phénylalanine, en L-Tyrosine, en L-Thréonine et en L-Glycine étaient
significativement plus élevées dans le milieu contenant des cellules épithéliales d’embryon femelle
que celui contenant des cellules épithéliales d’embryon male (Mufioz et al., 2020).Cependant, aucun
des métabolites étudiés n’a montré de différence entre les milieux contenant des cellules stromales
d’embryon méle et femelle (Mufioz et al., 2020).

Au stade blastocyste expansé :

La comparaison entre le milieu d’origine et celui contenant un embryon male ou femelle a mis en
évidence :

- Une diminution du dimorphisme sexuel comparé au stade blastocyste (Sturmey et al., 2010).

- Le milieu de culture des embryons femelles présentaient une augmentation de la thréonine et celui
des males présentait une augmentation de la méthionine et du tryptophane ainsi que de la valine et
de la biotine (Gomez et al., 2016).

Hypothéses expliquant ce dimorphisme

- Soit les embryons males libérent moins de tyrosine, de thréonine, de phénylalanine et de glycine
que les femelles, ce qui pourrait étre expliqué par des besoins plus élevés en acides aminés des
embryons males (Muinoz et al., 2020).

- Soit les embryons femelles produisent plus et donc libérent ces 4 acides aminés en plus grande
quantité dans le milieu.

Diagnostic du sexe de 'embryon
- L’analyse métabolomique par spectroscopie RMN 1H est une méthode non invasive avec le
potentiel de permettre de déterminer le sexe d’'un embryon de bovin (Rubessa et al., 2018).

- Parmi les acides aminés, la valine est une candidate potentielle. En effet, du jour 1 au jour 3, la
concentration de valine est plus faible dans les milieux de culture contenant un embryon femelle que
dans ceux contenant un embryon male. Ce paramétre est donc un indicateur permettant de
déterminer le sexe de 'embryon (66,7 % de précision) (Rubessa et al., 2018). Plus d’études seraient
nécessaires afin d’améliorer cette précision.
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E. Dimorphisme sexuel et oxygéne

L’objectif, le stade de développement, I'utilisation d’embryon in vitro ou in vivo et la technique
de sexage de l'article étudié dans cette partie est décrite dans le tableau présent en Annexe 7.

La consommation d’oxygéne d’'un embryon peut étre quantifiée de maniére non invasive par
microscopie électrochimique a balayage (SECM) (Shiku et al., 2001). Ce paramétre refléterait le
nombre de cellules ou de mitochondries dans I'embryon (Trimarchi et al., 2000).

Les embryons bovins méles semblent atteindre le stade blastocyste plus rapidement et avoir
plus de cellules que les embryons femelles (Avery et al., 1992). Par conséquent, s'il existe une
corrélation entre la consommation d'oxygéne et le sexe des embryons bovins produits in vitro,
I'évaluation non invasive de la consommation d'oxygene de chaque embryon pourrait
potentiellement étre utilisée comme indicateur prédictif du sexe de I'embryon (Agung et al., 2005).

L’évaluation de la consommation d’oxygéne sur des embryons cultivés in vitro et étudiés aux
jours 7, 8 et 9 de culture a permis de montrer que le taux de consommation d'oxygéne des embryons
reflete leur qualité mais n’a pas permis de montrer une différence entre les embryons maéles et
femelles. Cependant, ces résultats sont a considérer avec précaution du fait du nombre limité
d'embryons utilisés (Agung et al., 2005).

En conclusion

In vitro, il ne semble pas y avoir de différence significative entre le taux de consommation d’oxygéne
des embryons bovins males et femelles (Agung et al., 2005).

Page 50




Discussion

Depuis 1990, de nombreux auteurs ont étudié le dimorphisme sexuel des embryons de bovins
lors du développement in vitro. Dans cette thése nous nous sommes principalement intéressés au
dimorphisme sexuel lié a la morphocinétique, la communication materno-embryonnaire avec
linterféron tau et au métabolisme avec les glucides, les acides aminés et 'oxygéne. A notre
connaissance, aucune étude ne s’est encore intéressée au dimorphisme sexuel de I'embryon
concernant les lipides et les acides gras.

Les résultats significatifs et les hypothéses de cette littérature sont résumés dans les Figures 20

et 21.

