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1. La fertilité chez la vache laitière haute productrice 

Chez les bovins, les performances de reproduction sont évaluées par deux critères : la 

fertilité et la fécondité. La fertilité se définit comme la capacité de la femelle à être 

fécondée et à mener la gestation à terme. La fécondité quant à elle est l’aptitude de la 

femelle à mener la gestation à terme dans les délais requis, elle englobe donc la fertilité. 

La croissance de la génisse1 est classiquement découpée de quatre phases distinctes : 

(I) la phase lactée de la naissance jusqu’au sevrage, (II) la phase pré pubère du sevrage 

jusqu’à l’apparition de la puberté, (III) la phase post pubère jusqu’à la mise à la 

reproduction et enfin (IV) la gestation (Fig 1, Le Cozler, 2013). 

 

Figure 1 : Croissance théorique des génisses laitières et les différentes phases clés. 
Exemple d’un vêlage à l’automne à 24 mois. La courbe représente l’évolution du poids vif de l’animal en kg 

de sa naissance jusqu’à son premier vêlage. La femelle est sevrée (S) lorsqu’elle atteint 80 à 100kg. 
La première gestation débute en moyenne au 15ème mois (adapté de Le Clozler, 2013). 

L’âge de la puberté dépend du développement de l’animal et donc de son gain moyen 

quotidien (GMQ) depuis sa naissance. Plus la croissance est élevée et plus la puberté est 

précoce (Fig 2, Troccon and Petit, 1989). Les estimations de l’héritabilité2 de la puberté 

sont très variables en fonction de la race, de très faible à élevée, avec des valeurs de h2 

allant de 0,1 à 0,6 (Le Cozler, 2013). Les pratiques d’élevage et plus particulièrement 

l’alimentation ont un impact sur la croissance de l’animal et ses performances 

                                                           
1 Femelle n’ayant jamais vêlé. 
2 L'héritabilité (h2) est indiquée comme valeur entre 0 et 1. Un h2 inférieur à 0,2 est considéré comme faible, 
entre 0,2 et 0,4 comme moyen et supérieur à 0,4 comme élevé. Plus l'héritabilité d'un caractère est élevée, 
plus le succès zootechnique attendu est grand. 
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reproductives. Cependant il n’existe pas de consensus sur les effets à court et long terme 

d’une alimentation riche sur le développement mammaire et la production laitière (Cozler 

et al., 2008). 

 

Figure 2 : Relation entre gain moyen quotidien entre la naissance et la puberté (GMQ) 
et l’apparition de la puberté. (Le Cozler, 2013). 

Chez la génisse laitière, le premier vêlage et donc la première lactation débutent bien 

souvent avant la fin de sa croissance, soit lorsque l’animal a atteint 85 à 90% de son poids 

adulte. Les fonctions de reproduction et de croissance sont alors en compétition. La 

reprise d’activité sexuelle post partum, l’apparition du comportement d’œstrus et la 

réussite de l’insémination artificielle (IA) chez la vache sont les principaux facteurs 

limitants de la fertilité. Dans ce chapitre nous traiterons dans un premier temps de 

l’impact des troubles de la fertilité au sein des élevages, puis nous ferons un état des lieux 

de l’évolution de la fertilité dans le cheptel français. 

 

a. Les problématiques d’élevage laitier 

Depuis près de 50 ans nous observons un déclin des performances reproductives au sein 

des élevages bovins, tout particulièrement chez les vaches laitières hautes productrices 

(Norman et al., 2009 ; Le Mezec, 2014). Le marché économique agricole est confronté à la 

mondialisation et récemment à une crise du prix du lait. C’est dans ce contexte 

économique difficile que les éleveurs doivent rentabiliser au mieux leur outil de 

production afin d’assurer la viabilité de leur exploitation.  
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La demande sans cesse croissante de lait a conduit à une sélection génétique intensive 

des bovins laitiers afin d’augmenter la production par animal. En 2014, une vache laitière 

haute productrice de race Holstein produisait en moyenne 9 329 kg de lait par an (Institut 

d’élevage). Les progrès génétiques et les changements de conduite d’élevage de ces 30 

dernières années ont permis d’augmenter la production de lait de 2 400 kg par animal par 

an et de rallonger la période de lactation de 2 mois en l’espace de 20 ans. Jusqu’au début 

des années 2000, la sélection des animaux permettait d’obtenir chaque année une 

augmentation de la production laitière d’environ 100 kg par animal. Cette dynamique est 

désormais ralentie et l’Institut d’élevage prévoit une stabilisation de la production dans 

les années à venir (Le Mezec, 2014). La lactation dure aujourd’hui environ un an. La 

gestation suivante se met donc en place au cours de cette période de production intensive 

de lait et cela impacte fortement les performances reproductives (Wathes et al., 2007 ; Fig 

3). 

 

Figure 3 : Corrélation inverse entre de taux de conception (CR%) et la production annuelle de lait 
(kg/yr) chez la vache de race Holstein aux Etats-Unis. (Butler et al., 2003). 

La production de lait ne pouvant avoir lieu qu’après la naissance d’un veau, la 

dégradation des performances reproductives entraine des pertes économiques non 

négligeables pour l’éleveur. Les troubles de la reproduction représentent environ 9% des 

dépenses de santé dans les élevages (Jegou et al., 2006). Il y a d’un côté une augmentation 

des coûts directs tels que les frais vétérinaires et les frais d’inséminations, et d’un autre 

une augmentation des coûts indirects due à la diminution du nombre de veaux produits 

et de la longévité des animaux. En effet, on estime que l’infertilité est à l’origine d’environ 

20% des réformes prématurées (Boichard, 1988). L’objectif agronomique usuel d’un 
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élevage standard est de produire un veau par vache et par an. En cas de perturbation de 

la fertilité ou de la fécondité, on observe un allongement de l’intervalle entre deux vêlages 

associé à des pertes économiques pour l’éleveur pouvant atteindre 50€ par vache et par 

cycle perdu (Seegers et al., 1999; Hobé et al., 2008). 

 

Figure 4 : Impact du délai d’obtention d’une gestation sur les performances reproductives. 
Flèches noires verticales = Chaleurs soit début d’un nouveau cycle ; 

IA1 = première insémination artificielle ; IAf = insémination artificielle fécondante. 
(d’après V. Mauffré, thèse ; Hobé et al., 2008). 

Après le vêlage il existe un délai de 45 jours minimum nécessaire à l’involution de 

l’utérus avant la reprise de la cyclicité (Hobé et al., 2008). Pour garder l’objectif d’un veau 

par an par vache, la fécondation devrait idéalement avoir lieu entre le 45ème et le 88ème 

jour post partum. Afin de maitriser la reproduction de leur cheptel, 90% des éleveurs ont 

recours à l’IA (sondage http://agreste.agriculture.gouv.fr). Associée à la synchronisation 

des chaleurs3, cette technique leur permet de regrouper les fécondations et les vêlages 

afin de mieux organiser leur temps de travail et diminuer les coûts de main d’œuvre en 

limitant les périodes d’interventions sur les animaux. 

                                                           
3 A l’aide d’un implant vaginal (ex. CIDR) ou sous-cutané (ex. CRESTAR) diffusant de la progestérone ou un 
analogue. Ces dispositifs sont couplés à des injections de prostaglandines (pour induire la régression du corps 
jaune) puis d’un analogue de la FSH (pour déclencher l’ovulation). 
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La maitrise de la reproduction a donc un intérêt économique non négligeable chez les 

animaux de rente tels que les bovins. Cependant améliorer les performances 

reproductives suppose d’en connaître les facteurs de risque, leurs mécanismes d’action et 

de mettre en place une stratégie d’intervention. 

 

b. L’évolution de la fertilité 

En 2014, le cheptel bovin laitier français comprenait 7 millions de vaches laitières et 

67% de ces femelles étaient des laitières hautes productrices de race Prim’Holstein4 

(http://agreste.agriculture.gouv.fr/). La sélection des animaux vise à augmenter la 

productivité et obtenir des animaux avec une mamelle conforme afin de produire un lait 

de qualité en grande quantité et dans de bonnes conditions (pour l’animal et pour 

l’éleveur). Depuis 2001, les professionnels accordent de plus en plus d’importance à la 

capacité de reproduction de l’animal lors de la sélection génétique (Le-Mezec, 2014). Pour 

répondre aux préoccupations de l’éleveur il est nécessaire que la femelle ait une bonne 

longévité, et donc qu’elle soit capable de supporter plusieurs gestations, qu’elle soit 

résistante aux infections, et notamment aux mammites5, et qu’elle soit fertile.  

Le statut physiologique de l’animal impacte fortement ses performances 

reproductives. Les génisses présentent des taux de réussite à la 1ère Insémination 

Artificielle (ou IA1) supérieurs à ceux des vaches de la même race (exemple ici de la race 

Prim’Holstein, Fig 5A). Entre 1999 et 2004 le taux de réussite de l’IA1 était en nette 

diminution chez les vaches mais pas chez les génisses. Depuis 2008, le taux de réussite de 

l’IA1 reste relativement stable chez les génisses comme chez les vaches. Le taux de 

réussite des IA totales en 2012 était de 55% chez les génisses contre 33 à 38 % seulement 

chez les vaches de race Prim’Hosltein (Fig 5B). Nous observons également une diminution 

de ce taux en fonction du nombre de vêlages de la femelle. 

                                                           
4 La race Prim’Holstein est une race française de bovins laitiers. Au Canada, on retrouve la race Holstein Friesian 
et aux Etat-Unis la race Holstein. Les éleveurs de chaque pays ont effectué des croisements pour créer de 
nouvelles races dérivées de la Holstein néerlandaise. Les Holsteins représentent aujourd’hui la première race 
laitière au monde.  
5 Infection de la mamelle pouvant apparaitre au cours de la traite. 
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Figure 5 : Evolution des taux de réussite des inséminations artificielles chez les génisses et vaches 
de race Prim’Holstein entre 1999 et 2012. A- Taux de réussite de la 1ère IA. B- Taux de réussite des IA 

totales (Idele, Fertilité des principales races laitières, 2015). 

Après vêlage et au cours de la lactation, le retour à la reproduction de l’animal est une 

étape déterminante. Le taux de non-retour en cycle entre le 18ème et le 90ème jour post 

partum est un prédicteur du taux de réussite des IA. Entre 1999 et 2012, l’intervalle 

vêlage-IA1 moyen (IVIA1) s’est allongé chez les trois principales races laitières françaises 

(Montbéliardes : 82 jours ; Normande : 85 jours et Prim’Holstein : 101 jours ; Fig 6A). 

L’intervalle entre la 1ère IA et l’IA fécondante quant à lui est stable (Montbéliardes : 27 

jours ; Normande : 30 jours et Prim’Holstein : 39 jours). Il faut donc en moyenne deux 

inséminations pour obtenir une fécondation. Enfin nous avons vu que pour une rentabilité 

optimale des exploitations, l’éleveur devait produire un veau par vache et par an. 

L’intervalle vêlage-vêlage (IVV) optimal devrait donc être d’environ 365 jours. Cependant 

l’IVV est de 395 jours chez les Montbéliardes, 399 jours chez les Normandes et 422 jours 

chez les Prim’Holstein (Fig 6B). La race Prim’Holstein est la race laitière française qui 

produit le plus de lait et dont les performances reproductives sont les plus altérées. 

 

Figure 6 : Evolution des performances reproductives chez principales races laitières françaises 
entre 1999 et 2012. A- Intervalle entre le vêlage et la 1ère IA (IVIA1) en jours ; B- Intervalle entre deux 

vêlages (IVV) en jours. (Idele, Fertilité des principales races laitières, 2015). 
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Depuis 2008 de plus en plus d’éleveurs utilisent des semences sexées, généralement 

pour l’IA1 (Institut d’élevage, Allice ; Fig7). Cette nouvelle technologie favorise la 

production de femelles, cependant le traitement de séparation des spermatozoïdes rend 

la semence 10 à 15% moins fécondante (Allice). Les progrès techniques tendent 

actuellement à diminuer l’effet du sexage.  

 

Figure 7 : Evolution de l’utilisation des semences sexées en fonction de la race et du statut de la 
femelle. Estimation selon les enregistrements SIG, Institut d’élevage – Allice. 

(Idele, Fertilité des principales races laitières, 2015). 

Après plusieurs années de diminution inquiétante de la fertilité aussi bien sur le plan 

génétique que phénotypique, la situation se stabilise et tend à s’améliorer. Les causes 

d’infertilité en élevage bovin laitier sont multiples. On estime que, jusqu’au début des 

années 2000, 35-40% de la dégradation des performances de reproduction étaient due à 

la génétique. Aujourd’hui les experts estiment que le redressement génétique6 représente 

50% de l’amélioration du taux de gestation (Institut d’élevage). L’index « fertilité » est 

désormais pris en compte dans la sélection des animaux (Fig 8), nous aurions donc pu 

nous attendre à une forte augmentation des taux de gestation. Cependant l’amélioration 

observée est moins importante qu’attendu. Cela nous laisse donc penser que 

l’environnement et les conditions d’élevage jouent un rôle prépondérant dans la réussite 

de la reproduction. 

                                                           
6 Redressement génétique grâce à la prise en compte de l’index « fertilité » lors de la sélection des 
animaux, aussi bien les femelles que les mâles. 
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Figure 8 : Index global pour la sélection génétique – exemple de la race Prim’Hosltein. Les index de 
valeur génétique sont choisis pour chaque caractère. L’index global ou ISU synthétise l’ensemble des 

critères selon une pondération spécifique à chaque race. (http://france-genetique-elevage.org). 

En élevage bovin laitier, 30 à 50% des IA aboutissent à la naissance d’un veau (Evans 

and Walsh, 2012). Les échecs de gestation sont plus fréquents chez les vaches que chez 

les génisses. De plus ces évènements ont lieu majoritairement au cours des trois 

premières semaines de gestation soit pendant la période de reconnaissance maternelle 

de la gestation (Diskin and Morris, 2008). La réussite de la gestation est conditionnée par 

la capacité du conceptus à s’implanter puis se développer, mais également par la capacité 

de l’organisme maternel à supporter la gestation et à la mener à terme.  

 

  



- 18 - 
 

2. Le cycle sexuel chez les bovins 

Chez les bovins, l’activité sexuelle débute à la puberté lorsque la génisse a atteint 

environ 40 à 45% de son poids adulte. Le cycle sexuel se caractérise par le déclenchement 

périodique de chaleurs appelées œstrus suivi d’une ovulation spontanée  

indépendamment de la présence du mâle (Roelofs et al., 2010). L’espèce bovine est dite 

mono-ovulant et polyœstrien c’est-à-dire qui présente plusieurs cycles œstraux au cours 

de l’année et n’est pas soumis à une reproduction saisonnière. 

 

a. Le cycle œstral 

Le cycle œstral dure en moyenne 21 à 22 jours chez les vaches mais seulement 20 jours 

chez les génisses (Bruyas, 1991). L’animal présente les premiers signes de chaleurs sous 

l’action des œstrogènes (Lyimo et al., 2000) mais n’accepte pas immédiatement la monte. 

Vient alors l’œstrus qui dure 6 à 30 heures et est marqué par des changements 

comportementaux de l’animal (Fig. 3). La vulve est humide et enflée. L’animal est agité et 

cherche le contact avec ses congénères. Les comportements les plus facilement 

observables sont la monte des autres femelles et l’acceptation du chevauchement (Diskin 

and Sreenan, 2000). 

 

Figure 9 : L’œstrus chez les bovins – Comportement de l’animal et fenêtre d’insémination. 
(adapté de http://www.reprodaction.com). 
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Environ 8 à 12h après le début de l’œstrus, l’animal ovule et entre dans la phase appelée 

metœstrus. C’est au cours de cette phase que l’éleveur doit réaliser l’insémination 

artificielle (IA) afin de maximiser ses chances de réussite. Le corps jaune est alors formé 

et est pleinement actif au cours du diœstrus, période associée à la phase sécrétion de 

progestérone ou P4 (Mariens, 1993). Enfin en absence d’embryon le corps jaune va 

dégénérer et l’utérus congestionné va se relâcher (Lacerte, 2003). Le tractus génital de la 

femelle se prépare alors à l’entrée dans un nouveau cycle œstral (proœstrus). 

b. Le cycle ovarien et son contrôle hormonal 

L’ovaire est une glande mixte qui possède à la fois une activité endocrine de production 

des stéroïdes ovariens et une activité exocrine de production d’ovules. Le cycle ovarien 

débute par la phase folliculaire caractérisée par des vagues successives et continues de 

croissance folliculaire (Fig 10A ; Ireland et al., 2000). 

L’hormone folliculo-stimulante hypophysaire (ou FSH) induit tout d’abord le 

recrutement d’une cohorte de follicules de plus de 5 mm et assure leur croissance. La FSH 

stimule la  conversion d’androgènes en œstrogènes dans les cellules de la thèque interne 

et de la granulosa (Saumande, 1991) ce qui conduit à l’apparition de récepteurs à 

l’hormone lutéinisante (ou LH) à la surface des cellules de la granulosa (Fig 10B). Le pic 

de FSH induit la production d’inhibine qui agit comme un rétro contrôle négatif sur la 

sécrétion de FSH. Il y a alors sélection du follicule ayant acquis suffisamment de 

récepteurs à la LH. Ce follicule dominant est le seul à poursuivre sa croissance grâce aux 

pulses de LH à haute fréquence et à l’augmentation de la biodisponibilité de facteurs de 

croissance tels que l’IGF1 (insulin growth factor-1). Enfin, lorsque le follicule a atteint une 

taille suffisante cela déclenche la décharge ovulante de LH et l’expulsion de l’ovocyte (Fig 

10B). En ce qui concerne les follicules non sélectionnés, ils sont insensibles à la LH et ne 

peuvent plus croître. Ils présentent un défaut d’aromatisation qui entraine une carence 

en œstrogènes et une accumulation d’androgènes. L’ensemble de ces conditions conduit 

à leur dégradation par atrésie (Ireland et al., 2000). Au cours d’un cycle de 21 jours, on 

dénombre 2 à 3 vagues folliculaires (Drion et al., 1996). Si la vague a lieu en présence de 

progestérone ou P4 (diœstrus), la production de GnRH (Gonadotrophine Releasing 

Hormone) est inhibée et donc les décharges de LH sont de faible fréquence (Bruyas, 

1991). Cela entraine l’atrésie des follicules, l’augmentation de la FSH et l’initiation d’une 

nouvelle vague folliculaire.  
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Figure 10 : Le cycle œstral chez l’espèce bovine. A- Vagues folliculaires au cours du cycle œstral bovin. 
Les vagues folliculaires se décomposent en 4 phases : le recrutement (1) de la cohorte de follicules, la 
sélection (2) d’un follicule, la dominance (3) de celui-ci et enfin, en absence d’ovulation, l’atrésie (4). 

(d’après Ireland et al., 2000) ; B- Récapitulatif des sécrétions hormonales et de leurs actions sur le tractus 
reproducteur femelle au cours du cycle œstral. Le cycle se décompose en quatre phases : Pro-œstrus (18 à 

20 jpo), Œstrus (de 0 à 2 jpo), Metœstrus (de 2 à 7 jpo) et Diœstrus (de 7 à 18 jpo).Les variations des 
flèches représentent les variations des taux de sécrétion des hormones. Dans l’ordre croissant de 

sécrétion : Flèches en pointillés < pleines < épaisses. Les flèches vertes représentent une activation et les 
rouges une inhibition. (A. Lesage-Padilla). 
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La phase lutéale débute après l’ovulation (Fig 10B). Au cours du metœstrus, la LH 

assure la transformation de la thèque interne et de la granulosa du follicule ovulé en corps 

jaune (Downey, 1980). L’activité sécrétrice du corps jaune est réduite pendant son 

développement. La production de P4 devient significative à partir du 5ème jour post œstrus 

ou jpo (Downey, 1980). Il s’agit d’une période de forte croissance du tissu lutéal pendant 

laquelle le corps jaune double sa taille et son poids (Arosh et al., 2002). La P4 agit sur 

l’utérus en diminuant la tonicité des cornes utérines et en stimulant le développement des 

glandes endométriales. En induisant la sécrétion d’histotrophes7, la P4 participe à la 

réceptivité utérine et donc à l’acceptation de l’embryon à l’implantation. L’œstradiol 

sécrété par les follicules conduit quant à lui à l’apparition des récepteurs à l’ocytocine 

(OXT) au sein de l’utérus. 

En fin de phase lutéale (fin de diœstrus) et en absence de gestation, les grandes cellules 

du corps jaune sécrètent l’OXT qui agit sur ses récepteurs utérins. Cela induit la 

production et la libération de prostaglandines par l’endomètre. La ProstaGlandine F2α 

(PGF2α) est synthétisée et sécrétée par l’endomètre en réponse à l’OXT produite par le 

corps jaune (Charpigny et al., 1999). La PGF2α stimule la régression du corps jaune ou 

lutéolyse, ce qui provoque une chute du taux de P4 circulante et la levée de l’inhibition de 

la sécrétion de GnRH par l’hypothalamus (Mann et al., 2001). Débute alors la phase 

folliculaire d’un nouveau cycle œstral. En cas de gestation, il y a persistance du corps jaune 

donc maintien de la sécrétion de P4 et arrêt des cycles œstraux. La lutéolyse a alors lieu 

juste avant le déclenchement de vêlage (environ 280 jours post fécondation).  

