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INTRODUCTION



Introduction
Au cours de ces derniéres décennies, une forte dégradation de la fertilité est constatée dans
le cheptel ovin et bovin de notre pays, particuliéerement chez les vaches laitiéres hautes productrices,
ce qui répercute sans doute sur la rentabilité économique des exploitations de ces élevages. Parmi
les facteurs ayant un impact sur les performances de la reproduction, les problemes liés a la réceptivité
utérine [1,2].

En effet, une désynchronisation entre 1’utérus (endomeétre) et le stade de la croissance du
conceptus cause des mortalités embryonnaires précoces et des retours en chaleurs responsables des
pertes économiques énormes chez les ruminants. Cette étroite relation entre 1’embryon et les milieux
utérins peut étre attribuée a un allongement de la vie préimplantatoire chez ces espéces, dont la durée
varie entre 19-20 jours, ce qui rend I’embryon trés dépendant aux sécrétions utérines « histotroph »

durant cette période critique

La connaissance du statut physiologique de 1’utérus, les facteurs associés a leur altération et
les outils de diagnostic, constituent les meilleurs moyens pour rétablir le potentiel de reproduction au
sein des élevages ovins et bovins, surtout durant la période péri-implantatoire. En effet, une meilleure
gestion de cette période, dépend en premier lieu sur une bonne synchronisation entre le conceptus et
I’environnement utérin, et secondairement, sur les profonds remaniements structuraux et fonctionnels
de I’endométre indispensables a I’¢longation, a I’apposition et a I’attachement du blastocyte sur les

cellules épithéliales de I’endomeétre.

En plus des problemes liés a la santé utérine, les perturbations du profil endocrinien semblent
jouer un role crucial dans le déclin de la fertilité, surtout, chez les vaches laitiéres hautes productrices
[3,4]. L altération de I’activité sécrétrice des glandes endométriales et le raccourcissement de la phase
lutéale sont les conséquences majeures de cette perturbation [5].

Les modifications de 1’utérus sont finement contrdlées par les stéroides ovariens,
principalement la progestérone [6,7]. Récemment, de nombreux travaux ont prouvé I’impact de ces
stéroides sur le transcriptome et le profil de I’expression génique de 1’endometre chez la vache et la

brebis [8,9] .

Afin de maintenir leurs fonctions physiologiques, 1'utérus et le cervix, subissent des
modifications structurales, biochimiques et morphologiques caractérisées par une prolifération,
differenciation et une apoptose des cellules. Ces changements ont pour finalité de créer un
environnement adéquat pour I’implantation. Ils sont finement controlés par de multiples facteurs
paracriniens et endocriniens dont les cestrogénes et la progestérone. L’action des ces deux hormones

est médiée principalement par des récepteurs nucléaires spécifiques (RE et RP pour I’cestrogene et



progestérone respectivement) détectés aux niveaux des cellules épithéliales, stromales et musculaires

de I’utérus et le cervix.

Plusieurs méthodes ont été utilisées pour apprécier le statut de 1’utérus et le cervix : I’histologie
et la cytologie apparaissent comme des outils trés appropriés pour étudier les modifications
physiologiques et pathologiques de I’appareil reproducteur femelle. Récemment, la méthode de la
morphométrie assistée par un ordinateur est employée pour décrire avec plus de précision les
variations morphologiques de I’endometre chez la vache au cours de la gestation et durant le cycle
cestral. Cette technique, est largement utilisée pour apprécier le role des contraceptives sur les
changements cycliques de I'endometre chez la femme [10]. Cependant, chez les ruminants les

mécanismes physiologiques des remaniements histologiques restent inconnus.

Afin de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans les
changements histo-morphologiques de I’endométre et du cervix chez les brebis et les vaches au cours
des deux phases du cycle cestral, la présente étude vise dans un premier temps, a analyser I’impact
des stéroides ovariens sur 1’aspect histomorphométric de I’endométre. Ainsi, d’élucider la relation
entre le statut hormonal et les changements de I’expression des récepteurs des cestrogenes et de
progestérone au niveau de la muqueuse cervicale et utérine, en tenant compte de la diversité des
compartiments histologiques (cellules épithéliales luminales et glandulaires) d’une part et de chercher

d’éventuels liens entre ces deux parametres d’autre part.

Dans un deuxiéme temps, notre travail vise a évaluer les changements cytologiques utérins et
cervicaux d’une part et la recherche de la présence de corrélations entre ces deux compartiments

anatomiquement et histologiquement distincts.

Ce manuscrit comporte une partie bibliographique a traves laquelle des rappels histologiques
et cytologiques de I’endometre et le cervix , les aspects endocriniens et morphologiques du cycle

cestral, et la description de la structure et les mécanismes d’actions des RE et RP ont été abordés.

Dans la seconde partie, aprés la mise au point des techniques expérimentales utilisées dans
notre travail qui consiste a 1’étude histo-morphometrique des différents compartiments
endométriaux, 1’imuno-localisation des RP et RE au niveau de 1’endométre et le cervix et finalement

la cytologie de ces mémes compartiments, les résultats obtenus seront exprimés et discutés.
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CHAPITRE 1
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Chapitre I Aspects Histologiques et Cytologiques du cervix et de I'utérus

1.1 Aspects histologiques de I’endométre

Chez les ruminants, 1’utérus est composé de deux cornes enroulées reliées par un court
corps. Il s’ouvre crani¢lement aux oviductes et projet jusqu’au I’orifice interne du cervix
[11]. Sur le plan histologique, trois couches peuvent étre distinguées, la muqueuse
intérieure (endometre), la musculeuse (myometre) et la tunique séreuse externe (périmetre)
[12].
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Figure 1. Structure de la corne utérine de la vache en métoestrus (x 25). 5. Glande utérine, 6.
Régions hémorragiques, 7. Couche profonde circulaire du myométre, 8. Couche superficielle
longitudinale du myomeétre [12].

L’endométre désigne la muqueuse qui tapisse le corps et les cornes utérines. Il est
épais et molle présentant des plis longitudinaux fragmentés en caroncules. Il est composé
de I’extérieur vers ’intérieur par un épithélium de surface ou luminal, un tissus conjonctif
sous adjacent, dont le quel on distingue un stroma compacte et spongieux, des glandes,

des vaisseaux sanguins et des cellules immunitaires [12—-14] [Figures 1].

Sur le plan anatomo-histologique 1’endomeétre des ruminants est caractérisé par
deux régions distinctes : la premiere consiste a une proéminence aglandulaire appelée
caroncule, considérée comme un site d'adhérence embryonnaire. Cependant, la deuxieme
zone intercaronculaire est trés glandulaire [Figure 2]. Ces glandes, synthétisent, sécrétent
ou transportent une variété d'enzymes, de facteurs de croissance, de cytokines, de
lymphokines, des hormones, des protéines de transport, et d'autres substances appelée
collectivement «histotroph». Cette substance est responsable de la croissance, du
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développement et l'apparition de signaux de reconnaissance de la gestation, et
I'implantation / placentation [15-19].

Les glandes utérines peuvent apparaitre au niveau de la couche la plus profonde
des caroncules, mais leur origine était la région intercaronculaire [20-22] [Figure 2].

1.1.1 L’¢épithélium de surface

Chez la vache et la brebis, I’utérus est limité généralement par un épithélium cylindrique
simple ou pseudo- stratifi¢é au cours du cycle cestral. Il devient cubique au cours de
I’anoestrus . Cette barriere épithéliale est composée deux types cellulaires irrégulierement
mélés, les unes ciliées, pourvues d’un noyau ovalaire ou sphéroide, les autres non ciliées,

de type sécrétoire dont le noyau est plus étroit et allongé [21,22].
La proportion des ces deux types cellulaires varie selon les endroits et les périodes,
comme dans la trompe utérine. Par exemple, les cellules ciliées sont peu nombreuses durant
la puberté, plus abondantes chez I’adulte et qu’elles se raréfient pendant 1’cestrus et le

métoestrus [21,22].
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Figure 2 . Coupe histologique de la corne utérine de la vache. La zone intercaronculaire (a) la
zone caronculaire (b) la lumiére utérine (a), I'épithélium utérin (b), la couche conjonctif sous-
épithélial (c), la couche musculaire (d), les glandes endométriales superficielles (fleches) et les
glandes endomeétriales profondes (pointes). Coloration H & E [22].

L’¢épithélium de surface est séparé du stroma par une mince membrane basale (lamina
propria). Ces deux structures ont souvent une apparence ondulée dans les zones
caronculaires, ce qui en résulte une serie de crétes et de depressions intermédiaires
[23][Figure 3].
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Le rapport entre la hauteur de la cellule a la hauteur de noyau est de 1,8: 1 et 1,5: 1
dans les zones caronculaire et intercaronculaire, respectivement. Schmidit et al., (2006)
ont constaté une présence d’une infiltration lymphocytaire intra-épithéliale ; qui se répartit

d’une maniére aléatoire tout au long de 1'épithélium [23] [Figure 3].

Figure 3. Surfaces caroncularire de 'endométre de Buffle d’ Afrique, (a) en microscope
photonique, (b,c) en microscope électronique. (a) I'épithélium cylindrique simple de surface avec
une et lamina propria adjacentes présentent une apparence ondulée distinctes. Crétes (fleches
noires), les dépressions (étoiles), lymphocytes intraépithéliaux (fleches blanches). (b et ¢) des
cellules épithéliales crétes cellulaire (fleches noires), dépressions peu profondes (étoiles) de
différents diamétres [23].

1.1.2 Stroma

Il représente la majeure partie de I'endomeétre, la densité des fibres de collagene
permet de distinguer deux couches: le stratum compactum au contact de I'épithélium et le
stratum spongium la partie plus profonde au-dessus de la couche musculaire [21].

En plus de ces fibres de collagéne, le stroma comporte deux types de cellules : les
cellules fixes ou réticulaires et les cellules mobiles comme : les lignées histiocytaires,
mastocytaires et granulocytaires. Les lymphocytes y sont également en grand nombre
[Figure 3].

1.1.3 Glandes utérines

L’endométre présente deux types des glandes : les internes siegent au niveau du
stroma superficiel (glande superficielle) et les externes sont situées contre le myomeétre et
sont nommeées les glandes profondes. Ces glandes endométriales varient dans leur forme et
leur architecture selon la période du cycle, mais elles restent des glandes tubuleuses simples
qui débouchent dans la lumiére utérine [22,24,25].

Le développement et la morphogenése de ces glandes sont des événements

exclusivement post-natales chez les ruminants. llIs commencent sous forme des
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invaginations de [I'épithélium luminal (LE) qui envahissent progressivement le
mésenchyme, entrainant finalement un réseau de glandes épithéliales tout au long du
stroma. Tandis que, la capacité fonctionnelle de I'utérus adulte est établie par événements

de développement associés a la "programmation” des tissus utérins pendant la période de

la vie prénatale et postnatale.

Figure 4. Coupe histologique de I’endométre de buffle: la lumiére de 'épithélium utérine (a, b) ;
les glandes superficielles de I'endométre (c, d) et les glandes endométriales profondes (e, f) ; en
phase folliculaire (a, c, €) et le mi de la phase lutéale (b, d, f). Epithélium utérin (EP); couche
sous-épithélial (SE); lait utérin (UF); Capillaires (fleches). Coloration H & E [22].

D’une fagon générale, 1'épithélium glandulaire superficiel est de type pseudo-
stratifi¢ cylindrique d’une fagon générale, mais on peut déceler quelques zones
cylindriques simples [Figure 4]. Il comprend aussi des cellules ciliées et sécrétrices.
Paisan Tienthai et al. 2013 [22], ont montré la présence des gouttelettes de sécrétion
nettement saillie a partir de I'épithélium glandulaire superficiel au milieu de la phase lutéale
et un fluide utérin accumulée a l'intérieur de la lumiére de ces glandes [Figure 4].

Cependant, 1’épithélium cylindrique simple voir cubique, était le type majoritaire au
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niveau de 1’épithélium glandulaire profond pendant les deux phases du cycle cestral chez

la vache.

1.2. Histologie du cervix

Le cervix est organe fibreux, tubulaire de consistance dure, facilement repérable a
I’examen transrectale. D’aprés Bacha et Bacha, 2000 [12], cet organe présente une trés
grande variation morphologique selon les especes, ce qui refléte les différents mécanismes
physiologiques du transport du sperme et de la parturition. Pour ces raisons le canal
cervical peut étre droit ou peut contenir des plis annulaires ou des anneaux muqueux, qui
se projettent dans la lumiére. Il peut y avoir un seul ou double canal (chez le rat). Chez les
ruminants, le col utérin est projeté dans le vagin via ’orifice cervical externe. Il mesure
de 7a8 cm et de 4-10cm chez les vaches et les brebis respectivement [26-28]. Chez ces
deux espéces, la lumiére du col est trés compliquée et tortueuse due a la présence d'anneaux
cervicaux qui pointent en direction caudale fournissant une barriére physique contre les
contaminations externes. Sur le plan anatomique le cervix est subdivisé en deux grands
segments [12,21]:

» Vaginal ou exocervix, qui forme une protusion dans le vagin et est revétu d’un
épithélium squameux, pluristratifié de type vaginal;

» Uteérin ou endocervix , le canal cervical proprement dit, trés sinueux, recouvert sur
la majeure partie de sa longueur d’un épithélium prismatique, unistratifié de type

utérin.

Sur le plan histologique le col utérin est subdivisé en trois tuniques : la muqueuse, la
musculeuse et la séreuse :
> La muqueuse : est une mince couche sécrétrice, formée des plis annulaires qui se
projettent dans la lumiére, mais elle forme également de nombreux petits plis. Elle est
bordée d'un épithélium superficiel cylindrique, avec un petit nombre de mucocytes.
Chez la brebis, la partie craniale (prés de I'utérus) et mediane du col, sont recouvertes
par un épithélium cylindrique cilié simple. Alors que, au niveau de la partie caudale
(prés du vagin) des régions tapissées par un épithélium pavimenteux stratifié ont été

également observées [29,30].

Concernant le stroma cervical, il est pourvu de nombreuses fibres de collagenes,
qui lui donnent sa consistance ferme et se retrouvent jusqu’aux faisceaux les plus profonds

de la musculature. Ces fibres sont susceptibles de se gonfler fortement sous I’influence des
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hormones ovariennes et contribuent a modifier la consistance et I’aspect du col au cours de

I’oestrus [26,27,29,31-33] .

Selon la densité et la composition cellulaire, le compartiment stromale est classé en
deux couches histologiquement distinctes: le stroma sous-épithélial lache (stroma
superficiel) et le stroma dense au dessus de la musculeuse (stroma profond). Cette derniére
couche se distingue de la premiére par la présence de cellules musculaires lisses, intercalées
entre les fibroblastes. Dans la couche stromale superficielle les cellules musculaires lisses

sont principalement d'origine vasculaire [32—-34] .

» La musculeuse : constituée d’une couche de muscles longitudinaux externes lisses
et une épaisse couche musculaire circulaire interne. Chez les bovins, la couche externe
est assez épaisse par rapport a celle des autres especes. Dans la partie caudale (orifice
vaginale), la couche musculaire est relativement mince par rapport a la couche stromale,
tandis que la couche musculaire de la partie créaniale est beaucoup plus épaisse
[29,33,34].

» La sereuse : est constituée d’une couche épaisse de tissus conjonctif lache et de

vaisseaux sanguins [29].

= _ -:. ¢

Figure 5. Morphologie de la partie craniale (endo-cervix) (A) et caudale (exo-cervix) (B) du col

de brebis le jour 1 apreés 'cestrus (jour 0). ALE et BLE, épithélium luminal apicale et basale; SGE

et DGE, épithélium glandulaire superficielle et profonde; SFS et DFS, stroma des plis
superficiels et profonds; et SWS et DWS, Stroma superficiel et profond [32].

1.2.1 Glandes cervicales

Elles existent dans I’espéce humaine et parmi les mammiferes domestiques,

seulement chez les petits ruminants [32]. Elles sont tubuleuses, simples et peu nombreuses
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chez ces animaux alors qu’elles sont plus nombreuses et ramifiées chez la femme. Leur
épithélium est identique a celui de la surface, mais les mucocytes y sont plus abondants.

Elles présentent de discrétes variations au cours des cycles sexuels.

L'épithélium glandulaire n'a été observée que dans la zone créniale du col, et a été
classé en deux compartiments histologiques, comme suit: I'épithélium glandulaire
superficiel (SGE), qui est adjacente a la lumiere du col utérin et dans la couche stromale
conjonctive lache, et 1’épithélium glandulaire profond (DGE), qui représente la couche
stromale conjonctif dense [35]. Toutefois, il a été rapporté que les glandes tubulaires a la
base des plis du col utérin ont été trouvées tout au long du cervix de brebis exposée

chroniquement aux phytoestrogénes [36-38].

1.3. Aspects cytologiques

La cytologie est un outil de diagnostic frequemment utilisée chez plusieurs especes.
Cette technique est pratiquée par plusieurs domaines médicaux : I’hématologie, la
cancérologie et gynécologie. Chez le male I’examen cytologique de la semence est
indispensable avant la fécondation ou la récolte des semences pour la congélation. Elle
permettra D’appréciation de la qualité de la semence et détection des éventuelles

pathogénes transmissibles sexuellemen[39-42].

La cytologie endometriale est une technique d’une grande importance
particuliérement chez la jument et la femme. Elle fait partie de I’examen de routine de
I’exploration physiologique et pathologique de multiples problemes de I’infertilité dont les
endomeétrites subcliniques. Chez la vache, Gilbert et al. (1998) sont les premiers qui ont
proposé 1’examen cytologique de 1I’endomeétre [43]. Cependant, chez les ovins cette

technique est proposée par Ahmadi et Nazifi 2006 [41].

Depuis 1’année 2004, elle est devenue une technique expérimentale de référence pour
I’appréciation des différentes catégories des endométrites chez la vache. Bien que, la
cytologie est plus sensible que la bactériologie. Malheureusement, cette technique ne fait

pas partie d’examen de routine chez les ruminants [44].

1.3.1 Méthodes de prélévements cytologiques
Plusieurs dispositifs ont éte décrits pour la réalisation du prelevement cytologique

utérin.
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1.3.1.1 Méthodes d’écouvillonnage
Réalisée soit a I’aide d’un écouvillon ou une cytobrosse. Cette méthode consiste a
introduire un écouvillon stérile préalablement protégé des contaminations par une main
gantée de I’opérateur, jusqu’au passage de I’entrée du col. il semble que la technique du

cytobrosse apporte les meilleurs résultats pour 1’étude cytologique [42,44,45].
1.3.1.2 Méthode de lavage utérin

Elle consiste a introduire une petite quantité du liquide physiologique tamponné, ne
dépasse pas les 250ml, dans la cavité utérine a I’aide d’une seringue. Le liquide aspiré est
ensuite centrifugé afin d’utiliser le culot récupéré. Cette technique semble alterer la fertilité

de I’animal, suite aux traumatismes de I’endométre [44,46,47].

1.3.2 Eléments d’un frottis cytologique cervicale et utérin

Différents types cellulaires peuvent étre observés sur des frottis cervicaux et utérins :
des cellules épithéliale, des polynucléaires neutrophiles, des lymphocytes, des
éosinophiles, des macrophages, des globules rouges, des micro-organismes et des squames.
Il a été décrit que la présence d’un grand pourcentage de cellules épithéliales dans un frottis

permet de s’assurer la bonne qualité du prélévement [41,48-52].

Plusieurs critéres ont été décrits pour interpréter les résultats et la lecture des lames
cytologiques. Selon de nombreuses études, il faut prendre en considération, le nombre de
neutrophiles par champ, le nombre de neutrophiles par lame, le rapport
neutrophiles/cellules épithéliales ou encore le pourcentage de neutrophiles par rapport au
nombre total de cellules. 1l a été rapporté que le chimiotactisme de neutrophiles présent

des fluctuations physiologiques dépend du stade du cycle cestral [41,42,53].

