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MICROENVIRONNEMENT TUBAIRE: ROLE DANS LA
MATURATION DES OVOCYTES CANINS IN VIVOET IN VITRO

OVIDUCTAL MICROENVIRONMENT : ROLE IN CANINE OOCYTE
MATURATION IN VIVO AND IN VITRO

Par Emmanuel FONTAINE, Karine REYNAUD, Sandra THOUMIRE, Martine CHEBROUT, Laetitia FAURE, Vincent
SEGALINI et Sylvie CHASTANT-MAILLARD

Résumé: Chez la plupart des mammiferes, les ovocytes sont bloqués en métaphase II au moment de I'ovula-tion
et cette inhibition de la méiose est ensuite levée par la fécondation. Chez les chiennes et les autres femelles de
canidés, les ovocytes sont libérés au stade de prophase I, et il faut encore attendre 48 & 72 heures pour qu’ils
atteignent le stade de métaphase II et deviennent fécondables. Cette particu-larité constitue aujourd’hui un frein
au développement des biotechnologies de la reproduction chez les canidés. En effet, dans les essais de maturation
in vitro d’ovocytes canins, seuls 10 a 30 % des ovo-cytes atteignent le stade de métaphase au bout de 72 heures de
culture. Chez la chienne, la matu-ration nucléaire se produisant dans 'oviducte, des substituts de l'oviducte
(milieux de culture comme le Synthetic Oviductal Fluid, explants d’oviductes, cultures sur tapis de cellules
tubaires) ont été utilisés pour les cultures d’ovocytes in vitro, afin d’en améliorer le rendement, mais sans grand
succes jusqu'a maintenant. Cet échec peut étre di au manque de données sur la composition du liquide tubaire de
la chienne. L’étude de ce microenvironnement prend donc tout son intérét, celui-ci étant probablement assez
différent de celui des autres femelles, ne serait-ce que par lexistence du pro-cessus de lutéinisation préovulatoire
dans cette espéce. A terme, la conception d’un milieu de matu-ration sur la base de la composition du liquide
tubaire pourrait étre une voie intéressante pour aug-menter les taux de maturation in vitro.

Mots-clés: oviducte, ovocyte, maturation in vivol/in vitro, chien.

Summary: In most mammals, oocytes are ovulated at the metaphase 1I stage, and the meiosis inhibition is then lifted
by fertilization. In bitches and other Canidae species however, oocytes are released at the prophase I stage, and another
48 to 72h are necessary for them to mature into the metaphase II stage and become fertilizable. This specificity is
currently hindering the development of reproductive biotechnologies in these species. In vitro maturation rates of
canine oocytes are very low, as only 10 to 30 % will reach the metaphase stage after 72h in culture. In bitches,
nuclear maturation occurs in the oviduct, and tubal derivatives (culture media, such as Synthetic Oviductal Fluid,
oviductal explants, coculture on tubal cell layers) were used to improve the yield, but so far not very successfully.
This failure may be due to the lack of data on the composition of oviductal fluid in bitches. Further studies on the
oviduc-tal microenvironment of bitches are therefore necessary, as it is probably quite different from the oviductal
microenvironment of other females, e.g. the presence of preovulatory luteinisation in bitches only. Creating a
maturation medium based on the composition of oviductal fluid could be an inter-esting avenue to explore to
improve in vitro maturation rates.

Key words: oviduct, oocyte, in vivo/in vitro maturation, dog.



En physiologie de la reproduction, les canidés font figure d’ex-
ception. Chez la plupart des mammiferes, 'ovulation conduit
a la libération d’ovocytes bloqués en métaphase II et I'inhibi-
tion de leur méiose est levée par la fécondation. Chez les
chiennes et autres femelles de canidés, les ovocytes sont libé-
rés au stade de prophase I et 48 4 72 heures de maturation leur
sont nécessaires pour atteindre le stade de métaphase II
(Reynaud et al. 2005). Cette particularité constitue aujourd’hui
le frein au développement des biotechnologies de la repro-
duction. En effet, pour de nombreuses especes, la reprise de la
méiose in vitro par des ovocytes immatures est pratiquement
constante : au bout de 24 heures, 98 % des ovocytes atteignent
le stade de métaphase II chez la souris (Eppig 1998) et 92 %,
chez la vache (Chohan 2004). Chez la chienne, 10 a 30 %
d’ovocytes seulement atteignent ce stade au bout de 72 heures
(Luvoni et al. 2005), et I'objectif est d’améliorer les conditions
de maturation in vitro. Outre la reprise de la méiose, 'oviducte
est le siege du développement embryonnaire précoce: les
embryons y séjournent pendant les huit premiers jours chez la
chienne (Reynaud et al. 2006) contre seulement deux jours chez
la truie ou quatre chez la vache. Létude du microenvironnement
tubaire revét donc un intérét tout particulier dans cette espece.