 

  

                                                           
7 Ensemble de substances nécessaires au développement et à la croissance de l’embryon (enzymes, hormones, 
cytokines, facteurs de croissance, ions, glucose, protéines de transport, d’adhésion, ...). Elles sont produites par 
les glandes endométriales sous l'influence de la progestérone (Spencer and Bazer, 2004) 
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3. La physiologie endométriale bovine 

Le tractus reproducteur de la femelle est composé de deux ovaires, deux oviductes, un 

utérus, un vagin et une vulve (Fig 11A). Les ovaires sont le siège de l’ovulation et de la 

sécrétion des hormones stéroïdiennes. L’oviducte relie l’ovaire à l’utérus. Il permet à la 

fois l’arrivée des spermatozoïdes jusqu’à l’ovule mais aussi l’acheminement de l’embryon 

jusqu’à la cavité utérine. L’utérus permet l’établissement de la gestation en accueillant le 

conceptus de l’implantation jusqu’au vêlage. L’utérus bovin est bicorne avec un corps 

utérin de petite taille par rapport aux cornes (Guillomot, 2001). Il est composé de deux 

tissus majeurs : l’endomètre le tissu interne en contact direct avec la lumière utérine et le 

myomètre qui est la couche externe de tissu musculaire (Fig 11B). Le vagin et la vulve 

quant à eux jouent un rôle essentiel dans l’accouplement. 

 

Figure 11 : Structure morphologique de l’utérus bovin. A- Photographie du tractus reproducteur bovin 
en vue dorsale ; B- Photographie d’une corne utérine bovine ouverte longitudinalement ; 

CAR = caroncule et ICAR = zone intercaronculaire. 

 

a. La structure de l’endomètre bovin 

D’un point de vue histologique, l’endomètre présente à sa surface une monocouche de 

cellules épithéliales luminales en contact avec la lumière utérine. Ces cellules forment une 

barrière contre les infections capable d’interagir avec les acteurs du système immunitaire 

inné (Oliveira et al., 2012; Bauersachs and Wolf, 2013). Sous cet épithélium se trouve un 

stroma dense composé en majorité de cellules fibroblastiques mais aussi de cellules 

immunitaires et de vaisseaux sanguins (Fig 12). Dans le stroma profond les cellules 

fibroblastiques sont moins denses. Les glandes épithéliales présentent à la surface de 
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l’endomètre, i.e. proches de la lumière utérine, sont plus grosses et moins nombreuses 

que les glandes endométriales profondes. 

 

Figure 12 : Coupe transversale de corne utérine bovine. Coloration histologique à l’hématoxiline et 
à l’éosine ; Capture de l’image au Nanozoomer (C. Eozenou, thèse). 

 

L’endomètre est un tissu complexe et régionalisé qui a un rôle critique dans la mise en 

place et la réussite de la gestation (Spencer et al., 2012). A la surface de l’endomètre nous 

observons des structures concaves appelées Caroncules. Le tissu strié présent entre ces 

structures est appelé Zone Intercaronculaire (Fig 11).  

 

Les caroncules (CAR) 

Les caroncules sont les zones aglandulaires de l’endomètre et le siège de la 

placentation. Chez les bovins, la placentation est de type synépithéliochoriale. Le tissu 

extraembryonnaire n’envahit donc pas l’endomètre mais s’appose sur celui-ci (Guillomot, 

1995). L’association des caroncules et des cotylédons embryonnaires permet la formation 

des placentomes (Fig 13). Ces unités placentaires permettent les échanges entre le fœtus 

et l’organisme maternel au cours de la gestation. 
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Figure 13 : Structure des placentomes bovins. La placentation bovine est de type synépithéliochoriale 
et comprend des structures en « bouton » appelées placentomes. Les placentomes sont constitués d’une 

caroncule (partie maternelle) et d’un cotylédon non invasif (partie fœtale). 
(Adapté de Robbins and Bakardjiev, 2012 et Spencer et al., 2012). 

 

Les zones intercaronculaires (ICAR) 

Les zones intercaronculaires sont composées de cellules stromales8 mais surtout des 

glandes endométriales. Ces glandes sécrètent les histotrophes c’est-à-dire des molécules 

de type enzymes, facteurs de croissance, ions, cytokines, etc. Les histotrophes sont 

indispensables à la croissance et au développement du conceptus (Embryon + annexes 

embryonnaires). En effet en absence de glandes endométriales, et par conséquent de 

sécrétion d’histotrophes, le conceptus n’est pas capable de s’allonger et dégénère (Gray et 

al., 2002). Au cours de la gestation il n’y a pas de fusion des annexes embryonnaires avec 

les tissus ICAR, cependant il y a apposition et adhérence du trophectoderme mais les 

conséquences de ces contacts ne sont pas encore connues (Guillomot, 1995). 

  

                                                           
8 Le stroma est composé essentiellement de fibroblastes mais également des cellules immunitaires. 
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b. Le transport des spermatozoïdes 

Au cours du cycle œstral, le myomètre présente une activité contractile variable. En 

effet à l’œstrus, le péristaltisme myométrial est maximal aussi bien en fréquence qu’en 

amplitude (Langendijk et al., 2002). L’augmentation des œstrogènes (E2) et de l’OXT au 

cours de la phase folliculaire agit directement sur l’activité utérine. La production d’E2 

par l’ovaire entraine une augmentation des récepteurs à l’OXT dans l’endomètre et donc 

une plus grande sensibilité à cette hormone (Okano and Okuda, 1996). La sécrétion 

pulsatile d’OXT permet alors la contraction du myomètre (Gilbert et al., 1991). En cas 

d’entrée de sperme dans la lumière utérine, soit par monte naturelle soit par IA, les 

contractions utérines favorisent le transport des spermatozoïdes jusqu’à l’oviducte. Le 

plasma séminal est riche en OXT et participe lui aussi à la contraction de l’utérus (Goddard 

et al., 1985; Watson et al., 1999). Le sperme déclenche en parallèle une réponse 

inflammatoire de l’utérus (Kotilainen et al., 1994; Nikolakopoulos and Watson, 1997). 

L’infiltration des leucocytes dans la cavité utérine permet l’élimination par phagocytose 

des spermatozoïdes immobiles, altérés ou morts (Suarez, 2014). 

 

c. Le rôle des sécrétions utérines lors de la gestation précoce 

Suite à l’arrivée des spermatozoïdes dans l’ampoule, la fécondation a lieu par fusion de 

l’ovocyte (gamète femelle) avec un spermatozoïde (gamète mâle). L’embryon est ainsi 

formé dans sa zone pellucide. Il entame alors sa migration à travers l’oviducte jusqu’à la 

lumière utérine tout en poursuivant les divisions cellulaires. (Spencer et al., 2007 ; Fig 14). 

 

Figure 14 : Transport du conceptus bovin au cours de la gestation précoce. Après la fécondation, 
le conceptus migre à travers l’oviducte jusqu’à atteindre la lumière utérine. Il sort alors de sa zone 

pellucide (éclosion) afin de poursuivre son développement (adapté de Spencer et al., 2007). 
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Dans l’oviducte, les cellules embryonnaires se compactent pour former la morula puis 

le blastocyste par cavitation (apparition du blastocœle) et différentiation du 

trophectoderme et de la masse cellulaire interne. Le conceptus entre dans la lumière 

utérine à 4-5ème jpo (Fig 15). La zone pellucide s’amincit et le blastocyste se dilate ce qui 

conduit à la rupture de l’enveloppe. Cette éclosion intervient environ à 9-10 jpo 

(Guillomot, 2001). Libéré des contraintes spatiales, le blastocyste bovin subit une phase 

de forte croissance du trophectoderme caractéristique des ruminants jusqu’à l’obtention 

d’un long conceptus filamenteux prêt à s’implanter (Hue et al., 2012). 

 

Figure 15 : Développement pré implantatoire du conceptus bovin. Les cellules embryonnaires se 
divisent au sein de la zone pellucide. Les cellules se compactent et forment la morula puis l’embryon se 

cavite et devient un blastocyste. Après l’éclosion, le trophectoderme s’allonge jusqu’à former le conceptus 
filamenteux pré implantatoire (adapté de Spencer et al., 2007 et Degrelle et al., 2005). 
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Dès le IIIème siècle avant JC, Aristote avait émis l’idée selon laquelle la mère nourrissait 

son « petit » grâce aux sécrétions utérines. Mais c’est en 1882 que Bonnett montre le 

caractère indispensable de ces sécrétions pour le développement du conceptus chez les 

ruminants. En absence de glandes endométriales, le conceptus est capable d’éclore mais 

il n’y aura pas d’élongation. Cela entraine des pertes embryonnaires au cours de la période 

pré implantatoire dues entre autre à un défaut d’expression des molécules d’adhérence 

(Gray et al., 2002). Les glandes endométriales produisent et sécrètent une large gamme 

d’histotrophes. Ces nutriments sont essentiels au développement embryonnaire (Bazer et 

al., 2012). Les acides aminés et les protéines tels que l’arginine et la SPP1 (secreted 

phosphoprotein 1) facilitent la prolifération cellulaire et le remodelage du cytosquelette. 

En modulant l’adhérence des cellules du trophectoderme, cela permet leur migration et 

participe à l’élongation du conceptus (Bazer et al., 2011).  

De plus au cours de cette élongation, le métabolisme lipidique des cellules du 

trophectoderme est fortement activé. Il favorise ainsi l’absorption et la synthèse d’acides 

gras. Les lipides accumulés dans les cellules épithéliales de l’endomètre au cours du 

diœstrus sont la principale source d’acides gras utilisés par le conceptus. Ces molécules 

ont des propriétés structurales et bioactives nécessaires pour son développement et son 

élongation. Leur export de l’endomètre vers le trophectoderme se fait via des exosomes, 

des microvésicules, des protéines cargo ou encore des lipoprotéines (Ribeiro et al., 2016). 

Actuellement, l’étape d’élongation du conceptus n’est pas réalisable in vitro et les 

embryons produits in vitro sont transférés in utero à 7ème jpo. Les histotrophes sont 

essentiels au développement embryonnaire précoce chez tous les mammifères. Ils le sont 

d’autant plus chez les ruminants car l’implantation et la placentation sont relativement 

tardives (Carter, 2012). Le conceptus utilise ces histotrophes pour la nutrition, la 

régulation de l’homéostasie, la signalisation cellulaire et la production des signaux 

embryonnaires nécessaires au maintien de la gestation (Flechon et al., 1986). 
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d. L’implantation embryonnaire 

L’implantation se définit comme la mise en place d’interactions cellulaires 

permanentes entre un endomètre réceptif et un embryon compétent (Sandra et al., 2011). 

C’est une étape critique de la gestation qui nécessite la synchronisation entre le 

développement embryonnaire et le cycle utérin. En cas de transfert embryonnaire, si le 

stade de développement des embryons diffère par rapport au stade physiologique de 

l’endomètre de la receveuse, la fenêtre implantatoire n’est pas respectée et cela entraine 

l’échec de la gestation (Sandra et al., 2015). Chez les bovins, l’implantation est tardive (19-

20 jpo), le conceptus est donc libre dans la lumière utérine environ deux semaines. 

L’implantation est un processus qui se décompose en 4 étapes successives : l’orientation, 

l’apposition, l’adhérence et l’invasion. Chez les ruminants, la placentation est de type 

synépithéliochoriale. Il n’y donc pas d’invasion de l’endomètre maternel à proprement 

parlé. 

Suite à l’éclosion, le trophoblaste9 met en place des interactions provisoires afin de 

s’ancrer à l’épithélium utérin : c’est l’orientation (Fig 16A). Les cellules trophoblastiques 

entrent dans une phase de forte division et participent ainsi à l’élongation. Les 

mécanismes sous-jacents sont méconnus cependant la mise en place de ces contacts 

transitoires semble essentielle à la croissance du tissu trophoblastique (Spencer et al., 

2004). Le conceptus, d’abord présent dans la corne ipsi latérale (au corps jaune), s’allonge 

jusqu’à atteindre la corne contra latérale au stade filamenteux (Rowson and Moor, 1966).  

Débute alors la phase d’apposition (Fig 16B) avec la formation de contacts rapprochés 

entre les membranes apicales des cellules trophoblastiques et épithéliales luminales 

(Guillomot, 1995). Au niveau des caroncules, il y a une interdigitation de ces membranes 

apicales. Dans les zones intercaronculaires, le trophoblaste envoie des projections 

cytoplasmiques à la surface des glandes endométriales superficielles (Guillomot et al., 

1981; Wooding, 1982). Ces projections temporaires permettent de stabiliser et d’ancrer 

le conceptus à la surface de l’endomètre. Ces interactions se mettent en place au niveau 

du bouton embryonnaire puis s’étendent de proche en proche le long du trophoblaste. 

                                                           
9 Le trophoblaste est la couche cellulaire externe du trophectoderme en contact direct avec l’endomètre 
maternel. 
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Figure 16 : Les grandes étapes de l’implantation chez les ruminants. L’implantation de type 
synépithéliochoriale se déroule en 3 phases : l’orientation du conceptus dans la lumière utérine, son 

apposition à la surface de l’endomètre ; et enfin l’adhérence (adapté de Spencer et al., 2004). 
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La mise en place de l’adhérence du conceptus (Fig 16C) débute par la résorption du 

glycocalyx à la surface des cellules de l’épithélium luminal utérin puis la production de 

protéines spécifiques d’adhérence (Spencer et al., 2004). Les interactions des molécules 

d’adhérence avec leurs récepteurs (présents à la surface de l’endomètre et du 

trophectoderme) renforcent et stabilisent l’interaction entre le conceptus et l’endomètre. 

Il existe deux populations cellulaires au sein du trophoblaste. Les cellules mononucléées 

représentent environ 80% des cellules trophoblastiques et participent à l’adhérence. Les 

cellules binucléées quant à elles sont capables de migrer à travers l’épithélium luminal et 

de fusionner avec les cellules épithéliales luminales pour former les cellules trinucléées à 

l’interface conceptus-endomètre (Wooding, 1982). Ce processus est spécifique des 

bovins : chez les petits ruminants (tels que la chèvre ou la brebis) les cellules binucléées 

fusionnent avec plusieurs cellules épithéliales utérines pour former des syncytiums de 20 

à 25 noyaux (Guillomot, 2001). 

Outre les interactions cellulaires entre le conceptus et l’endomètre, une véritable 

communication se met en place entre ces deux entités au cours de la gestation précoce. 
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4. La communication endomètre-conceptus au cours de la 
gestation précoce 

a. La reconnaissance maternelle de la gestation : rôle de l’interféron Tau 

Le conceptus bovin initie son élongation après l’éclosion dans la lumière utérine. Ce 

processus est accompagné d’une sécrétion d’interféron Tau (IFNT) par les cellules 

mononucléées du trophoblaste (Farin et al., 1990; Morgan et al., 1993). L’IFNT est le signal 

majeur de reconnaissance maternelle de la gestation. C’est un interféron de type I 

spécifique des ruminants et possédant une action antilutéolytique (Martal et al., 1998; 

Roberts, 2007). L’IFNT sécrété dans la lumière utérine a une action paracrine sur les 

cellules utérines via ses récepteurs spécifiques (IFNAR1 et 2 ; récepteurs aux interférons 

α forme 1 et 2). Il y a alors inhibition des récepteurs aux E2 (ESR) qui provoque à son tour 

l’inhibition de l’expression des récepteurs à l’OXT (OXTR, Demmers et al., 2001). L’OXT 

alors produite par le corps jaune n’a plus d’effet sur les cellules endométriales et n’induit 

donc plus la libération de PGF2α (Fig 17). 

  

Figure 17 : Mécanisme d’action de l’interféron Tau au cours du cycle ou de la gestation précoce. 
Au cours de la phase lutéale tardive (gauche) ou de la période pré implantatoire (droite) soit 16 à 19 jpo. 
IFNT : interféron Tau ; IFNAR : récepteur aux interférons de type I ; OXT : ocytocine ; OXTR : récepteur à 

l’ocytocine ; PGF2α : prostaglandine F2α ; P4 : progestérone. 
(A. Lesage-Padilla ; d’après de Demmers et al., 2001). 
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La sécrétion d’IFNT par le conceptus est détectable à partir du 12ème jpo. Elle est 

maximale en période pré-implantatoire (16–19 jpo) puis diminue une fois l’implantation 

initiée jusqu’à devenir indétectable à 35 jpo. (Ealy and Yang, 2009). Outre son action 

antilutéolytique, l’IFNT possède des fonctions non spécifiques communes aux interférons 

de type I. Il participe notamment à la mise en place du statut immunitaire particulier de 

l’utérus au cours de la gestation pour permettre l’implantation du conceptus. L’IFNT a 

également une action antivirale et est un régulateur de l’apoptose et de la prolifération 

cellulaire (Stark et al., 1998; Demmers et al., 2001). 

 

b. L’inflammation lors de la mise en place de la gestation 

Le système immunitaire est défini par l’ensemble des mécanismes de défense mis en 

place par l’organisme pour lutter contre les agressions. Il a co-évolué avec le système 

reproducteur chez les vivipares (Sheldon et al., 2014). Chez les mammifères, la gestation 

est une période particulière au cours de laquelle la femelle est dans un état transitoire de 

tolérance au conceptus. En effet celui-ci partage 50% de son génome avec la mère en cas 

d’insémination artificielle ou de monte naturelle, c’est donc une greffe semi-allogénique 

non rejetée pendant la période de la gestation. Lors du transfert d’un embryon celui est 

génétiquement différent de la mère. Dans une situation « normale » ce corps étranger 

serait rejeté et éliminé par l’organisme maternel. Au cours de la gestation il y a mise en 

place d’une tolérance de l’organisme maternel vis-à-vis du petit : c’est le paradoxe 

immunologique de la gestation (Gailly-Fabre et al., 2015). Le système immunitaire est 

capable d’adapter sa réponse à la présence du conceptus. 

L’inflammation est la réaction du système immunitaire qui assure le maintien de 

l’homéostasie des tissus au cours de changements physiologiques. C’est un processus 

nécessaire à la réussite de l’implantation. Cependant, s’il n’est pas contrôlé, il peut être à 

l’origine d’échecs de gestation. Au cours de la gestation précoce, les cellules immunitaires 

s’accumulent au sein de l’endomètre afin de préparer l’arrivée du conceptus. Ce processus 

met en jeu l’immunité adaptative qui induit l’immuno tolérance maternelle. Les gènes 

stimulés par l’interféron (ISG : Interferon Stimulated Genes) sont parmi les gènes les plus 

fortement régulés au cours de la gestation précoce, notamment à cause de la sécrétion 

trophoblastique d’IFNT. Les gènes TAP1 et TAP2 (peptide transporter) stimulent 

l’expression de VEGF-C (Vascular endothelial growth factor-c) qui protège les cellules 
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endothéliales et trophoblastiques de la cytotoxicité des cellules Natural Killer ou NK 

(Walker et al., 2010). Les gènes OAS1 et 2 (oligoadenylate synthetase) sont surexprimés, 

ils induisent l’expression et la sécrétion de l’ostéopontine (SSP1) par les lymphocytes T, 

les monocytes et les cellules NK. La SSP1 stimule l’adhérence du conceptus, régule la 

cytotoxicité des cellules immunitaires et l’apoptose. L’immunité innée est également 

régulée pendant la gestation et elle permet de protéger l’endomètre des infections. Les 

gènes MX1 et MX2 sont stimulés par l’IFNT (Mansouri-Attia et al., 2009a) et ont une action 

antivirale. Leur expression est maintenue jusqu’au 130-150ème jour de gestation, période 

à laquelle le système immunitaire du fœtus est fonctionnel et prend le relais (Shirozu et 

al., 2016) 

 

c. Le contrôle hormonal de la gestation précoce 

L’IFNT produit par le conceptus en élongation permet le maintien du corps jaune et 

donc de la production de P4 au cours de la gestation précoce. Cette hormone ovarienne 

agit sur l’endomètre via ses récepteurs membranaires (PGRCM) ou nucléaires spécifiques 

(PGR). L’absence de ces récepteurs chez des souris KO entraine une infertilité due à un 

défaut d’implantation embryonnaire (Lydon et al., 1995). PGRA est la forme courte du 

récepteur nucléaire et a une action globalement inhibitrice alors que PGRB est la forme 

longue et agit plutôt comme un activateur de la prolifération cellulaire (Mulac-Jericevic, 

2000). La P4 via le PGRA inhibe l’expression de la glycoprotéine de surface MUC1 (Mucin 

1), une étape indispensable pour l’implantation (Brayman et al., 2006). 

La P4 module localement la réponse immunitaire. Elle freine le recrutement des 

leucocytes et des macrophages (Tibbetts et al., 1999) et inhibe l’expression de 

composants du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH). En outre, en coopérant avec 

l’IFNT, la P4 induit l’expression d’ISGs afin de réprimer la réponse immunitaire. En 

période pré implantatoire, cette action anti inflammatoire est nécessaire à la mise en place 

de la tolérance maternelle au conceptus (Bazer et al., 2009). Enfin, la production de P4 

permet d’activer les voies de signalisations paracrines nécessaires au maintien de la 

gestation en agissant sur le développement et la différenciation des glandes utérines. Il a 

été montré chez la brebis (Bartol et al., 1988) puis plus récemment chez la souris (Stewart 

et al., 2011) que la P4 participe à la formation des glandes endométriales en activant la 
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voie Wnt/β caténine en période néonatale. A l’âge adulte ces glandes endométriales vont 

alors sécréter les histotrophes nécessaires à l’élongation et la survie du conceptus. 

 

d. Le stress oxydatif au cours de la gestation précoce 

Chez les organismes aérobiques, l’oxygène (O2) est majoritairement métabolisé en H2O 

par la mitochondrie, il permet la respiration cellulaire et la production d’ATP (Storey, 

1996). Cependant environ 10% de cet O2 est oxydé et participe à la production d’espèces 

réactives oxygénées (ROS) et azotées (Chance et al., 1979). Ces radicaux libres participent 

à la signalisation cellulaire ainsi qu’à la mise en place de la réponse immunitaire (Schreck 

and Baeuerle, 1991; Chanock et al., 1994). A haute dose ils deviennent toxiques. 