1.3.2.1 Cellules épithéliales

Sont des cellules polarisées avec un pole apical tourné vers la lumiére de la cavité
et un pole basale dirigé vers le tissu conjonctif sous jacent, qui se repose sur une lame
basale (avec la présence de grains de mucus au pole apical), elles sont rencontrées isolées
ou en amas [Figure 6]. Les cellules épithéliales sont parmi les premiers moyens de
défense vis-a-vis aux agressions externes. Elles participent a la production de la défensine
( peptide antimicrobien) [54-56] .

Ces cellules ont de complexes et importantes fonctions : la présentation de
I’antigene [54], la synthése et transport des immunoglobulines et la production des

chimokines qui intervienent dans le phénomene de la diapédése des lymphocytes et des



Chapitre I Aspects Histologiques et Cytologiques du cervix et de I'utérus

neutrophiles vers les lumiére cervicale et utérine [55,57]. Elles participent également a la
synthese des PGF et PGE [58].
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Figure 6. Cellules endométriales en phase folliculaire chez la vache [53].

1.3.2.2 Cellules inflammatoires
» Granulocytes neutrophiles

Représentent la population cellulaire prédominante des leucocytes dans un frottis
cervicale ou utérin. Sa présence dans la lumiere de ces deux compartiments est plus
importante lors d’un processus inflammatoire. En effet, le frottis d’un utérus sain montre
peu ou pas I’existence de neutrophiles. La forme de son noyau refléte son état d’activité :
les jeunes neutrophiles avec un noyau polylobé incurvé en fer de cheval « non segmente,
elle représente la population dominante en cas d’un processus inflammatoire actif [Figure
7]. Des cellules dégénérées (cytoplasme gonflées avec absence des lobules) sont
égalements remarquées dans ce cas [49-51,56,59,60].

Selon Ahmadi et al. (2006), des fluctuations du taux de neutrophiles dans les frottis
cervicaux et utérins sont observées au cours d’un cycle cestral. A cet effet, une
augmentation significative du pourcentage de ces cellules est constatée principalement
pendant le métoestrus [41,49].

Figure 7. Aspect cytologique de neutrophile (a gauche), éosinophile (au milieu) et lymphocytes
(a droite) [61].
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» Eosinophiles : leurs tailles moyennes varient entre 10 a 15u. Possédent
un noyau bilobé anuclée avec une chromatine dense, un pont chromatinien incurve relie les
deux lobes [Figure 7]. Leur cytoplasme est acidophile avec de grosses granulations
(rouge-orangé) a la coloration de May-Grinwald et Giemsa [62,63].

» Basophiles : ont un noyau volumineux et incisé le plus souvent. La
particularité de ces cellules est la présence des grosses granulations basiques (bleu foncée),

masquant parfois le noyau.

» Lymphocytes -Plasmocytes: petites cellules dont le diameétre compris
entre 6 2 15 um. Leurs noyaux sont arrondis ou ovoides. Présente une fine couche d’un
cytoplasme plus ou moins basophile, finement granuleux autour du noyau [Figure 7]. .
IIs ne sont pas toujours facilement distinguables d’autres cellules, notamment des cellules

épithéliales dégénérées (perdues leurs cytoplasmes) [64].

» Macrophages: cellules volumineuses dont la taille varie entre 25-30
pm de diametre, avec un cytoplasme acidophile abondant comprenant des vacuoles
(intra cytoplasmiques )et parfois des particules phagocytées. Leurs présence dans un

frottis cervicale ou utérin est rare.

» Autres éléments : d’autres composants tels que les bactéries, les
hématies et des débris de contamination fécale ont été occasionnellement détectés dans

un frottis sains [65].
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ASPECTS MORPHOLOGIQUES ET
ENDOCRINIENS DU CYCLE OESTRAL



Chapitre I1 Aspects Morphologiques et Endocrimens du Cycle Oestral

1.1  Aspects morphologiques du cycle oestral

Chez les ruminants, le cycle est divisé en deux phases: la phase lutéale, qui occupe environ
80% du cycle cestral et la phase folliculaire, représente seulement 20% [Tableau 1]. Selon la durée
de vie du corps jaune et le nombre des vagues folliculaires la duré cycle cestral peut aller de [18 a 24

jours] et de [17a 21 jours] chez les bovins et les ovins respectivement [66,67].

Tableau 1. Caractéristiques des cycles de quelques mammiferes [68]

Especes Durée du Phase Phase Durée de Moment de I’ovulation

cycle lutéale folliculaire ~ D’oestrus Apreés le début des Apres la fin

(jours) (jours) (jours chaleurs des chaleurs
Vache 21 (18-25) 17(15-19) 4 (2-5) 20h 10-12h
Brebis 17 (15-19) 15 (14-16) 2 (2-3) 24h 18-36h
Jument 21 (16-30) 14 (12-15) 7 (4-15) 6j (2-14) 35-40h
Femme 28 (24-35) 14 (12-17) 14(12-18) Vers le milieu du

cycle

Moyenne (min-max)

Le développement des follicules ovariens ou la folliculogénése suit une chronologie trés bien
connue chez les mammiféres. Selon [69], cette étape commence a partir du 70éme jour de la gestation

chez la brebis, 1’age a partir du quel les premiers follicules primordiaux seront formes.

A la naissance, les agnelles possédent une réserve de 100 000 a 200 000 follicules et environ
500 000 chez la véle; mais, seulement quelques centaines d’entre eux ovuleront et la majorité des
ovocytes s’atrésient ou dégénérent [70]. Apres la puberté, la croissance folliculaire devient rapide et
abouti a une (ou des) ponte (s) ovulaire (s) ou moment de 1’ovulation et a la différenciation des cellules
folliculaires, qui sont deux phénomenent étroitement imbriqués, suivi par un développement et une

régression du corps jaune [71,72] [Figure 8] .

11.1.1Dynamique folliculaire inter-cestrale

Au cours d’un cycle cestral, les ovaires sont le sieége d’un processus continu et synchrone
caractérisé par une maturation de 1’ovocyte bloqué et une différenciation des cellules folliculaires, il
s’agit d’un développement folliculaire terminal ou la folliculogénese tardive. Chez plusieurs
mammiferes, cette étape se déroule par vagues successives et coordonnées. Ces dernieres consistent
a une croissance d’un ou plusieurs cohortes folliculaires depuis le stade cavitaire (antral) jusqu'au

moment de lI'ovulation ou 1’atrésie [71,73,74].

Cette croissance terminale est strictement dépendante des hormones gonadiques principalement
la FSH. C’est au cours de chaque cycle que s’effectué le recrutement, sélection et dominance

folliculaire [Figure 8].

11



Chapitre I1 Aspects Morphologiques et Endocrimiens du Cycle Oestral

Ovulation

Recruitment &

Initiation of éﬁ = @g%

follicle growth Qe ‘ g‘ \ \
€ A \‘ - e

-a‘o ‘ m Ant

VW follicies _formadion ‘ Atresia
ol -
4+— =3 months — ¢ =7 estrous cycles >
"""';:;"::I':“““ Antral follicle growth
ou ou
Croissance basale Croissance terminale

Figure 8. Représentation schématique des différents stades de croissance des follicules [75].

Chez les ruminants, un cycle ne comporte le plus souvent (dans 95% des cas ) que deux ou
trois cohortes folliculaires (occasionnellement quatre) espacées de sept a dix jours d’intervalle.
Chaque vague folliculaire se développe autant pendant la phase folliculaire que durant la phase
lutéale [Figure 9, 10]. En début de la phase lutéale (le jour de I’ovulation) , une premicre cohorte
folliculaire composée de 8-9 follicules de (2 @ 3 mm) chez la vache et de 1-4 follicules de (3 a5

mm) chez la brebis, gonado-dépendante va étre recrutée [73,76].

Au bout de quelque jours, I’un (ou plusieurs) follicule (s) de cette cohorte devient (s) dominant
(s) et le reste vont se diriger vers D’atrésie folliculaire, c’est la phase de la sélection ou la déviation

folliculaire, qui est trés courte chez les bovins, elle ne dépasse pas généralement 8heures [71,72,76]

[Figure 9].
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Figure 9. Représentation schématique de déroulement d’une vague folliculaire ovulatoire. A la phase du
recrutement, une cohorte folliculaire gonado-dépendante émerge est commence sa croissance. A la sélection,
le nombre des follicules en croissances égale le nombre d’ovulation. Un (des) follicule dominant (s)
sélectionné (s) devient(s) pré-ovulatoire et le reste de la cohorte subissent 1’atrésie [68]

Au moment, de leur recrutement, tous les follicules ont la capacité d’étre dominants [Figure
9,10]. Cependant, dés le troisieme jour de recrutement, le (les) follicule (s) dominant (s) subit (s) une
croissance rapide , il (s) atteint (s) approximativement(s) 8mm. Cette dominance coincide avec
I’apparition d’une activité aromatase dans les cellules du granulosa, qui perdent progressivement leur
pouvoir prolifératif et se différencient en cellules stéroidogéneses suite a 1’augmentation de taux des

cestrogénes plasmatiques d’origine thécale, ainsi le développement de la vascularisation thécale[75].
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Figure 10. Vagues folliculaires au cours d’un cycle oestral chez la brebis .\WWave interovulatry interval :

vagues folliculaire entre deux ovulations ; G : phase de croissance, S : sélection, R : régression. Wave :

vague ; Follicle diametre : diamétre d’un follicule ; OV : ovulation ; Days of ovulation : jours du cycle ;
Luteal phase : phase lutéale [77].
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Au cours de la phase de dominance, une réduction du nombre des follicules émergeants
ayant 4 a6 mm de diametre, est tres remarquable chez la vache. Le jour de I’ovulation le (les) follicule
(s) dominant (s) destiné (s) a ovuler atteint (s) une taille comprise entre 6-7 mm et 8 & 20mm de
diamétre, chez la brebis et la vache respectivement. Généralement un cycle oestral chez les ruminants
est caractérisé par trois a quartes vagues folliculaires. Bien que un cycle de deux vagues peut étre
observé chez la brebis [67,77] [Figure 11]. Chez cette derniére espece, le follicule pré-ovulatoire est

issu le plus souvent de la derniére vague [73,76] [Figure 11].
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Figure 11. Recrutement, sélection et dominance montrant 3 vagues de croissance folliculaire durant le cycle
cestral chez une vache. OV : ovulation ; Time (days) : jours du cycle ; Growth wave : vague de croissance
folliculaire, P : Follicule primordiale, S : sélection ; R : Recrutement ; D : dominance ; Follicle diameter :

Diamétre du follicule ; A : apoptose (atrésie folliculaire) [78].

11.2 Régulation de la dynamique folliculaire

11.2.1Gonadotrophines et stéroides ovariens
Les hormones gonadotropes (FSH et LH) sont les principaux régulateurs du développement
folliculaire terminal, communément décrit par le concept de cohorte folliculaire, elle correspond a un
enchainement de trois phases synchrones : émergence (recrutement), sélection et dominance comme
il a eté mentionné préecédemment. Ces gonadotrophines agissent via des récepteurs membranaires
couplés a la protéine G : RLH et RFSH pour LH et FSH respectivement. L’expression de ces
récepteurs sur les cellules de la granulosa et thécales varie selon le diametre du follicules et selon les

especes [78].

Le RFSH apparait dés le stade de follicule primaire, leur réceptivité a la FSH augmente au

cours de la croissance du follicule terminale (a une taille folliculaire de 2 mm et 4-5 mm chez la brebis
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et la vache respectivement), ce qui coincide au recrutement de la cohorte folliculaire. Pendant cette
phase, Les RFSH sont localisés exclusivement sur les cellules de la granulosa, ils induisent une
prolifération importante de ces cellules (effet mitogene) et I’expression de son propre récepteur

[78,79].

La petite avance dont il pourrait bénéficiée un follicule plus sensible par rapport aux autres
s’amplifie. Ce dernier instaure alors une sorte de dialogue privilégi¢ en secrétant de plus en plus
d’cestrogénes, ce qui a pour conséquence un rétrocontrole négatif sur la sécrétion de la FSH,

responsable d’une atrésie des follicules dépendants de cette gonadotrophine [68,78].

Le (les) follicule (s) sélectionné (s) acquierent (s) des RFSH sur les cellules de la theque a
une taille folliculaire trés caractéristique de 1’espéce (>3 mm chez la brebis et >8 mm chez la vache),
a ce stade la FSH induit ’expression des RLH et la différenciation des cellules de granulosa en
cellules stéroidogenes (par une transcription des aromatases). A cette taille le (les) follicule (s)
dominant (s) ne souffre pas quant a lui (eux) de la diminution des teneurs en FSH. Il induit, suite a
une sécrétion élevée d’cestradiol, un rétrocontrdle positif sur la sécrétion pulsatile de la LH, ou il (s)
devenu (s) LH dépendant, a ce moment la, le devenir de ce (ces) follicule(s) dépend de la fréquence

et ’amplitude des décharges LH ainsi le nombre et la sensibilité des RLH [79-83].

Au cours de la phase de dominance, une croissance explosive était remarquée chez la vache :
de I’ordre de 5-6mm par jour. Les RLH situés sur les cellules de la theque dés le stade pré-antral,
apparaissent sur les cellules de la granulosa (9 a 10 mm chez la vache) au cours de la maturation
finale de follicule préovulatoire, il contrdle la sécrétion des cestrogenes, stimule I'expression de ses
propres récepteurs et des enzymes de la stéroidogenése (P450scc, P450 17a et 3HSD) [73,78,83,84].
Au dela de ce stade le devenir du follicule dominent ont dépends de la phase du cycle on distingue
deux cas :

» Vague (s) folliculaire abortive: une atrésie de (des) follicule (s) dominant (s) est observée

avec des teneurs sériques élevées de la progestérone (présence d’un corps jaune), responsable
d’un rétrocontrole négatif sur I’axe hypothalamo-hypophysaire, donc les pulses LH n’ont alors
lieu que toute les 3-4heures, ce qui aboutit a la perte de la dominance, apres une phase statique
d’environ de six jours chez la vache. Une nouvelle cohorte sera donc recrutée par la suite
[71,84].

» Vague(s) folliculaire (s) ovulatoire (s) : suite a une lyse du corps jaune en fin de dioestrus,

les concentrations de la progestérone déclinent, le rétrocontrble négatif est levé
progressivement. La concentration plasmatique des cestrogénes augmente alors. Cette €lévation

constitue le signal ovarien induisant le déclenchement de la décharge ovulante de LH, induite
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par I’augmentation de I’amplitude et la fréquence des pics pulsatiles LH. Seul le ou les follicule
(s) qui exprime (s) de nombreux RLH sur leurs cellules de granulosa est (sont) capable (s)
d’ovuler 24h apres le pic ovulatoire de LH. La liaison de cette gonadotropine sur leurs
récepteurs stimule 1’expression de plusieurs génes intervenant dans la rupture du follicule et le
dialogue entre ce dernier et I’ovocyte mature [68,71,73,76].

11.3 Lutéinisation : aspects morphologiques et endocriniens

La lutéinisation est un événement qui caractérise la fin de la phase folliculaire et le début de
la phase lutéale. A ce stade, des remaniements cytologiques et biochimiques des follicules rompus
(corps jaune hémorragique), aboutissent a la formation d’une structure plus solide appelée : corps
jaune. Chez les ruminants, le CJ est formé de deux types de cellules stéroidogéne bien différenciées
au début de la lutéinisation, mélent par la suite pour conduire a la formation d’un amas tissulaire plus

homogeéne [85,86] .

On distingue : les grandes cellules LH -indépendantes, qui proviennent des cellules de la
granulosa , et les petites cellules LH-dépendante qui sont issues de la theque interne.
Sur le plan morphologique, le CJ évolue en trois étapes distinctes [87-89] :

» Dans un premier temps, les cellules de la theque interne sont le siege de remaniements

biochimiques, conduisant a leur différenciation en cellules stéroidogénes, capables de
synthétiser la progestérone, entrainant ainsi une élévation de la teneur plasmatique en
progestérone. Elle dure de 5 a 6 jours. A ce moment I3, le jeune corps jaune est insensible a
I’activité lutéolytique de la PGF2o.

» Dans un deuxiéme lieu, le CJ poursuit son développement jusqu’a une taille maximale

caractéristique de 1’espéce (2cm chez la vache) au bout de 9-10 jours. Elle correspond a la
phase de maintien du corps jaune, durant laquelle la progestéronémie est a sa concentration
maximale [87,90].

» Finalement, c’es la fécondation n’a pas lieu, autour de J16-J18 apres 1’ovulation chez la

vache. le corps jaune subit une lyse , suite a une action recombinée de 1’ocytocine sécrétée
par les cellules lutéales , la PGF2a endométriale et les cestrogeénes synthétisés par le

follicule dominant .
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Chapitre II1 Recepteurs Nucleaires des Stéroides Ovariens

La progestérone (P4) et les cestrogénes sont des hormones stéroidiennes dérivées du
cholestérol. La synthese de ces hormones lipophiles est assurée principalement par les gonades et par
les tissus périphériques, tels que le foie, le ceeur, la peau et le cerveau dans une moindre mesure [91—
95].

La teneur plasmatique de ces stéroides ovariens, subit des changements tout au long de la
vie de la femelle, en particulier au cours du développement embryonnaire, les cycles de reproduction

(cycle menstruel et cestral) et la gestation.

I11.1. Progestérone et ses récepteurs
La progestérone est une hormone a 21 atomes du carbone de formule (C21H300>), elle est
également nommée : 4-pregnene-3,20-dione. Sa masse moléculaire est de : 314,46 g/mol, sa demi-

vie varie entre 5 a 15 minutes. Dans le foie, le pregnanediol est le principal produit de sa dégradation.

A partir du cholestérol apporté par les lipoprotéines (LDL), la progestérone est principalement
produite par les cellules de la theque interne du corps jaune pendant la phase lutéale [87,91,93,95]

et le syncytiotrophoblaste du placenta au cours de la gestation [15,96] .
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Figure 12. La régulation physiologique de la teneur de la progestérone plasmatique chez la vache laitiére.
Liver : foie ; Corpus luteum : corps jaune ; High rate of CL blood flow: teneur plasmatique élevée en
cholestérol ; Inactive P4 metabolites : progestérone inactive ; P4 production : synthése de progestérone ;
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111.1.1. ROles physiologiques de la progestérone sur I’endométre
La progestérone (P4), I’hormone de gestation, est un régulateur clé de I'activité physiologique
de la vie génitale femelle. Elle intervient dans la préparation, initiation et le maintien de la gestation

[16,97-99]. Bien qu’elle induit la quiescence utérine, stimule la sécrétion d’histotrophe de 1'utérus,

17



Chapitre I11 Recepteurs Nucleaires des Stéroides Ovariens

cette stéroide diminue la réponse immunitaire de l'utérus pendant la gestation chez les mammiferes
[100-104]. 1l a été décrit que les changements de 1’activité proliférative au niveau de 1'épithélium
glandulaire et du stroma de I'endomeétre sont liés aux variations cycliques des cestrogenes et de la

progestérone [8,105,106].

111.1.1.1. Effets sur la différenciation cellulaire

La progestérone provoque la différenciation de I'épithélium glandulaire et les fibroblastes
stormales. Cette transformation comprend des modifications morphologiques et biochimiques, a
partir d'un phénotype prolifératif a un phénotype sécretoire. Selon plusieurs auteurs, la P4 entraine
I’augmentation du pouvoir sécrétoire des glandes endométriales suite a 1’accumulation des vacuoles
basique dans I'épithélium glandulaire. Elle induit ainsi des modifications dans la composition des
protéines secrétées par ces glandes .Ces sécrétions offrent un environnement qui prend en charge le

développement embryonnaire précoce [17-19,107].

111.1.1.2. Effets sur ’'implantation

La progestérone favorise I'implantation en stimulant la production des enzymes responsables
de la lyse de la zone pellucide. Toutefois, la lyse du zone pellucide n'est pas I'étape cruciale de ce
processus, d'autres événements médiés par la progestérone n'ont pas encore été décrits dans
I'initiation de I'implantation [15,16,96,100,108,109].

D’aprés Maha Al-Asmakh (2007), la progestérone joue un réle anti-inflammatoire dans
I'utérus, cette action a pour effet la génération d'un tissu immunologique privilégié afin de faciliter

I'implantation de I'embryon et empécher le rejet embryonnaire [110].