L'OVIDUCTE

Dérivés de la portion antérieure des canaux de Miiller, les ovi-
ductes sont également appelés « trompes utérines » ou « trompes
de Fallope ». Ils constituent le segment initial des voies géni-
tales femelles, reliant les ovaires a 'utérus. Leur anatomie reste
trés similaire dans les différentes especes de mammiferes (Barone
1978) avec une subdivision en trois grandes régions (figure 1) :

- I'infundibulum, ou pavillon, est la partie proximale de 'organe.
Il comprend notamment la frange ovarienne, zone de digita-
tions qui « massent » Povaire et permettent la capture des ovo-

cytes, au moment de I'ovulation;

- ’'ampoule, partie la plus dilatée, de 1,5 mm de diameétre chez
la chienne (Barone 1978), est le siege de la fécondation.

- I'isthme, partie rétrécie de 'oviducte ol se situe le réservoir
spermatique, se termine par la jonction utérotubaire.

Larchitecture d’ensemble et la structure histologique sont
identiques chez tous les mammiferes (Steinhauer et al.
2004).Une séreuse recouvre une musculeuse composée de
deux couches de fibres musculaires lisses. La muqueuse, com-
posée d’un chorion et d’un épithélium pseudostratifié, présente
de nombreux replis. Ces plis sont plus importants dans la
région de "ampoule et leur complexité va en diminuant vers
listhme (Pavaux 1987). Lépithélium tubaire présente deux
grands types cellulaires: des cellules ciliées et des cellules
glandulaires, lesquelles montrent a leur apex des granules de
sécrétion. Pendant longtemps, on a attribué a Poviducte le role
mécanique d’un simple tube de transit hébergeant les gametes
le temps de la fécondation, puis les premieres étapes du déve-
loppement embryonnaire préimplantatoire. Cette conviction
a été renforcée par la réalisation des premieres maturations ovo-
cytaires et fécondations in vitro dans les années 1940, en com-
plete ignorance de la spécificité du milieu tubaire in vivo. Son
role est cependant beaucoup plus complexe : pendant la durée
du transit tubaire, 'oviducte est le siege d’échanges encore mal
compris entre les cellules tubaires et les gametes, puis I'embryon.
Commencée dans les années 1960 dans de nombreuses especes
pour pallier les blocages du développement embryonnaire in
vitro, ’étude du microenvironnement tubaire a permis de
mettre au point des systémes de culture in vitro mimant les condi-
tions in vivo. Chez la chienne, ces données font aujourd’hui
encore défaut, alors que 'oviducte est le lieu de la reprise de la
méiose, de la fécondation et du développement embryonnaire
précoce pendant les huit premiers jours.

Figure 1: Anatomie de I'oviducte chez la chienne (échelle = 1 cm).

A Oviducte a U'intérieur de la bourse ovarique chez la chienne ;
B : Owiducte aprés dissection (1 : pavillon; 2 : ampoule; 3 : isthme ; 4 : utérus).



COMPOSITION DU MICROENVIRONNEMENT
TUBAIRE

Obtenir des milieux recréant les conditions de maturation
nucléaire des ovocytes canins in vivo nécessite de connaitre le
plus précisément possible la composition de 'environnement
auquel ceux-ci sont exposés durant leur long transit tubaire. Une
seule publication a trait & la composition du liquide tubaire canin
en glycosaminoglycanes et 2 leur role dans la capacitation sper-
matique (Kawakami et al. 2000). Les analyses biochimiques réa-
lisées chez la vache (Hugentobler et al. 2008), la truie (Buhi
et al. 1990), montrent que les sécrétions tubaires sont consti-
tuées d’'un mélange de composés transsudés d’origine sérique et
de composés spécifiques sécrétés par ’épithélium tubaire, dont
la composition est sensiblement identique dans ces espéces

Techniques d’étude du liquide tubaire

Les études du microenvironnement tubaire sont globales car les
techniques de collecte de liquide tubaire ne permettent pas de
prélever des échantillons dans des parties spécifiques de I'ovi-
ducte. Classiquement, 'ampoule est le lieu de collecte privilégié.

Récupération du liquide in vivo

Borland et al. (1980) ont opté pour une ponction directe de
I'oviducte chez la souris et chez la femme. Apres cathétérisa-
tion, le liquide tubaire est aspiré a 'aide d’'une seringue et sa com-
position en ions et nutriments déterminée. Néanmoins, ces
études ne mentionnent pas les volumes récupérés.

La canulation tubaire a été aussi utilisée chez les bovins. Un
cathéter inséré dans 'oviducte et relié 2 un systéme de récolte
a été laissé en place pendant 2 a 156 jours (Kavanaugh &
Killian 1988). Les volumes récoltés ont été de 0,1 & 3 mL par
jour. Cette technique présente I'inconvénient majeur d’induire
une inflammation au site de canulation, qui peut modifier la
quantité et la composition du liquide récupéré. Aussi a-t-elle
été utilisée pendant des durées plus courtes par Hugentobler
etal. (2007a, 2007b). Les oviductes ont été cathétérisés pen-
dant trois heures, autorisant la collecte d’en moyenne 270 uL
de liquide.