L’organisme les élimine donc par des voies de détoxification faisant intervenir 

notamment les enzymes antioxydantes : la catalase (CAT), les SODs (superoxide 

dismutases) et les GPxs (Glutation peroxidases). Le stress oxydatif apparaît lorsque la 

production de ROS devient plus importante que la capacité de l’organisme à les éliminer. 

Les ROS jouent un rôle clé dans la reproduction chez les mammifères. Ils sont produits 

dans le follicule au cours de l’ovulation et ainsi que dans le corps jaune lors de la synthèse 

des hormones stéroïdiennes (Fujii et al., 2005). Lors de la fécondation, les ROS assurent 

le maintien d’un haut potentiel oxydo-réducteur au sein de l’ovocyte et permettent la 

formation du pronoyau mâle (Perreault et al., 1984). Le conceptus émet un pic de ROS lors 

de l’initiation de l’implantation (Thomas et al., 1997). Il semblerait que cette 

augmentation de ROS facilite également la perméabilisation des vaisseaux sanguins 

endométriaux murins (Laloraya et al., 1989). La femelle produit localement des enzymes 

antioxydantes. Les souris n’exprimant pas SOD1 (ou Cu-Zn SOD) sont infertiles car les 

embryons ne parviennent pas à s’implanter. En revanche les mères hétérozygotes sont 

fertiles et les embryons déplétés pour cette enzyme sont capables de se développer 

jusqu’au terme (Ho et al., 1998). La femelle régule donc le niveau de ROS à l’interface entre 

l’endomètre et l’embryon en période péri implantatoire. Les ROS sont impliqués dans les 

mécanismes de prolifération cellulaire, de différenciation et d’apoptose. Le contrôle des 

radicaux libres par les mécanismes antioxydants est essentiel pour assurer le bon 

développement du conceptus. Chez la femme, la persistance du stress oxydatif après la 

formation du placenta entraine des anomalies de développement et des retards de 

croissance intra utérin (Gupta et al., 2007; Al-Gubory et al., 2010).  
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L’activité des enzymes antioxydantes SOD1, SOD2 (Mn-SOD) et CAT sont régulées au 

cours du cycle (œstral ou menstruel). Ainsi chez la brebis, l’expression des enzymes SOD1 

et CAT est inhibée par l’E2 dans les tissus CAR et ICAR (Al-Gubory et al., 2008). SOD2 n’est 

pas régulée par les hormones ovariennes pendant le cycle œstral. En période péri 

implantatoire, l’activité de SOD2 est augmentée dans les tissus CAR et ICAR, alors que les 

activités de SOD1 et CAT sont augmentées dans les CAR uniquement (Al-Gubory and 

Garrel, 2012; Al-Gubory et al., 2016). Chez la femme, l’activité des enzymes antioxydantes 

augmente au cours de la phase proliférative (phase lutéale précoce) jusqu’à atteindre son 

maximum en phase sécrétoire (phase lutéale tardive) puis elle chute en phase folliculaire 

(Sugino et al., 1996). En cas de gestation, l’expression des enzymes antioxydantes est 

maintenue au même niveau qu’en phase sécrétoire. In vitro, les expressions de SOD1 et 

SOD2 sont stimulées par la P4. L’E2 n’a pas d’effet seule mais elle agit en synergie avec la 

P4 et stimule SOD1. Enfin, dans l’espèce murine les enzymes antioxydantes sont régulées 

exclusivement par l’E2. 

Les perturbations de l’environnement maternel lors de l’implantation (qu’elles soient 

d’origines métaboliques, immunologiques ou pharmacologiques) provoquent une 

augmentation du stress oxydatif et présentent un risque important à court et à long terme 

pour la santé du petit et de la mère. Les ROS peuvent en effet affecter la programmation 

ante natale via des mécanismes épigénétiques (Thompson and Al-Hasan, 2012). Ils 

peuvent avoir un effet délétère sur le métabolisme du conceptus en perturbant 

notamment les mitochondries. Elles sont en effet plus vulnérables au stress oxydatif car 

l’ADN mitochondrial n’est pas protégé par les histones et elles ne possèdent pas de 

mécanismes de réparation de l’ADN aussi performants que ceux du noyau (Alexeyev et al., 

2013). Bien que les ROS soient essentiels lors de la gestation précoce, le stress oxydatif 

est impliqué dans de nombreuses pathologies reproductives chez la femme telles que 

l’endométriose (Wang et al., 1997), le syndrome de l’ovaire polykystique (POS, Palacio et 

al., 2006; Victor et al., 2011) ou la pré éclampsie (Gupta et al., 2009). 
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5. Le gène FOXL2 et son rôle dans la physiologie de la 
reproduction 

a. Le rôle des facteurs FOX dans la reproduction 

Les facteurs de transcription régulent des milliers de gènes cibles dans les cellules 

eucaryotes. Ils sont au cœur des réseaux de gènes et intègrent les signaux moléculaires 

extracellulaires. Les mutations naturelles ou les « knock-out » des facteurs de 

transcriptions provoquent des anomalies de division cellulaire ou d’organogenèse 

entrainant souvent la mortalité précoce de l’embryon. Les analyses transcriptomiques 

(microarray et RNA seq) ont mis en évidence l’expression de nombreux facteurs FOX 

(Forkhead box) dans l’endomètre des ruminants pendant le cycle œstral et la gestation 

précoce : FOXA1; FOXA2; FOXA3; FOXC1; FOXF2; FOXI1; FOXL2; FOXO1A; FOXO4; FOXP1; 

FOXQ1 et FOXS1 (Bauersachs et al., 2006; Gray et al., 2006; Klein et al., 2006; Mitko et al., 

2008; Forde et al., 2009, 2011; Shimizu et al., 2010; Walker et al., 2010; Bauersachs and 

Wolf, 2012; Cerri et al., 2012). 

Les facteurs FOX ont été découverts en 1989 comme appartenant à un réseau de gènes 

impliqués dans le phénotype « tête de fourche » ou « fork head » chez la drosophile 

(Drosophila Melanogaster ; Weigel et al., 1989). Aujourd’hui plus de 2000 facteurs FOX 

ont été identifiés chez 108 espèces de champignons et d’animaux. La classification des 

facteurs FOX en fonction de la séquence d’acides aminés a permis de répartir les protéines 

FOX en 19 catégories de FOXA à FOXS (Hannenhalli and Kaestner, 2009). Il existe une 

grande variabilité des protéines FOX due à la dérive génétique, cependant le domaine de 

liaison à l’ADN est relativement conservé. Les facteurs FOX sont impliqués dans de 

nombreux processus de développement de la vie fœtale jusqu’à l’âge adulte. Ils agissent 

comme des effecteurs terminaux de nombreuses voies de signalisation comme les voies 

Wnt/βcaténine, Shh (Sonic hedgehog), MAP Kinase et TGF-β (Transforming growth factor 

β ; Friedman and Kaestner, 2006; Hannenhalli and Kaestner, 2009; Nef and Vassalli, 2009; 

Georges et al., 2011; Uhlenhaut and Treier, 2011). 

Les facteurs FOX ont un rôle essentiel dans la physiologie de la reproduction chez la 

femelle (Benayoun et al., 2011). Dans la glande mammaire, FOXA1 participe au 

développement des canaux et inhibe la différenciation terminale des alvéoles (Bernardo 

and Keri, 2012). C’est également un régulateur de l’expression de l’ESR et de l’AR 

(récepteurs aux androgènes ; Friedman and Kaestner, 2006; Katoh et al., 2013). La 
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dérégulation de l’expression de FOXA1 peut être à l’origine de cancers du sein hormono-

dépendants. Les facteurs FOXC1 et FOXP1 peuvent être impliqués dans le développement 

de cancers du sein (Uhlenhaut and Treier, 2011; Wang et al., 2012; Katoh et al., 2013).  

Dans l’ovaire, Foxc1 participe à la migration des cellules germinales primordiales au 

cours du développement embryonnaire (Mattiske et al., 2006) puis à la maturation des 

follicules à l’âge adulte (Uhlenhaut and Treier, 2011). Le facteur Foxo1 est quant à lui 

régulé par la FSH et la LH, et participe à la synthèse de lipides et de stérols ce qui suggère 

qu’il est impliqué dans la stéroïdogenèse (Hosaka et al., 2004; Uhlenhaut and Treier, 

2011). Foxo3 est un inhibiteur de la croissance folliculaire, et lorsqu’il est déplété chez la 

souris on observe une insuffisance ovarienne précoce (Castrillon, 2003). Enfin FOXL2 est 

un gène majeur de la fonction ovarienne. Ce point sera traité dans le paragraphe 5.c. 

Enfin, les facteurs FOX semblent avoir un rôle crucial dans la fonction endométriale. 

Foxa2 est exprimé exclusivement dans les glandes endométriales murines. Il participe au 

développement des glandes et est inhibé par l’E2. En cas de déplétion du gène Foxa2, on 

observe une diminution du nombre de glandes endométriales et des perturbations de 

l’implantation embryonnaire (Bazer et al., 2010; Filant et al., 2012). Chez les bovins, 

FOXA2 est également régulé par l’E2 ce qui suggère une conservation de sa fonction 

(Shimizu et al., 2010). Chez la femme et le babouin, l’expression du gène FOXO1a 

augmente dans l’endomètre pendant la phase lutéale et la gestation précoce sous l’effet 

de la P4 (Buzzio et al., 2006). Foxo1a est impliqué dans le processus de décidualisation 

chez la souris (Takano et al., 2007; Kohan et al., 2010). Plus récemment FOXL2 a été 

identifié dans l’endomètre bovin (Mansouri-Attia et al., 2009b), humain (Governini et al., 

2014) et murin (Bellessort et al., 2014) mais ce point sera également traité dans le 

paragraphe 5.c. 
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b. La découverte du gène FOXL2 

Le gène FOXL2 a été identifié en 2001 par clonage du locus 3q22-q23 dans le cadre 

d’une étude génétique de familles présentant un ou plusieurs membres atteints de BPES 

(Blepharophimosis-Ptosis-Epicanthus inversus syndrome ; Crisponi et al., 2001).C’est un 

gène mono exonique de 2,7 kb qui code pour un facteur de transcription de 376 acides 

aminés (AA) chez l’Homme (377 chez les bovins et 375 chez la souris). La séquence 

protéique de FOXL2 présente une homologie de 90% chez les mammifères (Fig 18 ; 

Cocquet et al., 2003). 

 

Figure 18 : Alignement de la séquence protéique de FOXL2 chez les vertébrés. Séquences 
protéiques de l’Homme (Homo Sapiens), la vache (Bos Taurus), la chèvre (Capra Hircus), le porc (Sus 
Scofa), le lapin (Oryctolagus Cuniculus), la souris (Mus Musculus), le poulet (Gallus Gallus), le xénope 

(Xenopus Laevis) et le zébrafish (Danio Rerio) ; Le domaine forkhead fortement conservé est surligné en 
vert (95% d’homologie) et le domaine polyalanine spécifique des mammifères en rouge. 

(A. Lesage-Padilla ; d’après Cocquet et al., 2003). 

 

Le gène FOXL2 possède un domaine Forkhead de liaison à l’ADN de 110 AA fortement 

conservé chez les vertébrés (en vert dans les Fig 18 et 19), deux séquences de localisation 

nucléaire (ou NLS), et un domaine polyalanine présent uniquement chez les mammifères 

et codant pour 14 résidus alanine (en rouge dans les Fig 18 et 19) (Beysen et al., 2009). 
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Figure 19 : Schéma de la structure du gène FOXL2 bovin. Le gène FOXL2 code pour une protéine de 
377 AA. Le domaine est représenté en vert et le domaine polyalanine spécifique des mammifères en rouge 

(A. Lesage-Padilla ; adapté de Beysen et al., 2009). 

La partie N-terminale de la séquence nucléotidique est la moins conservée entre les 

taxons ce qui pourrait expliquer les variations fonctionnelles observables d’une espèce à 

l’autre. Néanmoins la structure tridimensionnelle globale de la protéine est fortement 

conservée chez l’ensemble des vertébrés (Cocquet et al., 2002). 

 

c. Le rôle de FOXL2 dans la physiologie de la reproduction 

Chez les mammifères, l’expression de FOXL2 débute dès la période fœtale et se poursuit 

jusqu’à l’âge adulte. Elle est détectée dans le mésenchyme péri optique au cours du 

développement de l’œil aussi bien chez les mâles que chez les femelles. Sa mutation peut 

être à l’origine de malformations de la paupière (Uda et al., 2004). En ce qui concerne le 

système reproducteur, l’expression de FOXL2 est spécifique aux femelles. L’axe 

reproducteur peut être divisé en trois organes principaux : l’hypophyse, les ovaires et 

l’endomètre. 

 

L’hypophyse 

FOXL2 est un des premiers marqueurs exprimés au sein des cellules hypophysaires au 

cours de leur différenciation. Il est exprimé dans le lobe antérieur du stade fœtal jusqu’à 

l’âge adulte. Il agit à la fois comme un régulateur des fonction thyréotrope et gonadotrope 

(Ellsworth et al., 2006). Des études récentes chez la souris suggèrent que Foxl2 serait un 

activateur de la production de gonadotropines. Il favoriserait notamment la liaison de 

Smad et de Pgr au promoteur de la sous-unité β de la FSH (Ghochani et al., 2012). La FSH 
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composée de ses deux sous-unités est alors sécrétée par la glande hypophysaire et va agir 

sur l’ovaire. 

 

L’ovaire 

L’expression de FOXL2 est détectée au cours du développement fœtal dans les gonades 

primitives, et plus particulièrement dans les cellules précurseurs de la granulosa, dès la 

régression des canaux de Wolf (Fig 20A). La différenciation de la gonade femelle est 

activée par FOXL2 via la voie Wnt/β-caténine (Nef and Vassalli, 2009). Chez la souris, 

FOXL2 interagit avec ESR pour inhiber Sox9 (SRY-box9). FOXL2 et ESR bloquent TESCO 

une séquence activatrice du gène Sox9 (Uhlenhaut et al., 2009). Chez la chèvre en 

revanche, FOXL2 semble inhiber les gènes « mâles » en réprimant l’expression de DMRT1 

(Doublesex and Mab-3 Related Transcription factor 1 ; Elzaiat et al., 2014). 

 

Figure 20 : Evolution de l’expression de Foxl2 dans l’ovaire de souris. Le gène Foxl2 est visualisé 
grâce à un système LacZ dans (A) les gonades primitives mâles et femelles à 12,5 jours post conception, 

(B) l’ovaire en maturation à la naissance et (C) les follicules en croissance dans l’ovaire adulte. A l’âge 
adulte, l’expression de Foxl2 est plus importante dans les follicules précoces (flèches noires) puis elle 

diminue au cours de la maturation des follicules (flèches blanches). (d’après Schmidt et al., 2004) 

 

A la naissance, FOXL2 est exprimé dans les cellules de la granulosa, c’est-à-dire les 

cellules somatiques de l’ovaire soutiens de la croissance ovocytaire (Fig20B, Schmidt, 

2004). Il assure la différenciation et la prolifération des cellules de la granulosa. En 

absence de FOXL2 chez la souris la croissance folliculaire est bloquée au stade primordial 

et l’ovocyte rentre en atrésie par défaut de cellules de support (Uda et al., 2004). Une fois 

adulte, l’expression de FOXL2 permet le recrutement du follicule primordial puis elle 

diminue au cours de la folliculogenèse (Fig20C). FOXL2 permet le maintien des cellules de 

la granulosa chez les femelles. En cas de délétion, les cellules somatiques ovariennes se 

mettent à exprimer des marqueurs « Sertoli-like » (Georges et al., 2013a). Le profil 
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d’expression de FOXL2 du stade fœtal jusqu’à l’âge adulte montre son importance dans la 

différenciation et le développement de l’ovaire. Cette fonction n’est d’ailleurs pas réservée 

aux mammifères puisque l’expression de FOXL2 (ou de son homologue) est retrouvée 

dans les gonades de nombreux vertébrés (Geraldo et al., 2013). 

 

L’endomètre 

L’analyse des transcrits endométriaux au cours du cycle menstruel a révélé 

l’expression de FOXL2 en phase proliférative chez la femme (Talbi et al., 2006). Son 

expression a été caractérisée pour la première fois dans l’endomètre de mammifère en 

2012 chez les bovins (Eozenou et al., 2012). Les expressions du transcrit et de la protéine 

FOXL2 sont régulées au cours du cycle œstral et de la gestation précoce (Fig 21). FOXL2 

est augmenté en phase folliculaire (0 ou 20 jpo) et phase lutéale précoce (5 jpo). A 

l’inverse son expression est significativement diminuée en phase lutéale tardive (16 jpo) 

ainsi qu’en période péri implantatoire (16 et 20 jpo).  

 

Figure 21 : Expression de FOXL2 au cours du cycle et de la gestation précoce dans l’endomètre 
bovin. L’endomètre a été disséqué afin de séparer les zones CAR et ICAR à 16 et 20 jpo. (A) L’expression 

du gène FOXL2 a été quantifiée par RT-qPCR et normalisée par RPL19. (B) L’expression de la protéine 
FOXL2 a été quantifiée par Werstern blot et normalisée par l’actine B (ACTB) (Eozenou et al., 2012) 

 

Le niveau d’expression de FOXL2 est globalement plus important dans les zones CAR 

par rapport aux ICAR. L’immunohistochimie montre qu’il est exprimé dans les cellules 

stromales ainsi que dans l’épithélium glandulaire mais qu’il est absent de l’épithélium 

luminal (Fig22). Au cours du cycle, dans les cellules épithéliales glandulaires (EG), FOXL2 

est cytoplasmique en phase folliculaire mais est nucléaire en phase lutéolytique. FOXL2 

étant un facteur de transcription son entrée dans le noyau est nécessaire pour agir sur ses 
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gènes cibles. La relocalisation de la protéine semble donc être un moyen de réguler son 

action dans les cellules EG entre les phases folliculaire et lutéale. 

 

Figure 22 : Localisation de FOXL2 au cours du cycle œstral et à l’implantation dans l’endomètre 
bovin. L’immunohistochimie a été réalisée à partir d’échantillons endométriaux prélevés chez des 

Charolaises à 14 (A, D) et 20 jpo (B, E) du cycle œstral (Cy) ou à 20 jpo de gestation (Pr ; C, F). Les photos 
D, E et F sont des agrandissements des photos A, B et C. LE : épithélium luminal ; STR : stroma ; GE : 
épithélium glandulaire ; et BV : vaisseaux sanguins. (barre d’échelle = 100 µm ; Eozenou et al., 2012) 

L’expression de FOXL2 varie fortement entre le 20ème jour de cycle et le 20ème jour de 

gestation. Au 20ème jour de cycle, l’animal est en phase folliculaire, le niveau de P4 a chuté 

et celui d’E2 est en train de remonter. Le 20ème jour de gestation quant à lui correspond à 

l’implantation du conceptus. Le niveau de P4 circulante est maintenu, le niveau d’E2 est 

relativement faible et le conceptus sécrète l’IFNT. Dans l’endomètre bovin, l’expression 

de FOXL2 n’est pas régulée par l’IFNT en revanche elle est inhibée par la P4 via ses 

récepteurs nucléaires PRA et PRB (Publication supplémentaire, C. Eozenou et al). 

 

Plus récemment, l’équipe de Giovani Levi (Muséum d’Histoire Naturelle, Paris) a 

montré que FOXL2 est exprimé dans le tractus reproducteur murin au cours du 

développement et jusqu’à l’âge adulte. A la naissance, le transcrit est présent dans le 

mésenchyme utérin puis lors de la maturation post natale de l’utérus l’expression de Foxl2 

est localisée dans le stroma, le myomètre ainsi que la gaine musculaire entourant les 

vaisseaux sanguins (Bellessort et al., 2014). Une fois l’utérus formé, FOXL2 n’est plus 

présent dans le myomètre. Il est intéressant de noter que chez la souris, FOXL2 n’est pas 

exprimé dans les cellules épithéliales, qu’elles soient luminales ou glandulaires. Son 
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expression dans l’EG diffère donc entre les ruminants et les rongeurs. FOXL2 est un gène 

crucial du système reproducteur de la femelle, les mutations du gène ou de ses séquences 

régulatrices sont à l’origine de pathologies chez l’Homme et d’anomalies de 

développement chez les animaux modèles.  

 

d. Les mutations de FOXL2 chez l’Homme 

Le Blepharophimosis-Ptosis-Epicanthus inversus syndrome (BPES) 

Le BPES est une maladie génétique rare qui touche environ 1/5000 naissances. C’est 

une pathologie héréditaire à caractère autosomique dominant cependant des cas 

sporadiques ont été rapportés. Les personnes atteintes présentent une dysplasie de la 

paupière supérieure (Blepharophimosis), des paupières tombantes (Ptosis) et un repli 

des paupières inférieures (Epicantus Inversus)(Fig 23, Crisponi et al., 2001). 

 

Figure 23 : Atteintes physiques des patients atteints de BPES. (Verdin & De Baere, 2012) 

Les patients atteints de BPES de type I présentent uniquement les atteintes physiques 

alors que le BPES de type II est associé à une insuffisance ovarienne précoce (Zlotogora et 

al., 1983). La majorité des patients possèdent une mutation du gène FOXL2. Les mutations 

faux-sens dans le domaine forkhead entrainent un défaut de localisation de la protéine et 

donc de son activité transcriptionnelle. Les mutations non-sens quant à elles entrainent 

une perte de fonction partielle ou totale (Beysen et al., 2005; Moumné et al., 2008a). Les 

mutations de type insertion/délétion sont observées chez 30% des patients atteints de 

BPES et entrainent notamment une expansion de la queue polyalanine. 