I11.1.2. Mécanismes de signalisation de la progestérone
Les effets physiologiques de la progestérone sur les cellules cibles passent par une liaison a
des récepteurs nucléaires (RP) ou membranaires (PGRMC et mRP) spécifiques de cette stéroide
[14,110-112].

Les actions de la progestérone dans le systéeme reproducteur féminin sont médiées
principalement par les RPs nucléaires. La mise en évidence des récepteurs membranaires est difficile
car leur capacité a se lier a la progestérone est relativement faible, par rapport aux RPs nucléaires, et
certaines etudes suggerent qu'ils ne sont pas activées par la progestérone [113,114]. Nous décrirons

uniquement le mécanisme de signalisation nucléaire dans les parties qui suits.
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111.1.2.1. Définition de RP

Le RP est un récepteur endocrinien qui appartient a la famille des récepteurs nucléaires, il
possede une haute affinité et spéecificité vis-a-vis a la progestérone [105,115,116]. Cette protéine est
capable d'activer des voies de signalisation dans le cytoplasme ou au niveau de la membrane

cellulaire, et dans le noyau, ou ils sont considérés comme des facteurs de transcription [117].

111.1.2.2. L ’éxpression de RP

Le géne du RP est constitué de 8 exons, separés par sept introns. Il se trouve sur le
chromosome (11922.923.1.) [117]. Comme la plupart des mammiféres, 1’expression de la protéine
RP chez les ruminants est détectée au niveau des différent segments du tractus genital : les ovaire
[118], I'utérus [119,120], le cervix et le vagin [121,122].

La transcription de ce géne peut étre activée par I’interaction de I'cestradiol avec des éléments de

réponse de 1’cestrogene (EREs) situés dans la région promotrice du géne [123-125].

Au niveau de I'utérus, les RPs sont exprimés dans les cellules épithéliales, stromales et le
compartiment myométriale. D’apres plusieurs études, cette expression subit des changements spatio-
temporelle a 1'intérieur de ces compartiments sous 1’effet des fluctuation des hormones sexuelles
[14,48,119,126,127].

111.1.2.3. Structure et iso -formes des RPs

» Structure des RPs

Comme tous les RNSs, les RPs contient cinque domaines suivants [Figure 13]:

v' Domaine A-B : situé dans la région N-terminale, ¢’est la partie la plus hypervariable
en termes de taille et de sequence d'acides amines. Cette région contient des domaines de trans-
activation (AF- 1 et AF -3) qui recrutent des protéines coactivatrices , ainsi un domaine

inhibiteur situé entre AF- 3 et AF- 1, responsable du recrutement des corépresseurs [128,129].

v' Domaine C : c’est la région la plus conservée, constitue d’une fraction qui sert a la
liaison a I'ADN (DBD) est situé a coté de domaine AF-1. Il se compose d'environ 66-68 acides
aminés avec deux structures en doigts de zinc. Il est responsable de l'interaction de complexe
hormone-récepteur avec la séquence ERH (Eléments de réponse a I’hormone), située dans le

promoteur du géne cible [128,130,131].

v Domaine D : domaine de localisation nucléaire [131].

19



Chapitre I11 Recepteurs Nucleaires des Stéroides Ovariens

v' Domaine E : responsable de la liaison au ligand (LBD), hautement conservé. 1l est
situé a I'extrémité C-terminal de DBD. Le LBD contient un domaine d'activation AF-2. Il
est responsable d'interaction du récepteur avec les HSP (protéines chaperonnes), la
localisation nucléaire et la dimérisation. Ce domaine recrute également des protéines co-
activatrice [131,132].

v Domaine F : dont la fonction est inconnue [131].
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Figure 13. Structure générale des RPs [133].

» Isoformes des RPs
Il existe deux principaux isoformes pour les RPs, (RP-A) et (RP-B), dont la présence et les
actions ont été démontrées chez plusieurs espéces. Il y a également un troisiéme isoforme RP-C qui
a été identifiée dans le placenta humain [134,135]. Le RPA est une protéine de 90 a 94 kD alors que
RP-B est de 120 a 118kD. lls sont transcrits a partir d'un méme gene sous l'influence de deux

promoteurs différents. Ces deux isoformes peuvent former des homo et/ou des hétéro diméres [136].

Il existe différents sites de régulation des isoformes RP-A et RP-B par I’cestradiol dans les
deux promoteurs : un site ERE/Sp1 pour le promoteur de 1’isoforme A, un site AP-1 entre les deux
promoteurs, et deux sites Spl pour le promoteur B [137].

Le RP-A, I'isoforme le plus court, ne contient pas les 164 acides aminés premicres de RPB
Cependant la forme la plus longue, RP-B, présente un troisiéme site de transactivation (AF3) [133].
Les RP-A et RP-B affectent les génes cibles d'une maniere différente. Cette derniere forme est un

puissant activateur des genes dépendant de la progestérone dans les différentes cellules [Figure 13].

Lorsque les deux isoformes de la RP sont activés dans la cellule, RP-A agit comme un puissant
inhibiteur de RP-B et diminue I'effet de la progestérone sur les cellules cibles. Cette inhibition est
causée par le domaine inhibiteur (ID) du RP-A. Bien que ce domaine est également présent dans RP-
B, son action est supprimée par I'AF-3 [110,137-139].

20



Chapitre II1 Recepteurs Nucleaires des Stéroides Ovariens

Concernant la derniéere forme décrite (RP-C) tronquée dans sa partie N-terminale, avec une
masse moléculaire d'environ 60 kDa. Elle ne posséde ni les domaines AF1 et AF3 ni le domaine de
liaison a I’ADN [133,135]. La présence de ce troisiéme isoforme est signalé chez I’homme [126], la

souris [140] et la VVache [141].

111.1.3. Mode d’action des RPs

RP- A et RP-B affectent la fonction cellulaire en modifiant I'expression des genes via deux

modes d'action: (i) le mode génomique directe, et (ii) le mode de extranucléaire indirect [126].

111.1.3.1. VVoie génomique directe

C’est la voie la plus classique, dont le mécanisme est dépendant du ligand. Les récepteurs
peuvent étre activés suite a une liaison du P4 a la région LBD. En l'absence de ligand, le PR
cytoplasmique est associé a un complexe des protéines chaperones, y compris les protéines HSP 70

et 90 du PIH, p23 et immunophilins, il est inactif sur le plan transcriptionnel [Figure 14].

Le complexe récepteur-protéines chaperones fournit une conformation spécifique du
récepteur qui permet la bonne fixation du ligand. La Liaison de la progestérone a la LBD provoque
un changement conformationnel du RP, qui permet la dissociation des protéines chaperones, la
dimérisation, la translocation nucléaire du récepteur, la liaison du co-activateur sur le dimere, suivi
par l'initiation de la transcription des genes cibles suite a une interaction des diméres sur des éléments

de réponse a la progestérone (ERP) [131,142].

D’aprés Mulac-Jericevic et Conneely (1996), la diversité des roles physiologiques de la
progestérone est déterminée par la dimérisation du récepteur [143]. De nombreuses études in vitro
ont montré que le RP peut également régulé les génes par le biais de diaphonie avec d’autres facteurs

de transcription, tels que le Sp1, AP-1(Activator Protein-1) ; NF-xB, et C/EBP-f [134].

111.1.3.2. VVoie extranucléaire indirect
Dans laquel les RPs interagissent avec le Src des tyrosines kinases dans le cytoplasme
pour activer les protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK), qui affecte alors I'expression
du géne [144] [Figure 15].

Le plus récemment Lee et al., (2006) ont découvert le mécanisme par lequel le RP active la
transcription a travers sa capacité a activer la protéines Src/ras/RAF/ activées par un mitogene (MAP)
kinase [145]. Le Src-1 (steroid receptor coactivator-1) est le premier membre identifié d'une famille

de co-activateurs qui régulent I'action des récepteurs nucléaires stéroide. En outre, le Src-1 est une
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cible de la protéine mitogéne-activée par la voie de la kinase (MAPK) , fournissant un lien direct a

une voie connue pour régler la transcription de géne récepteur stéroide -dépendante [146].

Cell
membrane

Cytosol

Nucleus

Figure 14. Mode d’action du récepteur de la progestérone. La forme inactive du récepteur est localisée dans
le cytoplasme et est associée a un ensemble complexe de protéines chaperones. Lorsque la progestérone
pénetre la membrane cellulaire et se lie au domaine de liaison du ligand (LBD) des récepteurs, I'agrégation
de I'hnormone conduit a la dissociation du complexe protéique chaperone et réinstallation du récepteur vers
le noyau, ou il subit une dimérisation. Le dimere du récepteur se lie a I'élément de réponse a I'hormone
(EDH) situé a l'intérieur de la région promotrice du géne spécifique. Aprés activation du récepteur dimére
par des récepteurs des co-activateurs, commence le processus de transcription. P4: la progestérone, Sl :
immunophilins, HSP : protéine de choc thermique [147].
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Figure 15. Voie extranucléaire indirecte du RP. La P4 se liant a RP induit I'association rapide de RP et
de ¢ -Src. Cette interaction conduit a une activation de c-Src dépendantes du module de signalisation MAPK
par voie Ras / Raf. Cette activation de la MAPK peut conduire a une phosphorylation (P) de RP, co-
activateurs de transcription et / ou I'activation des genes cibles de MAPK en aval la cycline D1). PRs
phosphorylés peuvent activer la transcription directement en se liant & des éléments de réponse a la
progestérone (PRES) ou indirectement par les interactions interne (SP1). Extranuclear et les actions
classiques de PR sont des actions hautement intégrées probables, plutot que des événements séparables
médiées par des populations distinctes de récepteurs [148].
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111.1.4. ROles physiologiques des RPs

Ces récepteurs agissent comme des facteur de transcription et participent a la régulation des
processus de reproduction y compris les menstruations, I'implantation, la grossesse, maintenance de

I'accouchement, développement mammaire et I'allaitement [110,129,147].

Le RP-A et le RP-B ont des fonctions distinctes dans I'utérus. L’expression du RP-A est a la
fois nécessaire pour moduler les réponses antiprolifératives et d’implantation associe a la
progestérone. Le RP-A est nécessaire non seulement pour inhiber I’effet hyperplasique induit par
';estrogéne au niveau de 1’utérus, mais aussi pour limiter les effets prolifératif potentiellement

néfastes de PR-B [143].

D’aprés plusieurs études, le RP-B est un puissant transactivateur en réponse a la
progestérone, alors que PR- A est moins active et dans la plupart des cas inhibe la RP-B

transcriptionnellement actif, en particulier lorsque son niveau est supérieur a celui de la RP-B [140].

Il est maintenant admis que la réponse a la progestérone est déterminée par les actions
combinées de RP- A et RP-B, lors de la liaison du ligand a des formes homodimeéres ou hétérodimeres
qui ont des activités transcriptionnelle distinctes sur des promoteurs des génes.

I11.2. Les ostrogenes et ces récepteurs (RES)

Il existe quatre formes des cestrogenes naturels chez la femelle: estrone (E1), 'estradiol (E2,
ou 17B-cestradiol) et I'estriol (E3) et I’cestétrol (E4). Chaque forme de ces hormones est produite a
partir du cholestérol suite a une série de réactions comme la substitution des groupements méthyle ou

hydroxyle, produites tout au long de la biosynthese de ces molécules [92].

111.2.1. Roles des cestrogénes
Les cestrogénes, en particulier 17B-cestradiol, jouent un réle crucial dans le développement et
la maturité du systeme reproducteur, néanmoins ils sont impliqués dans d'autres processus
physiologiques chez les mammiferes. En effet, cette hormone agit sur le développement, la croissance

de I’0s, I’homeéostasie et la fonction du systéme immunitaire et cardio-vasculaire [149].

Les modifications cycliques de 1’utérus sont sous contréle des hormones sexuelles, notamment
les cestrogenes. Ces changements se voient au niveau de épithélium luminale et glandulaire ainsi le
stroma endométrial. En effet, une action proliférative mitogéne a été observée dans différente partie
de la muqueuse utérine au cours de la phase oestrogénique du cycle sexuel. Cela correspond a un des
effets trophiques de 1’cestradiol. Ce dernier intervient dans divers fonction de 1’utérus, y compris la

croissance et I'implantation embryonnaire [112,150-153].
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111.2.2.

Les effets biologiques de I’E2 sont médies par la liaison puis 1’activation de leurs propres

Mode d’action des cestrogénes

récepteurs (REs). Ces derniers appartiennent a la famille des récepteurs nucléaires. Les RE sont des
facteurs de transcriptions se lient au ERE (éléments de réponse aux cestrogénes), qui sont présentes
dans les régions régulatrices des génes cibles de ces hormones. La séquence 5’GGTCAnnnTGACC3
a été définie comme I'élément de réponse des séquences d’cestrogénes. Cet élément est une répétition

inversée de 13 paires de base avec un espacement de trois bases variables [154].

Il existe deux sous-types de RE et plusieurs isoformes et variants d'épissage de chaque sous-
type. Le premier sous-type, le classique récepteur des cestrogénes a, le deuxiéme sous-type, B
[149,154].

111.2.2.1.Sous type RE«a

Le géne du REa (ou géne ESR1) est localisé sur le bras long du chromosome 6, précisément
sur le locus 625 [154]. Il est principalement exprimé dans les organes gonadiques (utérus, ovaire,
prostate, testicules, et le sein), mais aussi présent a des faibles niveaux dans d'autres tissus tels que
les os, le foie, les reins, le tissu adipeux et le cerveau [155].

> Structure de REa

Comme les autres membres de la superfamille des récepteurs nucléaires, le REa présente une
structure protéique contienne de domaines fonctionnels désignés de A a F, a partir de 1’extrémitée
N-terminale vers I’extrémité C-terminale [Figure 16]. Le domaine de liaison a I’ADN : DBD, situé

dans la région C et le domaine de liaison de I’hormone: LBD, situé¢ dans la région E [156].
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Figure 16. Structures ’ERa et ERP [156] .

24



Chapitre II1 Recepteurs Nucleaires des Stéroides Ovariens

Le domaine C assure la liaison & 'ADN (DBD). Il comprend deux doigts de zinc qui sont
impliqués dans la liaison au récepteur et la dimérisation, se sont les régions de plus grande
conservation entre les REa et RER, avec 97% d'’homologie [149,154,156] [Figure 16].

> Roles de REa

Chez les mammifeéres, le REa joue un réle crucial dans les processus physiologiques de
I'appareil reproducteur féminin [157-160]. L'utérus est un tissu cible pour les cestrogénes et des
niveaux significatifs de REa sont exprimés dans tous les compartiments utérins (épithélium luminal
et glandulaire, le stroma et le myometre), adétecté des niveaux variés d'expression de REa au cours
du cycle cestral et avec des pics au cours du proestrus, qui coincide avec une élévation du taux de

17B-oestradiol (E2), pour induire une réponse proliférative [150,159,161,162].

L’REa est aussi le sous-type prédominant dans l'utérus normal et les oviductes, il participe a
la régulation de la morphogénése épithéliale, la cytodifferentiation et l'activité sécrétoire. C’est un

facteur fondamentale pour le développement et la croissance du tractus génital femelle [163].
111.2.2.2.Sous type ERB

Le gene ERR humain ESR2 a été cloné en 1996 a partir du testicule et les travaux ultérieurs
ont une meilleure compréhension de l'action physiologique et pathologique d’E2 dans les cellules et

de tissus humains [164].

» Structure de RER

RER est un membre de la superfamille des récepteurs d’hormones nucléaires [165]
[Figure 16 ].

> Role de REP
Dans l'utérus pre-pubertal, REo et REP sont exprimés dans 1'épithélium endometrial et le stroma
pendant le développement précoce avant la maturité. Tandis que, la prolifération et la maturation
coincident avec une augmentation exclusive d'expression d'REa. La présence d'REB peut jouer un
role dans la modulation et le régulation des effets dREa . Le gain du poids utérin, augmentation de
la taille de I'épithélium luminal, formation des cedémes, hyperplasie de 1’épithélium et acini
glandulaire, tous ces effets semble moduler par REf [14,111,149,166,167].

I11.2.3.  Voie de signalisation des cestrogénes

Il est connu que tous les stéroides, y compris les cestrogénes, diffusent passivement dans la

cellule pour agir comme des facteurs de transcriptions en se liant a leurs récepteurs, ce qui provoque
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un changement de leurs structures pour former des complexes actifs .Les cestrogénes affectent la
fonction cellulaire en modifiant I'expression des génes via deux modes d'action en I’occurrence : le
mode genomique, et le mode non génomique [168-170]. Nous intéressons a la voie génomique.

Plusieurs voies sont impliquees dans ce mode de signalisation [171][Figure ].
111.2.3.1. VVoie ERE dépendent

C’est le mode le plus classique. Dans le cytoplasme des cellules exprimant RE, ce dernier se
trouvea 1'état d’un monomére inactif, il forme un complexe multi-protéique avec les immunophilines
et des protéines de choc thermique (par exemple, Hsp90, Hsp70et HSP56). Suite a la liaison du RE
avec son ligand naturel ou synthétique, au niveau du LBD, les protéines chaperonnes se dissocient,
le récepteur se dimérise et subit un changement de conformation qui permettra son translocation

nucléaire [168].

Dans le noyau, le complexe ligand —récepteur interagit avec les séquences ERE dans les
régions promotrices des genes cibles pour réguler la transcription de génes par le recrutement des
cofacteurs soit des co-activateurs ou des corépresseurs et les composants de la machinerie de la
transcription [172], Ainsi, les complexes d’ER-macromoléculaires facilitent les activités de
transcription des genes sensibles aux cestrogenes en déclenchant le remodelage de la chromatine au

niveau des promoteurs cibles [171] [Figure 17].

111.2.3.2.VVoie ERE Indépendante

Une partie des genes régulés par les cestrogénes ne possedent pas d’ERE complet dans leur
séquence promotrice [Figure 17]. En effet, le complexe ligand récepteur peut interagir avec d’autres
facteurs de transcription tels que SP-1 ou AP-1 protéine activatrice 1 (AP-1), le facteur NF-kB, -jun

liés sur leurs séquences spécifiques d’ADN [169].

Parmi les facteurs de transcription impliqués dans cette voie, SP-1 qui est le médiateur le plus
prédominant dans I'interaction indirecte RE-ADN. En plus, il a été suggéré une vaste diaphonie entre
RE et AP-1. Par exemple, I'REa-AP1 favorise une prolifération des cellules co-régulée par EZ2et la

cycline D1 et d’autres génes impliquées dans le cycle cellulaire [171].

111.2.3.3.VVoie indépendante du ligand
Outre que la voie de RE oestrogéno-dépendante, des données récentes ont montré que, dans la
physiologie normale des animaux, RE peut également étre activé d'une maniére indépendante du
ligand par une variété de facteurs, y compris les neurotransmetteurs tels que la dopamine, les facteurs

de croissance tels que le facteur de croissance épidermique (EGF) et de l'insuline-like growth factor-
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1 (IGF-1),des activateurs de certains voies de signalisation intracellulaires, telles que la protéine
kinase C , la protéine kinase A , MAPK , le phosphatidyl inositol 3-kinase [173,174] [Figure 17].

Cette voie est impliquée dans la régulation des canaux ioniques membranaires et I'activation
de la phospholipase C (PLC). L'activation de la voie indépendante du ligand est en grande partie liée
a la phosphorylation de RE par la protéine kinase cellulaire. Par exemple, I'EGF peut déclencher la
phosphorylation de Ser 118 a la fonction AF-1 de REa et active la transcription du récepteur. De
méme, la protéine kinase A peut également provoquer la phosphorylation de Ser 236 dans le domaine

de liaison a 'ADN du REa et régulé la dimérisation du récepteur [171].
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Figure 17. Voies de signalisation médiées par RE. Voie 1 (pathway 1): voie classique de la signalisation
de I'oestrogene nucléaire avec ou sans ERE. Voie 2(pathway 2): La signalisation membranaire de
l'cestrogéne conduit a des effets cytoplasmiques diverses, y compris la régulation des canaux ioniques
membranaire, des systémes de seconds messagers, et la modification des facteurs de transcription ou d'autres
récepteurs membranaires. Voie 3 (pathway 3): I'eestrogéne peut aussi exercer des effets antioxydants d’une
maniére ER-indépendante. VVoie 4(pathway 4): actions génomiques indépendante du ligand. Les facteurs de
croissance (GF) activent des cascades de protéines kinase, conduisant & la phosphorylation (P) et I'activation
de RE nucléaires a ERE [171].