Récupération d’oviductes a Uabattoir

Elhassan et al. (2001) chez des bovins et Li et al. (2007) chez
des porcins ont étudié le microenvironnement tubaire en aspi-
rant le liquide contenu dans des oviductes récupérés post
mortem. Néanmoins, apres la mort de 'animal, les phénomenes
de lyse et de mort cellulaires sont particulierement marqués dans
I'oviducte dont la muqueuse épaisse géne la diffusion de 'oxy-
géne. La libération des molécules intracytoplasmiques dans la
lumiere tubaire, consécutive a la nécrose, est la cause d’une sur-
estimation de leur concentration. Le temps entre la mort et le
prélevement doit étre le plus court possible, de ordre de la
minute (Li et al. 2007). Elhassan et al. observent une concen-
tration d’acides aminés de 31,4 mM, dans des prélévements réa-
lisés une heure et demie apres la mort de I’animal, nettement

plus importante que celle de 4,65 mM mesurée par Hugentobler
etal. (2007a) a la suite d’un cathétérisme de courte durée chez
la vache vigile.

Récupération de liquide in vitro

Des perfusions artérielle et luminale ont été pratiquées in vitro
chez le lapin (Leese & Gray 1985). Une artere de l'oviducte,
conservée intacte, est perfusée par du milieu de culture (M199)
et I'organe est maintenu dans un état physiologique pendant
trois heures. Dans le méme temps, sont recueillies les sécrétions
de I'épithélium tubaire grace a la canulation de la lumiére de
'oviducte. Des techniques de culture in vitro permettent d’étu-
dier ces sécrétions. Des explants de muqueuse tubaire ou de cel-
lules épithéliales peuvent étre aussi cultivés en présence d’un
acide aminé marqué, par exemple de la méthionine. Incorporé
dans les syntheses protéiques, il permet de révéler les molécules
néosynthétisées.

Propriétés et composition du fluide tubaire

Etudié depuis les années 1960, le fluide tubaire présente des
propriétés et une composition peu différentes selon les
especes.

Propriétés physicochimiques

La pression osmotique du liquide tubaire est d’environ 290
mOsm/kg chez toutes les especes étudiées (Menezo & Guerin
1997), voisine de celle du sérum. Sa pression oncotique est
plus basse du fait de la plus faible teneur en protéines. La vis-
cosité est, comme pour le sérum, de I'ordre de 1,8 mPa/s,
malgré une concentration en protéines plus faible. Son pH
est situé entre 7,2 et 7,6, 'alcalinité étant liée & une forte acti-
vité anhydrase carbonique. Son potentiel redox est de -0,1
mV : il dépend de la présence de plusieurs composés réduc-
teurs (glutathion réduit, cystéine, hypotaurine, lactate,...) et
correspond 2 une faible pression partielle en oxygene (60 a
70 mmHg), liée a ’épaisseur de la muqueuse tubaire. Quelle
que soit I'espece, la pression partielle en oxygéne est toujours,
in vivo, inférieure au taux de 20 % d’oxygéne de I'air ambiant
(environ 160 mmHg), taux maintenu dans les incubateurs de
type air/CO;.

Electrolytes

Les ions chlorure et sodium sont les principaux électrolytes du
liquide tubaire et leur concentration équivaut a celle du sérum
(Ménezo & Guérin 1997). La concentration des ions calcium
et magnésium est également voisine de celle du sérum. Par
contre, celle de potassium et de bicarbonates est deux a cing
fois plus élevée dans le fluide tubaire. La concentration plus
importante de potassium semble nécessaire pour la fécondation
et le développement embryonnaire. Néanmoins, d’importantes
variations sont retrouvées entre les especes. Chez les bovins, la
concentration de potassium est d’environ 5 mM (Hugentobler
et al. 2007b), alors que chez la femme, elle se situe aux alen-

tours de 25 mM (Ménezo & Guérin 1997).



Glucose, lactate et pyruvate

Glucose, lactate et pyruvate participent au développement et a
la survie des gametes et de ’'embryon; ils proviennent princi-
palement du sérum et dans une moindre mesure, d’'une synthése
par les cellules tubaires. Glucose et pyruvate sont moins concen-
trés dans le sérum, alors que les lactates, formes prédominantes
dans 'oviducte, le sont davantage. Un excés du métabolisme du
glucose, avec formation d’acide lactique, durant les premieres
phases du développement préimplantatoire, peut &tre délétere
pour les embryons: la forte concentration des lactates pourrait
limiter l'utilisation du glucose et sa conversion en acide lactique
par glycolyse. Le pyruvate intervient dans la lutte contre les radi-
caux libres, avant d’étre utilisé dans le métabolisme énergétique
des gametes et de 'embryon. Chez la vache (Hugentobler et al.
2008) et chez la lapine (Ménezo & Guérin 1997), la concen-
tration du glucose varie entre 1 et 3 mM, alors que chez la truie,
elle est cing fois plus élevée (Nichols et al. 1998).