 

Les tumeurs de la granulosa 

Les tumeurs de la granulosa représentent environ 8% des cancers ovariens de l’adulte 

(Jamieson and Fuller, 2012). Elles sont composées majoritairement de cellules de la 

granulosa mais on peut retrouver ponctuellement des cellules de la thèque, des cellules 

lutéales ou encore des fibroblastes. Une mutation faux sens de FOXL2 entrainant la 
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substitution d’un tryptophane par une cystéine a été identifiée comme responsable de 

plus de 90% des tumeurs de la granulosa (Shah et al., 2009). Cette mutation conduit à une 

accélération de la prolifération cellulaire ainsi qu’à une diminution de l’apoptose. Tout 

comme les cellules de la granulosa en prolifération durant la phase folliculaire, les cellules 

tumorales expriment des récepteurs à FSH et synthétisent des E2 (Leung et al., 2016). 

Cependant peu d’informations sont disponibles sur le rôle de FOXL2 dans la 

tumorigenèse. 

 

L’endometriose 

L’endométriose est une pathologie chronique qui touche environ 10% des femmes en 

âge de procréer. Au cours du cycle menstruel de la femme, l’endomètre s’épaissit au cours 

de la phase proliférative et est maximal en phase lutéale. En absence de fécondation, le 

corps jaune régresse et le tissu endométrial est éliminé pendant les menstruations. Chez 

les femmes atteintes d’endométriose, des cellules endométriales migrent via les trompes. 

Il se forme alors un tissu endométrial ectopique qui se développe hors de l’utérus et 

provoque des lésions, des adhérences ou encore des kystes dans les organes colonisés. 

Les patientes présentent une mutation du gène FOXL2 (Borghese et al., 2008) cependant 

son expression ne varie pas au cours du cycle dans l’endomètre par rapport aux femmes 

saines (Governini et al., 2014). Le tissu ectopique en revanche présente une augmentation 

significative des transcrits FOXL2 en corrélation avec l’activine A. Les cellules 

endométriales sont alors fortement prolifératives et réactives à l’inflammation. 

 

e. Les mutations de FOXL2 chez les animaux modèles 

L’inactivation de FOXL2 chez la souris 

Les souris pour lesquelles le gène Foxl2 est inactivé sur les deux allèles présentent une 

létalité de 95% avant le sevrage et donc l’atteinte de la maturité sexuelle. Parmi les 

survivants, les femelles sont stériles, leurs follicules sont bloqués au stade primordial et 

ne parviennent pas à mûrir (Schmidt, 2004). Les animaux présentent également de 

sévères malformations cranio faciales et un défaut de développement des paupières (Uda 

et al., 2004). La concentration sérique d’IGF1 (Insuline Growth Factor) est diminuée et 
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entraine une diminution de la taille des animaux ce qui suggère une anomalie de la 

fonction hypophysaire. 

L’inactivation de Foxl2 dans l’utérus murin entraine une infertilité associée à un défaut 

d’implantation. L’organisation du tissu utérin est en effet fortement affectée. On observe 

une diminution du stroma, une hypertrophie du myomètre et une disparition de la couche 

musculaire autour des vaisseaux sanguins. Foxl2 est donc un gène clé de la différenciation 

et de la maturation des tissus utérins chez la souris. 

 

La mutation PIS chez la chèvre 

Dès la fin du XIXème siècle, des vétérinaires ont rapporté des cas d’intersexualité chez 

la chèvre (Petit G., 1894). Le suivi des animaux a alors permis de montrer qu’ils 

présentaient également une absence de corne. Ce caractère est dû à la mutation d’un seul 

gène non identifié, il est autosomique et dominant aussi bien chez la femelle que chez le 

mâle. Les chèvres intersexuées sont toutes dépourvues de cornes. Ces deux caractères 

sont la conséquence d’une seule et même mutation alors baptisée P pour « Polled » 

(Asdell, 1944). En 1996, la région mutée a été identifiée et renommée PIS pour « Polled 

Intersex Syndrome » (Vaiman et al., 1996). Il a ensuite été montré que le locus identifié 

est conservé chez l’Homme où des mutations sont à l’origine du BPES (Vaiman et al., 

1999). La mutation est une délétion d’une région non codante de 11,7 kb qui induit le 

silence transcriptionnel de FOXL2 et des longs ARNs non codants associés (PFOXic, 

PISRT1 et PISRT2 ; Pailhoux et al., 2001). La séquence régulatrice PIS se situe 300 kb en 

amont du gène FOXL2. Les femelles XX PIS -/- ne possèdent pas d’ovaire et les gonades se 

développent en testicules (Boulanger et al., 2014). 
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f. Les gènes cibles de FOXL2 

Les analyses transcriptomiques sur des modèles vivo et vitro ont permis d’identifier les 

gènes cibles régulés par FOXL2 dans l’hypophyse et l’ovaire. 

Les cibles hypophysaires de FOXL2 

L’étude des souris mutantes Foxl2 -/- révèle un atrophie de l’hypophyse sans anomalie 

de différenciation des cellules gonadotropes, thyréotropes ni lactotropes (Justice et al., 

2011). L’analyse de ce modèle a montré que FOXL2 régule l’expression de plusieurs gènes 

hypophysaires et participe au contrôle de la gamétogenèse.  

La GnRH régule la sécrétion des hormones gonadotrophines via son récepteur GnRHR 

(Gonadotropin-Releasing Hormone Receptor). FOXL2 forme un complexe avec les 

protéines Smad3/4 et AP1 (Activator Protein 1), capable de se fixer sur la séquence 

régulatrice GRAS (GnRHR activating sequence) et d’activer l’expression du gène Gnrhr 

(Ellsworth et al., 2003). In vitro, FOXL2 stimule également l’expression de Cga 

(glycoprotein hormones, alpha polypeptide) , le gène codant pour la sous-unité commune 

des hormones hypophysaires αGSU (Ellsworth et al., 2006). Par ailleurs, dans les cellules 

gonadotropes FOXL2 potentialise l’effet activateur de la voie activine/TGFβ via Smad3 et 

augmente l’expression de la follistatine (Fst). La FST régule la synthèse des sous-unités β 

de la LH et de la FSH (Blount et al., 2009; Tran et al., 2013). FOXL2 est donc un régulateur 

indirect de l’expression des sous-unités β des hormones gonadotrophines. 

Les différentes études montrent que FOXL2 agit comme un activateur de l’expression 

de ses gènes cibles dans l’hypophyse. Il est important de noter que ces analyses ont été 

réalisées exclusivement in vitro et nécessiteraient d’être validées in vivo. 

 

Les cibles ovariennes de FOXL2 

Dans l’ovaire, FOXL2 est fortement impliqué dans les voies de biosynthèse des 

hormones stéroïdiennes. En effet in vitro, FOXL2 inhibe l’expression du gène codant pour 

la protéine STAR (Steroidogenic Acute Regulatory protein). Celle-ci permet l’entrée du 

cholestérol dans la mitochondrie, un préalable à la stéroïdogenèse (Pisarska et al., 2004). 

In vivo le promoteur proximal Star présente plusieurs sites de liaison aux facteurs FOX. 

FOXL2 inhibe également l’expression de l’enzyme Cyp17 impliquée dans la synthèse des 
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androgènes faibles (Park et al., 2010) et de l’enzyme Cyp26b1 qui dégrade l’acide 

rétinoïque (Kashimada et al., 2011). Enfin FOXL2 active l’expression de l’aromatase ou 

Cyp19 et donc la conversion est androgènes en E2 (Pannetier et al., 2006). FOXL2 agit 

donc sur l’homéostasie du cholestérol et la stéroïdogenèse en inhibant la production 

d’androgènes d’un côté et en les convertissant en E2 de l’autre. 

FOXL2 inhibe l’expression de gènes testiculaires. Au cours du développement fœtal, 

chez la souris, FOXL2 réprime l’expression de Sf1 (splicing factor 1 ; Ikeda et al., 1994). In 

vitro FOXL2 interagit directement avec le promoteur Sf1 et inhibe par encombrement 

stérique son activation par WT1-KTS (Takasawa et al., 2014). Lors du développement 

post natal de l’ovaire, FOXL2 inhibe l’expression de Sox9 en collaboration avec ESR1 chez 

la souris (Uhlenhaut et al., 2009). En revanche chez la brebis, le blocage de l’expression 

des gènes « mâles » a lieu grâce à l’inhibition de DMRT1 (Elzaiat et al., 2014). FOXL2 est 

donc un facteur essentiel pour la détermination ovarienne. Il est impliqué dans la 

folliculogenèse par interaction avec NOBOX (oogenesis homeobox ; Bouilly et al., 2014) et 

régule l’ovulation en agissant sur l’expression de Ptgs2 (prostaglandin-endoperoxide 

synthase 2 ; Batista et al., 2007). 

Les analyses transcriptomiques haut débit ont mis en évidence des fonctions 

biologiques régulées par FOXL2 dans l’ovaire (Fig 24). FOXL2 est impliqué dans le 

processus d’inflammation en modulant l’expression des CCL (C-C motif chemokine ligand) 

et des CXCL (chemokine C-X-C motif ligand). A noter que l’expression de Ptgs2 est stimulée 

par FOXL2 dans les cellules KGN (Batista et al., 2007) alors qu’elle est inhibée dans les 

cellules 293T (cellules rénales embryonnaires humaines dépourvues Erα) et MDA-MB-

231 (cellules mammaires cancéreuses humaines dépourvue en Erα ; Kim et al., 2009). La 

régulation de PTGS2 par FOXL2 dépend donc du contexte cellulaire et donc probablement 

des co-facteurs disponibles. 
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Figure 24 : Liste non exhaustive de cibles transcriptionnelles de FOXL2 dans l’hypophyse et les 
ovaires. FOXL2 régule la synthèse des gonadotrophines au niveau de l’hypophyse. Au niveau ovarien, 

FOXL2 régule quatre voies majeures : l’inflammation, l’apoptose, la détoxification des espèces réactives de 
l’oxygène et le métabolisme du cholestérol. Les cibles activées sont en rouge et les cibles inhibées sont en 

vert. (D’après B. Bellsort, thèse ; Batista et al. 2007 ; Benayoun et al. 2011). 

 

Enfin, FOXL2 participe à la réponse au stress et à l’apoptose en modulant l’expression 

de TNFAIP3 (tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3), ATF3 (activating 

transcription factor 3), FOS (Fos proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit), 

SOD2 (MnSOD) et BCL2A1 (B cell leukemia/lymphoma 2 related protein A1). FOXL2 

apparaît donc comme le gène majeur de la différenciation ovarienne au cours de la vie 

fœtale et du maintien de la fonction ovarienne à l’âge adulte (Uhlenhaut et al., 2009; 

Georges et al., 2013a). 

De nombreux modèles ont été utilisé afin d’étudier les fonctions biologiques de FOXL2 

dans l’hypophyse et dans l’ovaire chez différentes espèces. Cependant le rôle de FOXL2 

dans l’endomètre est encore méconnu. Une partie de mes travaux de thèse visent donc à 

identifier les gènes cibles de FOXL2 dans l’endomètre bovin et de mettre en évidence les 

fonctions biologiques qui en découlent. 
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6. Les objectifs de la thèse 

Chez les mammifères, la période péri-implantatoire est une phase critique au cours de 

laquelle se concentre une grande partie des échecs de gestation. Le déroulement de 

l’implantation influence fortement la mise en place, la progression et l’issue de la gestation 

mais aussi le développement du conceptus et sa programmation anté natale avec des 

conséquences pouvant apparaître à l’âge adulte. L’implantation est un processus 

complexe qui nécessite la coopération de deux entités distinctes : le conceptus et 

l’organisme maternel via l’endomètre. 

Ma thèse a été préparée au sein de l’équipe « Environnement Maternel et 

Développement péri-Implantatoire » de l’UMR « Biologie du Développement et de la 

Reproduction ». Une des thématiques majeures de l’équipe d’accueil porte sur 

l’identification de voies de signalisations liées à l’implantation dans le cas de gestation 

normale ou perturbée. Le travail de thèse de C. Eozenou avait permis de mettre en 

évidence pour la première fois l’expression du gène FOXL2 dans l’endomètre bovin ainsi 

que sa régulation au cours du cycle œstral. Cette étude a également montré que 

l’expression de FOXL2 est régulée par la progestérone mais est indépendante de l’IFNT. 

FOXL2 a par la suite été identifié dans l’endomètre humain et murin (Bellessort et al., 

2014; Governini et al., 2014). Chez les ruminants, le conceptus reste libre dans la lumière 

utérine puis s’appose à l’endomètre à 20-21 jpo. Le processus d’implantation s’étend donc 

sur près de deux semaines, ce qui en fait un excellent modèle pour étudier les mécanismes 

moléculaires progressivement mis en jeu. Nous avons émis l’hypothèse selon laquelle 

FOXL2 aurait un rôle clé dans la fonction utérine. Mon projet de thèse vise à déterminer 

dans un premier temps si la perturbation du métabolisme maternel lors de l’initiation de 

l’implantation affecte l’expression de gènes endométriaux d’intérêt parmi lesquels 

FOXL2 ; puis à identifier les gènes cibles de FOXL2 afin de déterminer les fonctions 

biologiques qu’il régule dans l’endomètre bovin. 

 

Dans le cadre de ces deux études, j’ai été amenée à développer des cultures primaires 

de cellules endométriales bovines. A mon arrivée au sein du laboratoire, les cellules 

étaient dérivées à partir d’utérus entiers prélevés en abattoir après le sacrifice des 

animaux. L’absence d’information sur les donneuses, le manque de précision pour établir 
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le stade du cycle œstral, le rendement limité lors de la mise en culture ainsi que la 

difficulté à accéder à un abattoir, nous a amené à mettre en place des cultures primaires 

à partir de biopsies. Des cultures ont été dérivées à partir de tissus prélevés à différents 

stades du cycle œstral afin de déterminer le stade de prélèvement adapté pour nos études. 

Nous avons ensuite utilisé un modèle expérimental développé par l’équipe de P. 

Lonergan (université de Dublin) de vaches primipares gestantes dont il est établi que le 

métabolisme est perturbé par la lactation. Les vaches en lactation présentent un bilan 

énergétique négatif qui impacte leurs performances reproductives. Ces femelles ont été 

comparées à des vaches taries immédiatement après parturition et à des génisses. Par une 

approche gène candidat, nous avons ainsi montré que le tarissement conduit à une 

augmentation de l’expression endométriale de FOXL2 et à une diminution de l’expression 

endométriale des enzymes antioxydantes. Ces variations sont associées à une 

amélioration du taux de gestation (Forde et al., 2015). Dans cette étude, nous avons 

également étudié la régulation de l’expression des enzymes antioxydantes dans les 

cellules endométriales bovines (fibroblastes et épithéliales glandulaires) et montré 

qu’elles n’étaient pas régulées par l’IFNT ni par FOXL2. 

Dans un deuxième temps, j’ai développé un modèle in vitro de cultures primaires de 

cellules endométriales bovines dérivées de biopsies endométriales prélevées sur des 

génisses Holstein synchronisées. J’ai ensuite testé et validé des conditions de transfection 

transitoire pour chaque type de cellules afin qu’elles expriment FOXL2. Les gènes cibles 

de FOXL2 ont été identifiés par des analyses transcriptomiques sur la base d’une puce à 

oligonucléotides non commerciale puis une sélection de ces gènes a été validée par RT-

qPCR (Real time – quantitative polymerase chain reaction). J’ai ainsi pu montrer que 

FOXL2 régule les voies liées à la réponse immunitaire, le remaniement de la matrice 

extracellulaire (MEC), l’apoptose, la réponse au stress et la détermination du sexe. Cette 

analyse a permis de mettre en évidence de nouvelles fonctions biologiques régulées 

spécifiquement dans l’endomètre ainsi que des fonctions biologiques communes à celles 

régulées par FOXL2 dans d’autres tissus tels que l’ovaire. Les données obtenues ont 

ensuite été replacées dans un contexte physiologique grâce à un modèle in vivo afin 

d’étudier l’évolution de l’expression de plusieurs gènes cibles en lien avec l’expression de 

FOXL2 au cours du cycle œstral et de la gestation précoce. 
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1. Introduction 

L’expression des gènes endométriaux est principalement régulée par l’E2 et la P4 au 

cours du cycle œstral, mais aussi par la P4, l’IFNT et la présence du conceptus au cours de 

la gestation précoce (Bauersachs and Wolf, 2012). Afin de comprendre les mécanismes 

moléculaires complexes mis en jeu dans la physiologie endométriale, de nombreuses 

analyses exploratoires (RNA seq ou microarray) ont été réalisées ces 20 dernières années 

(Fig 25).  

 

Figure 25 : Liste non exhaustive des analyses transcriptomiques de l’endomètre bovins. A- Analyses 
transcriptomiques des tissus endométriaux au cours du cycle œstral. B- Analyses transcriptomiques des 

tissus endométriaux au cours de la gestation précoce. (Adapté de O. Sandra). 

 



- 53 - 
 

Ces études ont montré que plusieurs centaines de gènes étaient différentiellement 

exprimés au cours du cycle œstral (Bauersachs et al., 2005; Mitko et al., 2008; Mesquita et 

al., 2015 ; Fig 25A). A l’œstrus et sous l’influence de l’E2, on observe une augmentation de 

l’expression des gènes impliqués dans la formation du cytosquelette, la mobilité des 

cellules, le remodelage de la matrice extracellulaire, la croissance cellulaire et le transport 

des ions et des nutriments. En revanche en phase lutéale et en présence de P4, l’expression 

des gènes endométriaux associés à la réponse immunitaire, l’angiogenèse et l’adhérence 

est stimulée. Pendant la gestation précoce (Fig 25B), les analyses transcriptomiques ont 

mis en évidence d’une part la régulation de la réponse immunitaire participant à la 

tolérance maternelle (Bauersachs et al., 2006; Klein et al., 2006; Walker et al., 2010; Cerri 

et al., 2012), et d’autre part la régulation du transport des acides gras et du glucose 

nécessaire à la nutrition du conceptus (Forde et al., 2011; Cerri et al., 2012). Ces analyses 

transcriptomiques facilitent la compréhension de la physiologie endométriale, cependant 

elles ont été effectuées sur des échantillons de tissus endométriaux et comme nous l’avons 

vu précédemment, l’endomètre est un tissu complexe. Une telle approche met en évidence 

des variations transcriptomiques globales mais ne permet pas d’identifier les 

modifications spécifiques à chaque type cellulaire. 

 

Les travaux de C. Eozenou ont montré que la protéine FOXL2 n’était pas présente dans 

l’épithélium luminal (Fig 22 ; Eozenou et al., 2012). Dans le cadre de ma thèse, je me suis 

donc focalisée sur l’étude des deux principaux types de cellules endométriales bovines 

dans lesquelles FOXL2 est exprimé : les fibroblastes et les cellules épithéliales glandulaires 

(EG). Lors de mon arrivée dans le laboratoire, des cultures primaires de fibroblastes et de 

cellules EG bovines avaient été mises en place. Les cellules étaient dérivées à partir d’utéri 

entiers récupérés en abattoir dans le but de développer un modèle in vitro de 

surexpression transitoire du gène FOXL2 et d’identifier les gènes cibles de FOXL2 dans les 

cellules endométriales bovines. 

Les cultures primaires de fibroblastes et de cellules EG étaient transfectées par 

électroporation. Le protocole de transfection transitoire a été mis au point à l’aide du 

plasmide GFPmax codant pour la GFP (Green fluorescent protein). Le noyau des cellules 

étaient marqué au DAPI. Le taux de transfection était alors estimé par comptage manuel 

du nombre de cellules GFP positives rapporté au nombre de noyaux. En moyenne 41,1% 
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des fibroblastes étaient transfectés cependant la transfection par électroporation est peu 

reproductible et le taux de transfection variait de 16 à 68%. Les cellules EG quant à elles 

sont particulièrement difficiles à transfecter et le taux de transfection n’excédait pas 12%. 

L’électroporation entraine une forte mortalité cellulaire pouvant atteindre 70% dans les 

cellules EG. Malgré tous ces inconvénients, lors de la thèse de C. Eozenou, la transfection 

par électroporation restait l’approche la plus efficace pour surexprimer FOXL2 dans les 

cellules endométriales bovines. 

 

En tant que facteur de transcription, FOXL2 régule l’expression de plusieurs centaines 

de gènes dans l’hypophyse (Ellsworth et al., 2003, 2006; Blount et al., 2009; Tran et al., 

2013) et dans l’ovaire (Batista et al., 2007; Moumné et al., 2008b; Uhlenhaut et al., 2009). 

La comparaison in silico du transcriptome endométrial bovin à 20 jpo (cycle vs gestation ; 

Mansouri-Attia et al., 2009b) et des gènes différentiellement exprimés lors de la 

surexpression de FOXL2 dans les cellules KGN (Batista et al., 2007) a permis d’identifier 

38 gènes régulés par FOXL2 dans les KGN et exprimés dans l’endomètre bovin (Fig 26). 