27




PARTIE EXPERIMENTALE



CHAPITRE 1
MATERIEL ET METHODES
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Notre ex vivo étude est débutée le mois d’octobre 2013, au niveau de ’abattoire communal de
la wilaya de Batna sur des vaches laitiéres d’age moyen qui varie entre 4-10 ans et des brebis dont

’age est compris entre 4-6ans.

I.1. Protocole expérimentale
I.1.1. Collecte des échantillons

Cinquante(50) vaches et 50 brebis apparemment saines de toutes pathologies reproductrices
et non gravides (absence d’un embryon visible a 1’oeil nue) sont utilisées dans notre expérimentation.
Une prise du sang est réalisée a partir de la veine jugulaire, pour le dosage des hormones sexuelles,
avant le sacrifice des animaux. La collecte des tractus génitaux est effectuée juste aprés 1’abattage des
animaux au fur et a mesure de leur arrivée de la chaine d’abattage. Immédiatement les tractus génitaux

et les prélevements sanguins sont conservés au froid jusqu'a I’arrivée au laboratoire.

Ces animaux sont répartis en deux groupes égaux : le premier en phase folliculaire (n=25) et
le deuxieme en phase Ilutéale (n=25), en se basant sur plusieurs aspects macroscopiques
principalement : absence ou présence d’un follicule ou d’un corps jaune au niveau de 1’ovaire apres

une section longitudinale et I’aspect du cervix et de I’utérus [22,175].
1.1.2. Dosage des hormones sexuelles

Comme s’est mentionné précédemment, des préleévements sanguins sont réalisés au niveau de
la veine jugulaire (aiguille 4ml ; Vacutainer®), juste avant I’abattage de 1’animale. Le sang est
récupéré dans des tubes secs, centrifugé a une vitesse de 5000 tr/min pendant 5 min a une température
ambiante. Le sérum récupéré est congelé a (-20°C) jusqu'a une utilisation ultérieure. Les dosages
d’cestradiol 17p et de progestérone sont effectués par un automate (Hitachi Elecsys R 1010, Roche,
Neuilly sur Seine, France), dont le principe se base sur la méthode immuno-
Electrochemiluminescence (ECLIA).

Pour la progestérone, nous avons utilisé le kit Progestérone Il (Cobas R, Roche) avec une
limite de détection qui varie entre 0,03 ng/ml a 60,00 ng/ml. L analyseur est calibré pour I’cestradiol
17B, a I’aide du kit (Estradiol II (Cobas R, Roche) avec une détection minimale de 5 pg/ml et
maximale de 4300 pg/ml. Les coefficients de variation intra- et inter-dosage pour la progestérone et

I’cestradiol sont respectivement : 2 et 10% et de 6 et 10% .

Dans ce cas les deux hormones I’estradiol et la progestérone du sérum sont mis en
compétition avec de I’estradiol ou de la progestérone fixée sur des microbilles photosensibles face a
un anticorps biotinylé spécifique, appelé « conjugué ». Des microbilles chimiosensibles recouvertes

de streptavidine sont ajoutées au mélange. La biotine a une trés forte affinité pour la streptavidine.
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Les complexes immuns formés, associant les deux microparticules sont réactifs. Sous ’effet d’une
lumiere & 680 nm la particule photosensible libére de I’oxygeéne singulet qui réagit la particule
chimiosensible. L’intensité du signal lumineux est inversement proportionnelle a la concentration en

estradiol ou en progestérone.

Un deuxiéme kit d’oestradiol (E2 Diasorin RIA kit (Sorin Diagnostic, Antony, France) est
utilisé pour le dosage des oestrogénes chez les ovins, dont la limite de détection minimale est de
0,07 pg/ml, dont latechnique est basée sur la méthode RIA. Dans ce cas nous avons utilisé 1’analyseur
siemens (dimension vista) .

A noter que chaque dosage est effectué en duplicata.

1.1.3. Etude histo-morphométrique

1.1.3.1. Technique histologique

Les préléevements histologiques sont réalisés apres une dissection du cervix et de 1’utérus a
partir de quatre parties anatomiquement distinctes : I’endo-cervix (au dessous de 1’utérus), exo-
cervix (au dessus du vagin), le corps et la corne utérine [32]. Les biopsies prélevées sont plongées
dans le formaldéhyde a 10% (1/10), conservées au moins 15 jours jusqu'a la réalisation des blocs.
Pour la confection des blocs histologiques, un automate d’inclusion est utilisé, aprés un ringage

adéquat des échantillons a I’eau courante.

Pour la déshydratation et I’inclusion des biopsies, nous avons utilisé la chaine suivante : SiX
bains d’alcool de concentration croissante (60°, 70°, 90°, 95° et deux bains d’alcool absolu), suivi
par deux autres bains de xyléne pour 1’éclaircissement et les deux derniers servent aux drainages
de la paraffine. Les biopsies sont plongées dans deux bains de paraffine liquide (58°C) pour
I’inclusion. La derniére étape est I’enrobage et la confection des blocs solides selon la méthode de

Wang et al., (2007) [176].

Un microtome manuel est utilisé pour la préparation des coupes de 4um. Les rubans des
échantillons sont récupérés sur des lames en verre Superfrost ® (Menzel Glaeser, D-38116;
Braunschweig, Germany), placées dans une étuve a une température de 40°C, pendant toute une
nuit. Apres cette étape, toutes les lames sont colorées par la coloration H.E (hemalun-Eosine) dans
une batterie de coloration manuelle et finalement montées. A noter que pour chaque biopsie, trois

lames sont réalisées.
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1.1.3.2. Analyses morpho-métriques de I’endometre

Les coupes histologiques sont examinées et lues sous un microscope optique (Nikon Eclipse
E400) relié a un systéme d’interprétation d’image a différents grossissement( (100x) et (1000x)
« grossissement a immersion »). Dans ce contexte deux systéeme sont utilises : Image Pro-Plus
version 6 (Media Cybernatics Inc., MD, USA) et image analysis software panoramic viewer (3D
Histech Ltd, Budapest, Hungary) [Figure 18].

Trois compartiments endométriaux sont examinés (épithélium luminale, glandes
superficielles et profondes), pour différents paramétres morphométriques en 1’occurrence :

1) La hauteur de 1’épithelium luminal (EL) et épithélium des glandes superficielles (EGS) et
épithélium des glandes profondes (EGP) de la partie basale jusqu'a la région apicale) ;

2) La densité des glandes (DG) superficielles et profondes (nombre des glandes /1mm?) ;

3) Le périmetre des glandes (um) ;

4) la surface totale des deux types de glandes.

Dix champs pour chaque compartiment sont évalués aléatoirement par lame selon la méthode
décrite par [22]. Les lames sont lues par deux opérateurs différents, qui ignorent complétement la

phase du cycle de I’animal.
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Figure 18 .Systéme d’analyse d’image (software panoramic viewer) (3D Histech Ltd,

Budapest, Hungary).
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Figure 19. Méthode de mesure de la hauteur de 1’épithélium glandulaire.

1.1.4. Etude immuno-histochimique
1.1.4.1. Mise en évidence des récepteurs hormonaux
Notre étude s’intéresse a la mise en évidence de deux types de récepteurs hormonaux dont le
récepteur a I’cestrogene isoforme o (RE o) et les deux isoformes du récepteur de la progestérone (RP-

A et RP-B). Seul le marquage nucléaire est pris en considération.

Les coupes destinées a la détection des récepteurs oestrogéniques (RE) et progestéroniques
(RP) par la méthode d’immuno-histochimie (IHC) sont déposées sur des lames silanisées prétraitées
Superfrost plus® (Menzel Glaeser, D-38116; Braunschweig, Germany), afin d’assurer une bonne
révélation antigénique. Dans cette étude, la majorité des tests sont réalisés d’une maniere
automatique (AutostainerDako). Le protocole d‘IHC sur coupes en paraffine est divisé en deux étapes

distinctes :

La premiére consiste a un déparaffinage, démasquage antigénique a la fois, en incubant les
lames dans un PT link (Dako) préchauffé a 96C°, contenant un tampon a un pH bas (pH=6) (K8005-
Dako), pendant 30 min. On laisse les lames refroidir sans qu’il y ait un changement brutal de la
température. Les lames sont ensuite déplacées de PT link, rincer avec 1’eau distillée, puis plonger

immediatement dans un tampon PBS a la température ambiante pendant 3-5 min.

La deuxiéme etape est effectuée dans un automate a une température ambiante. Durant cette
étape, les lames sont traitées par un réactif de blocage de la peroxydase (peroxydase blocking : S2023,
Dako), pendant 5 minutes, pour inhiber 1’activité des peroxydases endogenes présentes dans les
cellules et ainsi réduire 1’intensité du signale. Les lames sont ensuite rincées avec 1’eau distillée,
passer dans un tampon PBS, puis incuber pendant 20 min avec un serum de chévre pour un meilleur

blocage (Dako). Les lames sont ensuite incubées avec les anticorps primaires REa (clone 1D5, Dako)
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[32,177] et RP (clone PR-AT 4.14, Thermo-Scientific) [14,178], ce dernier anticorps permet la
détection des RP-A et RP-B a la fois .

La révélation de ces anticorps primaires est réalisée par incubation avec le polymere de dextran
conjugu¢ a des anticorps secondaires et a I’enzyme peroxydase pendant 30 minutes suivie d’un
ringage a I’eau distillée. La détection du signal est faite par un kit diaminobenzidine (DAB), appliqué
pendant 5 & 15 minutes. Les lames sont contre-colorées a I’hémalun, déshydratées dans quatre bains
de I’¢éthanol a concentration croissante (50%, 75%, 90% et alcool absolu) puis dans du xylene. Enfin,
recouvertes par des lamelles a 1’aide d’un liquide de montage EUKITT (Dutscher,Brumath). La
positivité de la réaction consiste en une coloration brunatre et granulaire nucléaire.

Des témoins positifs sont utilisés dans notre étude. Pour cela, des blocs de paraffine de cas
cliniques déja testés positifs pour I’expression de REa et RP (tissu tumoral d’un adénocarcinome

mammaire d’une souris transgénique) sont utilisés.

1.1.4.2. Interprétation des résultats d’immuno-histochimie

Pour I’interprétation de résultats de I’immunolocalisation de REa et RP, nous avons utilisé¢ la
méthode décrite par Sagsoz et al., [121], basée sur trois scores : le score d’intensité (Sl), de proportion
(SP) et de Quick (SQ) [Tableau 2]. Concernant le premier score, il reflet I’intensité nucléaire de la
couleur brune ou orangée. Le deuxiéme score exprime le pourcentage de toutes les cellules marquées
positivement quelle que soit I’intensité de la couleur de la réaction parmi les 100 cellules comptées.
La somme de ces deux scores reflete le Quick score.

QS=1S + PS [121].

Tableau 2. Scores d’immuno-histochimie des recepteurs hormonaux selon la méthode de Sagso6z et

al. (2011).
Intensité Score (IS) Proportionnel Score (PS)
Score 0 : pas de couleur Score 0 : aucune cellule marquée
Score 1 : marquage a faible intensité Score 1 : moins de 1% des cellules marquées

Score 2 : marquage a moyenne intensité Score2 : entre (1-10%) cellules marquées

Score 3 : marquage a forte intensité Score 3 : entre (11-33%) cellules marquées

Score 4 : entre (34-66%) cellules marquées

Score 5 : entre (67-100%) cellules marquées
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1.1.5. Etude de la cytologie cervicale et utérine
Les frottis cervicaux et utérins, sont effectués dés 1’arrivée au laboratoire. Pour cela, nous

avons utilisé la technique de la cytobrosse [42].

Les prélevements cytologiques sont réalisés apres une dissection du cervix et de I’utérus a
partir de quatre parties anatomiquement distinctes : I’endo-cervix (au dessous de I’utérus), exo-Cervix
(au dessus du vagin) , le corps et la corne utérine. Pour cela, quatre cytobrosses (CytobrushR Plus

GT) sont utilisées pour un tractus génital, une pour chaque site de préléevement.

Aprés incision de I’utérus et le cervix, la brosse est appliquée contre la muqueuse endomeétrial
ou cervicale puis tourner dans un sens horaire, en appliquant une légére pression. A noter, que les
femelles présentent un mucus cervicale ou utérin trouble, contenant du sang ou de pus sont exclues
de I’étude. Apres la réalisation des prélévements, chaque cytobrosse est roulée sur une lame

microscopique propre. Pour chaque site de collecte, deux lames sont prépareées.

Les lames sont ensuite fixées et colorer par la coloration de May-Grunwald- Giemsa pendant
30min. La lecture est faite par plusieurs observations, tout d’abord au plus faible grossissement (25x)
dont le but est d’attester I’homogénéité de nos lames et la recherche d’un champ de lecture correcte,
puis au grossissement intermédiaire (40x) pour le comptage des cellules et enfin a I’objectif a
immersion (100x) pour confirmer le type cellulaire compté [179]. Deux cent cellules sont comptées
par frottis.

Ces cellules font partie de 1’'une des catégories suivantes : granulocytes neutrophiles (Neu),
lymphocytes (Lym), cellules épithéliales a contour cytoplasmique réduit ou atrophique (CEA)
(cellules superficielles), cellules épithéliales a contour cytoplasmique visible et large avec un noyau
rond (CEB) (cellules profondes). Pour étre prise en compte, une cellule devrait avoir un contour

nucléaire visible et intégré. Les cellules anuclées ne sont pas comptées.

A I’issu de la lecture, les pourcentages des différentes populations cellulaires sont calculés,
soit le taux de granulocytes neutrophiles (% Neut), lymphocytes (% Lym), cellules épithéliales a
contours cytoplasmiques réduits (%CEA) et finalement les cellules épithéliales a contours
cytoplasmiques larges (%CEB), parmi les deux cent cellules comptées par lame.

1.2. Analyses statistiques
Les analyses statistiques de nos résultats sont réalisées a 1’aide du logiciel Graph Pad prism 6.
L’analyse de la variance a un seul ou a deux facteurs (ANOVA I, ANOVA II) est utilisée pour
comparer la différence entre les compartiments endométriaux et cervicaux. L’homogénéité de la

variance entre les compartiments est vérifiée par le test de Bartlett. Dans le cas ou ce test s’avere
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significatif (P< 0.05), la distribution est normalisée par une transformation adéquate (logarithmique,
la racine de carré). Lorsque ce test est non significatif (P>0.05), un post test du Tukey est appliqué
pour comparer les moyennes entre chaque compartiment.

Un test T de student est utilisé pour comparer les déférences entre deux variables quantitatives.
L’homogénéité de la variance entre les compartiments est vérifiée par le test Ficher. Dans le cas ou
ce test s’avere significatif (P< 0.05), la distribution est normalisée par une transformation adéquate

(logarithmique, la racine de carré).

Nous avons utilisé la corrélation de pearson (r) pour la recherche des liens entre les parameétres
étudiées. Les résultats sont exprimés en (moyenne + SEM). Quand (P<0.05), la différence statistique

est considérée significative.
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1.1 Dosage des hormones sexuelles
Les résultats de la teneur plasmatique en progestérone et en cestrogénes au cours des deux

phases du cycle chez les brebis et les vaches sont illustrés dans le tableau 3.

Tableau 3. Concentrations plasmatiques de la progestérone et d’cestradiol-17 au cours de la
phase folliculaire et lutéale chlez les brebis et les vaches (Moy + SEM).

Hormones Espéce Phase folliculaire  Phase lutéale P value

Oestradiol-17p (pg/mL) Brebis 4.82 +0.17¢ 2.84 +0.15° <0.05
Vache 10.35+0.572 6.52+0.45° 0.047

Progestérone (ng /mL) Brebis 0.59 + 3.18? 5.98+ 3.08° <0.0001
vache 0.5+0.13% 10.35 +0.57° <0.0001

a,b : différence statistique entre la teneur de la progestérone et I’cestrogéne entre les deux phases du cycle
oestral (p<0.05).

D’aprés les analyses statistiques du profile endocrinien, nous constatons des variations
hautement significatives (P<0.0001) du taux de la progésteronémie durant les deux stades du
cycle oestral, ou les taux plasmatiques moyens enregistrés pendant la phase lutéale et
folliculaire chez les vaches et les brebis sont respectivement : (10.35 + 0.57 Vs 0.5+ 0.13 ng
/mL) et (5.98+ 3.08 Vs 0.59 + 3.18 ng/mL). Les valeurs extrémes de cette hormone varient entre
(0.32- 12.09 ng/mL) et (0.38- 06.8 ng/mL) chez les vaches et les brebis. Toutefois, des

variations individuelles remarquables sont observées entre animale chez les brebis.

D’autre part, nous avons note que durant la phase lutéale le taux moyen de la progestérone
dépasse 1 ng/ml, ce qui confirme la présence d’un ou plusieurs corps jaune(s) actif (s) au niveau
des ovaires de nos femelles [180,181]. Récemment, il a été rapporté que les brebis de la race
Oulad Djellal élevées dans la région de Chlef ont une activité cyclique maintenue tout au long
de I’année [182].

Quant au taux plasmatique de I’cestradiol 178, I’effet de la phase du cycle est moins
marqué (P< 0.05) que celui de la progésteronémie chez les deux especes étudiées. De plus, les
différences entre les animaux sont peu ou pas signalées chez eux. Les valeurs extrémes de la
teneur plasmatique en cette hormone sont: (9-13.15pg/ml) et (1-5.98 pg/ml) chez les vaches et

les brebis respectivement.

Par opposition au profil de la progestérone, celui de 1’oestradiol est caractérisé par la
présence de deux et trois pics chez les vaches et les brebis respectivement, dont 1’amplitudes
sont différentes. Le pic principal est observé le jour d'cestrus suivi par un ou deux voir trois
pics secondaires, a faibles amplitudes, lors de la phase lutéale [67,183]. Il a été décrit que, les
races prolifiques des ovins présentent des fluctuations plus marquées de 1’oestradiol que les

autres races au cours d’un cycle oestral [67].
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Le profil hormonal de nos animaux est similaire partiellement a celui rapporté par des
travaux ultérieurs chez les brebis [67,184,185] et les vaches [186,183]. Par contre, nos résultats
sont de loin plus faible que ceux décrits chez les bovins [181,187,188] et les brebis [32,189] .
Cette différence pourrait s’expliquer par I’effet de la race, 1’age, la méthode du dosage, la
période du prélevement, 1’alimentation et le poids de 1’animal [180,186-188,190,191].

Recemment, Martin et al. (2013) ont réalisé une méta-analyse sur 20 travaux éffectués
sur des vaches et des génisses de différentes races, dont le cycle était naturel ou induit, durant
une période étalée entre 1973 et 2010. Le profil décrit est caractérisé par une progestéronémie
qui dépasse le seuil de 1 ng/mL le troixiéme jour du cycle, dés le 14°™ un pic de 5,5 ng/mL
en moyen est signalé, suivi d’'une chute a partir du 17éme jour pour atteindre des valeurs
minimales au 20éme jour (<1 ng/mL). Concernant le taux plasmatique de I’cestradiol 17, ces
auteurs, ont rapporté des valeurs maximales de cette hormone le jour d’oestrus (6-10 pg/mL),
suivi d’une diminution le ler jour aprés 1’oestrus (4-6 pg/mL). Dés le 18éme jours du cycle,

une élevation graduelle de 1’oestrogéne est constatée [186].

D’autre part, Mondal et al. (2010) ont trouvé que la concentration plasmatique
périphérique de la progestérone varie entre (0,3 = 0,06 a 1,94 £ 0,03 ng / ml) au cours du cycle
cestral chez le buffle, avec une plus faible teneur (0,30 = 0,06 ng / ml) pendant le pro-cestrus,
suivi par une légere augmentation durant le début de la phase lutéale (0,47 + 0,07 ng / ml)
[181].