Figure 20 : Schéma récapitulatif des différentes hypothéses concernant le dimorphisme
sexuel des embryons de bovins au cours des premiers jours de développement in vitro
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Figure 21 : Schéma récapitulatif des différentes hypothéses concernant le dimorphisme

sexuel des embryons de bovins au stade jeune blastocyste
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Mais parmi les conclusions des différentes études, certaines étaient contradictoires, elles n'ont
donc pas été incluses dans les figures précédentes. C’est notamment le cas des études sur les
acides aminés pour lesquels les auteurs ont trouvé des résultats contradictoires (en utilisant des
comparaisons différentes), donc, il est difficile de conclure a leur sujet. Les résultats et hypothéses

sur ce sujet sont présentés dans la Figure 22.

Les augmentations et diminutions sont celles constatés dans les milieux de culture contenant
soit un embryon male, soit un embryon femelle. De plus, les résultats présentés sont uniquement

ceux qui étaient significatifs.

Les contradictions observées peuvent étre dles aux milieux de culture, aux techniques utilisées
ou encore aux fait que les acides aminés étudiés n’étaient parfois pas les mémes.

Figure 22 : Schéma récapitulatif des différentes hypothéses concernant le dimorphisme
sexuel des embryons de bovins et les acides aminés au cours des premiers jours de
développement in vitro
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Malgré ces contradictions, les résultats de ces études ont permis de mettre en évidence des

indicateurs candidats au diagnostic du sexe de I'embryon. Mais des recherches supplémentaires
sont nécessaires afin de pouvoir utiliser cette méthode pour déterminer le sexe d’'un embryon de

bovin. Ces indicateurs sont présentés dans la Figure 23.

Figure 23 : Schéma récapitulatif des indicateurs candidats au diagnostic in vitro du sexe de

I’embryon
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élevée chez les embryons males que
chez les femelles
Précision de 64,7%
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Conclusion

Le dimorphisme sexuel des embryons de bovins au cours des premiers jours de développement
a été I'objet d’étude de nombreux articles. Des différences entre les embryons maéles et femelles ont
été mises en évidence concernant la morphocinétique et le métabolisme. Cependant, certaines
conclusions divergent et se contredisent.

Cela est d0 notamment a la grande variation de compositions du milieu de culture in vitro, de
techniques de culture in vitro, mais aussi, plus rarement, a I'existence d’anomalies sex-spécifiques,
qui peuvent avoir un impact sur le développement embryonnaire.

Malgré cela, certains auteurs ont voulu mettre en place des techniques non invasives s’appuyant
sur le dimorphisme sexuel afin de déterminer le sexe d’'un embryon, mais elles sont peu fiables. Des
recherches plus approfondies sont nécessaires afin d’obtenir des techniques possédant une
sensibilité et une spécificité satisfaisantes.
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Annexe 1

Mots et expressions utilisés dans la littérature pour parler de dimorphisme sexuel chez
I’embryon de bovin et les articles associés

Mots utilisés

Articles

Sexual dimorphism

(Larson et al., 2001)

(Kimura et al., 2004 a)

(Walker et al., 2009)

(Bermejo-Alvarez et al., 2010)

(Sturmey et al., 2010)

(Gémez et al., 2013)

(Ghys et al., 2016)

(Schanzenbach et al., 2019)

(Muhoz et al., 2020)

Sexually dimorphic expression / feature /
difference

(Larson et al., 2001)

Sexually dimorphic feature

(Larson et al., 2001)

Sexually dimorphic difference

(Larson et al., 2001)

Differences between male and female embryos
/ blastocysts / sexes

(Tiffin et al., 1991)

(Holm et al., 1998)

(Peippo et al., 2001)

(Wrenzycki et al., 2002)

(Walker et al., 2009)

(Garcia-Herreros et al., 2012)

(Ghys et al., 2016)

(Rubessa et al., 2018)

(Sidrat et al., 2019)

Sex-related differences

(Bredbacka et Bredbacka, 1996)

(Peippo et al., 2001)

(Wrenzycki et al., 2002)

Sex-dependent differences

(Avery et al., 1991)

(Avery et al., 1992)

(Sturmey et al., 2010)

(Schanzenbach et al., 2019)

Gender differences

(Larson et al., 2001)




Annexe 2

Articles s’intéressant aux déviations de sex-ratio pour révéler un dimorphisme

Mot utilisé Mots utilisés

(Larson et al., 2001)

(Gutiérrez-Adan et al., 2001)

(Wrenzycki et al., 2002)

(Agung et al., 2005)

Sex ratio (Kimura et al., 2005)

(Alomar et al., 2008)

(Kimura et al., 2008)

(Bermejo-Alvarez et al., 2010)

(Rubessa et al., 2018)
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Annexe 3