Précurseurs de '’ADN et de 'ARN

Les précurseurs sont présents dans Poviducte sous forme de bases
libres ou de nucléosides (adénosine). Lembryon est capable de
synthétiser des bases de ADN et des ARN. Il est probable qu'in
vitro, un apport de bases soit utile, puisque 'embryon incorpore
des bases puriques et pyrimidiques dés le stade une cellule, avec
une accélération a la transition morula/blastocyste.

Acides aminés

Laminogramme du liquide tubaire est original par rapport a celui
du sérum. La plupart des acides aminés (méthionine, leucine,
isoleucine, phénylalanine, lysine, asparagine, alanine, tyrosine,
acide glutamique et glutamine, hypotaurine et taurine et sur-
tout glycine) sont présents dans les sécrétions tubaires, en
concentration plus importante que dans le sérum (Ménezo &
Guérin 1997). Cette différence suggere une excrétion active des
acides aminés dans le milieu. Seuls les acides aminés hydroxy-
1és (thréonine, sérine et hydroxyproline) sont peu représentés.

Protéines

Les protéines du fluide tubaire sont essentiellement d’origine plas-
matique, les plus abondantes étant 'albumine représentant 60
a 80 % des protéines, la transferrine et les immunoglobulines G.
Leur concentration est faible et correspond a 5-10 % de celle
du sérum. De trés nombreux facteurs de croissance sont présents
dans l'oviducte de la femme, I'Insulin like Growth Factor
(IGF-1), le Leukemia Inhibitory Factor (LIF), le Transforming
Growth Factor alpha (TGFa), le Platelet Derived Growth
Factor (PDGF), l'Interleukine 6 (IL6), le Granulocyte-
Macrophage Colony Stimulating Factor (GMCSF). Il existe des
variations entre les especes: chez la chevre, 'EGF (Epidermal
Growth Factor) n’est pas identifié dans 'oviducte, alors qu'il est
présent dans 'utérus; 'EGF est par contre présent dans 'ovi-
ducte de souris. Ont également été mises en évidence chez la
femme des protéines comme la Pregnancy Associated Protein-
A (PAPP-A), la Placental Protein 5 (PP5), la Placental Protein

10 (PP10) et la PP14, aussi appelée glycodéline A. Celle-ci aurait
des effets immunosuppresseurs et empécherait 'adhésion du sper-
matozoide a la zone pellucide chez 'homme (Oehninger et al.
1995). In vivo, le spermatozoide est également exposé a la gly-
codéline F (Yeung et al. 2007) : elle empéche la réaction acro-
somique lorsque le spermatozoide traverse le cumulus pour
atteindre la zone pellucide. Costéopontine, protéine connue pour
intervenir dans les phénomenes d’attachement et de migration
cellulaire, a été mise en évidence chez la vache et la truie (Gabler
etal. 2003 ; Hao et al. 2006) Elle interviendrait lors de la fécon-

dation, notamment pour prévenir la polyspermie.

Des glycoprotéines spécifiques de 'oviducte (OGP ou oviduc-
tine) ont été décrites chez plusieurs especes, I'espeéce humaine
(Buhi et al. 1989), la vache (Boice et al. 1990) et la truie (Buhi
et al. 1993). Ces protéines, cestrogéno-dépendantes, de haut
poids moléculaire, synthétisées et sécrétées dans la lumiere
tubaire, se présentent au moins sous deux isoformes chez la
femme, trois isoformes majeures et deux variants chez la truie
(Kouba et al. 2000), sept isoformes chez la vache (Vieira et al.
1999). Les OGP des différentes especes présentent de fortes
homologies de séquence et de structure. Elles augmentent la vis-
cosité du fluide tubaire, stabilisant ainsi le milieu environnant
les gametes males et femelles (Hunter 1994). La dispersion des
nutriments essentiels et des ions, particulierement affectée par
les battements ciliaires et les contractions musculaires est
ainsi limitée et 'augmentation de la viscosité pourrait diminuer
la perte de liquide dans la cavité péritonéale par 'ostium. Ces
protéines spécifiques participent également a 'adhésion des sper-
matozoides dans le réservoir spermatique de l'isthme, favorisent
la capacitation et facilitent la pénétration spermatique lors de
la fécondation (Martus et al. 1998). En se liant a la zone pel-
lucide des embryons, elles participeraient a la protection
immunologique de "embryon in vivo, en constituant un inhi-
biteur de I'activité du complément (Oliphant et al. 1984).

Lipides

La concentration des phospholipides, triglycérides, acides gras
libres, cholestérol libre estérifié est bien plus faible que dans le
sérum. La choline, qui peut servir de base a la synthése des phos-
pholipides, est présente. Lembryon est confronté rapidement
a des besoins en lipides importants pour assurer ses synthéses
membranaires. Il incorpore les acides gras et du cholestérol et
les synthétise a partir du glucose et de plus petits précurseurs
comme l'acétate et le pyruvate.

Hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes, notamment I’cestradiol et la pro-
gestérone, sont retrouvées dans le milieu tubaire. Dans I'ovi-
ducte de vache (Wijayagunawardane et al. 1998), leur concen-
tration est plus importante aprés I'ovulation, particuliérement
dans I'oviducte ipsilatéral au site d’ovulation. Cette augmen-
tation est certainement liée a la libération du contenu folli-
culaire dans I'oviducte. Néanmoins, elle ne varie pas tout au
long de 'oviducte, quel que soit le stade du cycle: environ 500



ng/mL de progestérone, alors que la concentration sanguine est
d’environ 4 a 6 ng/mL. Chez la chienne, contrairement aux
autres especes, une lutéinisation précoce des follicules se pro-
duit plusieurs jours avant P'ovulation (Concannon et al. 1975).
Le liquide folliculaire présente une concentration extrémement
élevée de progestérone, environ 10000 fois supérieure 2 celle
du sérum, entre 11 pg/mL (Marseloo 2005) et 24 pg/mL
(Metcalfe 1999) contre 4 2 6 ng/mL dans le sérum, susceptible
de créer un microenvironnement tubaire original distinct de
celui des autres mammiferes.

Ces analyses de composition montrent que le microenviron-
nement tubaire résulte 2 la fois des syntheses de I'épithélium,
d’une excrétion de facteurs issus du sérum et du liquide folli-
culaire aprés ovulation. A tous ces titres, sa composition n’est
pas figée et est soumise a de nombreux facteurs de variation.

FACTEURS DE VARIATION DE LA
COMPOSITION DU FLUIDE TUBAIRE

Variations liées a la structure

Lampoule présente une surface de sécrétion plus importante que
I'isthme. Chez la lapine, elle secrete 1,15 mL de fluide contre 0,32
mL pour l'isthme pendant une méme durée de trois jours (Leese
1983). Lépithélium tubaire compte deux principaux types de cel-
lules dont les proportions varient suivant la région considérée,
ciliées et glandulaires, ces derniéres sécrétant notamment les OGP.
Reflet de ces variations, le profil de sécrétion des dif-
férentes sections du tube est différent. Chez la truie,
la production 'OGP est plus importante dans 'am-
poule que dans I'infundibulum et enfin dans I'isthme
(Buhi et al. 1990). Lage affecte également fortement
la structure histologique de I'oviducte, influant sans
doute sur son activité sécrétoire : par exemple, les cel-
lules glandulaires sont plus aplaties chez les chiennes
agées. De tels changements morphologiques tra-
duisent des changements de 'activité de synthese,
qui contribuent 2 la variation de la composition du
fluide tubaire au cours du cycle.

Influence hormonale

Lhistologie tubaire est fortement modifiée selon le
stade du cycle de 'animal, les populations cellulaires
variant en fonction de son statut hormonal
(figure 2). Chez la brebis en ancestrus, les cellules
de l'oviducte sont majoritairement indifférenciées
(Murray 1995). Sous imprégnation cestrogénique
en début de phase folliculaire, la proportion de cel-
lules ciliées augmente, alors que sous leffet de la
progestérone, les cellules se dédifférencient et leur
proportion diminue. Chez la chienne ol existe une
lutéinisation pré-ovulatoire, cette dédifférenciation
intervient quand le ratio progestérone/cestradiol
dans le fluide dépasse 50 (Verhage et al. 1973a;
Verhage et al. 1973b). Ces variations dépendent

également de la zone considérée: dans I'infundibulum, le pour-
centage de cellules ciliées reste important en phase lutéale, alors
qu'il chute fortement dans 'ampoule et I'isthme (Steinhauer
etal. 2004). Les cellules glandulaires sont moins étudiées mais
leur nombre augmente aussi sous I'effet des cestrogénes, les varia-
tions des sécrétions tubaires au cours du cycle suggérant que ces
cellules subissent également des cycles de différencia-
tion/dédifférenciation. Ainsi, dans toutes les especes, le volume
des sécrétions tubaires ainsi que la concentration de leurs dif-
férents constituants sont augmentés lors de la phase cestrogé-
nique du cycle (cestrus) par rapport a la phase lutéale. Chez la
truie, la concentration de glucose diminue de dix fois apres I'ovu-
lation (Nichols et al. 1998) et de six chez la femme, entre la
phase folliculaire et le milieu de la phase lutéale (Gardner et
al. 1996). Des concentrations plus importantes en acides
aminés pendant I'cestrus dans le fluide tubaire par rapport au
plasma traduisent I'existence d’un transport actif hormonodé-
pendant dans cette espece, comme chez la brebis (Nancarrow
et al. 1992) et la jument (Engle et al. 1984). Sous influence
cestrogénique, les cellules glandulaires synthétisent également
I’OGP (Oliphant et al. 1984). Chez la plupart des especes, le
pic de sécrétion de cette protéine se retrouve pendant l'cestrus,
entre le milieu et la fin de la phase folliculaire, période cor-
respondant généralement a la fécondation et aux premiéres
étapes du développement préimplantatoire.

Figure 2: Variations histologiques liées au stade du cycle chez la chienne.