Quand aux variations de la concentration plasmatiques d'cestradiol, les mémes auteurs ont
rapporté des faibles teneurs de cette hormone lors de dioestrus (11,04 + 0,13 pg / ml), puis une
¢lévation trés significative est observée pendant la période d’oestrus (22,48 + 0,32 pg / ml),
avec un pic (35,8 pg / ml) lors du premier jour avant 1’oestrus, suivi par une diminution dans
le jour qui suive I’apparition des premiers signe d’cestrus (17,8 pg / ml). Une concentration

basale de 5,7 pg / ml est signalée dans les deux jours post-oestrus [181].

1.2 Changements Histologiques de I’endomeétre

Parmi les 400 lames (brebis et vaches) réalisées pour cette étude (dont 100 lames
préparées pour chaque site du prélevement : corps et corne utérin), certaines n’ont pas pu étre
lues pour plusieurs motifs : 42 lames étaient dépourvues d’épithélium luminal et 34 lames
étaient illisibles en raison de la mauvaise qualité de la coupe histologique. Donc, sur les 324

lames de 1’utérus (cornes et corps) : seul I’épithélium luminal et les glandes endométriales de
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la région inter-caronculaire étaient évalués et interpréter en raison de I’absence de la région

caronculaire dans la majorité des coupes histologiques préparées [Figure 20].

a",
f

Figure 20. Coupe histologique de 1’endométre (partie corne) de la vache au cours de la phase
folliculaire (grossissement 100x ; 400x). Car : région caranculaire, Inter-Car : région inter-
caranculaire, EL : Epithélium luminale, GS : Glande Superficielles, GP : Glande Profonde.

La lecture microscopique de nos lames montre que I’endométre inter-caronculaire des
deux espéces étudiées est apparu structurellement similaire a celui des autres mammiferes. Il
est formé d’un stroma recouvert majoritairement par un épithélium luminal pseudo-stratéfié,
délimité par une épaisse lame basale [12,192]. D’autre part, nous avons constaté la présence
de deux couches bien distinctes du stroma : la premiére est superficielle cellulaire (riche en
fibroblastes et cellules immunitaires) située au dessous de la lame basale, il s’agit du stratum
compactum ; la seconde située plus profondément, pauvre en cellules et riche en glandes,

désignée sous le nom de stratum spongium.

Des glandes tubuleuses simples, débouchent dans la lumiére utérine ont été mises en
évidence tout au long du stroma. Selon leurs localisations, on distingue deux types : les
superficielles siégées au niveau du stroma compacte et les profondes, situées contre le
myometre. Une infiltration des différents types de cellules immunitaires (lymphocytes,
neutrophiles et les monocytes) a été¢ observée au niveau de 1’épithélium luminal et le stroma.

Ces observations sont en accord avec celles décrites dans la littérature [12,192].

Toutes ces structures endométriales sont en perpétuelles remaniements, pour assurer une
bonne implantation d’un éventuel conceptus. La régulation de ces changements est lie a de
multiples interactions entre les genes et aux diverses facteurs paracrines, autocrines et

endocrines, dont les cestrogénes et la progestérone présentent le chef d’orchestre de toutes ces

modifications [105,193].
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Nous décrirons par la suite les principaux changements histologiques des épithéliums et
les glandes endométriales au cours de la phase folliculaire et lutéale chez les vaches et les
brebis.

11.2.1Changements de I’épithélium luminal (EL)

D’apres la lecture des images microscopiques de nos lames, il apparait que le type de
’épithélium luminal n’est pas affecté par le stade du cycle chez les deux espéces. Nous avons
constaté que 1’endometre est bordé par un épithélium, en générale, pseudo-stratéfié, avec
présence de quelques endroits de types cylindriques simples ou transitoires durant les deux
phases du cycle. Notons que le type transitoire est un peu plus observé chez la brebis que chez

la vache surtout lors de la phase folliculaire [12,23].

Figure 21. Coupe histologique de ’endométre de la brebis au cours de la phase folliculaire
(coloration, H.E).

D’aprés une étude réalisée par Tienthai et Sajjarengpong, (2013) au cours d’un cycle
cestral chez le buffle, des variations micro-architecturelles de ’EL délimitant I’endométre
intercaronculaire sont décrites. Cet épithélium passe du type pseudo-stratifié au cylindrique
simple durant la phase folliculaire et lutéale respectivement [22]. Ce qui est en contradiction
avec les résultats de notre travail, ou ces variations d’aspects n’ont pas été observées ni chez
les vache ni chez les brebis. Nous suggérons que cette différence pourrait étre due soit a 1’effet
de larace et de I’espéce, soit a la période de la collecte des échantillons qui n’est pas la méme

dans les deux expérimentations.
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A Pl’inverse de ’effet du cycle, nous notons que le site du prélévement (corps et corne
utérin) ainsi la région de I’endomeétre (caroncule ou intercaroncule) affectent particulierement
I’aspect de ’EL chez les deux espéces. En effet, dans les zones caronculaires, cette couche a

une apparence ondulaire, créant une série de crétes et de dépressions intermédiaires.

Alors que dans la zone intercaronculaire, cette structure posséde des invaginations
primaires et secondaires (plis), dont le rdle est la formation des glandes endomeétriales, qui vont
s’engager dans 1’épaisseur de I’endométre intercaronculaire. Nous avons constaté une
complexité tres remarquable de ces plis au niveau de la corne que le corps utérin [Figure 20].
Ceci confirme ’activité cellulaire intense d’une part et le role cruciale de la corne utérine dans
la nutrition du conceptus spécialement durant la vie libre (péri-implantatoire) chez les ruminants
d’autre part [105].

La raison de cette activité cellulaire intense semble étre due a la quantité importante
des hormones stéroidiennes transportées par le sang vers la corne utérine par rapport aux autres
segments du tractus génital. Il a été rapporté que la partie craniale de la corne ipsilatérale du
corps jaune regoit d’avantage une irrégation abondante que celle des autres parties utérines chez
les ruminants [105,194-196], ce qui explique certainement la quantité importante des hormones

stéroidiénnes transportées vers cette partie.

De méme, les récepteurs impliqués dans la signalisation de ces hormones ont une
localisation privilégié au niveau de la corne utérine [105,197]. D’ailleurs, les modifications du
profil endocrinien surtout durant la période peri-ovolatoire participent a une régulation

régionale transcriptionnele et fonctionnelle [11,197].

En ce qui concerne la composition cellulaire de la barriére épithéliale luminale et
glandulaire, nous avons noté la présence d’une faible population des cellules ciliées pourvues
d’un noyau ovalaire ou sphéroide et un grand pourcentage de cellules non ciliées, de type
sécrétoire dont le noyau est plus étroit et allongé. Cette description est similaire a celle rapporté
par des traveaux réalisées la vache [21,22,198,199]. D’ailleurs chez cette espéce, ces deux
types cellulaires représentent la population majoritaire de la trompe fallopienne [175].

D’apres nos résultats, il apparu que le site du prélevement et le stade du cycle influencent
le nombre et 1’aspect de cette barriére cellulaire. Le pourcentage de cellules ciliées est
sensiblement abondant au niveau du corps uterin que la corne. Tandis que, durant la phase
lutéale une augmentation du pourcentage des cellules sécrétrices est remarquée par rapport a

celles des cellules ciliées, surtout au niveau de la corne utérine. Ils a été rapporté, que durant
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la période de transition proestrus-cestrus les cellules ciliées augmentent significativement au
niveau de 1’épithélium luminal chez le buffle [22]. Ces mémes auteurs montrent une
augmentation du nombre des cellules ainsi que leurs longueurs durant la transition du pro-

oestrus a I’cestrus.

11.2.2. Changements histologiques des glandes endométriales (GE)

Les invaginations de I’EL vont s’enfoncer tout au long de I’épaisseur de I’endométre
intercaronculaire pour former des glandes, dont la structure varie selon le stade du cycle.
Pendant la phase folliculaire, ces glandes ont un aspect relativement droit et border
majoritairement par un épithélium cylindrique simple bas, avec présence de quelques endroits
d’épithélium cubique ou transitoire. Une fois la progéstéronémie augmente lors de la phase
lutéale, ces glandes deviennent plus complexes et tortueuses. Elles sont délimitées par un
épithélium cylindrique pseudo-stratéfié/ simple haut, avec présence des endroits de type
transitoire.

Nous avons constaté la présence des signes de dégénérescences, particulierement au
niveau des glandes superficiels. Cependant, les GP ne présentent pas de remarquables
modifications au cours des deux phases du cycle oestrale chez les animaux de notre
expérimentation. Généralement, ce dernier type de glande est bordée par un épithélium cubique/
cylindrique simple bas. Cette description est en accord avec celle rapportée par des études
ultérieurs [20,24,25,176,200].

La composition de I’épithélium glandulaire est similaire a celle de I’EL. Bien que la
proportion des cellules est différente. Durant la phase folliculaire, la majorité des cellules sont
de type cilié [Figure 22, 23]. A ce moment la lumiére glandulaire soit claire soit chargée de
longue cilles [Figure 22]. Dés que la phase lutéale s’installe, le pourcentage de ces cellules

ciliées est réduit au profil des cellules sécrétrices.
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Figure 22. Aspect histologique des glandes superficielles (GS) et Profondes (GP) au cours de la phase
folliculaire (coloration H.E)

La principale différence entre I'épithélium de surface et glandulaire était la présence
d’un grand nombre des cellules ciliées dans le dernier type. Au sein de I'épithélium glandulaire,
les cellules non ciliées contiennent plus de vésicules sécrétrices sous la surface luminale que
les cellules ciliées. L'ultra structure cellulaire ne différe pas significativement de celle des
cellules épithéliales de surface , mais le nombre, la taille et la répartition des champs de
glycogéne furent beaucoup plus grandes et répandue dans les cellules glandulaires que dans les
cellules épithéliales de surface [23].

Durant la phase lutéale, la forme et le diameétre de la lumiére des glandes augmentent,
particulierement celles qui se trouvent a proximité de I’EL. Des vésicules de sécrétions sont
souvent observées soit au dessous soit au dessus du noyau. La lumiere de ces glandes apparait
trouble et dilatée.
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11.3 Changements morphométriques de ’endomeétre

La morphométrie est un moyen utilisé chez plusieurs mammiferes, pour étudier la
morphogénese des glandes endométriales dans les cas physiologiques et le diagnostic des
endométrites dans les cas pathologiques [25,201]. C’est une technique de diagnostique plus
précise que celle de I’histologie ordinaire [202,203]. Elle est tres utile pour évaluer les
changements des épithéliums, en particulier utérins, car ces structures répondent rapidement
et nettement a I'environnement hormonal et & la présence des pathogénes.

11.3.1 Mesure de la hauteur de I’épithélium luminal et glandulaire

Les résultats de mesures morphométriques de la hauteur des épithéliums des trois

compartiments endométriaux en I’occurrence : EL, EGS et EGP au cours des deux phases du

cycle cestral chez les vaches et les brebis sont représentés dans les figures 24 et 25

respectivement.

Figure 23. Aspect de 1’épithélium luminal de 1’endométre au cours de la phase folliculaire
(A gauche) et lutéale (A droite) chez la vache (coloration H.E).

En général, indépendemment de la région et les compartiments histologiques, la hauteur
des cellules épithéliales (HCE) est significativement plus basse durant la phase folliculaire que
lutéale chez la brebis (P<0,05) (19,96 + 0,64 um vs 24,69 + 0,82 um) [Figure 25]. Cependant
chez la vache cette différence n’est pas significativement constaté (P>0.05) (21.31+ 1.36 um

vs 24.11 + 1.40 um) [Figure 24].

D’autre part, 1’analyse de la variance montre que la phase du cycle (P <0,0001) et le
compartiment histologique (P <0,0001) affectent significativement la HCE chez les deux

espeéces. En outre, une interaction significative (P <0,0001) entre ces deux facteurs est

41



CHAPITRE II RESULTATS ET DISCUSSION

constatée uniquement chez la brebis. Néanmoins, 1’interaction entre le site du prélévement et

le stade du cycle apparait non significative chez les vaches (P=0.95) et chez les brebis (P=0.90).
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Figure 24 . Variations de la HCE chez les vaches. Effets de la région du prélévement (a gauche) et
des phases du cycle (a droite) sur la HCE des trois compartiments cellulaires. (en bas) Interaction
phase-région du prélevement. HCE: Hauteur des cellules Epitheliales, PF : Phase folliculaire,
PL :Phase lutéale, EL : Epithelium luminal, GS : Glande superficiel, GP : Glande profonde.

L'exploration de I’interaction phases — compartiments histologiques montre que,
durant la phase folliculaire, chez la vache, la plus grande HCE est observée au niveau de I’EL
et ’EGS (P>0.05), avec des différences hautement significatives entre ces deux compartiments
et les GP (P <0,0001) [Figure 24]. Cependant, aucune différence significative n’a été trouvée
entre ’EL et EGS. Ces mémes constatations ont été observées chez les brebis pendant la phase
lutéale [Figure 25]. D’autre part, au cours de cette derniére phase, chez la vache, ’EGS est le
plus haut des autres épitheliums, avec des différences significatives entre les trois
compartiments histologiques (P<0.001). Ces mémes résultats sont observés au cours de la

phase folliculaire chez la brebis [Figure 25].

D’apres ces analyses statistiques, il semble que la hauteur du compartiment superficiel,

notamment celle des glandes, est le plus sensible aux variations du stade du cycle.
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Dans ce contexte, nous avons détecté, une augmentation tres significative de la hauteur
des EGS lors de la transition de la phase folliculaire vers la phase lutéale (P<0.001) chez les
deux espéces [Figure 24, 25]. Néanmoins, aucune différence statistique n’a été constatée pour
EGP chez ces dernic¢res especes, ainsi pour LE seulement chez la vache (P>0.05). Ces

observations étaient en accord avec celles des études ultérieures réalisées chez la vache [199].
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Figure 25.Variations de la HCE chez la brebis. Effet du stade du cycle (a gauche), la région du
prélevement (droite) sur la hauteur trois compartiments cellulaires. (en bas) Interaction phase-
région du prélevement. HCE: Hauteur des cellules Epitheliales, PF : Phase folliculaire, PL :Phase
lutéale, EL : Epithelium luminal, GS : Glande superficiel, GP : Glande profonde.

Selon une étude morphometrique réalisée au cours de différents stades de la gestation
chez la vache, il a été rapporté que la hauteur de I’épithélium luminal et glandulaire subit une
augmentation au fur et @ mesure de la progression de la gestation [204]. Toutefois, d’aprés notre
recherche bibliographique, aucune donnée n’a ¢été fournie concernant les mesures
morphométriques de I’endometre chez la brebis.

Nous suggérons que ces variations de la hauteur au niveau de 1’épithélium du
compartiment superficiel sont probablement attribuées soit a une augmentation de 1’activité
sécrétrice de ces cellules, soit a une hypertrophie cellulaire (ARNm/ADN diminue) ou a une

hyperplasie (augmentation du nombre des cellules) décrites au cours de la phase lutéale et les
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differents stades de la gestation [96,104,205-207]. Des résultats quasi-similaires sont décrits

chez la ratte non gravide [208].

Ces résultats confirment I’importance de remodelage endométrial chez les ruminants, qui
est un processus regulé par de multiples facteurs paracrines, autocrines, transcriptionnels et
certainement endocriniens. La progestérone secrétée par le corps jaune néo-formé agit sur
I’activité sécrétrice de I’endometre. Elle induit une différenciation des cellules épithéliales et
stimule la biosynthése au niveau des glandes qui se distendent par ’accumulation d’un épais
matériel sécrétoire riche en nutriments (protéine du lait utérin , osteopontin , COX2, galectins
3,4,9,15...), des transporteurs (transporteurs du glucosel..) et des facteurs de croissances,

nomme « histotrophe » [16,18,19,96,209-211].

Cet effet, ne serait possible qu’apres une préalable imprégnation oestrogénique au cours
de la phase folliculaire [212]. L’histotrophe est un composé nécessaire a la survie et le
développement embryonnaire particulierement durant la période péri-implantatoire longue
chez les ruminants (16-19 jours). Cette période est un facteur critique pour la réussite de la

reproduction chez ces espéces [11,213-215].

Des modifications spatio-temporelles dans la composition chimique de méme que celles

de I’expression des genes participants dans la synthese et la sécrétion de I’histotroph ont été

décrites chez la vache et la brebis [216,217].

D’autres arguments peuvent expliquer 1’augmentation de la HCE du compartiment
superficiel est la taille des gouttelettes lipidiques occupé dans les cellules . A cet effet, Grazul-
Bilska et al.,(2017), ont montré que I’imprégnation progestéronique au cours de la phase lutéale
provoque une augmentation du volume de ces gouttelettes dans I'épithélium de surface et celui
des glandes superficielles chez la brebis [107]. Cependant, ces structures ne sont pas détectées

au niveau des GP. Des résultats similaires sont décrits chez la vache [218].

D’autre part, en ignorant les effets de phase et du compartiment histologique, nous
notons aucune différence significative de la HCE entre la corne et le corps utérin chez la brebis
(p=0.48) (23,25 = 0,81 um Vs 21,40 + 0,88 um) et chez la vache (p=0.37) (23.48 + 0.89 um
Vs 22.33 +£ 0.93 um). Néanmoins, les résultats de I’ ANOVA 2 montrent que, le site du
prélevement semble affecter seulement les résultats de la brebis (p<0.05). De plus, une
interaction significative entre la région du prélévement et les compartiments cellulaires est

constaté uniquement chez cette derniére espéce (P=0,02).

D’apres I’exploration de cette interaction, il apparait que la hauteur du compartiment

superficiel (EL et EGS) dépasse celle du compartiment profond (GP) au niveau des deux sites
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du prélevement (P <0,05) chez les deux espéces de notre étude, avec 1’absence de différence
significative entre EL et EGS [Figure 24, 25]. D’autre part, une augmentation significative de
la hauteur de I’EL (P <0,01) et de ’EGS (P <0,05) au niveau de la corne que celle du corps
utérin, est observée seulement chez la brebis [Figure 24, 25]. Cependant I’EGP ne présente

aucune différence entre les deux régions.

Ces changements peuvent étre liés, en partie, a une augmentation de 1’activité cellulaire
au niveau de la corne, qui est le site privilege de développement embryonnaire et I'implantation
chez les ruminants [11,105,197]. En effet, le premier contact entre I’embryon et I’épithélium
endométrial est effectué au niveau de cette partie du tractus génital, vers le 9™ jour de
gestation et au bout de 17°™ jours, 1’embryon des ruminants, atteindra le corps et la corne

controatérale [104].

11.3.2Corrélations entre les hormones ovariennes et la HCE

Les résultats de la corrélation entre les concentrations plasmatiques de I’cestradiol 17f,
progestérone et HCE sont représentés dans le tableau 4.
Tableau 4. Corrélation entre les teneurs plasmatiques des hormones ovariennes et la HCE des

trois compartiments de I’endométre chez les vaches et les brebis au cours de la phase
folliculaire et lutéale.

Concentrations plasmatiques Concentrations plasmatigques

d’ceestradiol 17p de la progestérone
PF PL PF PL
CH Espéces r P R P r P r P

EL Brebis 0.601 0.002 0.489 0.05 0,276 0,439 0,792 0,033
Vache 0.5690 0.015 0.460 0.182 0,070 0,848 0,645 0,045
EGS Brebis 0,761 0,010 0,465 0,174 0,356 0,311 0,822 0,004
Vache 0,59 0.049 0.722 0.050 0,351 0,318 0,855 0,002
EGP Brebis 0.394 0.054 0,396 0,257 0,143 0,695 0,555 0,097
Vache 0.408 0.056 0,279 0,435 0,084 0,819 0,206 0,671

r : Coefficient de corrélation ; P : le seuil de signification ; CH : Compartiments Histologiques

Il ressort du tableau 4, que la concentration plasmatique des cestrogénes est corrélée
positivement avec la HCE des trois compartiments cellulaires durant la phase folliculaire. Cette
corrélation est significative uniquement au niveau de LE et EGS [Tableau 4]. Tandis que,
au niveau de I’EGP , une tendance a une corrélation significative est observée chez la vache
(P=0.408) et la brebis (P=0.394) . Néanmoins, au cours de la phase lutéale ce lien semble étre
non significatif dans les trois compartiments cellulaires [Tableau 4]..