Objectif, stade de développement et technique de sexage des articles étudiés pour la partie
dimorphisme sexuel et morphocinétique du développement embryonnaire

. o In vitro / In Stade de Technique de
Articles Objectif vivo développement sexage
Déterminer . R Par )
lexistence de 7§me et 86§me caryptypage.
différences de Jours apres Au microscope,
(Avery et al., vitesse de In vitro insémination : du | aprés fixation et
1991) développement entre stade morula au coloration des
les embryons males stade bIastqcyste embryong dans
ot fomelles expansé une solution de
Giemsa a 4%
Déterminer sme sme
'existence de Du 7 au 10 Amplification
différences de . Jourpost- PCR d'une
(Avery et al., ) . insémination : du . .
1992) ’ vitesse de In vitro stade morula au | S€quence d'ADN
développement entre stade blastocyste spécifique du Y
les embryons males expansé bovin
et femelles
Déterminer
'existence de Amplification
(Holm et al. dlffgrences de . Stades morula et . PCR d'ur'1e
1998) ' ’ vitesse de In vitro blastocyste seéquence d'ADN
développement entre spécifique du Y
les embryons males bovin
et femelles
Impact du glucose
dans le milieu de Amplification
(Peippo et al culture sur le De l'insémination PCR d'une
2001) " dimorphisme sexuel In vitro au stade séquence d'ADN
lié a la vitesse de blastocyste spécifique du Y
développement des bovin
embryons de bovins
Déterminer si le
diamétre du Amplificati
blastocyste ou mph |c'a 'on
(Hoelker et al., I'épaisseur de la In vi , PCRd ur']:DN
2006) zone pellucide n vitro Stade blastocyste seqygfr]ce dd y
différent entre les speC|b|qu.e u
embryons méles et ovin
femelles
Role du taureau sur De l'insémination Algnglgfljc'i::oen
(Alomar et al., le developpement In vitro au stade séquence d'ADN
2008) embryonnaire et le blast t 2 cifi du Y
sexratio astocyste specifique du
bovin
(Bermejo- Déterminer s'’il existe De l'insémination Sexage des
Alvarez et al., | des différences de In vitro au stade spermatozoides
2010) vitesse de blastocyste
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développement entre
les embryons males
et femelles, si le
choix du taureau a
un impact sur le sex
ratio et si
'abondance des
transcrits de certains
génes différent entre
les embryons males
et femelles

par cytométrie
de flux

Comparer les taux
d'apoptose de
blastocystes bovins

PCR basée sur

Ghys et al., femelles et males . I'amplification du
( 2yO16) produits in vitro et In vitro Stade blastocyste géne de
cultivés dans I'amélogénine
différentes
conditions
Sexage des
spermatozoides
Mettre en évidence a l'aide d'un
les différences de anticorps
cinétique de monoclonal
développement entre specifique au Y,
, les embryons bovins Wgtllcol\r/lpsm
(S|d2rgtl S; al.’ males et femelles et In vitro Stade bIaStocySte oleiMo

déterminer les
facteurs pouvant les
expliquer

L'exactitude a
été vérifiee par
PCR basée sur
l'amplification du
geéne de
I'amélogénine
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Annexe 4

Objectif, stade de développement et technique de sexage des articles étudiés pour la partie
dimorphisme sexuel et interféron tau

embryonnaire, la
traduction de
I'lFN~ et I'activité
biologique de
'IFNt

Articles Objectif In vitro / In vivo , Stade de Technique de
développement sexage
Existe-t-il un
dimorphisme
sexuel
concernant la Amplification
production d'IFNt Stade P(?R d'une
(Larg(o)g 1et al., chez les In vitro blastoc,:ystgn . séquence d'ADN
) embryons de expanse, 8 C g
bovins ? jour specmqu.e duyY
bovin
Le milieu de
culture a un
impact ?
Deux stades
étudiés :
Déterminer s’il
existe une Stade Amplification
Ki | variation de la blastocyslte, PCR d'une
( m;ggi etal, production d'IFNt In vivo entre les jours séquence d'ADN
a) 8,5¢et9,5 o
entre les spécifique du Y
embryons males Stade conceptus bovin
et femelles en cours
d’élongation, au
14éme jour
Déterminer si les
blastocystes
males et Stade Amplification
femelles peuvent : PCR d'une
(Walker et al., étre distingués In vitro blastocyste jour séquence d'ADN
2009) en fonction du 8 etjgzrr]cﬁptus spécifique du Y
complément de bovin
transcrits qu'ils
expriment
Déterminer les
différences entre
blastocystes
E?r:ee?l ee St Amplific'ation
(Schanzenbach concernant |a In vitro blastsofdset}e au sé oo l:jr']:DN
et al., 2019) transcription y quence