 
Figure 26 : Comparaison in silico des gènes orthologues entre l’endomètre bovin et les cellules 

KGN surexprimant FOXL2. (Liste complète des gènes en annexe 1.a ; thèse C. Eozenou) 
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Sur la base de cette étude comparative, une sélection de gènes a été analysée par RT-

qPCR dans les cultures primaires de cellules endométriales surexprimant transitoirement 

FOXL2 : ATF3, FOS, PTGS2, RGS2, RGS2, SCARA5, SOD2 et TNFAIP3. L’expression des gènes 

DLX5, HOXA10, PGR et RSAD2 a été analysée en complément (Fig 27).  

 
Figure 27 : Expression des gènes cibles putatifs de FOXL2 dans les fibroblastes et les cellules 

épithéliales glandulaires. L’expression des transcrits est représentée sous forme de ratio d’expression 
dans les cellules transfectées avec le plasmide FOXL2 par rapport aux cellules transfectées avec le 

plasmide vide (pSG5) afin de masquer l’effet de l’électroporation sur leur expression. Les cultures ont été 
dérivées à partir de 3 utéri distincts prélevés en pleine phase lutéale mais les cellules EG n’ont pas été 

obtenues pour l’animal 1 (Thèse C.Eozenou). 

L’analyse des transcrits montre une réponse hétérogène des cellules issues d’animaux 

différents. Les fibroblastes de l’animal n°2 notamment réagissent différemment à la 

surexpression de FOXL2 et la régulation des gènes cibles est inversée par rapport à celle 
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observée dans les fibroblastes issus des animaux 1 et 3. L’expression de SOD2 par exemple 

est fortement réprimée par FOXL2 chez les vaches 1 et 3 alors qu’elle est stimulée chez la 

vache 2. Les cellules EG présentent également une forte hétérogénéité de réponse entre 

les deux animaux disponibles. Cette analyse préliminaire montre une régulation de 

l’expression de certains gènes cibles mais le faible taux de transfection et l’hétérogénéité 

de la réponse des cellules limitent l’interprétation de ces résultats. 

 

Les cultures primaires ont été transfectées par électroporation. Pour les cellules 

fibroblastiques, cette technique était le meilleur compromis avec un taux de transfection 

élevé (41,1%) et une mortalité cellulaire modérée. En revanche, pour les cellules EG la 

transfection par électroporation est peu efficace (4 à 12%) et entraine une forte mortalité 

cellulaire. Il est donc nécessaire d’améliorer l’efficacité de transfection soit en optimisant 

le protocole d’électroporation soit en utilisant un autre système de transfection. 

De plus les cultures primaires ont été dérivées à partir d’utéri de vaches provenant 

d’abattoir et sélectionnés sur la morphologie du tractus génital et du corps jaune (Arosh 

et al., 2002). Les animaux ainsi sélectionnés étaient tous en phase lutéale. Cependant la 

taille et le poids du corps jaune ont révélé que l’animal 1 était en phase lutéale tardive 

alors que l’animal 2 était en phase lutéale précoce et l’animal 3 en milieu de phase lutéal. 

Cette variation du stade de prélèvement des animaux peut être à l’origine des variations 

de réponses des cellules. Il semble donc essentiel de dériver des cultures primaires à 

partir d’organes prélevés au même stade du cycle œstral. L’utilisation des utéri déchets 

d’abattoir ne permet pas de définir précisément le stade physiologique de l’animal. Cette 

approche nécessitera donc l’utilisation de matériel biologique issu de femelles 

synchronisées et prélevées à un stade défini. Sachant que l’expression de FOXL2 dans 

l’endomètre bovin est plus faible au cours de la phase lutéale tardive (Eozenou et al., 

2012) et dans le but de surexprimer FOXL2 dans les cellules endométriales, il semble que 

le prélèvement en phase lutéale serait le plus adapté pour observer une variation de 

l’expression des gènes cibles. Cette hypothèse mérite cependant d’être validée afin de 

raffiner le protocole. Enfin, sur le modèle de ce qui est couramment pratiqué en médecine 

humaine, nous allons développer des cultures primaires de cellules endométriales à partir 

de biopsies utérines bovines et déterminer dans quelle mesure ces cultures sont 

utilisables pour le développement de protocoles expérimentaux. 
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2. Mise en place des cultures primaires de cellules 
endométriales bovines à partir de biopsies 

Les cultures primaires étaient dérivées antérieurement à partir d’utérus entiers selon 

un procédé utilisé au laboratoire (Mansouri-Attia et al., 2009b) à partir d’animaux 

d’exploitations agricoles euthanasiés en abattoirs de province (Vendôme, 41 Val de Loire ; 

Migennes, 89 Yonne ; …) avec lesquels des conventions de prélèvement d’organes ont été 

signées avec l’INRA. Dans ces conditions, peu de renseignements étaient disponibles sur 

l’animal (génétique, alimentation, âge, statut physiologique, nombre de gestation, statut 

sanitaire, etc.). En de rares occasions nous avons pu disposer d’animaux expérimentaux 

intégrés dans des programmes de recherche collaboratifs. 

a. Le prélèvement de l’endomètre 

Les tractus génitaux issus des déchets d’abattoir étaient sélectionnés au stade diœstrus 

sur la morphologie et la couleur du corps jaune (Fig 28 ; Arosh et al., 2002). 

 
Figure 28 : Les principales étapes du prélèvement de l’endomètre à partir d’utérus entier. 

A- Récupération du tractus génital entier en abattoir ; B- Vérification de l’absence de mucus ; Les utérus 
sont sélectionnés à l’abattoir en fonction de la taille et de la couleur du CJ (Arosh et al., 2002) C- 

Observation du corps jaune (CJ). ; D- Ouverture longitudinale de la corne utérine puis dissection de 
l’endomètre (zones CAR et ICAR). 
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Des prélèvements sanguins dans la veine utérine ont été tentés afin de doser la P4 

circulante et confirmer le stade du cycle œstral de l’animal. Les tractus étant disponibles 

plus d’1h post mortem, la coagulation du sang résiduel  rendait le prélèvement impossible. 

Les utérus ont de plus été sélectionnés par l’absence d’embryons et de mucus laiteux signe 

d’une éventuelle contamination (Fig 28B). De 4 à 5 tractus sont transportés en sacs 

individuels à 4°C jusqu’au laboratoire, soit en nombre supérieur à la gestion de mise en 

culture des cellules utérines pour parer à toutes les surprises observées à la dissection (ie 

présence d’embryons en début de développement, utérus tuméfié, etc.). Le corps jaune 

est ensuite disséqué et pesé pour confirmer le stade du cycle œstral (Fig 28C). Les tractus 

sont immergés dans un bain d’eau de javel à 0.01%, asséchés, débarrassés des tissus 

vasculaires et conjonctifs du myomètre  et placés dans un environnement stérile sous hôte 

à flux luminaire pour la dissection et l’ensemble des procédures de culture (Fig 29). 

 
Figure 29 : Dissection de l’utérus pour la culture primaire de cellules endométriales. 

Le haut de la corne ipsi latérale au corps jaune (CJ) est prélevé et fixé pour analyse histologique. La corne 
est ensuite ouverte longitudinalement (pointillés) et l’endomètre est disséqué. 

(trait noir = section transversale). 

Une section transversale du haut de la corne ipsi latérale au corps jaune est prélevée et 

fixée au PAF 4%  (paraformaldéhyde) pour analyse histologique. La corne est ensuite 

ouverte longitudinalement (Fig 28D), l’endomètre est séparé du myomètre. Des 

fragments  randomisés de zones CAR et ICAR sont prélevés sur la surface de l’endomètre 

et congelés en azote liquide pour l’analyse ultérieure des transcrits et protéines in vivo. 

Environ 50 cm2 de tissu endométrial intact, soit 10 à 15g, est disséqué pour en dériver les 

cultures primaires de cellules fibroblastes et épithéliales glandulaires (EG). Entre 

l’abattage de l’animal à distance de centaines de km et la mise en culture des cellules 

endométriales, il s’écoule environ 16h. Le protocole d’isolement des cellules jusqu’à la 
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mise en culture décrit ci-après, est long par la quantité de matériel biologique à manipuler 

et traiter. 

Les bovins d’exploitations agricoles ne sont pas des animaux de laboratoire « calibrés », 

et présentent une forte variabilité inter individuelle multi factorielle. Travailler à partir 

de déchets d’abattoir permet de disposer d’une grande quantité de matériel biologique à 

moindre frais, cependant peu d’informations sont accessibles sur l’historique des 

animaux abattus commercialement, ce qui peut engendrer de la variabilité individuelle 

mais également être limitant à une étude physiologique rigoureuse. 

Nous avons choisi de mettre en place des cultures primaires de cellules endométriales 

bovines à partir de biopsies utérines. Grâce à l’expertise du personnel de l’Unité Commune 

d’Expérimentation Animale (UCEA, INRA) il a été possible de réaliser des prélèvements 

utérins sur animaux vigiles. Il n’est désormais plus nécessaire d’euthanasier les animaux 

pour prélever l’endomètre. De plus, leur élevage est maitrisé, les animaux sont traités 

pour un stade physiologique précis, constituant un modèle expérimental fiable. Des 

génisses Prim’Hosltein ont été synchronisées selon un protocole maitrisé par l’équipe de 

l’unité expérimentale à travers une procédure institutionnelle validée. Les animaux 

immobilisés sur pied en couloirs de contention avec blocage automatique à l’encolure (Fig 

30A) sont anesthésiés localement par voie péridurale (Fig 30B). Dans un premier temps 

la présence d’un corps jaune a été confirmée et  localisée (à gauche ou à droite) par 

palpation transrectale. Les utérus sont lavés avec du PBS (Sigma) à 38°C avant d’être 

biopsiés, les « flushings » sont récupérés afin d’analyser le fluide utérin dans le cadre de 

projets développés dans l’unité (Annexe 5a). 

 
Figure 30 : Les principales étapes du prélèvement de l’endomètre par biopsie. A- Maintien des 

animaux sur pieds en couloir de contention avec blocage à l’encolure ; B- Anesthésie locale par péridurale ; 
C- Maintien et orientation du col de l’utérus par voie transrectal puis réalisation des biopsies utérines. 
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Pour chaque génisse, 4 à 7 biopsies ont été réalisées dans la partie haute du corps 

utérin. De 0,45g à 0.70 g de tissu endométrial dédié à la mise en culture ont pu être 

prélevés  par animal. Les biopsies sont récupérées et transportées depuis l’installation 

expérimentale de Bressonvilliers dans un milieu Euroflush (IMV Technologies) à 4°C. 

Entre le prélèvement des biopsies et la mise en culture des cellules utérines, il s’écoule en 

moyenne une dizaine d’heures. 

 

En diminuant considérablement ce délai prélèvement-mise en culture, nous avons pu 

améliorer le rendement d’isolement des cellules endométriales. En effet lors de la mise en 

culture, nous estimons la quantité de cellules par mesure de la densité optique (DO) à 490 

nm de la solution de cellules en suspension. Nous avons ainsi pu montrer que, rapporté 

au poids de tissu disponible au départ, la quantité de cellules isolées est plus importante 

à partir de biopsie qu’à partir d’utérus entier (Fig 31). Cette différence de rendement peut 

être due au délai prélèvement-mise en culture plus grand en utilisant des utéri et donc 

une plus grande dégénérescence cadavérique. De plus le protocole d’isolement des 

cellules à partir d’utéri nécessite des filtres de plus grande surface (pour traiter la grande 

quantité de tissu) et augmente donc la probabilité de perte de cellules qui resteraient 

bloquées sur le filtre. 

A cette étape du protocole, les cellules EG ne sont pas isolées les unes des autres mais 

restent en petits « paquets » appelés agrégats de cellules EG. Nous appelons « cellules 

stromales » les cellules isolées à partir desquelles les fibroblastes sont dérivés (voir 

protocole ci-dessous). 

 

Figure 31 : Rendement d’isolement des cellules endométriales en fonction du mode de 
prélèvement. Densité optique (DO) à 490 nm de la suspension de cellules par gramme (g) 

de tissus collectés. (P. Reinaud) 
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b. Le protocole de mise en culture des cellules endométriales issues de 
biopsies 

Le tissu endométrial réceptionné est traité en conditions stériles en salle de culture 

sous hotte à flux laminaire. Il est rincé par du PBS (sans Ca/Mg ; Sigma-Aldrich) puis 

dilacéré finement par découpe manuelle à l’aide de deux scalpels. Le tissu est ensuite 

incubé dans 10 ml d’une solution de digestion enzymatique [500 unités de Collagénase 

(Sigma-Aldrich), 250 unités de Hyaluronidase (Sigma-Aldrich) et 1% de Penicilline–

Streptomycine (Sigma) par ml de solution d’Euroflush] pendant 1h sous agitation 

ménagée en bain marie à 37°C. Le tissu digéré est dispersé dans un volume final de 50ml 

de milieu Euroflush. La séparation des amas de cellules est facilitée mécaniquement par 

aspirations et refoulements successifs à travers une canule de 1,6 mm de diamètre. Après 

centrifugation 7 min à 900 rpm, le surnageant est éliminé et le culot dispersé dans le 

milieu de culture DMEM/F12 de composition et supplémentation décrit ci-dessous. La 

suspension de cellules est filtrée une première fois sur un tamis cellulaire Cell Stainer de 

100 µm (Dutscher) afin d’éliminer le tissu non digéré et les fibres de collagène. La 

suspension est filtrée une seconde fois sur un tamis cellulaire de 30 µm (PluriStainer-

Dutcher). Les agrégats de cellules épithéliales  glandulaires retenus sur le filtre sont 

récupérés dans le milieu de culture DMEM/F12. La quantité des amas glandulaires est 

estimée par spectrométrie. La densité optique de la suspension cellulaire est mesurée à 

490 nm en référence à celle du milieu de culture. Les agrégats sont répartis à raison de 

0,25 DO/ml dans des boîtes de culture (TPP) de taille variable en fonction des rendements 

et cultivés à 38°C et 5% CO2 en atmosphère humide 

Le filtrat, débarrassé des structures épithéliales  glandulaires, subit une troisième 

filtration sur un tamis de 10µm (PluriStainer-Dutcher) afin d’éliminer les agglomérats 

cellulaires de tailles supérieures aux cellules fibroblastiques. Ce dernier  filtrat est une 

suspension de multiples cellules stromales, dont la  densité est mesurée par 

spectrométrie à 490 nm comme précédemment. Les cellules stromales sont ensemencées 

à raison de 2 DO/ml dans des boîtes de culture Primaria (BD) et incubées 2h à 38°C et 

20% de CO2. Cette première incubation en condition hypoxie facilite l’adhérence rapide 

et préférentielle des fibroblastes. Le rinçage  abondant permet l’élimination des cellules 

flottantes en particulier des cellules sanguines. Les fibroblastes ainsi purifiés sont ensuite 

cultivés à 38°C sous 5% de CO2 en atmosphère humide. 
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Les deux types cellulaires sont cultivés dans un milieu composé de DMEM/F12 

(Dulbecco’s modified Eagles’s Medium : F12 without phenol red ; Sigma-Aldrich),  

supplémenté avec 10% de Sérum de veau fœtal (SVF ; Biosera), 1 % de glutamine 

stabilisée (Glutamax, Gibco-Life Technologies), 1% d’Insuline-Transférine-Sélénium (ITS 

1mg-0.55mg-0.5µg ; Gibco-Life Technologies), 1% de Pénicilline-Streptomycine 

(10mg/ml ; Sigma-Aldrich), 1% de gentamycine (10 mg/ml ; Biosera), 1% 

d’Amphotéricine B (10mg/ml ; Dutsher) et  0,1% de Nystatine (100000 UI/ml ; Sigma-

Aldrich). Le milieu de culture est renouvelé toutes les 24heures jusqu’à l’observation de 

la confluence des cellules. 

 

c. L’évolution des cultures primaires de cellules endométriales bovines 

La croissance des cellules animales au cours de la culture primaire en monocouche 

peut être décomposée en 4 phases successives (Fig 32). La phase d’adaptation aux 

conditions de culture qui débute immédiatement après l’ensemencement. Les cellules ne 

se divisent pas, elles reconstruisent leur cytosquelette et mettent en place les mécanismes 

d’adhérence avec le support. Les cellules s’étalent sur le fond de la boîte de culture et 

présentent par observation en microscopie photonique en contraste de phase une 

morphologie qui leur est caractéristique, cuboïdale pour les cellules épithéliales, 

fusiforme pour les fibroblastes. Elles entament alors une phase de croissance 

exponentielle et se divisent  avec un temps de doublement qui leur est propre (environ 

24h). La croissance des cellules animales ralentit avec la durée de culture qui entrent dans 

une phase de quiescence puis de sénescentes à moins d’avoir été immortalisées et/ou de 

présenter des caractéristiques de cellules cancéreuses. 

Les cellules fibroblastiques endométriales bovines issues de biopsies deviennent 

quiescentes au bout de 4 semaines de culture. Nous n’avons pas observé de quiescence 

des fibroblastes issus d’utérus entier ni des cellules épithéliales glandulaires quelle que 

soit leur origine. Nous supposons que cela est dû au fait que de faibles quantités de cellules 

fibroblastiques sont obtenues à partir de biopsie. Elles font alors un plus grand nombre 

de division pour arriver à confluence. 
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Figure 32 : Evolution schématique de cellules animales en culture. 

Les cellules endométriales bovines ont été suivies quotidiennement par observations 

au microscope inversé en contraste de phase (Fig 33) avec 3 à 5 prises de vues de champs 

représentatifs. Pendant les deux premières heures de culture en hypoxie, les fibroblastes 

en nombre relativement faible ne sont identifiables que par leur réfringence sans 

visualisation possible de leur morphologie. Après 24 heures de culture, les cellules 

flottantes sphériques et claires réfléchissant la lumière (qui seraient constituées pour 

partie de cellules sanguines) sont éliminées par rinçages et changements de milieu. La 

croissance des fibroblastes, dont la morphologie fusiforme est observable au bout de 48h 

à 72h de culture, permet d’obtenir des tapis de cellules confluentes en 7 à 9 jours de 

culture. 

Après 24h de culture, les agrégats de cellules épithéliales glandulaires commencent à 

adhérer au support. Les cellules EG se développent à partir des agrégats pour former des 

îlots de cellules cuboïdes présentant des jonctions serrées qui tapissent la surface de la 

boîte de culture en 7 à 8 jours de culture. Les cultures primaires épithéliales et 

fibroblastiques sont cultivées pour atteindre environ 90% de confluence estimée par la 

surface du support de culture recouverte de cellules. Elles sont maintenues en culture de 

7 à 9 jours après l’ensemencement avec un renouvellement de milieu toutes les 48 heures. 

A ce stade les cellules sont en pleine phase d’expansion. Elles sont alors décollées du 

support par trypsination douce (TryplExpress, Gibco) pour partie réensemencées pour 

une phase d’expansion en passage 1, ou cryogénisées et stockées à -80°C puis en azote 

liquide. 
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Figure 33 : Suivi des cultures primaires de cellules endométriales bovines – fibroblastes et 
épithéliales glandulaires –Observations par microscopie en contraste de phase. 

Photographies réalisées les jours 1, 2, 5 et 8 après renouvellement du milieu de culture. 

La nature des cellules endométriales a été confirmée par marquage immuno 

cytochimique (Fig 34). Les cellules EG expriment exclusivement la Cytokératine 8 alors 

que les fibroblastes expriment exclusivement la Vimentine. Les noyaux des cellules sont 

marqués au DAPI (1 : 2000 ; Sigma). 

 

Figure34 : Caractérisation des cellules utérines bovines. La morphologie du tapis de cellules est 
observée au microscope inversé en contraste de phase. La Cytokératine 8 et la Vimentine sont visualisées 

par immuno cytochimie (vert). Elles sont respectivement exprimées dans les cellules épithéliales 
glandulaires et les fibroblastes. Les noyaux sont marqués par le DAPI (bleu). 

Les images sont prises au microscope inversé à fluorescence (P. Reinaud). 
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d. Comparaison des cultures primaires de cellules endométriales bovines en 

fonction du jour de prélèvement du tissu 

Les cultures primaires de cellules endométriales bovines ont été mises en place pour 

développer un modèle in vitro permettant d’identifier les gènes cibles de FOXL2. 

L’expression de FOXL2 dans l’endomètre bovin variant au cours de cycle œstral (Eozenou 

et al., 2012), nous nous sommes donc demandés si les cellules endométriales bovines 

conservaient des caractéristiques propres au statut physiologique de l’animal donneur le 

jour du prélèvement. 

Les cultures primaires ont toutes été dérivées à partir de biopsies issues de génisses 

Holstein synchronisées. Nous avons prélevé les tissus endométriaux au cours de trois 

phases distinctes du cycle œstral. En phase lutéale précoce (J3, metœstrus) le taux d’E2 

est faible et celui de la P4 commence à augmenter. En phase lutéale tardive (J15, 

diœstrus), l’endomètre est sous influence de la P4 dont la sécrétion est maximale. Et enfin 

en phase folliculaire (J18, proœstrus) le taux de P4 circulante a chuté et celui d’E2 

commence à augmenter (Fig 35). 

 

Figure 35 : Prélèvements des tissus endométriaux bovins au cours du cycle œstral. 

 

Le niveau d’expression du transcrit FOXL2 dans les cellules endométriales a été analysé 

par RT-qPCR (Annexes 1.b et 1.c) en fonction du jour de prélèvement de la biopsie puis la 

protéine FOXL2 a été localisée par immuno cytochimie (Annexe 1.d) dans les cultures 

primaires de cellules endométriales bovines (Fig 36). 
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Figure 36 : Variations de FOXL2 dans les cellules endométriales bovines en fonction du jour de 
prélèvement de l’endomètre. A- Expression du transcrit FOXL2 dans les cellules endométriales bovines ; 
Expression des ARNm évaluée par RT-qPCR et normalisée par rapport à l’expression du gène de ménage 
GAPDH ; B- Expression de la protéine FOXL2 dans les cellules endométriales bovines, protéines révélées 

par immunocyto chimie. (M. Delessard, stage master 1, 2014). 