D’autre part, le test de pearson montre que la progestéronémie est corrélée

significativement et positivement avec le parametre en question au niveau d’EL et EGS chez
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les deux espéeces durant la phase lutéale. Cependant, au cours de la phase folliculaire, aucune

corrélation significative n’a été trouvée [Tableau 4].

Chez les bovins et les ovins, la plupart des cellules endometriales subissent des
changements structuraux et fonctionnels tout au long du cycle cestral. En effet, des activités
prolifératives et des différenciations cellulaires des différents compartiments de cette partie
utérine  sont liées aux variations de la  concentration des hormones stéroidiennes

[157,176,219]. La méme hypothese a été proposée chez les rongeurs [220].

Johnson et al., (1997), ont rapporté une réduction de la taille de I’épithélium luminal
et glandulaire ainsi une compaction du stroma superficiel et profond chez les brebis
ovariectomisées. Ces mémes auteurs ont remarqué des changements de la taille, le volume de
I’utérus ainsi la morphologie, la densité et la fonction des cellules endométriales au cours d’un
cycle oestral et apres un traitement par des stéroides ovariens chez ces mémes animaux
[219,221].

Plusieurs travaux ont rapporté que la synthése de 1'cestradiol (E2) au cours de la phase
folliculaire d’un cycle cestral conduit & une prolifération des cellules épithéliales de I'endométre
chez les rongeurs [222-224] et les ruminants [221,225]. Récemment, une étude du
transcriptome endomeétrial de la vache, montre que les cestrogenes induit 1I’expression des genes
impliqués dans I’avancement du cycle cellulaire, la prolifération, la division et la migration

cellulaire. Cette expression nécessite une préalable imprégnation progetéronique [212].

Amira et al. (2011) ont constaté que la concentration élevée de la progestérone semble
augmenter le pouvoir prolifératif des cellules endométriales et par conséquence leur épaisseur
[208].

Rodriguez et al., (2003), ont prouvé que 1’estrogene induit la réplication de 'ADN et la
prolifération cellulaire de l'utérus chez les mammiféres, suite a une modification de I'expression
génique de plusieurs genes, y compris c-fos et c-jun. Ces derniers interagissent avec le facteur
activateur de la transcription de la protéine-1 (AP-1) dans le noyau pour initier une cascade

d'événements d'induction des genes qui conduisent a la prolifération cellulaire [226].
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11.3.3Mesures morphométriques des glandes
11.3.3.1 Densité
La densité des glandes est le parametre le plus souvent utilisé pour le diagnostic des
endométrites [24,201]. 1l est généralement admis que ce paramétre est estimé sur le comptage
du nombre de glandes par unité de surface (mm?) [24].
Tableau 5. Comparaison des mesures morphométriques des glandes superficielles et profondes

de la corne et le corps uterin chez la vache au cours de la phase folliculaire et lutéale (Moy +
SEM)

Phase du Site du prélevement  Type des glandes

cycle GS GP

PL Corne 29.39 +1.39*" 37.61+ 3.19""
Corp 26.02 +0.30* 38.45+ 2,09

PF Corne 16.72+3.6° 34.11+ 4,18
Corne 15.72+3.2¢" 35.01+ 2,09

PL: Phase Lutéale ; PF : Phase Folliculaire ; GS : Glandes Superficielles ; GP : Glandes Profondes
a,b : comparaison des paramétres morphométriques entre les glandes ((p<0.05)

*** . comparaison des paramétres morphométrique de chaque glandes entre les phases du cycle
(p<0.05)

D’aprés les résultats statistiques de notre étude, il apparait que la phase du cycle
affecte significativement (P< 0.05) la densité des glandes chez les deux espéces de notre
expérimentation. Cependant, le site du prélévement n’a aucun effet sur le parametre en question.
Ainsi, ’analyse de la variance a deux facteurs révele une intéraction significative entre la phase
du cycle et le type de glandes (P< 0.05). Tandis que, aucune association n’a été trouvée entre
le site du prélevement et le type de glandes ni chez les brebis (P=0.69), ni chez les vaches
(P=0.88).

L'exploration de 1’interaction phase-type de glandes montre que les moyennes de la
densité des glandes profondes sont significativement plus élevées que celles des glandes
superficielles, durant les deux phases du cycle cestral. D’autre part, une augmentation de la
densité¢ des GS (p= 0.04 chez la vache, p= 0.06 chez la brebis) et GP (P <0,01 chez les deux
especes) est constatée lors de la transition de la phase folliculaire vers la phase luteale [Tableau
5] [Figure 26].

Ces constatations sont en accord avec celles decrites dans la littérature [22,176]. Selon
une étude morphométriques réalisée chez la vache, il a été décrit que la densité moyenne de
I’ensemble des glandes varie entre 25,3 ; 39,9 et 36.8 pendant la phase folliculaire, le 8 éme et
le 16 éme jour respectivement [176]. Ces résultats sont tres proches a ceux des nétres durant

la phase folliculaire et 1égérement supérieurs durant la phase lutéale.
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Cependant, les valeurs obtenues par Tienthai et Sajjarengpong (2013) sont tres
basses que celles enregistrées dans le présent travail [22]. Ces distinctions sont
certainement dues a une différence des techniques utilisées et le moment de la collecte des
échantillons. Toutefois, chez la femme, plusieurs travaux ont rapporté que le stade du cycle

menstruel n’affecte pas le nombre de glandes endométriales [227].
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Figure 26. La densité des glandes superficielles et profondes chez la brebis au cours de la phase
folliculaire et lutéale.

Plusieurs auteurs ont attribué les variations de la densité des glandes au cours du cycle
oestral et la gestation aux fluctuations des hormones stéroidiennes. A cet effet, un taux élevé
des cestrogenes induit une augmentation rapide de la perméabilité vasculaire de I'endometre,
conduisant a un cedéme du stroma, ce qui provoque un relachement des fibres du collagene et
par la suite la dispersion des glandes [22,24]. Il a été rapporté que durant la phase lutéale

(dioestrus) la tortuosité des glandes est augmentée sous 1’effet de la progestérone [228].

11.3.3.2 Surface et périmeétre des glandes

La surface (superficie) et le périmétre glandulaire sont les paramétres
morphométriques les mieux utilisés pour évaluer plus précisément les changements
architecturels et fonctionnels des glandes endométriales [176,227].

Tableau 6. Comparaison de la surface et du périmétre des glandes superficielles et profondes
de la corne et le corps utérin chez la vache au cours de la phase folliculaire et lutéale (Moy +
SEM)

Surface des glandes (um?) Périmétre des glandes (um)
GS GP GS GP
PL Corne 9630+918.2 492.0 £72.87* 583 +33.76" 317.7 £ 30.04"
Corp 9012+817.0" 472.0 £89.07* 457 +23.66" 297.7 £ 32.24"
PF Corne  4891+882.17" 251.8+ 28.93" 326.3 +37.8™ 202.0 £ 11.92™
Corps  4796+852.97™ 256.2+ 23.29™ 300.0 +46.1™ 2125+ 10.64™

* . différence entre les sites de prélevement au moment de la phase lutéale (P<0.05) ;
** . différence entre les sites de prélevement au moment de la phase folliculaire(P<0.05)
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D’apres les résultats statistiques de notre étude, des changements spatiotemporels du
périmeétre et la surface des glandes ont été constatés au cours du cycle cestral chez nos animaux.
L’analyse de la variance fait apparaitre un effet significatif du stade du cycle et de type de
glandes sur la surface (P<0.0001) et le périmétre des glandes (P<0.05). Alors que, aucun effet
significatif n’a été¢ observé pour le site du prélevement (P=0.06) chez la brebis et la vache

(P>0.05) [Tableau 6], [Figure 27].

Nous avons révélé également une interaction hautement significative (P<0.0001)
entre le stade du cycle et le type de glandes. Aucune association entre site du prélevement et le
stade du cycle n’a été constaté chez la vache (P=0.78). Chez la brebis cette association a une

tendance d’étre significative (P=0.072).

L’exploration de I’interaction phase-type de glandes, nous a permis de constater une
augmentation significative (P<0.01) de la surface et du périmetre des glandes superficielles
durant la phase folliculaire [Tableau 6] [Figure 27]. Cependant, cette différence n’est pas
statistiquement significative au niveau des glandes profondes. Il apparait nettement que les
mesures des parameétres en question décroisent lorsqu’on s’enfonce dans 1’épaisseur de
I’endométre chez les deux espéces. Cette diminution est statistiguement hautement significative
(P<0.0001).

Chez plusieurs mammiferes, les glandes endommeétriales subissent des profonds
remaniements structurels et fonctionnels au cours du cycle sexuelle. Le diameétre de leur
lumiére, ainsi que leur superficie et périmétres s’accroissent lors de la transition de la phase
folliculaire vers la phase sécrétrice (lutéale). C’est en effet en début du dioestrus qu’elles se

proliférent et se différencient d’avantage, ensuite, elles se décroissent progressivement vers la

fin du dioestrus [176,214].

Durant le premier temps de la phase progestéronique, des vacuoles de sécrétions
sont accumulées a la base des cellules épitheliales glandulaires. Le volume de ces produits
s’accroit au fur est a mesure de 1’élévation du taux plasmatique de la progestérone. Plus tard,
dans la phase sécrétoire, ces vacuoles, trés actives et proliférantes, apparaissent dans le pole
apical de cellules épithéliales luminale et principalement glandulaires, ce qui abouti a une
dilatation de la lumieres de glandes et par conséquences 1’augmentation de la surface de ces

structures endométriales [21].
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Figure 27. Mesures de la surface et le périmetre des glandes superficielles et profondes chez la brebis
au cours de la phase folliculaire et profondes.

1.4 Expression des REa et RP au niveau de ’endomeétre

11.4.1. Immuno-localisation de REa.
Les résultats concernant la localisation immuno-histochimique des REa au niveau des

trois compartiments de I’endomeétre de la vache au cours de la phase lutéale et folliculaire sont

représentés dans la figure 28.
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Figure 28. Immuno-localisation de RE endometrial chez la vache au cours de la phase folliculaire et lutéale,
exprimée en : Score d’intensité (IS), proportionnelle score(PS) et le quick score (QS).

La lecture microscopique de nos lames nous a permis de révéler un marquage nucléaire pour
les REa au niveau de trois types cellulaires et durant les deux phases du cycle chez les brebis et les
vaches. Cette constatation est en accord avec des travaux précédents réalisés chez les ruminants

[157,183] . Il a éte decrit que la plupart des cellules utérines sont marquées positivement par les
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anticorps anti RE, mais avec des intensités plus élevees pendant la phase folliculaire et
principalement au niveau de 1’épithélium et le myomeétre [229].

Tableau 7. L’immunolocalisation des REa endométriaux chez la brebis, exprimée en Sl et le
SP (Moy +Sem)

EL GS GP

Sl SP Sl SP Sl SP
PF Corps 3.10£0.19° 3.00+1.05° 204+228 371+435"  347+0.81" 4.10+£0.19"

Corne 3.51+1.04° 341+ 0.19° 246+0.18° 355+0.13° 3.02+0.20° 4.76+3.27"
PL Corps 09=+0.21° 116+ 0.18* 1.25+0.22°® 2.01+0.14* 3.08+0.25*  4.00b+0.24*
Corne 0.58+0.13* 0.96+ 3.74* 2.05+3.52* 241+0.14% 3.78+218"  4.97+0.77%

* ** - différence statistique entre entre les deux sites u prélevements au cours de la phase folliculaire
(p<0.05).
a,b : différence statistique entre entre les deux sites u prélevements au cours de la phase lutéale
(p<0.05).

D’aprés les analyses statistiques de Quick Score (QS), il s’est avéré que la phase du
cycle (P<0.001) affecte I’expression des REo endométriaux chez les deux espéces de notre
¢tude. Tandis que, I’effet de type cellulaire est constaté uniquement chez les brebis (P <0.0001).
Le test ANOVA a deux facteurs, a montré que la région du prélévement n’a aucune influence
sur les résultats du QS (P>0.05). Seulement I’interaction phase-compartiment est détectée chez
les brebis (P<0.05).

En ignorant D’effet du site de prélevement, on enregistre une diminution trés
significative des valeurs de QS lors de la transition de la phase folliculaire vers la phase lutéale
chez les vaches. Néanmoins, cette diminution est observée uniquement au niveau du
compartiment superficiel (EL, GS) chez les brebis. En plus, nous constatons que les GPs ont
un QS plus élevé que les autres compartiments durant les deux phases du cycle chez les brebis

et seulement pendant la phase lutéale chez les vaches.

Concernant les analyses statistiques du Sl et celui de SP, il semble que, la phase du
cycle (P <0.001) et le type (P < 0.01) cellulaire affectent les resultats de ces deux facteurs.
Ainsi, une association significative entre ces deux variables (P=0.05) et (P < 0.001) chez les
vaches et les brebis est constatée. Les valeurs les plus faibles de ces deux parametres sont
observées durant la phase lutéale. Toutefois, des différences significatives ont été constatées
entre les trois compartiments cellulaires pendant les deux phases du cycle (P<0.05) [Figure
28, 29], [Tableau 7].

Selon les résultats de notre étude, il apparait que le SP de RE a est significativement tres

marqué au niveau GP et plus bas dans EL (P < 0.0001) au cours de la phase lutéale. Tansdi que, lors
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de la phase folliculaire cette différence demeure non significative uniquement chez la vache. En
plus, les valeurs de SP sont signifivativement plus élevées lors du passage de la phase folliculaire
vers la phase lutéale. En revanche, aucune différence n’a été signalée au niveau des GP (P=0.12).
Des résultats similaires sont rapportés au cours cycle oestral chez les ruminants [106,183,230-232].
Plus recemment, Martin et al. (2008) ont démontré une dimmunition trés significative des valeurs
de SP et SI des REa dans I'épithélium glandulaire et stromale (P <0,05). En plus, il a été signalé
que ce dernier compartiment présente un SP plus faible que celui de I’EG (P <0,05) [233].
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Figure 29. . Immunolocalisation de REa endométrial chez la brebis, exprimée en QS.

Boos et al. (1996) ont rapporté des changements d’intensité de coloration des RES au niveau
de tous les compartiments endométriaux au cours du cycle cestral chez la vache. A cet effet, une
expression plus intense est signalée le 8¢éme et le15éme jour post-cestrus au niveau de I’EL. Tandis
que, au niveau des cellules stromales et glandulaires une forte et faible intensité est observée le jour

d’cestrus et le 15éme jour du cycle respectivement [157].

Cette régulation spatio- temporal de la distribution de RE a au niveau de I’endométre peut
étre due aux fluctuations de la concentration des hormones stéroidiennes. En effet,
I’expression des genes du récepteur étudié sont régulées principalement par le taux plasmatique
des cestrogénes [159,161,230]. Par opposition aux effets répresseurs de la progetérone sur
I’expression des RE et RP , l'cestradiol stimule leur expression au niveu de 1’utérus
[151,157,229,230]. Cependant, d’apres une étude réalisée in vitro chez la vache, les cestrogenes

et la progestérone ont peu d’effet sur I’expression des RES et des RPs [234].

La modifications temporelles des REas et RPs au niveau de I’EL pourrait étre d’une
grande importance pour l'initiation de la lutéolyse (en cas d’absance de gestation) ou I’initiation

du phénoméne d’implantation (en cas de gestation) [15,235].

52



Figure 30. Immunolocalisation des REa au niveau de I’endométre de la vache cours de la phase
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11.4.2. Immuno-localisation des RPs

Les résultats concernant la localisation immuno-histochimique des RP au niveau des

trois compartiments endométriaux des brebis et des vache au cours de la phase lutéale et

folliculaire sont représentés dans la [Figure 31] et [Tableau 8].
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Figure 31. Immuno-localisation des RPs endometriaux chez les vaches au cours de la phase
folliculaire et Lutéale. Score d’intensité (IS), proportionnelle score(PS) et le quick score (QS).

La lecture microscopique de nos lames nous a permis de constater que durant les deux phases

du cycle, les trois compartiments endomeétriaux expriment tous un marquage nucléaire allant du

faible a fort intensité pour le RP chez nos animaux [Figure 32]. Ces constatations sont partiellements

en accord avec celles des travaux précédents réalisés chez les ruminants [157,183].

Les analyses statistiques de nos résultats, indiquent que le type cellulaire (P<0.05) et la phase

du cycle (P<0.001) affectent I’intensité (SI), le proportionnel (SP) et le quick score (SQ) des RPs.
Ainsi, le test I’ANOVA 2 pour le QS (P=0.07et P<0.0001 chez les vaches et les brebis) et pour
le SI (P=0.03, P=0.001 ; vaches et les brebis) et le PS (P<0.0001 chez la brebis) montre une
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interaction significative entre la phase du cycle et le type cellulaire. Cependant, le SP chez la vache
ne montre aucune interaction entre les deux variables précédents. A signaler que la région du

prélévement n’a aucune influence sur le scoring des RPs chez les deux espéces étudiées.

Tableau 8. L’immunolocalisation de RP endométrial chez la brebis, exprimée en Sl et le SP
(Moy+Sem)

EL GS GP

Sl SP Sl SP Sl SP

PF Corps 2.76+1.49" 3.00+£0.35" 3.00+0.08" 2.81+0.18"° 2.90+0.81" 4.91+0.09"

Corne 251+215" 321+ 1.27° 266+1.07° 3.20+1.95° 247+110° 4.76+0.07"

PL Corps 0.84+352* 127+ 1.34% 1.00+0.22° 2.89+0.01* 271+0.87%  4.30+0.24°

Corne 0.47+1.41* 096+ 3.74*® 1.15+3.52% 254274 261+218  4.21+0.77°

*** . différence statistique entre entre les deux sites u prélevements au cours de la phase folliculaire (p<0.05).
a,b : différence statistique entre entre les deux sites u prélevements au cours de la phase lutéale (p<0.05).

En ignorant I’effet du site du prélévement, nous notons une diminution tres
significative des valeurs de tous les scores des RPs lors de la transition de la phase folliculaire
vers lutéale chez la vache. Néanmoins, cette diminution est observée uniquement au niveau du
compartiment superficiel (EL, GS) chez la brebis. En plus, les scores les plus faibles ont été
constates au niveau de I’EL durant les deux phases du cycle chez la brebis mais seulement
pendant la phase lutéale chez la vache. Aucune différence n’a été remarquée entre les trois

compartiments cellulaires durant la phase folliculaire.
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Figure 32. Immunolocalisation des RPs au niveau de 1’endométre de la vache, au cours de la phase
lutéale (coloration H&E).
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Nous notons que les RPs sont plus exprimes au niveau de 1’épithélium glandulaire que
luminale, particulierement durant la phase lutéale chez les deux especes de notre

expérimentation [Figure 31, 333].
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Figure 33. Quick score (QS) de RP endometrial chez la brebis au cours de la phase folliculaire et
Lutéale.

Des changements spatio-temporels de I’intensité des RPS au niveau de I’endométre chez
les ruminants ont été rapportés par plusieurs travaux [106,157,166,183,229]. A cet effet, une
intense immunoréaction des RPs est observée au moment de 1’cestrus suivi par une diminution
remarquable au cours de la phase lutéale chez la brebis [106,166] et la vache [183]. Chez cette
derniére espece la protéine RP est indétectable le premier et le seiziéme jours post-oestrus au
niveau de 1’épithélium luminal et glandulaire respectivement [236] . Par contre, d’aprés Martin
et al., (2008), ’immunomarquage des RPs semble constant duarnt le cycle oestral au niveau de

I’épithélium glandulaire et du stroma utérin [233].