8°™e et 10°™® jour

spécifique du Y
bovin
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Annexe 5

Objectif, stade de développement et technique de sexage des articles étudiés pour la partie
dimorphisme sexuel et métabolites présents dans I'utérus

(Gomez et al.,
2013)

sexuel dans le
liquide utérin en
réponse aux
embryons maéles
et femelles

In vitro

Stade
blastocyste (jour
8)

Articles Objectif In vitro / In vivo , Stade de Technique de
développement sexage
Analyser le
dimorphisme Sexage des

spermatozoides
par cytométrie de
flux
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Annexe 6

Objectif, stade de développement et technique de sexage des articles étudiés pour la partie
dimorphisme sexuel et glucides

et al., 2001)

sex-ratio des

apres

Articles Objectif In vitro / In vivo . Stade de Technique de
développement sexage
Déterminer Par
I'existence d’'une .
différence entre D caryo.typage :
. les embryons u stade morula Au microscope,
(Tlleggef al., bovins males et In vivo au stade apres f_lxatlon et
) femelles blastocyste coloration des
concernant le expansé embryon§ dans
métabolisme du une SO|U’EIOn de
glucose. Giemsa a 4%
Déterminer si la
présence de
glucose dans le
milieu de culture Amplification
(Bredbacka et entralne une Stade 2 a 4 : PCR d'une
Bredbacka croissance plus In vitro cellules (enwrgn séquence d'ADN
1996) ’ importante des 48 heures aprés spécifique du Y
embryons maéles fécondation) .
que des bovin
embryons
femelles chez les
bovins.
Déterminer les
effets Amplification
- Stade blastocyste :
. . spécifiques du . PCR d'une
(Gutierrez-Adan glucose sur le In vitro (jours 7, 8, 9 et 10 séquence d'ADN

spécifique du Y

2002)

transcription de
trois génes liés a

blastocyste

blastocystes fécondation) bovin
bovins
Déterminer les
différences entre
les embryons Amplification
: males et femelles PCR d'une
(Wrenzycki et al, concernant la | In vivo et in vitro Stades morula et séquence d'ADN

spécifique du Y
bovin

effet délétere sur
le
développement

blastocyste

I'X, G6PD, PGK
et Xist
Déterminer la
Conclentrationd Amplification
seuil a partir de ‘
(Kimura et al., | laquelle le i Du stade 8 PQR d'une '
2005) glucose a un n vitro cellules au stade séquence d'ADN

spécifique du Y
bovin
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des embryons
femelles

Le fructose a-t-il
le méme impact
que le glucose

sur le sex-ratio ?

L’ajout
d’inhibiteurs de la
voie des
pentoses
phosphates
permet-il de

corriger les effets
du glucose sur le
sex-ratio ?

(Kimura et al,
2008)

Etudier si la
présence de
glucosamine,
non seulement
pendant la
maturation mais
aussi pendant la
période de
culture
embryonnaire,
entraine une
distorsion du
sex-ratio des
embryons
bovins.

L'OGT, une
enzyme de la
glycosylation des
protéines, liée a
I'X, est-elle
impliguée dans
ce phénoméne ?

In vitro

Stade blastocyste

Amplification
PCR d'une
séquence d'ADN
spécifique du Y
bovin

(Garcia-Herreros
et al., 2012)

Identifier
I'expression
protéique des
enzymes
impliquées dans
les voies
glycolytiques et
glycogéniques
(HK-I, PFK-1,
PKM1/2,
GAPDH, GLUT-
1et GSK-3

Comparer
I'expression de

In vitro

Stade blastocyste

Sexage des
spermatozoides
par cytométrie de
flux
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ces protéines
dans les
embryons maéles
et femelles

Déterminer si la
voie glycolytique
est régulée par
PI3-K dans les

embryons de
bovins.
Jour1a3:
) du stade
Evaluer le une cellule
métabolisme a 4 cellules o
d’'un embryon de Jour3ab5: égg'g%it'eon
(Rubessa et al., | bovin au cours de . du stade 4 ) .
. - In vitro . séquence d'ADN
2018) trois périodes cellules a o
. spécifique du 'Y
importantes  du morula bovin
développement Jour5a7:
in vitro du stade
morula a

blastocyste

Page 73




Annexe 7

Objectif, stade de développement et technique de sexage des articles étudiés pour la partie
dimorphisme sexuel et acides aminés