Nous avons ainsi montré que l’expression de FOXL2 est plus élevée dans les 

fibroblastes que dans les cellules EG et ce quel que soit le jour de prélèvement (Fig 36A). 

De plus l’expression de FOXL2 est la plus faible à J15 dans les deux types cellulaires. 

L’immuno cytochimie met en évidence la présence de la protéine FOXL2 dans les deux 

types cellulaires et comme précédemment le taux de FOXL2 est plus faible dans les 

cellules EG que dans les fibroblastes. La protéine est localisée dans le noyau des cellules, 

une localisation cohérente avec le lieu d’action du facteur de transcription. Le marquage 

est de plus faible intensité à J15 par rapport à J3 et J18. 
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Les profils d’expression des ARNm et protéines FOXL2 dans les cellules endométriales 

se suivent avec des niveaux globalement plus élevés dans les fibroblastes que dans les 

cellules EG. In vivo l’expression de FOXL2 est plus forte dans les caroncules que dans la 

zone intercaronculaires (Eozenou et al., 2012). Les caroncules étant des zones 

aglandulaires, nos résultats in vitro sont cohérents avec les données vivo. De plus dans 

l’endomètre bovin, l’expression de FOXL2 est négativement corrélée au taux de P4 

circulante et donc plus faible en phase lutéale tardive. Les cultures primaires dérivées à 

partir d’endomètres prélevés en phase lutéale tardive (J15) présentent les taux de 

transcrits et de protéines FOXL2 les plus faibles. 

Cette étude a été réalisée avec Marion Delessard dans le cadre de son stage de master 

1. Les gènes PGR (récepteur à la P4) et PTGS2 ont été analysés en parallèle. Ils présentent 

eux aussi une expression différentielle en fonction du jour de prélèvement et celle-ci est 

corrélée à leur expression in vivo (données non publiées). Les cellules endométriales 

bovines conservent donc en mémoire certaines caractéristiques propres au statut 

physiologique de la femelle dont elles sont issues. Pour réaliser la surexpression de 

FOXL2, nous avons donc sélectionné les cultures dérivées à partir de biopsies prélevées 

au 15ème jpo. 
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3. Optimisation des conditions de transfection transitoire 
dans les cultures primaires d’endomètre bovin 

Le protocole de transfection transitoire est développé à l’aide d’un plasmide codant 

pour la GFP (Green Fluorescent Protein ; GFP max, Lonza ; annexe 1.e) sous contrôle d’un 

promoteur fort. Le transgène est en effet facile à visualiser au microscope à fluorescence. 

Par soucis de simplicité et afin de traiter un nombre important d’échantillons en parallèle, 

j’ai tout d’abord optimisé le protocole de transfection transitoire par lipofection. Le taux 

de transfection des cellules EG n’étant pas satisfaisant (inférieur à 10%), j’ai comparé les 

protocoles de transfection transitoire par électroporation et magnétofection (Fig 37). 

Quatre jours avant la transfection, les fibroblastes et les cellules EG sont décongelés 

lentement au bain marie à 38°C puis mis en culture sur plaque 12 puits (soit un diamètre 

de 22 mm, TPP) dans du milieu DMEM/F12 complet à 38°C et 5% de CO2. 

 

 

Figure 37 : Protocoles de transfection transitoire des cellules endométriales bovines. 
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a. Optimisation du protocole de transfection transitoire par lipofection 

Transfection transitoire des fibroblastes endométriaux bovins 

Les fibroblastes sont transfectés 24h avec 500 ng de plasmide GFP max et 2 µl de 

lipofectant (annexe 1.f). Après avoir testé plusieurs lipofectants (Lipofectamine, 

GeneCellIn, Turbofect), l’Xtreme Gene (Roche) a été choisi car il présente une faible 

cytotoxicité (publication complémentaire, Eozenou et al.) et a été développé pour être 

particulièrement efficace pour la transfection de fibroblastes humains. Les taux de 

transfection ont été quantifiés par comptage manuel des cellules marquées au DAPI et 

GPF positives. Sur fibroblastes bovins le taux de transfection à 24h est de 70 à 80% dans 

les conditions initiales de 500 ng de plasmide et 2 µl de transfectant. 

 
Figure 38 : Observation au microscope inversé à fluorescence des fibroblastes endométriaux 

bovins transfectés transitoirement par lipofection par un plasmide GFP. A – Augmentation 
progressive du volume de transfectant (2, 3, 4 et 5 µl d’Xtreme Gene ; Roche) à quantité de plasmide 

constante (500 ng de GFPmax) ; B – Augmentation de la durée de transfection de 24 à 48 puis 72h ; Les 
cellules GFP positives apparaissent en vert ; Les noyaux sont marqués au DAPI (1 :2000 ; bleu). 

Le volume de lipofectant est progressivement augmenté à quantité de plasmide 

constante (Fig 38A) mais cela ne permet pas d’améliorer le taux de transfection des 

fibroblastes endométriaux bovins. La durée de la transfection transitoire (500 ng de 

plasmide et 2 µl d’Xtreme Gene) a été allongée de 24 à 48 puis 72h (Fig 38B) mais nous 

n’observons pas d’amélioration du taux de transfection non plus. Au contraire plus la 

transfection est longue plus le taux de transfection semble diminuer. Il y a très peu de 

cellules flottantes donc la mortalité cellulaire est faible sur les 24 à 72h d’incubation. Il 

semble plutôt que les cellules transfectées se divisent plus lentement que les autres, 
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probablement à cause de la présence du plasmide. Les cellules GFP positives se retrouvent 

donc visuellement en plus faible proportion. 

Transfection transitoire des cellules épithéliales glandulaires endométriales bovines 

Les cellules EG sont transfectées 24h avec 500 ng de plasmide GFP max et 2 à 5 µl de 

lipofectant Xtreme Gene (Fig 39A). Le taux de transfection est extrêmement faible (< 5%). 

Les cellules GFP positives se trouvent principalement à la périphérie des îlots de cellules 

EG, là où les cellules sont en croissance. Le transfectant et le plasmide sont mis en 

présence des cellules EG en suspension dans le but d’augmenter l’efficacité de transfection 

et de mieux répartir le plasmide (Fig 39B). 

 

Figure 39 : Observation au microscope inversé à fluorescence des cellules épithéliales glandulaires 
endométriales bovines transfectées transitoirement par lipofection. Les cellules épithéliales 

glandulaires adhérentes ou en suspension sont transfectées 24h. Les cellules GFP positives apparaissent 
en vert ; Les noyaux sont marqués en bleu par le DAPI. 

Des cellules GFP positives sont présentes au cœur des îlots mais le taux de transfection 

des cellules EG est toujours inférieur à 5%. La transfection transitoire par lipofection des 

cultures primaires de cellules endométriales bovines n’est donc pas envisageable. 

 

b. Transfection transitoire des cellules endométriales bovines par 
magnétofection 

Plusieurs lipofectants différents ont été testés dans l’équipe d’accueil avant mon 

arrivée mais aucun n’était assez performant pour la transfection transitoire des cellules 

EG. Mes prédécesseurs ont également testé la transfection à l’aide de rétrovirus sans 
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succès. Nous avons alors testé la magnétofection et comparé son efficacité à celle de 

l’électroporation. 

La transfection par électroporation est réalisée selon le protocole de Lonza AmaxaTM 

(annexe 1.g). Différents programmes de transfection ont été testés pour l’électroporation 

des fibroblastes et des cellules EG. Les programmes ont été choisis selon les 

recommandations du fournisseur. Ils ont été sélectionnés pour chaque type cellulaire en 

utilisant comme critère les taux de survie cellulaire et de transfection. Les programmes 

sont prédéfinis dans l’électroporateur donc la durée et l’intensité du courant généré ne 

sont pas maîtrisés. Nous utilisons les programmes U023 pour les fibroblastes, T013 et 

Y001 pour les cellules EG. Les taux de transfection sont d’environ 80 à 90% pour les 

fibroblastes et 20 à 30% pour les cellules EG (Fig 40A). L’électroporation affecte 

fortement la morphologie des cellules qui sont globalement plus petites. Il y a également 

une forte mortalité cellulaire. 

 
Figure 40 : Observations au microscope inversé à fluorescence des cellules endométriales bovines 

transfectées transitoirement. A- Transfection transitoire par électroporation avec le système Amaxa 
(Lonza) ; B- Transfection transitoire par magnétofection avec le CombiMag (Ozbiosciences) ; 

vert : GFP, bleu : DAPI. 

La magnétofectionTM est une méthode simple développée spécifiquement pour la 

transfection des cultures primaires et des cellules difficiles à transfecter (OzBioscience, 

annexe 1.h). Comme pour la lipofection, la magnétofection débute par le couplage du 
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plasmide avec le lipofectant puis l’ensemble est couplé à des nanoparticules magnétiques. 

Le transfectant est réparti dans le milieu de culture. Les cellules sont incubées sur la 

plaque magnétique, le complexe est alors concentré et transporté dans les cellules par un 

champ magnétique faible. La force magnétique favorise l’absorption du plasmide par les 

cellules. Nous observons 90 à 95% de transfection pour les fibroblastes (Fig 40B). 

L’amélioration la plus importante est pour les cellules EG pour lesquelles le taux de 

transfection est de 40 à 50%. En outre, en alliant la transfection biochimique par 

lipofection à la force magnétique, la mortalité cellulaire est quasi nulle. Contrairement aux 

cellules transfectées par électroporation, les cellules endométriales transfectées par 

magnétofection conservent une morphologie semblable à celle des cellules non 

transfectées : les fibroblastes sont plus gros et présentent des lamellipodes, signes de la 

présence d’un cytosquelette fonctionnel et d’une communication entre les cellules ; les 

cellules EG quant à elles continuent leur croissance et sont quasiment confluentes 24h 

après la transfection. 

La magnétofection est donc la technique de transfection transitoire testée la plus 

efficace pour la surexpression de FOXL2 dans les cultures primaires des cellules 

endométriales bovines. 

 

c. Validation de la surexpression de FOXL2 dans les cultures primaires de 

cellules endométriales bovines 

Le plasmide pSG5 (Agilent ; annexe 1.i) est utilisé comme contrôle négatif de 

transfection lors de la surexpression de FOXL2 dans les cellules endométriales bovines. 

Le gène caprin codant pour FOXL2 a été intégré dans le plasmide vide pSG5 (annexe 1.j ; 

plasmides fournis par M. Pannetier, BDR, INRA). 

La protéine FOXL2 est détectée dans les cellules endométriales bovines par immuno 

cytochimie (Fig 41A). FOXL2 est présent en très faible quantité dans les cellules 

transfectées avec le plasmide vide pSG5. Dans les fibroblastes le signal est homogène dans 

l’ensemble des cellules mais dans les cellules EG il est plutôt nucléaire. Les fibroblastes 

transfectés avec le plasmide pSG5-FOXL2 présentent un fort taux de protéine FOXL2 

(environ 95%). La protéine est essentiellement nucléaire mais elle est détectée également 

dans le cytoplasme. Le niveau de protéine FOXL2 dans les cellules EG est plus élevé dans 
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les cellules transfectées avec le plasmide pSG5-FOXL2 que dans les contrôles. La protéine 

est localisée dans le noyau. Le taux de transfection des cellules EG est d’environ 40% et 

l’intensité du signal n’est pas homogène d’une cellule à l’autre. Afin de confirmer que la 

surexpression de FOXL2 dans les cellules EG, la protéine a été détectée par western blot 

(Fig 41B). Le taux de FOXL2 dans les cellules EG est bien augmenté dans les cellules 

transfectées avec le plasmide pSG5-FOXL2 par rapport aux contrôles transfectées avec le 

plasmide vide pSG5. 

 

Figure 41 : Surexpression de FOXL2 dans les cultures primaires de cellules endométriales bovines. 
A- Localisation subcellulaire de FOXL2 dans les fibroblastes et les cellules épithéliales glandulaires par 

immuno cytochimie. Les cellules transfectées pSG5 sont les contrôles négatifs de transfection ; 
B- Détection de la protéine FOXL2 (50 kDa) dans les cellules épithéliales glandulaires par western blot. La 

détection de la GAPDH (37 kDa) est le contrôle positif. 

Le protocole de transfection transitoire par magnétofection permet donc d’augmenter 

efficacement la quantité de protéine FOXL2 produite par les cultures primaires de cellules 

endométriales bovines. La transfection est plus efficace dans les fibroblastes que dans les 

cellules EG néanmoins FOXL2 est accumulé dans le noyau. Cette localisation subcellulaire 

est nécessaire pour l’activité biologique du facteur de transcription. 

Quel que soit le protocole utilisé, la transfection a un effet sur l’expression des gènes 

des cellules indépendamment du plasmide transfecté. L’expression de deux gènes cibles 
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putatifs de FOXL2 a été quantifiée par RT-qPCR (Annexe 1.c ; Fig 42). Les gènes ATF3 et 

TNFAIP3 sont impliqués dans la réponse de la cellule au stress et donc fortement 

susceptibles d’être impactés par la transfection. L’effet de la transfection est mis en 

évidence par comparaison des quantités d’ARNm représentées ici sous forme de ratio. 

L’électroporation stimule l’expression de ces deux gènes dans les fibroblastes (ATF3 et 

TNFAIP3 : 1,6 fois) et les cellules EG (ATF3 : 2,0 fois et TNFAIP3 : 2,2 fois ; Fig 42A). L’effet 

de la magnétofection sur l’expression d’ATF3 (1,5 fois dans les fibroblastes et 2,0 fois dans 

les cellules EG ; Fig 42B) est sensiblement le même que l’électroporation. Cependant 

l’expression de TNFAIP3 n’est quasiment pas impactée par la magnétofection (0,85 fois 

dans les cellules EG). Ces résultats confirment les observations morphologiques faites 

précédemment et montrent que la magnétofection est la technique de transfection qui 

perturbent le moins les cellules endométriales bovines. 

 

Figure 42 : Effet de la transfection transitoire sur l’expression d’ATF3 et de TNFAIP3, des gènes 
cibles putatifs de FOXL2. A- Effet de l’électoporation ; B- Effet de la magnétofection ; Les taux des 

transcrits sont représentés sous forme de ratio du niveau d’expression dans les cellules transfectées avec 
le plasmide vide pSG5 par rapport aux cellules non transfectées (P<0,05).  
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Afin de vérifier que la protéine FOXL2 est biologiquement active dans les cellules 

transfectées pSG5-FOXL2, l’expression de gènes cibles putatifs a été analysée (Fig 43) par 

RT-qPCR. Les expressions d’ATF3, RGS2, RSAD2 et TNFAIP3 sont normalisées par rapport 

à l’expression du gène de ménage RPL19. Les données ont été analysées avec R par 

Kruskal-Wallis avec le plug-in Coin (Conditional Inference procedures in a Permutation-

Test Framework ; Package Rcmdr). Dans les fibroblastes, la surexpression de FOXL2 

stimule l’expression d’ATF3 (1,88 fois ; P < 0,001) et de RSAD2 (5,05 fois ; P < 0,001). Dans 

les cellules EG, FOXL2 stimule l’expression d’ATF3 (1,67 fois ; P < 0,05), de RGS2 (1,84 

fois ; P < 0,05) et de RSAD2 (4,25 fois ; P < 0,001). En revanche, TNFAIP3 n’est pas un gène 

cible de FOXL2 dans notre modèle. Les taux de transcrits des gènes cibles varient en 

fonction de l’animal prélevé mais le taux d’induction par FOXL2 est sensiblement le même 

dans les trois cultures. Il y a une plus grande variabilité de réponse pour le gène RSAD2 

mais elle n’est pas animal dépendante. 

 

Figure 43 : Expression des gènes cibles putatifs de FOXL2 dans les fibroblastes et les cellules 
épithéliales glandulaires. Les taux des transcrits sont représentés sous forme de ratio du niveau 
d’expression dans les cellules transfectées avec le plasmide pSG5-FOXL2 par rapport aux cellules 

transfectées avec le plasmide vide pSG5. Lorsque le taux est supérieur à 1 (pointillés rouges) cela signifie 
que FOXL2 stimule l’expression du gène cible. Les cercles blancs représentent les cultures issues de trois 
génisses différentes. L’expression des gènes cibles putatifs est normalisée par rapport à l’expression du 

gène de ménage RPL19.  (* : P < 0.05 ; *** : P < 0.001). 

La protéine FOXL2 surexprimée par transfection transitoire est donc biologiquement 

active et est capable de réguler l’expression de gènes cibles dans notre modèle. 
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4. Discussion 

Nous sommes parvenus à développer un modèle in vitro de cultures primaires de 

cellules endométriales bovines dérivées de biopsies utérines et à mettre au point un 

nouveau protocole de transfection transitoire. Le taux de transfection des fibroblastes est 

d’environ 90% et celui des cellules EG est inférieur à 50%. L’efficacité de transfection est 

donc augmentée avec le protocole de magnétofection notamment pour les cellules EG 

particulièrement difficiles à transfecter. 

L’expression d’ATF3, RGS2 et RSAD2 est affectée par la surexpression de FOXL2, leur 

fonction biologique sera discutée dans la partie 3. La stimulation des gènes cibles étudiés 

ici est relativement faible (< 2 fois pour les gènes ATF3 et RGS2 : 5,05 fois pour RSAD2). 

Dans les cellules KGN, l’expression des gènes cibles est stimulée d’un facteur 6 maximum 

par FOXL2 (Batista et al., 2007; Benayoun et al., 2008). Bien que les taux d’induction soient 

faibles, nos résultats sont donc cohérents avec les données de la littérature. 

 

Nos résultats, bien que préliminaires, montrent que la réponse à FOXL2 est dépendante 

du type cellulaire considéré. L’analyse séparée des fibroblastes et des cellules EG est donc 

nécessaire afin de déterminer le rôle de chacun dans la physiologie endométriale bovine. 

Dans les études in vivo actuellement publiées, les zones CAR et ICAR sont analysées 

séparément mais les tissus prélevés contiennent plusieurs types cellulaires (fibroblastes, 

cellules EG, épithéliales luminales, endothéliales, immunitaires, etc.). Il est difficile 

d’estimer la proportion de chaque type cellulaire dans les tissus, source de variabilité dans 

les échantillons indépendamment de la variation de l’expression des gènes due au 

protocole expérimental. L’utilisation de la microdissection laser permettrait d’isoler les 

cellules d’intérêt à partir de coupes de tissu congelé et d’analyser séparément l’expression 

des gènes dans les fibroblastes et dans les cellules EG d’un même échantillon. Il est alors 

possible de s’affranchir de l’hétérogénéité cellulaire de l’endomètre dans les études in 

vivo. 
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Enfin, grâce à l’expertise des animaliers de l’Unité Commune d’Expérimentation 

Animale de l’INRA, nous avons pu mettre en place des cultures primaires de cellules 

endométriales bovines dérivées à partir de biopsies utérines. Outre la faisabilité du 

prélèvement d’endomètre par biopsie sur animal vigile, cette étude montre que la 

quantité de cellules dérivées à partir de biopsies est suffisante pour mettre en place un 

modèle d’étude fonctionnelle. Les cultures primaires sont utilisées ici pour l’identification 

des gènes cibles de FOXL2 par transfection transitoire. L’analyse des transcrits a pu être 

réalisées à la fois par RT-qPCR et par microarray. En s’affranchissant des prélèvements 

d’endomètres à partir d’utéri issus d’abattoir, le protocole expérimental a été simplifié et 

raffiné. En effet, désormais les animaux utilisés sont sélectionnées au sein du troupeau de 

la ferme expérimentale de l’INRA. Nous pouvons donc en maîtriser l’élevage et 

synchroniser les génisses afin de prélever les tissus le jour du cycle voulu. 

Nous avons montré que les cultures primaires conservent une partie des 

caractéristiques du statut physiologique de l’animal au moment du prélèvement. Cette 

propriété des cellules endométriales bovines a permis à l’équipe de mettre en place de 

nouvelles études. Notamment l’unité d’accueil possède un troupeau de vaches et de 

génisses clonées à partir d’une seule et même femelle donneuse. Olivier Sandra et ses 

collaborateurs ont alors développé un modèle d’étude du vieillissement utérin (Annexe 

5b) par comparaison de l’endomètre d’un groupe de jeunes et de vieux clones 

(respectivement en moyenne 4,6 et 13,1 ans). L’obtention de la naissance de veaux clonés 

est particulièrement difficile et donc l’abattage de ces animaux pour l’étude du tissu 

endométrial n’est pas envisageable. Le prélèvement du tissu endométrial a été effectué 

par biopsies. Une partie d’entre elles a été analysée par microarray. Les autres ont permis 

de dériver des cultures primaires de fibroblastes et cellules EG. L’analyse fonctionnelle 

des cellules endométriales a mis en évidence une variation de la réponse à l’IFNT in vitro 

entre les jeunes et vieux clones. 

Le modèle in vitro de cultures primaires de cellules endométriales bovines développé 

au cours de ma thèse, est donc adaptable à de nombreux protocoles expérimentaux en 

fonction de la fonction biologique posée. 
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1. Introduction 

Depuis plusieurs décennies les vaches laitières subissent une forte sélection génétique 

afin d’améliorer la production de lait par animal. Cette augmentation du potentiel laitier 

est associée à une baisse de la fertilité chez les vaches en lactation aussi bien aux Etats-

Unis qu’en Europe (Butler, 1998; Darwash et al., 1999; Zeron et al., 2001 ; Fig 3). 