Cette perte de la RP au niveau I'EL de I'endométre peut étre directement corrélée a une
expression réduite de certains geénes, tels que la protéine MUC1 anti-adhérent, empéchant le
déroulement d’un bon attachement du conceptus. En outre, la perte de ce récepteur au niveau
de I’épithélim glandulaire EG de l'endomeétre semble étre nécessaire pour l'apparition de
I'expression d'autres genes au cours de la gestation, tel que galectin- 15, I'ostéopontine et
d’autres protéines du lait utérin [104,237,238]. Chez la brebis,la perte des RPs est suivie par
une augmentation des RE et ceux des RO (recepteur d’ocytocine) au niveau de I’EL, permettant

ainsi la synthese de prostaglandine F2a [239,240].

Chez les brebis ovariectomisées, ’cestradiol augmente le taux d’expression des
récepteurs de la progestérone et d'cestradiol des cellules épithéliales et stromales [161,231].

Ces memes observations ont été signalées au cours d’un cycle oestral chez la vache [183,230].
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Dans ce contexte, nous avons constaté des correlations significativement positives
entre le taux plasmatique des cestrogénes et 1’expression des RPs et des REas au niveau de
I’EL et EGS durant la phase folliculaire. Cependant, durant la phase lutéale un lien significatif
et négatif est signalé uniquement entre 1I’expression des RPs et le taux sérique de la progestérone
au niveau de I’EL [Tableau 9].

Tableau 9. Corrélation entre les teneurs plasmatiques des hormones ovariennes et le QS des
RPs au niveau des trois compartiments endométriaux chez les vaches et les brebis au cours de
la phase folliculaire et lutéale.

Concentrations plasmatiques Concentrations plasmatiques
d’eestradiol 17§ de la progestérone
PF PL PF PL
Especes r P r P r P r P
EL Brebis 0.561 0.050 0.592 0.071 0,478 0,067 0,592 -0,050
Vache 0.320 0.175 0.342 0.092 0,070 0,211 0,245 -0,245
GS Brebis 0,678 0,041 0,627 0,087 0,032 0,311 0,322 -0,204
Vache 0,519 0.047 0.222 0.404 0551 0,218 0,655 -0,102
GP Brebis 0.257 0.147 0,147 0,137 0,143 0,695 0,455 0,097
Vache 0.423 0.086 0,200 0,956 0,084 0,819 0,206 0,671

Il a été signalé que, les oestrogénes secrétées pendant la phase folliculaire accroient
I'expression des RPs, qui permettrons a I'utérus de répondre mieux a la progestérone produites
pendant la phase lutéale [241]. Les effets mitogenes de 1’cestradiol 17 sur ’utérus sont mediés
par RE dans les cellules stromales. Cette voie est médiée par plusieurs facteurs de croissance
(IGF et FGF) d’une maniére autocrine et / ou paracrine.

Tableau 10. Corrélation entre les teneurs plasmatiques des hormones ovariennes et le QS
des REa au niveau des trois compartiments endométriaux chez les vaches et les brebis au

cours de la phase folliculaire et lutéale.
Concentrations plasmatiques Concentrations plasmatigques

d’cestradiol 17p de la progestérone
PF PL PF PL
CH Especes r P r P r P r P

EL Brebis 0.301 0.002 0.689 0.062 0,478 0,099 0,592 0,083
Vache 0.400 0.058 0.460 0.172 0,070 0,848 0,105 0,401
GS Brebis 0,561 0,020 0,165 0,874 0,526 0,071 0,412 0,081
Vache 0,291 0.088 0.492 0.150 0,351 0,478 0,595 0,092
GP Brebis 0.394 0.184 0,256 0,483 0,122 0,995 0,387 0,154
Vache 0.408 0.096 0,249 0425 0,174 0,714 0,315 0,378

Boos et al. (1996) ont démontré que les cestrogénes augmentent 1’expression du FGF-
7 dans I’EL de I’endométre, dont le rdle est de stimuler la prolifération de ces cellules et
d’améliorer la capacité de 1'utérus & supporter la survie du conceptus [157]. Toutefois, ces

facteurs n’affectent pas la prolifération des glandes profondes [232]. Ce qui explique
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probablement 1’augmentation de la hauteur de 1’épithélium du compartiment superficiel dans la

présente étude.

D¢autre part, 1’inhibition de cette action (proliférative) implique un mécanisme paracrine

des récepteurs stromal de la progestérone (RPs stromales) via le facteur de transcription

Hand2, exprimé uniguement dans le stroma. Ce facteur semble agir en supprimant la production

de plusieurs facteurs de croissance dont les

FGFs, qui agissent comme des médiateurs

paracrines des effets mitogénes des cestrogenes par l'intermédiaire de leur récepteur (RFGF)

au niveau de I'épithélium utérin [112]. Bien que, des résultats récents suggerent que les RPs

épithéliales peuvent participer directement dans 1’inhibition de la mitogenése épithéliale [241]

11.4.3. Immuno-localisation de RE et RP au niveau du cervix

A partir de I’observation microscopique de nos lames, on remarque que durant les deux
phases du cycle oestral, les REas et RPs sont exprimés au niveau des quatre compartiments
histologiques de la muqueuse cervicale chez nos animaux [Figure 35,36]. En plus, la partie
craniale du cervix chez la brebis a montré une immunolocalisation de ces deux recepteurs au
niveau des glandes superficielles et profondes. Ces résultats sont similaires a ceux rapportés par
des études ultérieurs chez les brebis [32,242] et les vaches [29] . En revanche, Zhao et al.
(1999) n’ont pas trouvé aucune tragabilité de ces deux recepteurs au niveau de I’EL cervicale
au cours de la phase lutéale [116].
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Figure 34. Quick score des REas au niveau du cervix de la vache. Effet de la région (a

gauche) et la phase du cycle (a droite) sur I’expression de RE.

D’apres les analyses statistiques de nos résultats, on constate que la phase du cycle (P<0.01, P<

0,01), les compartiments histologiques (P<0,0001 ; P<0.05) affectent significativement

I’expression des REas et ceux de la progestérone cervicale chez les vaches et les brebis
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respectivement. Ainsi, une interaction entre ces deux parameétres est hautement significative (P

< 0,001) est observee uniquement chez la brebis (P=0.047).

Figure 35. Immunolocalisation des REs cervicaux au cours de la phase lutéale ( a gauche) et
folliculaire (a droite) (grossissement x 40, H.E) chez la brebis (Grossissement x40, H.E).

Figure 36. Immunolocalisation des RPs cervicaux au cours de la phase lutéale (A gauche)
(Grossissement x100 H.E) et folliculaire (A droite) (grossissement x 40, coloration H&E) chez la
brebis.

L’exploration de cette intéraction a montré une dimunition de tous les scores des REas
et ceux des RPs lors du passage de la phase folliculaire vers la phase lutéale chez la brebis. Des
constatations semblables ont été déclarées par de multiples chercheurs au niveau de I’endométre
[4,166] et le cervix [29,32,116,243] chez les ruminants. Ces variations apparaissent en partie
corrélées a celles de la concentration et I’expression génique (ARN m de RE et RP ) de ces
protiénes au niveau du cervix chez les brebis cycliques [242] et lors d’un oestrus induit au
moment de la période d’anoestrus [244]. A cet effet, une augmentation a la fois de la
concentration et le taux des ARNms de REas et ceux de RPs est rapporté chez la brebis, le jour

de ’oestrus suivi par une baisse significative le 6°™ et le 13°™ [242].
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Indépendemment de la région du prélevement et les compartiments histologiques,
recemment, il a été décrit que les ARN ms de REas sont fortement exprimés au niveau du
cervix de nombreux mammiféres non gravides que ceux des animaux gravides [245].
Contrairement a ces résultats, Sagsoz et al., (2011) ont constaté que le profil d’expression des

RPs est inversement proportionel a celui de REs chez la vache [121].

Nous suggérons que cette différence inter-étude, semble etre due a la méthode
employée pour la détection et I’interprétation des résultats. En effet, Sagsoz et al., (2011) ont
utilisé des anticorps dirigés contre I’isoforme RP-B, dont les activités transcriptionelles
différent a celles de RP-A. D’autre part, le site du prélevement [32,105,242] , les traitement de

synchronisation [14] et I’alimentation [246] peuvent contribuer a cette différence.

L’exploration de I’interaction phase-compartiment histologique a montré que, le Sl et
le QS des deux recepteurs objets de ce travail, sont significativements plus élevés dans le
compartiment profond (SS et SP) suivi par ceux de I’EL et le Spl(strom luminal profond)
cervicaux (P < 0,05) chez nos animaux pendant les deux phases du cycle. Ces observations
sont en accord avec celles rapportées chez la vache [29,121], la brebis [242,244] et recement
chez la femme [160]. Néanmoins, nous n’avons marqué aucune différence significative dans le
pourcentage des cellules marquées positivement (SP) de ces deux recepteurs, entre ces deux
compartiments durant la phase folliculaire chez les vaches (P=0.069).

Ces résultats confirment le r6le crucial du stroma dans la différenciation et la
prolifération de 1’épithélium cervical. 1l a été démontré que la différenciation de I'épithélium
est médiée principalement par des facteurs paracrines stromales, dont la sécrétion est régulée

par les oestrogénes et les progestérones via des récepteurs appropriés dans le stroma [247].

En ignorant I’effet de la phase du cycle et celui des compartiments histologiques, nous
notons une influence significative du site de prélevement uniquement chez les brebis.
Cependant, aucune différence n’a été constatée chez les vaches. A cet effet, des scores
significativement éleves des REas et RPs ont été signalés dans la muqueuse de la partie caudale
que craniale chez les brebis. D’autre part, I’analyse de la variance a deux facteurs entre le site
du prélevement et les compartiments histologiques a montré que les scores les plus élevés des
REas et RPs sont enrégisterés au niveau des couches profondes (SS et SP) et les plus basses au
niveau des couches superficielles (EL et Spl) indépendemment de la région du prélevement. De
multiples interactions entre le site du prélevement, phase du cycle (P < 0,001 et le compartiment

histologique ont été observees.
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A signaler que le scoring de ces deux récepteurs demeure relativement le méme au
niveau du compartiment profond entre les deux parties du cervix. Toutefois une baisse
significative de tous les scores lors du passage de la partie caudale vers la partie craniale est
observée au niveau de I’EL et Spl. Un profil similaire que celui des REs est observé pour les
RPs chez la brebis. Ces résultats sont en concordance partiellement a ceux trouves par plusieurs
études réalisées chez les brebis [32,242] et chez la vache [29]. Toutefois, des profils similaires
ont été observé pour I’expression génique des ARNmS des REas et de RPs au niveau de la partie
caudale chez la brebis a cycle naturel ou induit [242,244]. L’explication de cette différence

demeure inconnue.

D’apres les résultats du test de Pearson, une corrélation significativement positive entre
les QS des REos et RPs a été constatée au niveau de la partie caudale seulement (r=0.51, P <
0.05). Cependant, nous n’avons trouvé aucun lien significatif entre le SQ des ces récepteurs et
celui de la concentration plasmatique des stéroides ovariens, durant les deux phases des cycles
chez tous les animaux de notre étude. Une exception a été faite pour I’EL au cours de la phase

folliculaire chez les brebis et les vaches [Tableau 11, 12].

Ces résultats sont en accord partiellement avec ceux déclarés chez les vaches par Sag soz
et al., (2011) [121]. Cette corrélation peut confirmer I’effet des ERas sur la transcription du
géne pgr, codé pour les RP-A et RP-B, au niveau du cervix. Selon les résultats de la présente
étude, nous avons remarqué que les niveaux d’expressions des REas et de RPs au niveau du
cervix de la brebis sont plus exposés aux variations hormonales que ceux des vaches. Cette
différence inter-espéce peut étre attribuée a la longueur et la complexité anatomique de cet

organe chez la brebis.

D’autre part, les changements spatio-temporels du profil d’expression des récepteurs
stéroidiens constatés au niveau de I’EL , semblent avoir un effet sur la composition et la
consistance du mucus cervicale. Chez les ruminants cyclés le cervix est le plus souvent sous
dominance de la progestérone, car une femelle non gravide est en phase lutéale 13 ou 14 jours
et 14 ou 15 jours sur les 17éme et 21éme jour que dure le cycle oestrale chez la vache et la
brebis respectivement [66,67]. Durant cette période le cervix demeure relativement fermé.
Cependant, au moment du péri-oestrus, ce sont les cestrogeénes qui prennent le relais, ce qui
participe au relachement et I’ouverture du cervix. Ainsi, au cours de cette phase le sécrétion

d’une glaire filante et translucide est augmentée [248—250].
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Tableau 11. Corrélation entre les teneurs plasmatiques des hormones ovariennes et le QS des
RPs au niveau de quatre compartiments cervicaux chez les vaches et les brebis au cours de la
phase folliculaire et lutéale.

Concentrations plasmatiques Concentrations plasmatiques

d’cestradiol 17 de la progestérone
PF PL PF PL
CH Espéces r P R P R P r P

EL Brebis 0.301 0.002 0589 0.06 0478 0,099 0,592 0,083
Vache 0.400 0.105 0.460 0.092 0,070 0,848 0,245 0,245
Spl Brebis 0,561 0,090 0,165 0,574 0,356 0,311 0,322 0,204
Vache 0,291 0.097 0.422 0.150 0,351 0,318 0,655 0,102
Brebis 0.394 0.054 0,256 0,137 0,143 0,695 0,455 0,097
SS Vache 0.408 0.056 0,249 0425 0,084 0819 0,206 0,671
Brebis 0.134 0.154 0,236 0,245 0,143 0,695 0,555 0,097
SP Vache 0.008 0.656 0,239 0,335 0,084 0,819 0,206 0,671

r : Coefficient de corrélation ; P : le seuil de signification

D’aprées des études protéomiques de la glaire cervicale réalisée chez les ruminants, il a
été remarqué que, la composition de cette glaire subit des changements cycliques liés
directement a I’effet des hormones stéroidiennes. En effet, sous 1’effet d’une augmentation des
taux plasmatiques des cestrogenes, juste avant le pic LH, la teneur des protéines mucines est
augmentée dans la glaire. Alors que, durant la phase lutéale, la concentration de ces protéines
sont diminuées sous 1’effet des cestrogénes [248-250]. Nous suggérons que ces variations sont

attribuées aux changements d’expression des REa et RPs au niveau de I’EL.

Tableau 12. Corrélation entre les teneurs plasmatiques des hormones ovariennes et le QS de
RE a au niveau des quatre compartiments cervicaux chez les vaches et les brebis au cours de
la phase folliculaire et lutéale.

Concentrations plasmatiques Concentrations plasmatiques

d’cestradiol 17p de la progestérone
PF PL PF PL
CH Espéces r P R P R P r P
EL Brebis 0.578 0.097 0.547 0.079 0,568 0,109 0,692 0,071
Vache 0.250 0.605 0.460 0.092 0,070 0,848 0,245 0,245
Spl Brebis 0.461 0,090 0,165 0,574 0,356 0,311 0,322 0,204
Vache 0.634 0.756 0.145 0.89 0.258 0.670 -0.30 0.49
Brebis 0.781 0.194 0,256 0,137 0,421 0,695 0,875 0,097
SS Vache 0.208 0.856 0,259 0425 0,084 0819 0,376 0,671
Brebis 0.134 0.154 0,236 0,245 0,143 0,695 0,655 -0,297
SP Vache 0.008 0.656 0,845 0425 0,102 0,259 0,406 0,271

r : Coefficient de corrélation ; P : le seuil de signification

1.5 Etude de la cytologie cervicale et utérine

L’examen microscopique des frottis cervicaux et utérins que nous avons réalisé, nous a
permis la mise en évidence : des cellules épithéliales cervicales a cytoplasme réduit et/ ou avec
unnoyau rond ou ovale (CEA), cellules épithéliales a large vacuole cytoplasmique (CEB), des
Neutrophiles (Neut), et les Lymphocytes (Lym) [Figure 38, 40]. Les cellules épithéliales
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représentent la population dominante dans les deux frottis, elles correspondent a une exfoliation
de I’épithélium superficiel.

I1 a été rapporté que la présence d’un grand nombre des ces cellules dans un frottis cervicale
ou utérin, associée rarement a des cellules inflammatoires, témoigne d’un prélévement
cytologique normal [44,179].

11.5.1. Etude de la cytologie cervicale
Les résultats concernant les propriétés cytologiques du cervix chez la brebis et la vache
au cours de la phase folliculaire et lutéale sont présentés dans la [Figure 37] et le [Tableau 13](

voir la page 64).
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Figure 37. Cytologie cervicale au cours d’un cycle oestral chez la brebis. A gauche : effet de phase sur
la cytologie cervicale. A droite : effet de la région du prélevement sur 1’aspect cytologique du cervix.
CEA : Cellules Epithéliales cervicales a cytoplasmes réduits et/ ou avec un noyau rond ou ovale ,
CEB : cellules épithéliales a large vacuole cytoplasmique, Neu : Neutrophiles, Lym : Lymphocytes

D’apres les analyses statistiques de nos résultats, la phase du cycle (P= 0,002, P=0.24), le
type de cellules (P < 0,0001) affectent significativement les résultats de la cytologie cervicale
chez les brebis et les vaches respectivement. Ainsi, I’interaction entre ces deux parameétres est
hautement significative (P < 0,001). Cependant, le site du prélévement n’a aucun effet sur le
paramétre en question (P= 0.68 ; P>0.05). Des interactions hautement significatives ont été
observées entre la phase du cycle et le type cellulaire chez les deux espéces étudiées (P <
0,0001). Néanmoins, aucune association n’a été remarqué entre le site du prélevement, la phase

du cycle et le type cellulaire ni chez les vache (P=0.67) ni chez les brebis (P=0.80).
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Figure 38. Amas des cellules épithéliales cervicales (grossissement. x 100, coloration May-Griinwald-
Giemsa).

L'exploration de I’interaction phase — types cellulaires a montré que, contrairement aux
lymphocytes, les CEA présentent le pourcentage le plus élevé dans nos frottis durant les deux
phases du cycle chez les deux espéces de notre étude. Plusieurs travaux ont rapporté des
résultats quasi-similaires [44,179]. D’apres ces chercheurs, la présence d’un grand nombre de
cellules épithéliales par rapport aux cellules inflammatoires dans un frottis, est un bon indice
pour le statut reproducteur. En revanche, dans un frottis cytologique les Neut et les
lymphocytes représentent la population majoritaire isolée de la partie caudal du cervix [251].
D’aprés Yavari et al. (2009), les cellules épithéliales a large vacuole dans un frottis peuvent

étre utilisées comme des indicateurs de I’environnement utérin [252].

Il a été rapporté que, les cellules épithéliales de tractus génitale femelle constituent une
barriére protectrice efficace contre la pénétration des pathogenes dans les compartiments
profonds de la muqueuse apres la parturition et au moment de I’cestrus. Ces cellules donc,
possedent un réle immunitaire principal dans la reconnaissance et la réponse aux pathogénes
chez les bovins. Cette fonction dépendante de la présence des récepteurs Toll like (TLR) au
niveau de la membrane de cellules épithéliales. Les ligands de ces recepteurs sont présents dans
une grande variété de pathogenes tels que les bactéries, les champignons et les virus [253].

L’activation du systtme TLR a pour conséquence la synthése de médiateurs
proinflammatoires, qui agissent a leur tour en mobilisant et activant les cellules immunitaires
; 1l s’agit majoritairement des neutrophiles d’une part, et la synthese de PGE d’autre part. A
partir de ces données, on peut attribuer 1’élévation de cellules épithéliales au moment de la

phase lutéale, aux risques élevés des contaminations par des pathogénes [254,255].
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Tableau 13. Evaluation de la cytologie cervicale au cours de la phase folliculaire et lutéale
chez la vache laitiere (Moy + SEM).
Site du

! CEA (%) CEB (%) Neu (%) Lym (%)
prélévement
PF Endo-Cervix 77.90 +1.002 9.70 £0.732 7.7+0.632 470+ 0.702
Exo-cervix 78,80+ 1,22 9,70 £0.76" 7.7+0.63a" 4,30 +£0,82"
PL Endo-Cervix 88.10 + 0.60P 3.80+048° 7.7+0.63aP 43+1.052
Exo-cervix 87.30 £1.10™ 400+0.49 400+047" 4.10+0.85"

*%

CEA : Cellules Epithéliales cervicales a cytoplasmes réduits et/ ou avec un noyau rond ou ovale , CEB : cellules
épithéliales a large vacuole cytoplasmique, Neu : Neutrophiles, Lym : Lymphocytes. a,b : différence statistique
entre I’exo-col en phases folliculaire et lutéale (p<0.05) *,** : différence statistique entre 1’endo-col en phases
folliculaire et lutéale (p<0.05)

A cause de I’absence de I’effet du site de prélevement sur I’aspect cytologique de nos

animaux, nous avons regroupe les résultats de ces deux sites pour toutes les analyses ci dessous.