2020)

(EMI) est modifié
par le sexe
embryonnaire

8)

Articles Objectif In vitro / In vivo dévztzg::rient Tecsher;(lg;: de
Comparaison L
des profils Stade égg'g% a:]tleon
(Sturmey et al., | d’acides aminés In vitro blastocyste et séquence d'ADN
2010) des embryons blastocyste spécifique du Y
bovins males et expansé bovin
femelles in vitro
Mettre en
mgfgffelss Stade PCR basée sur
(Gomez et al., métaboliques In vitro blastocyste et I'amplification du
2016) entre les blastocyste géne de
N expansé I'amélogénine
embryons males
et femelles
Evaluer le -Jour1a3:du
métabolisme §tade une cellule o
d’un embryon de a 4 cellules Amplification
(Rubessa et al bovin au cours ~Jour3a5:du PCR d'une
" A In vitro stade 4 cellules a | séquence d'ADN
2018) .de trois périodes morula spécifique du Y
|mpoﬂantes du -Jour5a7:du bovin
développement .
in vitro stade morula a
blastocyste
Déterminer si le
rpétabolome de PCR basée sur
(Mufoz et al., linterface R . Stade . I'amplification du
embryon-mére In vitro blastocyste (jour

géne de
I'amélogénine
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Annexe 8

Objectif, stade de développement et technique de sexage des articles étudiés pour la partie
dimorphisme sexuel et oxygéne

Articles Objectif In vitro / In Stade de Technique de
vivo développement sexage
Examiner la
relation entre le
taux de Stade
consommation . blastocyste et Méthode
(Agung et al., 2005) d'oxygeéne et le In vitro blastocyste LAMP
sex-ratio expansé
d'embryons bovins
fécondés in vitro
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LE DIMORPHISME SEXUEL CHEZ L’EMBRYON BOVIN

AUTEUR : Ewa PILATH

RESUME :

La production d’embryon in vitro et le transfert embryonnaire évolue et leur nombre augmente
depuis plusieurs années, ce qui pousse la recherche a améliorer la production d'embryons.
Le projet BoSex-Dim réalisé par 'equipe EPEE de TUMR BREED s’intéresse aux différences entre
le développement des embryons males et femelles et plus précisément, un de leur objectif est
d’identifier de maniére précoce le dimorphisme sexuel de 'embryon bovin.

Cette thése s’intéresse, au dimorphisme sexuel morphocinétique et métabolique lors du
développement préimplantatoire de 'embryon de bovin.
Pour cela un grand nombre d’articles ont été étudiés et une synthése a été réalisée afin de faire
ressortir les principales conclusions existant actuellement sur le sujet.

De nombreuses différences morphocinétiques et métaboliques entre les embryons males et
femelles ont été mises en évidence. Cependant, certaines conclusions étaient contradictoires. Cela
est principalement causé par la grande variation de milieu de culture des embryons in vitro qui
influence le développement embryonnaire des embryons males et femelles de maniére différente.
Malgré cela, certains auteurs ont réussi a mettre en place des techniques non invasives permettant
de déterminer le sexe d’'un embryon en utilisant sur le dimorphisme sexuel, mais ces derniéres
présentaient une sensibilité et une spécificité médiocres. Des recherches plus approfondies sont
nécessaires afin d’obtenir des techniques plus fiables.
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SEXUAL DIMORPHISM IN BOVINE EMBRYOS

AUTHOR: Ewa PILATH

SUMMARY:

In vitro embryo production and embryo transfer have been evolving and increasing for several
years, prompting research to improve embryo production.
The BoSex-Dim project carried out by UMR BREED's EPEE team focuses on the differences
between the development of male and female embryos, and more specifically, one of their aims is
to identify the sexual dimorphism of the bovine embryo.

This thesis focuses on morphokinetic and metabolic sexual dimorphism during
preimplantation development of the bovine embryo.
To this end, a large number of articles have been studied and a synthesis has been drawn up to
highlight the main conclusions currently available on the subject.

A lot of morphokinetic and metabolic differences between male and female embryos were
identified. However, some conclusions were contradictory. This is mainly due to the wide variation
in in vitro embryo culture media, which influence the embryonic development of male and female
embryos in different ways.

Despite this, some authors have succeeded in setting up non-invasive techniques to determine the
sex of an embryo using sexual dimorphism, but these had poor sensitivity and specificity. Further
research is needed to develop more reliable techniques.
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