(échelle noire = 0,1 mm; échelle bleue = 2,5 um)

A & C: Coupe histologique d’oviducte chez une chienne en cestrus (Coloration HES) : sous 'im-
prégnation cestrogénique, I'épithélium est trés différencié, de nombreuses circonvolutions
sont retrouvées ;

B & D: Coupe histologique d’oviducte chez une chienne en ancestrus (Coloration HES x200) :
I'épithélium est peu différencié, ses circonvolutions sont peu marquées.



Présence des gamétes et des spermatozoides

Tres peu d’études portent sur les différences de sécrétions de 1'épi-
thélium tubaire en présence des gametes et des embryons. Chez la
souris, au passage de I'ovocyte fécondé, la synthese I’ ARN par les cel-
lules épithéliales augmente (Freese et al. 1973). Il pourrait s’agir 1a
d’une réponse aux messages émis par le zygote au cours de son tran-
sit, message dont la nature chimique est inconnue mais probablement
de type peptidique (Kent 1973). Il est probable que la présence des
gametes soit a |'origine d’autres modifications des profils de sécrétion.

Les sécrétions tubaires constituent donc un milieu complexe
dans lequel se déroule la fécondation, les premiers clivages de
I’embryon et chez la chienne, la reprise de la méiose. Ce
milieu est & recréer pour que ces phénomenes puissent se réa-
liser correctement in vitro.

UTILISATIONS POSSIBLES DE L'OVIDUCTE
EN BIOTECHNOLOGIE DE LA
REPRODUCTION

Transplantation embryonnaire dans des oviductes in vivo

Transplantations homospécifiques

Lorsque les femelles receveuses appartiennent 4 la méme espece
que les femelles donneuses d’embryons, la transplantation est dite
homospécifique. Elle a été pratiquée chez la souris (Kaneda et al.
2007), la vache (Wetscher et al. 2005), la truie (Ueno et al. 2007).
Ce transfert, dans 'oviducte, de blastocystes produits in vivo ou
in vitro, est généralement réalisé au début de la phase lutéale de
la femelle receveuse, en insérant un cathéter par I'ostium
tubaire, ou aprés ponction de la paroi de oviducte. Chez la
chienne, le cathétérisme de 'ostium (figure 3), entreprise par-
fois ardue, nécessite plusieurs essais: le conduit n’exceéde pas
1,5 mm de diameétre dans sa partie la plus large et surtout, 1’os-
tium est enfoui dans les replis congestionnés du pavillon. Cette
procédure, souvent trés traumatique, peut entrainer un saigne-
ment et une inflammation susceptibles de provoquer des modi-
fications potentiellement néfastes du milieu. Cathétériser direc-
tement 'oviducte en ponctionnant sa paroi semble 'approche
la plus facilement réalisable et la moins traumatisante. Cette tech-
nique a été utilisée, chez la chienne, non seulement pour la mise
en place d’ovocytes fécondés in vitro (England et al. 2001), mais
surtout pour la réalisation d’inséminations avec de trés faibles
quantités de spermatozoides (Tsutsui et al. 2003). Une seule étude
rapporte 'utilisation de cette technique pour la maturation
nucléaire d’ovocytes canins immatures, le taux de reprise de la
méiose ayant été de 5,9 % au bout de quatre jours (Lee et al.
2005). Clest également par cette technique que les embryons issus
du clonage de cellules somatiques de chien (donc au stade
d’une cellule) ont été transplantés in utero chez la chienne dés
leur reconstitution (Jang et al. 2008) : 358 embryons furent ainsi
transplantés chez 20 chiennes, deux d’entre elles furent gestantes
et une seule réussit & maintenir sa gestation jusqu’au terme, don-
nant naissance a deux chiots.

Transplantations hétérospécifiques

Des embryons bovins et porcins ont été introduits, au stade
zygote, dans des oviductes de brebis, ligaturés in vivo. Six jours
apres, ils sont récupérés par perfusion des oviductes. Rizos et al.
(2002a) ont recueilli, par cette technique, 34,5 % de blastocystes
bovins et Lagutina et al. (2006), 61,8 % de blastocystes porcins,
A comparer respectivement aux 30 et 42,4 %, lorsque les
embryons au stade zygote ont été cultivés dans des conditions
de culture classique in vitro. Ces résultats tendent 2 montrer que
le microenvironnement tubaire est peu spécifique.

Transplantations dans Uutérus

Le milieu tubaire n’est pas strictement indispensable au déve-
loppement embryonnaire. Chez le furet, le transfert homospé-
cifique d’embryons aux stades tubaires déposés directement dans
'utérus a permis d’obtenir de 71 4 90 % de gestations (Li et al.
2006). De la méme maniere, Tsutsui et al. (2006) ont transféré
des embryons précoces au stade zygote de 4 cellules dans I'uté-
rus de chiennes en métcestrus: sur 8 chiennes ainsi transplan-
tées, une donna naissance a deux chiots.