Selon nos résultats statistiques, une élévation tres significative du pourcentage de CEA
cervicaux est remarquée au cours de la phase lutéale que folliculaire chez les brebis (87.19 £
0.69% vs 91.96 +0.50% ; P<0.001) et les vaches (voir tableau 13). Toutefois, pour CEB, cette
augmentation est observée lors du passage de la phase lutéale vers la phase folliculaire
(7.80+0.35 vs 4.38 + 0.47 chez la brebis et les vaches (voir tableau 13) . Une cinétique
similaire est constatée pour les Neut (4.11 £ 0.31 vs 2.03 + 0.28 chez la brebis) et la vache (voir
tableau 13). Pour le pourcentage des lymphocytes, aucun changement n’a été signalé au cours

du cycle cestral.

Les mémes résultats ont été rapportés par [41]. L’élévation de chimiotactismes des
neutrophiles obtenus dans la présente étude concordent aux résultats des études précédentes
[251] . Nous suggerons que 1’¢lévation du taux de Neut durant la phase folliculaire coincide
avec une augmentation du rapport cestrogénes /progestérone [256]. Cette augmentation des
cestrogenes responsable certainement d’un relaichement et I’ouverture partielle du cevix, ce qui
rend la muqueuse cervicale plus exposée aux pathogenes. D’autre part, au moment d’cestrus le
flux sanguin est augmenté sous I’effet des cestrogenes, rend 1’extravasation des neutrophiles
plus faciles.

11.5.2. Etude de la cytologie utérine

Les résultats concernant 1’évaluation de la cytologie utérine chez la brebis et la vache au cours
de la phase folliculaire et lutéale sont représentés dans la figure 39 et le tableau 14

respectivement.
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Figure 39. Cytologie utérine chez la brebis. A gauche ’effet de la région sur la cytologie utérine. A
droite I’effet de la phase du cycle sur la cytologie utérine.

Les résultats statistiques de notre travail ont montré que le site de prélévement n’affecte
pas la cytologie utérine [Figure 39] [Tableau 14], En effet, le pourcentage de toutes les
cellules étudiées : CEA , CEB, Neu et Lym ne présente aucune différence entre le corps et la
corne de I’utérus pendant chaque phase du cycle oestral . Par contre, nous avons remarqué que
la phase du cycle et le type cellulaire ont des effets significatifs sur I’aspect cytologique de

[’utérus.

Dans ce contexte ; une élévation significative de la teneur des CEA au cours de la
période de I’imprégnation progestéronique a été constatée chez les deux espéces étudiées. Ces
résultats sont en accord avec ceux des études précédentes [42,179]. Ces derniers auteurs ont
montré que le chimiotachtisme des Neut ne change pas au cours du cycle oestral chez la vache,
mais la présence des endométrites peut perturber ce profil. Cependant, nous avons signalé une
élévation significative du pourcentage des CEB et des neutrophiles au cours de la phase
folliculaire. Ceci est en désaccord avec Ahmadi et al., [41,179]. Par contre, ces résultats sont
en accord avec ceux de nombreux auteurs au cours de la phase folliculaire [257].

En revanche, les valeurs de Neut rapportées par Dolatkhah et al., 2013 chez les vaches
présentent des endometrites ou non (3.21+0.17 vs 1.22+0.24) sont de loin inférieurs a ceux des
notres [258]. Lors d’une contamination utérine, la phagocytose est le moyen le plus efficace
durant un processus inflammatoire dans 1’utérus. Elle fait appel a plusieurs cellules
immunitaires, principalement les neutrophiles. D’aprés Ahmadi et al ., (2005), Ces cellules

occupent 80% a 70% de la population immunitaire recrutée dans le cervix et I’utérus [258].
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Figure 40. Frottis utérin de la vache (grossissement. x 100, coloration May Giemsa).

Le taux élevé des Neut durant la phase folliculaire trouvé dans la présente étude peut
étre attribué a une faible concentration de la progestérone et une élévation de la concentration
plasmatique en cestrogéne. En effet, Roth et al ., 1983 ont montré que la progestérone a un

effet suppressive sur la fonction des Neut [258].

D’autre part, ce sont les cellules épithéliales de 1’utérus qui sont les premiéres en contact
avec les pathogenes. ces cellules fonctionnent comme de Véritables sentinelles qui
reconnaissent les antigénes et déclenchent une réponse immunitaire innée dont le but est
d’¢éliminer les bactéries et virus [253].

Tableau 14. Evaluation de la cytologie utérine au cours d’un cycle oestral chez la vache
laitiere (Moy = SEM).

Site du prélévement CEA (%) CEB (%) Neu (%) Lym (%)
PF  Corps 80,50+0.83* 9,20+0.44* 6,10+053% 4,20+0.80?

Corne 80,20+ 0.82" 9,60 +0.47" 6,30 £ 0.51" 3,90 £0.69"
PL Corps 86,40 +1.37° 5,10+0.83 ® 4,00+0.63° 4,70+ 0.70%

Corne 88,50 +1.31™ 4,10+ 0.73™ 3,60+0.68™ 3,80+ 0.86 "

CEA : Cellules Epithéliales utérines a cytoplasmes réduit ou atrophiue , CEB : cellules épithéliales a large
vacuole cytoplasmique, Neu : Neutrophiles, Lym : Lymphocytes. a,b : différence statistique entre le corps en
phases folliculaire et lutéale (p<0.05) *,** : différence statistique entre le corne en phases folliculaire et lutéale
(p<0.05)

Il a été signalé que le pourcentage de neutrophiles dans un frottis utérin est directement
corrélé avec la quantité des bactéries présentes [259]. Cependant, I’effet des hormones
ovariennes sur I’activité des Neut utérins au cours de la phase folliculaire et lutéale est
controversé. Pour certains auteurs, une progestéroémie élevée réprime I’activité phagocytaire

des neutrophiles sanguins et utérins [253].

11.5.3. Lien entre la cytologie cervicale et utérine
Pour la recherche des éventuels liens entre la cytologie cervicale et utérine, nous avons

regroupé les résultats des deux sites de prélevement pour les deux compartiments étudiés (en
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raison de I’absence des différences significatives des propriétés cytologiques entre les differents
sites des prélevements).
Les résultats d’évaluation de la cytologie cervicale et utérine au cours d’un cycle oestral

chez la brebis et la vache sont représentes dans la figure 41 et le tableau 15 respectivement :

100+ 1001
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80- Bl Cervix [ Uterus 80 Bl Cervix [ Uterus
60 60
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401 40-
20+ 204
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a a a a a a
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Figure 41. Effet de la région du prélévement sur la cytologie pendant la phase folliculaire (a gauche)
et lutéale (a droite) chez la brebis.

Les résultats de la cytologie cervicale et utérine ont révélé que le statut cellulaire est
homogéne au sein de ces deux compartiments chez les brebis et les vaches. Ces résultats sont
en concordance avec ceux déclarés par [41,65,179]. Par opposition aux nos résultats,
Deguillaum et al., (2012) n’ont pas trouvé aucun lien cytologique entre le cervix et I’endomeétre
chez les vaches [260]. Des études récentes menées sur le profil protéomique et du
transcriptome chez les ruminants, ont rapporté que les sécrétions utérines et cervicales
possedent plus de 500 protéines en commun [248-250]. Les différences inter-études peuvent

étre dues partiellement a une différence du protocole expérimental.

Tableau 15. Lien entre la cytologie cervicale et utérine au cours d’un cycle oestral chez la
vache laitiere (Moy = SEM).
Site du prélevement CEA (%) CEB (%) Neu (%) Lym (%0)

Cervix 78.35+1.11 9.70 £0.75 745+0.68 4.50+0.76
PF  Utérus 80,35+0.82 9,40+045 6,20+x052 4,05%0.75
P value 0.06 0.56 0.07 0.64
Cervix 87,70 +0.85 3,90 +0.49 4,00+043 4,20+0.95
PL  Utérus 87.25+0.98 4.60+0.65 380+0.65 4.25+0.78
P value 0.27 0.19 1.00 0.75

CEA : Cellules Epithéliales utérines a cytoplasmes réduits et/ ou avec un noyau rond ou ovale , CEB : cellules
épithéliales a large vacuole cytoplasmique, Neu : Neutrophiles, Lym : Lymphocytes. a,b : différence statistique
entre le cervix en phases folliculaire et lutéale (p<0.05) *,** : différence statistique entre 1’uterus en phases
folliculaire et lutéale (p<0.05)

Selon le tableau 15, il semble que les animaux de notre étude, présentent des

endometrites sub-cliniques associées ou non a une cervicite durant la phase folliculaire. A cet
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effet, des taux des Neut supérieurs aux seuils pathologiques décrits pour le cervix (>6%) et et
de I'utérus (>5%) sont enregistrés durant la phase folliculaire [260]. D’ailleurs ce seuil
pathologique se différe d’une étude a une autre. En effet, un seuil de >4% a été décrit pour
I’inflammation endométriale par Madoz et al., (2014) [42] . Ces endométrites cytologiques,
particulierement aprés I’IA, ont des effets néfastes sur les performances de la reproduction de
I’animal [261].

11.5.4. Corrélation entre la cytologie cervico-utérine et les hormones stéroidiennes

D’apreés le test de la corrélation « pearson », il apparait que durant les deux phases du
cycle, la concentration plasmatique des oestrogénes est corrélée positivement et
significativement avec toutes les populations cellulaires étudiées a 1I’exception des lymphocytes
chez la vache et la brebis. Cependant la teneur plasmatique de la progestérone est corrélée
significativement et négativement avec le pourcentage des CEB et les Neut. Tandis que, pour
les CEA une corrélation négative est revélée chez les deux espéces durant les deux phases du
cycle. Aucun lien n’a été trouvé entre la concentration des hormones stéroidiennes et le taux

des lymphocytes [Tableau 16].

I1 a été montré que les défenses immunitaires d’un animal sont élevées durant la phase
folliculaire que lutéale [204]. L’effet des hormones ovariennes sur ’activité des Neut utérins
au cours de la phase folliculaire et lutéale est controversé. Pour certains auteurs, une
progestéroémie ¢levée réprime 1’activité phagocytaire des neutrophiles sanguins et utérins
[259].

Tableau 16. Corrélation entre les teneurs plasmatiques des hormones ovariennes et la
cytologie cervico-utérine chez la vache et la brebis au cours de la phase folliculaire et lutéale.

Concentrations plasmatiques Concentrations plasmatiques de la
d’cestradiol 17p progestérone
PF PL PF PL

Espece  Cellules r P r P r P r P

CEA 0.41 0.03 0.37 0.06 0.47 0.01 0.65 0,047
Brebis CEB 0.51 0.008 0.42 0.03 -0.69 <0.0001 -0.84 < 0.0001

Neut 0.47 0.01 0.50 0.01 -0.51 0,007 -0.62 < 0.0001

Lym 0.37 0.06 0.29 0.15 0.02 0.9 -0.38  0.59

CEA 0,78 0,01 0,35 0,052 0,356 0,03 0,832 0,004
Vache  Neut 0,60 0.04 0.56 0.031 -0,851 <0.0001 -0,855 0,002
—— CEB 0.85 0.001 041 0,042 -0,74 0,01 -0,66 0,071

Lym 0.23 0.71 0.13 0.78 0.20 0.67 -0.30  0.49

r : Coefficient de corrélation ; P : le seuil de signification
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Conclusion
En nous appuyant sur les techniques morphométriques, immunohistochimiques et
cytologiques, nous avons analysé en détail et mettre en évidence I’impact majeur du stade du
cycle et le site du prélevement sur les changements morphologiques de 1’endometre et du

cervix chez la brebis et la vache laitiere.

Les parametres morphométriques analyses dans la présente étude, en 1’occurrence : la
hauteur des cellules épithéliales luminales, des glandes superficielles et profondes ainsi la
densité, la superficie et le périmetre des glandes, n’ont jamais été étudiés dans I’endométre chez

la brebis.

Sous l’influence des stéroides ovariens, nous confirmons la régulation fine des
compartiments cellulaires de I’endométre et du cervix au cours du cycle cestral chez les deux
espéces étudiées. Parmi ces compartiments, soumis a une forte régulation endocrinienne, nous
avons pu identifier les glandes superficielles. Cependant les glandes profondes ne montrent

aucun changement durant les deux phases du cycle.

Suite a toutes ces modifications, nous avons conclu que 1’endomeétre de la vache et la
brebis est subdivisé en deux zones morphologiquement et fonctionnellement distinctes : la zone
superficielle active et la profonde faiblement active.

Toutefois, Le types cellulaires et le temps du prélevement affectent de fagon significative

I’expression des récepteurs nucléaires €tudiés,

Il semble que le contrdle de changements spatio-temporels de la morphologie de
I’endometre est associé a celui de I’expression des récepteurs nucléaires des cestrogénes et de
la progestérone. Ceci n’élimine pas la possibilité que d’autres facteurs et voies de signalisation
soit également impliqués dans ces modifications. Cette régulation sera explorée dans des
études ultérieures plus approfondies, en particulier les genes cibles de la progestérone liés aux

remodelages de ’endométre et le cervix.

Aucune différence significative n’a €té constatée entre 1’utérus et le cervix pour tout le
profil cytologique. Un frottis exo-cervical semble étre un outil plus pratique surtout chez la
brebis, vu la complication anatomique de ce compartiment chez cette espéce, rendant la passage

transcervicale difficile, pour 1’étude de 1’état physiologique et pathologique de I’utérus. Cette



technique est simple, rapide et ne nécessite pas de cathétérisme ( lors de I’acte d’IA et le

transfert embryonnaire) du cervix, surtout lorsque le col est fermé lors de la phase lutéale.

Notre étude a permis de dégager certains criteres sur la morphologie de ’utérus et le
cervix pouvant servir des indicateurs du statut physiologique de 1’animal, ainsi pour mieux
comprendre par ailleurs les mécanismes cellulaires de la réceptivité endométriale chez les
ruminants et diminuer des pertes causées par une mauvaise gestion de la période péri-

implantatoire.

Finalement, on peut conclure que 1’utilisation de la morphometrie et la cytologie
permettra d’ouvrire des nouvelles outils d’analyses efficaces, précises, rapides et moins
couteuses pour diminuer les échecs de la fertilité dans 1’élevage ovin et bovin , en particulier
lors du recours a des techniques de la biotechnologies ( IA, transfere embryonnaire et la

fécondation in vitro).
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Résumé

Chez les ruminants, des variations cycliques sont observées au niveau de 1’endométre suite a
un processus de différenciation et de remodelage profond. Le premier objectif de la présente
¢tude est d’évaluer I’influence des stéroides ovariens sur les changements histo-
morphométriques des trois compartiments endométriaux (EL, EGS et EGP) et d’expression
des REs et PRs au niveau du meme type cellulaire de 1’endométre et du cervix (EL, Spl, Ss,
Sp) d’une par et d’établir un lien entre 1’expression de ces récepteurs et les changements des
parametres. Le deuxiéme but de notre travail est d’étudier I’impact du cycle oestral sur la
cytologie cervicale et utérine, ainsi de chercher des éventuels liens entre ces deux
compartiments. A cet effet, les appareils génitaux de brebis (50) et de vache (50) sont collectés
au niveau de I’abattoir communal de Batna. En se basant sur I’aspect macroscopique de I’ovaire,
ces animaux sont répartis en deux groupes égaux (25 pour chacun) et cela pour chaque espéce :
groupe en phase folliculaire (PF) et I’autre en phase lutéale (PL). Une prise du sang a été
effectuée de la veine jugulaire pour le dosage de la teneur plasmatique des cestrogénes et de
progestérone. Les prélevements histologiques et cytologiques (% CEA, CEB, Neut et Lym)
ont été réalisés a partir de quatre régions distinctes de chaque appareil reproducteur : corne et
corps utérin et endo et 1’exo col pour chaque animal. Les paramétres morphométriques (HCE,
la densité, surface et le périmétre des GS et GP) ont été mesurés a I’aide de deux logiciels de
traitement d’image (Panoramic Viewer et Image Pro-Plus version 6). La détection des de REs
et PRs est effectuée par une méthode immuno-histochimique. Ainsi le pourcentage des cellules
épithéliales (CEA, CEB) et immunitaires (Neut et Lym) est calculé pour chaque frottis
cytologique. Les résultats statiques de nos résultats montrent que : des changements spatio-
temporals de tous les paramétres morphométriques , de I’expression de REs et RPs est constaté
au niveau du compartiment superficiel de I’endométre. Ces modifications sont moins
remarquees au niveau du cervix. Cependant aucun changement n’est observé au niveau des GP.
Les GS sont le compartiment le plus soumis aux variations des paramétres étudiés. Des liens
ont été trouvés entre les parametres morphométriques et le profil hormonal et I’expression des
récepteurs des hormones stéroidiennes. Aucune différence significative n’a été constatée entre
le frottis utérin et cervicale et cela pour le pourcentage de toutes les catégories cellulaires.
Toutefois, la région de prélévement n’affecte pas significativement les résultats de tous les
parameétres étudies. Les variations de la cytologie utéro-cervicale sont étroitement corrélées aux
fluctuations de profil endocrinien de E2 et P4.

Mots clés : Vache, Brebis, Phase Follicualire, Phase lutéale, RE, RP, Hormone, corrélation,
histo-morphométrie, cytologie, utérus, cervix, IHC, RIA, ECLIA.



Abstract

Cyclic differentiation and remodeling process were occurred in the endometrium during
oestrous cycle in the ruminant. The first goal of the present study was to evaluate the effect of
the ovarian steroids on histo-morphorphometric changes in three endometrium compartments
(LE, SGE and DGE) and to determine the distribution and expression of ER, PR receptors in
the same endometrium compartments and various cervix layers (LE, SF, SS and DS) on the
one hand and to establish a relationship between steroids receptors expression and
morphometrics parameters. The second aim of our work was to study the affect of the oestrous
cycle on cervical and uterine cytology, thus to determine a possible correlation between these
two compartments. Reproductive tract of 50 healthy ewes and 50 dairy cows were obtained
from BATNA abattoir. Based on macroscopic observation of the ovaries, animals were
classified into two equal groups: follicular (n =25) and luteal (n=25). Blood samples were
collected and plasma concentrations of oestrogene and progesterone were determined. Height
of cells epithelium (HCE), progesterone and estrogene receptors (PR and ER respectively)
expressions on luminal epithelium, superficial (SG) and basal (DG) glands were assessed using
a morphometric and immunohistochemistry methods. The histological and cytological samples
were obtained from four different sites for each reproductive tract: horn, body, endo and exo-
cervix. Morphometric parameters (HCE, density, area and perimeter of SG and DG) were
measured using both Panoramic Viewer and Image Pro-Plus version 6. PR and ER expression
was assessed using a immunohistochemistry methods. Thus, epithelial (CEA, CEB) and
Immune cells were calculated for each cytological smears. Our results show: Spatiotemporal
changes of all morphometric parameters and steroids receptors (ER, PR) were observed in the
superficial compartment of the endometrium. However, in cervix changes were slightly less
than in uterus showed in cervical cells type. In DG these changes were note observed. Dramatic
spatio-temporal changes occurred in SG in all most studies parameters. Correlations were found
between morphometric parameters, hormonal profile and steroid receptors expression. In
addition, no difference was found between uterine and cervical smears for all cells categories.
Nevertheless, utero-cervical cytology was closely correlated with ovarian steroid level as well
as oestradiol and progesterone. The simpling site does not significantly affect the results of our
investigation.
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