 

Les besoins nutritionnels de la femelle augmentent drastiquement avec la lactation 

entrainant un bilan énergétique négatif (NEB) qui peut s’étendre jusqu’à 10-12 semaines 

après la parturition. L’analyse des métabolites circulants en période post partum chez les 

vaches en lactation (LACT) et les vaches taries (DRY) a montré que la production de lait 

entraine une diminution de la concentration plasmatique de l’insuline, d’IGF1 et du 

glucose, mais aussi une augmentation de la concentration plasmatique en acides gras non 

estérifiés (NEFA) et en β hydroxybutyrate (BHB). Lorsque les femelles sont taries, les taux 

de ces métabolites tendent à rejoindre ceux des génisses dès 7 jours après le vêlage (Forde 

et al., 2015, Fig 44). Les concentrations plasmatiques en NEFA et en BHB reflètent la 

mobilisation du tissu adipeux pour la production de lait et sont toutes deux associés à une 

diminution de la fertilité (Garnsworthy et al., 2008). De plus, le statut métabolique des 

femelles engendre une variation des concentrations en acides aminés et en acides gras 

dans le liquide folliculaire (Forde et al., 2015). 



- 80 - 
 

 

Figure 44 : Suivi hebdomadaire des vaches en lactation (triangle), des vaches taries (carré) et 
des génisses (losange). Moyennes ± sem des mesures (a) du poids en kg ; (b) de la note d’état corporel 

(BCS) et des concentrations plasmatiques (c) de l’insuline (µIU.mL-1), (d) de l’IGF1 (ng. mL-1), (e) du 
glucose (mmol.L-1), (f) des NEFA (mmol.L-1) et (g) du BHB (mmol.L-1). Les échantillons des vaches ont 
été prélevés deux fois par semaines pendant les deux semaines avant et après le vêlage puis une fois par 

semaine. Les échantillons des génisses ont été prélevés deux fois par semaine les quatre premières 
semaines puis une fois par semaines. (dpp = jours post partum ; Forde et al, 2015) 
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Le NEB provoque une suppression de la sécrétion pulsatile de LH, une diminution de 

la production d’E2 par le follicule dominant et donc une perturbation de l’ovulation 

(Butler, 2003a). L’analyse des embryons produits in vitro à partir d’ovocytes issues de 

femelles en lactation a révélé que les vaches à haut potentiel génétique pour la production 

de lait présentaient des taux développement embryonnaire jusqu’au stade blastocyste 

plus faibles que les vaches à potentiel génétique modéré (Snijders et al., 2000). De plus in 

vivo, les vaches DRY produisent des embryons de meilleure qualité que les vaches LACT 

(Sartori et al., 2002). On estime que seulement 50% des embryons survivent au-delà de 

6-7 jpo chez les vaches LACT (Cerri et al., 2009). Lors d’un transfert embryonnaire, l’effet 

du métabolisme sur la qualité de l’ovocyte est contourné, on observe alors une 

augmentation significative du taux de gestation chez les vaches LACT transférées par 

rapport à celles ayant subi une IA (Vasconcelos et al., 2006; Demetrio et al., 2007). Le 

statut métabolique de la mère joue donc un rôle essentiel dans la production d’ovocytes 

puis d’embryons de qualité. Plus récemment il a également été montré que la lactation 

pouvait affecter la programmation ante natale et avoir des conséquences à l’âge adulte 

(Gonzalez-Recio et al., 2012). En effet les femelles conçues chez les vaches DRY produisent 

en moyenne 52 kg de lait supplémentaires au cours de la première lactation et ont une 

espérance de vie plus longue de 16 jours. 

Au-delà de la qualité de l’ovocyte et de l’embryon, la réussite de la gestation nécessite 

un environnement favorable à l’implantation. L’endomètre est le tissu à l’interface avec le 

conceptus. L’expression des gènes endométriaux peut être altérée par de nombreux 

facteurs tels que la concentration de P4 circulante (Forde et al., 2009), la lactation (Cerri 

et al., 2012; Wathes, 2012) ou encore les pathologies utérines (Sheldon et al., 2006; 

Wathes et al., 2009). L’endomètre est un capteur (sensor) biologique de la qualité 

embryonnaire (Mansouri-Attia et al., 2009a) et est influencé par le statut physiologique 

de la femelle. Dans cette étude nous nous sommes intéressés aux conséquences des 

variations du métabolisme maternel sur l’expression endométriale de FOXL2 et d’une 

sélection de gènes candidats sélectionnés sur la base de la littérature. Leur expression est 

régulée dans l’endomètre par la présence du conceptus (Mansouri-Attia et al., 2009; 

Carvalho et al., 2014 ; STAT1, PLET1, RSAD2, SOCS 1,3 et 6) ; la sécrétion de P4 (Charpigny 

et al., 1997; Eozenou et al., 2012 ; FOXL2, SCARA5 et PTGS2) ou encore le stress oxydatif 

(Al-Gubory et al., 2008 ; CAT, SOD1 et SOD2). 
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2. Modèle expérimental 

Afin de comprendre l’effet de la lactation sur l’expression des gènes endométriaux à 

l’implantation, un modèle in vivo de métabolisme contrasté a été développé en 

collaboration avec Niamh Forde et Pat Lonergan de l’université de Dublin (Ireland).  

Tout d’abord des embryons ont été produits in vivo dans des génisses synchronisées 

(Fig 45A). Dix jours après la détection de l’œstrus, les génisses donneuses ont reçu une 

injection intramusculaire de Folltropin® (Bionich Animal Health), une FSH porcine 

purifée, toute les 12h en dose décroissante (2,5 mL, 2 mL, 1 mL puis 0,5 mL) pendant 4 

jours. Lors de la 6ème injection, de la PGF2α est couplée à la Folltropin®. Une fois le retour 

à l’œstrus, les génisses ont été inséminées 2 fois à 12h d’intervalle (matin et après-midi). 

Les embryons sont collectés sept jours plus tard par flush (ou lavage) utérin afin d’être 

transférés aux femelles receveuses. 

En parallèle, des vaches Holstein primipares ont été sélectionnées pour leur indice 

d’élevage homogène. La moitié d’entre elles ont été taries juste après vêlage (DRY, jamais 

traites). Les autres laissées en lactation et traites deux fois par jour (LACT, Fig 45B). Après 

un délai de 65 à 75 jours post partum nécessaire à l’involution de l’utérus, les femelles 

LACT et DRY ont reçu une injection de Receptal® (un analogue au GnRH) et un implant 

vaginal CIDR® libérant de la P4. Sept jours plus tard, elles reçoivent une injection 

intramusculaire de PGF2α. Le CIDR® est retiré le lendemain puis 36h après elles ont été 

à nouveau injectées avec du Receptal® pour mimer l’œstrus. Enfin à 7 jpo, un embryon 

unique, produit in vivo, est transféré dans chaque femelle receveuse. Des génisses Holstein 

(HEIF) utilisées comme animaux « contrôle » sont synchronisées avec le même protocole 

puis le jour de l’œstrus elles sont inséminées 2 fois à 12h d’intervalle (matin et après-

midi). La qualité embryonnaire est ainsi fixée entre les vaches receveuses et les génisses. 

A 19 jpo, l’ensemble des animaux est abattu, les concepti sont récoltés pour valider qu’il y 

a bien eu gestation et vérifier leur stade de développement. On observe 45% de gestation 

chez les vaches LACT, 80% chez les DRY et 66% chez les HEIF. Les endomètres sont quant 

à eux disséqués, les zones CAR et ICAR sont ainsi congelées séparément jusqu’à l’analyse. 

Pour cette étude nous n’avions accès qu’aux tissus prélevés sur les femelles gestantes. 
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Figure 45 : Design expérimental du modèle métabolique. A- Protocole de production des 
embryons. B-Protocole de synchronisation, de transfert embryonnaire des vaches en lactation (LACT) ou 

taries (DRY), et d’insémination artificielle (IA) des génisses (HEIF). Les animaux ont été abattus à 19 jpo et 
les tissus CAR et ICAR disséqués avant congélation. 
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3. Article 1 
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Fig5 
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Supplemental table 1 : Gene symbol, gene description, primer sequences, melting 
temperature ™, amplicon size (pair of bases) and accession number for all genes 
used in real-time quantitative PCR 
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4. Conclusions de l’article 1 

Le métabolisme maternel est perturbé par la lactation et entraine des variations de 

l’expression de gènes endométriaux lors de l’implantation embryonnaire. Notre étude 

compare pour la première fois les différentes zones de l’endomètre dans un modèle de 

métabolisme contrasté. Nous avons ainsi mis en évidence que la zone ICAR est la plus 

affectée par les perturbations du métabolisme maternel. De plus la réponse de 

l’endomètre à la présence du conceptus n’est pas influencée par la lactation à 19 jpo. 

Nous avons montré que les enzymes antioxydantes CAT, SOD1 et SOD2 sont exprimées 

et régulées dans l’endomètre bovin au cours du cycle œstral et de la gestation précoce 

indépendamment de l’IFNT. Lors de l’implantation, l’expression de SOD2 est notamment 

augmentée dans la zone ICAR. Dans notre modèle de métabolisme contrasté, l’expression 

des enzymes antioxydantes ne varie pas entre HEIF et LACT à 19 jpo. En revanche lorsque 

les femelles sont taries après le vêlage (DRY), nous observons une diminution de 

l’expression de CAT et SOD1 dans la zone ICAR ce qui suggère une diminution de la 

production de ROS et par conséquent du stress oxydatif. La différence de statut oxydatif 

entre les vaches LACT et DRY peut être à l’origine des troubles de la fertilité. 

Enfin nous avons montré une augmentation de l’expression de FOXL2 dans le tissu 

ICAR indépendamment de la concentration en P4 circulante. FOXL2 ne régule pas 

l’expression des enzymes antioxydantes dans les cellules endométriales bovines 

contrairement à ce qui a été décrit précédemment dans les cellules KGN (Batista et al., 

2007). Identifier les gènes cibles de FOXL2 dans les cellules endométriales bovines nous 

permettrait de mettre en évidence les fonctions biologiques associées et ainsi 

comprendre les rôles de FOXL2 dans la physiologie de l’endomètre chez les bovins. 
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1. Introduction 

La mise en place de la gestation nécessite une communication finement régulée entre 

un endomètre réceptif et un conceptus compétent au cours de la période pré 

implantatoire. Le concept de réceptivité endométriale et de la fenêtre d’implantation a été 

émis chez la femme (Hertig et al., 1956). La démonstration fut faite en 1991 grâce à un 

modèle de transfert d’embryons produits in vitro après don d’ovocytes, chez des patientes 

à différents stades du cycle menstruel (Navot et al., 1991). Les auteurs ont ainsi montré 

qu’en dehors de la fenêtre d’implantation de 3 jours l’embryon ne s’implante pas. 

L’endomètre maternel se prépare à l’implantation du conceptus. La mise en place de cette 

réceptivité utérine est un processus complexe coordonné par les sécrétions séquentielles 

d’E2 et de P4. Elle implique une régulation précise des signaux moléculaires. L’E2 induit 

la prolifération cellulaire et la P4 régule la maturation et l’activité sécrétoire des glandes 

endométriales. Les variations d’expression des gènes endométriaux au cours du cycle 

œstral ont été décrites chez plusieurs espèces telles que la femme (Horcajadas et al., 

2007), la souris (Tan et al., 2003) ou encore les bovins (Bauersachs et al., 2005; Mitko et 

al., 2008; Ponsuksili et al., 2012). 

 

L’endomètre est un capteur biologique (« sensor) de la qualité embryonnaire et dans 

la mesure du possible il s’adapte (« driver ») pour mener la gestation à terme (Mansouri-

Attia et al., 2009a). La qualité de l’endomètre est donc décisive pour la réussite de la 

gestation. Au sein de l’organisme maternel, l’endomètre est soumis aux variations de son 

environnement comme la nutrition, les infections ou le stress. Nous avons vu 

précédemment que la lactation perturbe les performances reproductives chez les vaches 

laitières hautes productrices. Lorsque les vaches sont taries immédiatement après le 

vêlage, le taux de gestation est nettement amélioré par rapport à celui des vaches en 

lactation (Cerri et al., 2012; Thompson et al., 2012; Forde et al., 2015). Dans ce contexte 

notre étude précédente a montré que l’expression de FOXL2 est augmentée à 

l’implantation chez les vaches taries par rapport aux vaches en lactation et aux génisses.  
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Nous avons vu dans l’introduction que FOXL2 régule plusieurs centaines de gènes dans 

l’hypophyse et l’ovaire aussi bien pendant le développement fœtal qu’au cours de la vie 

adulte (Fig 46). C’est un gène majeur de la différenciation et du maintien de la fonction 

ovarienne (Cocquet et al., 2002). Il est impliqué de grandes fonctions biologiques telles 

que la régulation de la sécrétion des gonadotrophines dans l’hypophyse, la réponse au 

stress, la régulation de l’apoptose, l’inflammation et le métabolisme des stéroïdes dans 

l’ovaire. 

 

Figure 46 : Gènes cibles de FOXL2 dans l’axe hypothalo-hypophysaire-gonade. Les gènes en rouge 
sont stimulés par FOXL2 alors que les gènes en vert sont inhibés (Benayoun and Veitia, 2011). 

Dans l’endomètre bovin, l’expression de FOXL2 varie au cours du cycle œstral et est 

régulée par la P4 (Mansouri-Attia et al., 2009b; Eozenou et al., 2012). Il a été montré plus 

récemment que son expression est augmentée dans l’endomètre de patientes atteintes 

d’endométriose (Governini et al., 2014). Enfin dans le modèle murin, FOXL2 est exprimé 

dans les cellules stromales et le myomètre pendant la maturation post natale de l’utérus 

(Bellessort et al., 2014). Les souris déplétées du gène Foxl2 présentent une diminution du 

stroma de l’endomètre, une hypertrophie et une désorganisation du myomètre.  
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Actuellement nous n’avons pas d’information sur les fonctions biologiques de FOXL2 

dans l’endomètre. L’objectif de cette seconde étude est donc d’identifier les gènes cibles 

de FOXL2 dans les cellules endométriales par génomique fonctionnelle et ainsi mettre en 

évidence les rôles biologiques de FOXL2 dans la physiologie endométriales bovines. 

 

2. Modèle expérimental 

Pour réaliser cette étude, nous avons sélectionné trois génisses Holstein du troupeau 

de l’UCEA (INRA) du même âge et de même poids. Les femelles ont été synchronisées à 

l’aide du dispositif Crestar et prélevées par biopsies à 15 jpo. Des cultures primaires de 

fibroblastes et de cellules EG ont été dérivées de ces biopsies. La morphologie des cellules 

a été vérifiée par observation du cytosquelette d’actine (marquage à la phalloïdine). Les 

cellules ont été transfectées avec le plasmide vide pSG5 (mock) ou le plasmide pSG5-

FOXL2 par magnétofection pendant 24h (Annexe 1.h). Pour chaque animal et chaque type 

cellulaire, la transfection a été réalisée 4 fois par condition. Les ARNm des réplicas ont été 

poolés pour le microarray mais analysés séparément en RT-qPCR. 

 
Figure 47 : Protocole expérimental du modèle in vitro de surexpression de FOXL2 dans les 

cultures primaires de cellules endométriales bovines par transfection transitoire. 
Les génisses sont synchronisées et prélevées par biopsies le 15ème jour post œstrus. Pour chaque animal 

des cultures primaires de cellules endométriales sont dérivées. Les fibroblastes et les cellules épithéliales 
glandulaires sont cultivés séparément et transfectés soit avec le plasmide vide pSG5 soit avec le plasmide 

pSG5-FOXL2. 
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Une partie des cellules transfectées ont été fixées en PAF 4% pour la détection de la 

protéine FOXL2 par immunocytochimie. Certaines cellules EG ont été récupérées par 

grattage de la boîte de culture et conservées à -80°C jusqu’à l’analyse par western blot. 

Cette dernière analyse n’a pas été réalisée pour les fibroblastes car la quantité de cellules 

obtenues à partir des biopsies était limitante. La majorité des cellules transfectées ont été 

lysées en Trizol et conservées à -80°C pour les analyses transcriptomiques. 

 

Les ARN totaux ont été extraits et purifiés à la DNAse sur colonne à l’aide du kit Rneasy 

mini (Qiagen). Les ARNm ont été quantifiés et leur qualité contrôlée au Bioanalyzer 

(Agilent ; Plateforme Abridge-GABI, INRA). Les transcriptomes des cellules endométriales 

transfectées (mock et FOXL2) ont été analysés sur une puce oligoarray bovine non 

commerciale contenant 23 926 gènes uniques (SurePrint G3 Custom GE 8x60K, Agilent). 

Les données transcriptomiques ont été traitées dans un premier temps par L. Jouneau, un 

bioinformaticien de l’unité d’accueil, afin de mettre en évidence les gènes cibles de FOXL2. 

J’ai ensuite analysé les résultats à l’aide de l’application GSEA (Gene Set Enrichment 

Analysis) afin d’identifier les fonctions biologiques régulées par FOXL2. Sur la base de ces 

deux analyses, j’ai validé l’expression différentielle de gènes cibles appartenant à cinq sets 

de gènes différents : l’apoptose et la réponse au stress, l’immunité, la réponse aux 

interférons de type I, la modification de la matrice extracellulaire et la détermination du 

sexe. De ces groupes de gènes identifiés et validés nous avons mis en évidence des 

fonctions biologiques régulées par FOXL2 dans les cellules endométriales bovines. 

L’expression de certains gènes cibles a été analysée in vivo dans les tissus CAR et ICAR 

dans un modèle de génisses cyclées ou gestantes à 16 et 20 jpo. Les résultats obtenus in 

vitro sont alors comparés aux données in vivo. 
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Figure 1: Experimental design. Three Holstein heifers were synchronized with the 
Crestar method. The endometrium is taken by biopsy at 15 days post oestrus. Primary 
culture of fibroblasts and glandular epithelial cells were derived and transiently 
transfected with the mock (pSG5) or the FOXL2 plasmid. 
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Figure 2: FOXL2 overexpression in primary culture of bovine endometrial cells. A- 
Visualization of microfilamentous F-actin with rhodamine labelled phalloidin (red) and 
nuclei marked with Dapi (blue) to compare cell structures. Sub-cellular localization of 
FOXL2 protein in mock (pSG5) or FOXL2 transfected cells by immune cytochemistry; B- 
Immunodetection of FOXL2 and GAPDH protein in glandular epithelial cells transfected 
with the mock plasmid or FOXL2 plasmid. FOXL2 is detected at 50 kDa and GAPDH at 
37kDa. 

 

 

Figure 3: Comparison of fibroblasts and glandular epithelial (GE) cells microarray 
data. A- The - 152 -uclidean clustering separates fibroblastes from GE cells but not mock 
transfected from FOXL2 transfected cells; B- Principal Component Analysis (PCA) 
segregates GE cells according to the plasmid transfected but not fibroblasts. 
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Figure 4: Gene Set Enrichment Analysis in Fibroblasts (C5all – GO). Bar plot depicting 
the normalized enrichment score of the top 15 most negatively and positively enriched 
gene sets. The abscissa axis represents the Normalized Enrichment Score of the gene set. 
They have been sorted in decreasing order of FDR value. 
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Figure 5: Gene Set Enrichment Analysis in Glandular Epithelial cells (C5all – GO). 
Bar plot depicting the normalized enrichment score of the top 15 most negatively and 
positively enriched gene sets. The abscissa axis represents the Normalized Enrichment 
Score of the gene set. They have been sorted in decreasing order of FDR value. 
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Figure 6: Transcript expression of putative FOXL2 target genes in fibroblasts and 
glandular epithelial cells. A- Expression of putative target genes in fibroblasts; B- 
Expression of putative target genes in glandular epithelial cells; Gene expression was 
quantified by real time RT-PCR using C2ORF29, RPL19 and SLC30A6 as housekeeping 
genes. Data are presented as ratio of target gene expression in FOXL2 vs mock 
transfection (means ± SEM). We use white bars and light grey bars to easily visualize gene 
sets.  
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Table des primers utilisés en RT-qPCR 
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4. Expression des gènes cibles de FOXL2 dans l’endomètre  

Notre étude identifie pour la première fois des gènes cibles de FOXL2 dans les cellules 

endométriales bovines. Nous avons analysé l’expression de cinq d’entre eux (AMH, 

DMRT1, MMP1, MMP13 et RGS2) dans un modèle in vivo de femelles cyclées ou gravides 

dont l’endomètre est prélevé après abattage à 16 ou 20 jpo. Les gènes régulés par l’IFN 

n’ont pas été analysés dans ce modèle car leur expression est fortement stimulée par les 

sécrétions trophoblastiques d’IFNT au cours de la gestation précoce (Mansouri-Attia et 

al., 2009b) et cette stimulation masque toute autre régulation. L’expression de DLX5 a été 

analysée en parallèle car, même s’il n’est pas régulé par FOXL2 dans les cellules 

endométriales bovines, c’est un gène majeur de la fonction endométriale chez la souris 

(Bellessort et al., 2016) et il n’a encore jamais été étudié chez les ruminants. 