Milieux de culture in vitro

En 1972, Tervit et al. ont créé le premier milieu de culture repro-
duisant la composition du liquide tubaire de la brebis au
moment de 'ovulation, le Synthetic Oviductal Fluid (SOF).
Les connaissances se précisant avec le temps, Walker et al.
(Walker et al. 1996) ont modifié, en s’attachant a retrouver
les concentrations en acides aminés du liquide tubaire. Alors
qu’avec le SOF, seulement 20 % de blastocystes ont été obte-
nus sans un blastocyste expansé chez les ovins, ce milieu
modifié a permis de récupérer jusqu'a 74 % de blastocystes et

Figure 3: Cathétérisme de I'oviducte in vivo chez la chienne.
La fleche désigne I'ostium tubaire par lequel est inséré le cathéter.



54,5 % de blastocystes expansés. Leffet positif du SOF amélioré
en fait aujourd’hui le milieu le plus utilisé pour la culture d’em-
bryons in vitro. En moyenne, plus de 70 % de gestations 4 terme
sont ainsi obtenues apres transfert embryonnaire. Toutefois, chez
la chienne, ces milieux ne permettent pas d’obtenir de meilleurs
taux d’ovocytes en métaphase II que des milieux classiques
comme le M199 (Hewitt & England 1998; Bolamba et al.
2002): les taux de maturation obtenus apres 72 heures de cul-
ture sont de 12,2 % (Bolamba et al. 2002) ou de 10 % environ
(Luvoni et al. 2005).

Systemes de coculture in vitro

Les milieux de culture, méme ceux reconstitués sur le modele
des sécrétions tubaires, s'éloignent des conditions in vivo ot les
cellules de I'épithélium sécrétent activement des protéines spé-
cifiques. Aussi, pour recréer de facon artificielle un environ-
nement proche des conditions in vivo, favorables a la matura-
tion des ovocytes et au développement précoce des embryons,
des systemes de coculture ont été essayés. Les ovocytes ou les
embryons sont cultivés soit sur des explants d’oviductes (ovi-
ducte entier ou partie d'un oviducte cultivé in vitro), soit sur des

tapis de cellules tubaires.

Figure 4: Les différents systéemes de culture d’explants utilisables.
(A) : Oviducte ligaturé cultivé sur insert;
(B) : Oviducte ligaturé immergé dans le milieu de culture.

Explants d’oviductes

La technique des explants, utilisée par Biggers en 1961, permet
aux embryons de se développer dans un milieu o1 sont respectés
I'environnement liquidien, 'architecture globale de I'organe et
de ce fait, les proportions des différentes catégories cellulaires,
Les oviductes proviennent de femelles préalablement stimulées
par des gonadotrophines ou de femelles spontanément en
cestrus. Ils sont cultivés, soit immergés dans le milieu de cul-
ture (Biggers et al. 1961), soit sur des inserts, un film liquide de
milieu de culture étant étalé sur 'explant (Rizos et al. 2007)
(figure 4). Les embryons sont ainsi cultivés pendant quatre a
six jours. Les oviductes peuvent &étre laissés ouverts ou ligatu-
rés a leurs extrémités. L'avantage des ligatures est de conserver
les sécrétions tubaires tout en permettant aux ovocytes de rester
dans la lumiere (Luvoni et al. 2003). Toutefois, la difficulté est
la récupération des embryons ou des ovocytes insérés (Rizos et
al. 2003) (figures 5a, 5b, 6). Louverture de 'oviducte permet
alors d’exposer sa muqueuse mais cette procédure entraine la

perte de 'architecture globale de Poviducte et la technique se

rapproche alors plus d’une culture sur tapis cellulaire.

Figure 5: Mise en place des ovocytes dans les oviductes.
Le cathéter est inséré soit dans le pavillon (5a) soit directement dans la lumiere
tubaire (5b) et sert a l'introduction de la pipette Pasteur contenant les ovocytes.

Figure 6: Récupération des ovocytes aprés culture dans les explants tubaires.
Une pipette Pasteur (6a) ou un cathéter (6b) est introduit dans la lumiere tubaire et permet de la perfuser a I'aide de milieu de culture pour récupérer les ovocytes.



Les explants d’oviductes de souris ont permis la culture in vitro
d’embryons de souris (Biggers et al. 1961), de porcins (Chung et
al. 1994) et de bovins (Rizos et al. 2007), du stade d’une cellule
au stade morula/blastocyste. Pour les embryons porcins, 78,1 %
d’entre eux atteignent le stade blastocyste, & comparer aux
35,7 % pour ceux cultivés uniquement dans un milieu de culture
(Krisher et al. 1989). De méme, les cocultures hétérospéci-
fiques d’embryons bovins dans des explants d’oviductes de souris
(Hosoi et al. 1995), pendant 46 a 48 heures, permettent d’ob-
tenir des taux de développement jusqu’au stade blastocyste
beaucoup plus importants (42,9 %) que ceux obtenus avec une
coculture de cellules de la granulosa (28,3 %). Des explants d’ovi-
ductes de mouton ont également été utilisés avec succes pour cul-
tiver des embryons bovins produits in vitro (Rizos et al. 2002a).
Chez la chienne, une seule étude rapporte des résultats obtenus
par la technique des explants d’oviductes, prélevés chez des
chiennes en ancestrus (Luvoni et al. 2003). Ces auteurs recueillent
31,9 % d’ovocytes au stade métaphase I- métaphase II dans des
oviductes ligaturés, contre 12,5 % dans des oviductes ouverts et
3,7 % dans un milieu de culture in vitro (M199).

Tapis cellulaires

Les cellules épithéliales tubaires ou Ouwiductal Epithelial Cells
(OEC) sont récupérées par le raclage de la muqueuse tubaire ou
la perfusion de la lumiere de 'oviducte, éventuellement apres I'ac-
tion d’une protéase pour désolidariser les cellules de leur assise
basale. Elles sont ensuite mises en culture dans les mémes
conditions que les explants tubaires et constituent des tapis, clas-
siquement appelés les tapis OEC. Les principales contaminations
sont d’origine bactérienne ou cellulaire, les fibroblastes prolifé-
rant beaucoup plus vite que les cellules tubaires Paptitude de la
culture a sécréter des OGP est un marqueur de qualité (Leese et
al. 2008). Le stade du cycle de 'animal, auquel sont prélevées
ces cellules, semble étre de faible importance (Thibodeaux et al.
1992) et chez les bovins, la concentration et la nature des pro-
téines synthétisées par les tapis de cellules tubaires ne sont signi-
ficativement pas modifiées selon le stade du cycle.

En culture homospécifique, les tapis ' OEC augmentent le taux
de développement embryonnaire obtenu in vitro. Par cette tech-
nique, Thibodeaux et al. (1992) obtiennent, avec des tapis
d’OEC bovines, entre 35 et 39 % de blastocystes au bout de 8
jours de culture et de 14 2 15 % de blastocystes expansés a 10
jours, contre 9 % de blastocystes et aucun blastocyste expansé
aux mémes dates, dans des conditions de culture classique
(M199+10% sérum) (Thibodeaux et al. 1992). Ce systeme de
coculture avec des cellules tubaires porcines (POEC) chez la
truie augmente le taux de fécondation in vitro et diminue la poly-
spermie, probléme majeur rencontré dans cette espece. Ils
augmentent de fagon significative le pourcentage de blastocystes
obtenus (Bureau et al. 2000), méme si 'amélioration n’est pas

retrouvée systématiquement (Kidson et al. 2002). La coculture
des embryons avec des cellules tubaires améliore les résultats
appréciés par la qualité du développement embryonnaire apres
FIV chez la femme. La comparaison avec d’autres cocultures
(cellules de granulosa, cellules endométriales) montre la supé-
riorité des cellules d’oviducte (Feng et al. 1996).

Chez la chienne, avec des tapis de cellules épithéliales tubaires
(COEC) prélevées chez des chiennes en cestrus, Hewitt &
England (1998) obtiennent 9 % d’ovocytes en métaphase 11,
sans amélioration nette par rapport aux résultats obtenus en
milieu de culture. Néanmoins, Bogliolo et al. (2002) ont
obtenu de 16,7 et 23,2 % de d’ovocytes en métaphase II apres
respectivement 48 et 72 heures de coculture.

CONCLUSION

Dans un grand nombre d’especes, le rendement des procédures
de production d’embryons in vitro a été amélioré par 'utilisa-
tion de substituts de 'oviducte, qu'il s’agisse de milieux de cul-
ture dont la composition se rapproche de celle du microenvi-
ronnement tubaire, de systemes de coculture des embryons dans
des oviductes entiers (explants d’oviductes) ou sur des tapis de
cellules épithéliales tubaires. Ces systémes ont soit permis de
dépasser les stades de blocage préalablement rencontrés lors du
développement embryonnaire in vitro, soit de diminuer le taux
de polyspermie, soit d’augmenter le taux de blastocystes, soit
enfin d’améliorer leur qualité.

Chez la chienne, 'oviducte est le siége de la reprise de la méiose
en plus d’étre celui de la fécondation et des premiers jours du
développement embryonnaire. Si les tapis de cellules tubaires
ne semblent pas apporter d'amélioration du taux de maturation
in vitro (MIV) dans cette espece, le systéme d’explants d’ovi-
ductes est prometteur. Néanmoins, les contraintes (logistiques
et sanitaires) qu'ils imposent sont fortes. A terme, la concep-
tion d’'un milieu de maturation sur la base de la composition du
liquide tubaire pourrait &tre une voie intéressante pour aug-
menter les taux de maturation in vitro.

Or le microenvironnement tubaire de la chienne est proba-
blement assez différent de celui des autres femelles, du fait par
exemple de la lutéinisation préovulatoire qui existe dans cette
espece. Actuellement les connaissances sur Poviducte de la
chienne sont trés limitées et aucune donnée n’est disponible
concernant le liquide tubaire. Outre cet intérét appliqué, la
connaissance des composants du liquide tubaire dans les
72 heures qui suivent 'ovulation pourrait également per-
mettre de progresser dans la découverte du mécanisme spéci-
fique de la reprise de la méiose ovocytaire chez la chienne.
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