 

Figure 48 : Expression de gènes cibles de FOXL2 dans l’endomètre bovin au cours du cycle 
œstral et de la gestation précoce. Les tissus CAR et ICAR ont été prélevés après abattage et dissection de 

l’endomètre de génisses de race Cross-Bred cyclées (n=5 à 16 jpo ; n=6 à 20 jpo) ou gestantes (n=4 à 16 
jpo ; n=5 à 20 jpo). L’expression des transcrits est analysée par RT-qPCR et normalisée par rapport à 

l’expression des gènes de ménage RPL19 et SUZ12 (Qbase Plus Software). Les lettres différentes indique 
des valeurs différentes (P<0,05). Les histogrammes représentent les moyennes ± SEM (*** : P<0,001). 
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L’AMH est exprimé dans les zones CAR et ICAR au cours du cycle œstral et de la 

gestation précoce. La quantité d’ARNm est significativement plus grande dans les CAR 

(1,70 ; P<0,001 ; Fig 48). L’expression de l’AMH diminue pendant la phase folliculaire (à 

20 jpo) par rapport à la phase lutéale (0,39 ; P<0,05) dans la région CAR uniquement. 

Pendant la gestation précoce, le taux de transcrits AMH ne varie pas et est équivalent à 

celui du 16ème jour de cycle. Le gène DMRT1 quant à lui est significativement plus exprimé 

dans les tissus ICAR (2,74 ; P<0,001 ; Fig 48) mais il n’est pas régulé au cours du cycle ou 

de la gestation précoce. Les analyses in vitro ont montré que FOXL2 stimule l’expression 

de l’AMH et réprime celle de DMRT1 dans les cellules endométriales. In vivo, l’expression 

de FOXL2 est significativement augmentée en phase folliculaire soit à 20 jpo (Fig 21). Les 

taux de transcrits AMH et FOXL2 sont négativement corrélés dans les CAR. Il y a donc une 

différence de régulation de l’AMH par FOXL2 entre les deux modèles. Enfin, il n’y a pas de 

corrélation entre l’expression de DMRT1 et FOXL2 in vivo. 

 

Les MMPs sont exprimées dans les tissus CAR et ICAR mais uniquement pendant 

certaines phases du cycle ou de la gestation précoce. Il n’y a pas de différence d’expression 

de MMP1 et MMP13 entre CAR et ICAR (Fig 48). Le gène MMP1 est exprimé exclusivement 

en phase folliculaire (20 jpo). Le gène MMP13 est exprimé au 20ème jour de cycle et de 

gestation avec une variation d’un facteur 2,56 (P<0,001). En phase folliculaire les 

expressions de FOXL2 et des MMPs sont corrélées. FOXL2 stimule donc leur expression in 

vitro et in vivo. Cependant le transcrit MMP13 n’est pas détectable dans les fibroblastes in 

vitro or il est présent dans les CAR, la région aglandulaire de l’endomètre. Il semble donc 

que les fibroblastes expriment MMP13 in vivo mais que le gène s’éteint lors de la mise en 

culture. 

 

Le taux de transcrit RGS2 est significativement plus important dans les zones CAR 

(2,93 ; P<0,001 ; Fig 48). Au cours du cycle œstral, l’expression du gène RGS2 est diminuée 

à 20 jpo (0,27 et P<0,001 en CAR ; 0,21 et P<0,01 en ICAR). De plus dans les CAR, RGS2 est 

augmenté à 16 et 20 jour de gestation par rapport à la phase lutéale (1,55 ; P<0,01) et à la 

phase folliculaire (5,68 ; P<0,001). Les expressions de FOXL2 et RGS2 sont négativement 

corrélées in vivo alors que FOXL2 stimule l’expression de RGS2 in vitro. La régulation est 

donc différente dans les deux modèles. 
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Le gène DLX5 code pour un facteur de transcription impliqué dans le développement 

et la réparation osseuse (Robledo et al., 2002). DLX5 participe au développement 

craniofacial, à la différenciation des ostéoblastes et est exprimé dans les cellules de Leydig 

(Robledo et al., 2002; Bouhali et al., 2011). Dans l’ovaire murin, Foxl2 et Dlx5 se régulent 

réciproquement. FOXL2 active l’expression de Dlx5 dans les cellules de la granulosa alors 

que DLX5 réprime l’expression de Foxl2 dans le follicule secondaire et jusqu’au 

développement du follicule antral (Bouhali et al., 2011). Dans l’endomètre de souris, Dlx5 

participe au développement de l’endomètre et à sa maturation post natale (Bellessort et 

al., 2016). Il est exprimé dans les épithélia luminal et glandulaire et est nécessaire pour 

l’adénogenèse et la formation de la lumière au sein des glandes endométriales. 

Dans l’endomètre bovin, la protéine DLX5 est localisée exclusivement dans le noyau 

des cellules endométriales et majoritairement dans les épithélia luminal et glandulaire 

(Fig 49). Le marquage de DLX5 est plus intense dans les glandes endométriales pendant 

la gestation précoce alors que la protéine FOXL2 est plus fortement exprimée au cours du 

cycle œstral. Tout comme dans l’ovaire de souris, les protéines DLX5 et FOXL2 semblent 

s’inhiber mutuellement. 

 
Figure 49 : Localisation cellulaire des protéines FOXL2 et DLX5 dans l’endomètre bovin. 

Les protéines d’intérêt sont détectées par immunohistochimie (C. Eozenou) réalisée sur des coupes 
d’endomètre de génisse Charolaise prélevé à 20 jpo après abattage ; GE : épithélium glandulaire ; Str : 

Stroma ; LE : épithélium luminal ; échelle = 50 µm. 
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DLX5 est exprimé dans les deux zones de l’endomètre (Fig 48) mais le taux de transcrits 

est plus élevé en ICAR qu’en CAR (4,08 ; P<0,001). L’expression de DLX5 diminue entre le 

16ème et le 20ème jour du cycle œstral (0,53 et P<0,05 en CAR ; 0,70 et P<0,01 en ICAR). 

Pendant la gestation son expression augmente en CAR (1,37 ; P<0,05) et diminue en ICAR 

(0,70 ; P<0,01). Tout comme dans l’ovaire de souris, les transcrits et les protéines FOXL2 

et DLX5 sont négativement corrélés dans l’endomètre bovin. Or dans les cultures 

primaires de cellules endométriales bovines, le gène DLX5 n’est pas régulé par FOXL2. Il 

n’existe donc pas de régulation réciproque entre ces deux gènes mais FOXL2 apparaît 

comme un gène cible putatif de DLX5 dans l’endomètre bovin. 
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5. Conclusions de l’article 2 

Grâce aux analyses transcriptomiques et bioinformatiques, plusieurs fonctions 

biologiques ont été identifiées comme régulées par FOXL2 dans les cellules endométriales 

bovines. Les résultats du microarray ont été validés par RT-qPCR sur une sélection de 

gènes issus des « gene set » identifiés. Ainsi nous avons montré la régulation de gènes 

associés à la réponse au stress et à l’apoptose (BCL2, ATF3 et TXNIP), à l’immunité (CCL20, 

CSF2, RGS2), à la réponse aux interférons de type I (MX1, MX2, RSAD2 et IFI44), à la 

modification de la matrice extra cellulaires (MMP1 et MMP13) et enfin à la détermination 

sexuelle (AMH et DMRT1). Certains de ces gènes sont régulés par FOXL2 dans d’autres 

modèles tels que les cellules KGN (Batista et al., 2007; Benayoun et al., 2009) et les ovaires 

murins (Uhlenhaut et al., 2009; Bouhali et al., 2011) ou caprins (Elzaiat et al., 2014). En 

revanche les gènes MX1, MX2 (voir article 1), RSAD2, IFI44, MMP1 et MMP13 sont régulés 

par FOXL2 exclusivement dans les cellules endométriales. De ces groupes de gènes cibles, 

nous avons pu déduire les fonctions endométriales régulées par FOXL2 comme la 

protection contre les infections, l’immuno tolérance du conceptus et la migration des 

cellules immunitaires. Ces fonctions sont cruciales pour la mise en place de la réceptivité 

utérine. 

 

La régulation des gènes cibles de FOXL2 varie entre les fibroblastes et les cellules EG 

dans l’endomètre bovin. Comme nous l’avons vu précédemment, l’expression de PTGS2 

est stimulée par FOXL2 dans les cellules KGN (Batista et al., 2007) alors qu’elle est inhibée 

dans les cellules 293T et MDA-MB-231 (Kim et al., 2009). Il est donc nécessaire considérer 

le contexte cellulaire pour comprendre le rôle biologique de ce facteur de transcription. 

FOXL2 module l’expression de ses gènes cibles en se liant à des co-facteurs. Il peut être 

activateur ou répresseur en fonction des partenaires disponibles. FOXL2 stimule 

l’expression de MMP1 et MMP13 dans les modèles vivo et vitro. Cependant les gènes AMH 

et RGS2 sont stimulés in vitro et réprimés in vivo. Cette différence peut être expliquée par 

les interactions présentes entre les différents types cellulaires dans l’endomètre. 

L’analyse des transcriptomes des fibroblastes et des cellules EG in vivo après séparation 

des deux types cellulaires par microdissection laser permettrait de valider notre 

hypothèse. 
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L’analyse transcriptomique a mis en évidence de nombreux gènes régulés par FOXL2 

qui n’ont pas pu tous être traités ici. Des analyses complémentaires sont donc nécessaires 

pour exploiter l’ensemble des résultats obtenus. Le gène FOXL2 apparaît comme un gène 

clé de la physiologie endométriale bovine. Les résultats obtenus sont comparables à ceux 

décrits dans la littérature chez la brebis ou chez la chèvre. Cependant nous observons des 

différences avec les modèles humains et murins. D’un point de vu évolutif, l’endomètre 

est un tissu présent uniquement chez les mammifères alors que les ovaires existent chez 

tous les vertébrés. Il semble donc que FOXL2 a gagné de nouvelles fonctions biologiques 

avec l’apparition d’un nouvel organe : l’utérus. 
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Bilan des résultats obtenus 

La réceptivité endométriale est un état physiologique observé pendant une période 

restreinte au cours de laquelle l’endomètre accepte l’implantation du conceptus (Tu et al., 

2014). Des interactions moléculaires et cellulaires s’établissent entre les deux entités. Ce 

processus nécessite une coordination complexe des différents types cellulaires sous l’effet 

d’une large gamme de signaux extracellulaires parmi lesquels se trouvent les hormones 

stéroïdiennes. La qualité de l’endomètre est cruciale pour la réussite de l’implantation. 

Les perturbations de l’environnement ou de la physiologie maternelle affectent la 

fonction endométriale et peut impacter le développement du conceptus avec des 

conséquences sur les performances zootechniques de la descendance à l’âge adulte 

(Gonzalez-Recio et al., 2012). 

 

La production intensive de lait génère un stress métabolique chez la femelle et conduit 

à une diminution de sa fertilité (Butler, 2003b). Dans le cadre de ma thèse, par une 

approche gène candidat, nous avons mis en évidence la modification du transcriptome 

endométrial à l’implantation (19 jpo) associée à la lactation. L’endomètre est capable 

d’adapter sa physiologie en réponse à un conceptus dont la qualité est altérée (Macklon 

and Brosens, 2014; Sandra et al., 2015). Nous avons analysé l’expression des gènes 

régulés par la présence du conceptus. La perturbation du métabolisme maternel n’affecte 

pas la capacité de l’endomètre à répondre aux signaux embryonnaires. 

L’expression des enzymes antioxydantes a été pour la première fois mise en évidence 

dans l’endomètre bovin. Les transcrits des enzymes CAT et SOD1 ne varient pas au cours 

du cycle œstral ou de la gestation précoce. L’expression de SOD2 quant à elle est 

significativement augmentée dans le tissu ICAR à l’implantation. Cette variation de SOD2 

est conservée chez les ruminants et indépendante des sécrétions trophoblastiques d’IFNT 

(Al-Gubory et al., 2016). La production de ROS dans l’endomètre est un processus naturel 

lors de la mise en place de la placentation. Cependant les perturbations du métabolisme 

maternel provoquent une augmentation des ROS. Les femelles taries immédiatement 

après le vêlage présentent une diminution significative de l’expression des enzymes CAT 

et SOD1, ce qui suggère une réduction du stress oxydatif dans l’endomètre. 

L’augmentation du stress oxydatif pendant la vie fœtale entraine de fortes perturbations 
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du métabolisme de la descendance et peut être à l’origine de pathologies métaboliques à 

l’âge adulte (Igosheva et al., 2010; Jarvie et al., 2010). 

Enfin l’analyse de l’expression de FOXL2 a mis en évidence sa régulation différentielle 

dans les tissus ICAR entre les vaches en lactation et les vaches taries. Contrairement aux 

données précédemment publiées par l’équipe (Eozenou et al., 2012 ; Eozenou et al., to be 

submitted, Annexe 4), la variation de transcrits FOXL2 n’est pas corrélée au taux de P4 

plasmatique dans ce modèle. Dans les cellules KGN, SOD2 est un gène cible de FOXL2 

(Batista et al., 2007), mais l’expression des enzymes antioxydantes n’est pas affectée par 

le facteur de transcription dans les cultures primaires des cellules endométriales bovines. 

 

FOXL2 est le gène majeur de la différenciation et le maintien de la fonction ovarienne 

(Cocquet et al., 2002) mais il a aussi un rôle crucial dans la fonction hypophysaire 

(Ellsworth et al., 2003; Blount et al., 2009; Tran et al., 2013). Les mutations du gène FOXL2 

dans l’ovaire provoquent l’apparition d’insuffisance ovarienne précoce ou de tumeurs de 

la granulosa (Crisponi et al., 2001; Uda et al., 2004; Shah et al., 2009; Verdin and De Baere, 

2012). La fonction ovarienne est alors perturbée et la fertilité diminuée. Bien que décrit 

dans l’endomètre de plusieurs espèces (Eozenou et al., 2012; Bellessort et al., 2014; 

Governini et al., 2014), le rôle de FOXL2 dans la physiologie utérine est encore inconnu. Il 

a récemment été montré que FOXL2 est surexprimé dans les tissus endométriaux 

ectopiques des femmes atteintes d’endométriose (Governini et al., 2014) et que son taux 

de transcrit est corrélé avec celui de l’activine A. 

La deuxième partie de mon projet visait à identifier pour la première fois les gènes 

cibles de FOXL2 dans les cellules endométriales bovines par génomique fonctionnelle. La 

régulation des gènes cibles varie en fonction du type cellulaire considéré. Nous avons 

montré que FOXL2 pourrait participer à la protection de l’interface materno-fœtale contre 

les infections, à la mise en place de l’immuno tolérance du conceptus, au remodelage du 

tissu endométrial et enfin au maintien de l’identité femelle du tractus reproducteur. 
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Forces et limites des modèles utilisés 

Dans le cadre de mes recherches, deux modèles expérimentaux ont été utilisés. Ils 

présentent chacun des forces et des limites que nous allons discuter. 

Modèle vivo : Métabolisme maternel contrasté à l’implantation 

Ce modèle a été développé par nos collègues de l’université de Dublin (P. Lonergan et 

N. Forde) et fait partie d’un projet de recherche européen visant à comprendre l’effet du 

métabolisme sur les interactions entre la mère et le conceptus à 19 jpo chez les vaches 

laitières. 

En 2012, l’équipe de WW. Tatcher a publié un modèle vivo de métabolisme contrasté 

mettant en jeu des vaches primipares en lactation ou taries et des génisses. Les femelles 

ont été synchronisées puis inséminées le jour de l’œstrus. L’endomètre est prélevé après 

l’abattage des animaux à 17 jpo (Cerri et al., 2012; Thompson et al., 2012). Dans ce modèle, 

la lactation affecte le métabolisme de la mère mais il est impossible de déterminer si les 

variations d’expression des gènes endométriaux sont dues à des perturbations du tractus 

reproducteur en lui-même ou à son adaptation face à un conceptus dont la qualité serait 

altérée. En effet, les concepti sont produits par IA des femelles LACT et DRY. Or le 

métabolisme maternel impacte la composition du fluide folliculaire donc le 

développement de l’ovocyte (Forde et al., 2015) et la qualité du conceptus. L’endomètre 

est capable de capter ces variations de qualité embryonnaire et d’adapter sa réponse afin 

de maintenir la gestation (Mansouri-Attia et al., 2009a). Afin de s’affranchir de cet effet 

« conceptus » dans le nouveau modèle de métabolisme contrasté, les embryons ont été 

produits in vivo par IA dans une génisse donneuse et transférés à 7 jpo dans les vaches 

receveuses LACT et DRY. 

A 19 jpo, les endomètres des femelles gestantes ont été disséqués afin de séparer les 

zones CAR et ICAR. Seules les zones ICAR ont été analysées par RNAseq par l’équipe de S. 

Bauersachs (2017). L’expression de nombreux gènes endométriaux varie à l’implantation 

entre les vaches et les génisses cependant ils observent peu de différence entre les vaches 

LACT et DRY. Dans le cadre de ma thèse, les transcrits ont été analysés par RT-qPCR. Cette 

approche gène-candidat est plus sensible qu’une analyse transcriptomique globale et a 

permis de mettre en évidence des variations d’expression plus faibles. De plus les tissus 
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CAR et ICAR ont pour la première fois été analysés en parallèle et comparés dans un 

modèle de métabolisme contrasté. Nous avons ainsi montré que la zone ICAR était la plus 

affectée par la lactation. 

 

Dans ce modèle, seuls les endomètres des femelles gestantes à 19 jpo ont été analysés. 

Or si le conceptus a été retrouvé, cela signifie que la fertilité des femelles était suffisante 

pour maintenir la gestation, du moins jusqu’à l’implantation. Il aurait été intéressant 

d’analyser les tissus des femelles non gravides afin de comprendre l’origine des échecs de 

gestation. 

Comme nous l’avons vu précédemment l’endomètre est un tissu complexe. Les zones 

CAR et ICAR contiennent plusieurs types de cellules dont nous ne pouvons pas 

appréhender la répartition dans chaque échantillon. L’analyse du tissu dans son ensemble 

permet d’identifier les variations d’expression des gènes dans les principaux types 

cellulaires que sont les fibroblastes et les cellules EG. Cependant les cellules épithéliales 

luminales, immunitaires et endothéliales sont essentielles pour la mise en place de la 

réceptivité utérine et le maintien de la gestation. Leur étude nécessiterait la mise au point 

de protocoles d’isolement spécifiques. 

Enfin dans notre modèle les femelles sont abattues à 19 jpo. Le transcriptome de 

l’endomètre est donc analysé à un instant donné. Nous avons montré lors du premier 

chapitre que l’endomètre pouvait être prélevé par biopsies. La quantité de tissu ainsi 

obtenu (100 à 150 mg) est alors suffisante pour une analyse transcriptomique. Cette 

approche permettrait de prélever plusieurs fois les mêmes animaux et ainsi de mettre en 

place un suivi post partum des femelles LACT et DRY. De plus il ne serait plus nécessaire 

d’abattre les animaux et ils pourraient être réutilisés dans d’autres protocoles 

expérimentaux. En mutualisant ainsi les animaux, le coût des protocoles serait diminué et 

les effectifs pour chaque groupe pourraient potentiellement être augmentés afin 

d’améliorer la puissance statistique de nos études. 

  



- 172 - 
 

Modèle vitro : Surexpression de FOXL2 dans les cultures primaires de cellules 
endométriales bovines 

La ChIP, ou immuno précipitation de la chromatine, permet d’identifier les sites de 

fixations d’une protéine d’intérêt sur l’ADN. Réalisée à partir de tissu endométrial et d’un 

anticorps dirigé contre la protéine FOXL2 bovine, cette technique permettrait d’identifier 

les gènes cibles de FOXL2 in vivo. Cependant les anticorps dirigés contre la protéine FOXL2 

bovine, qu’ils proviennent d’un fournisseur ou ils aient été produits à notre demande 

(thèse C. Eozenou), ne sont pas suffisamment performants pour la ChIP. Nous avons donc 

opté pour l’utilisation de cellules endométriales bovines surexprimant FOXL2. Une lignée 

de cellules épithéliales endométriales d’origine bovine (BenEpC, Cryovial) est disponible 

mais nous avons choisi de travailler à partir de cultures primaires afin de rester le plus 

proche possible des cellules présentent dans l’endomètre in vivo. Des cultures primaires 

de fibroblastes et de cellules EG ont été développées en parallèle à partir de biopsies 

utérines de génisses de race Holstein. 

Au sein de l’endomètre, les fibroblastes et les cellules EG communiquent en 

permanence avec leur environnement et s’organisent en trois dimensions. Dans notre 

modèle in vitro, les fibroblastes et les cellules EG sont cultivés séparément et forment un 

tapis cellulaire à deux dimensions au fond de la boîte de culture. Ce modèle est 

classiquement utilisé dans les études de génomique fonctionnelle. Il est cependant 

possible de cultiver les cellules en trois dimensions et/ou en co culture pour mimer leur 

comportement in vivo. Ces cultures peuvent également être transfectées (Xu et al., 2016) 

mais les technologies actuellement disponibles ne sont pas adaptées aux cellules difficiles 

à transfectées telles que les cellules EG bovines. 
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Discussion et perspectives 

Les modifications post traductionnelles de FOXL2 

Les travaux de C. Eozenou ont mis en évidence la régulation de l’expression de FOXL2 

par la P4 au cours du cycle œstral (Eozenou et al., 2012 ; Eozenou et al., to be submitted, 

annexe 5). Cependant, l’expression de FOXL2 est affectée par le métabolisme maternel 

alors que les taux de P4 ne varient pas entre les vaches en lactation et les taries. Il existe 

donc dans l’endomètre un ou plusieurs autres facteurs capablent de réguler l’expression 

du transcrit FOXL2 ou l’activité de la protéine. La protéine FOXL2 peut subir plusieurs 

modifications post traductionnelles qui vont affecter son activité biologique, sa 

localisation cellulaire ou encore sa liaison avec les partenaires (Pisarska et al., 2011).  

La sumoylation est une modification post traductionnelle qui aboutit à la liaison 

covalente d’une ou plusieurs protéines SUMO (Small Ubiquitin-related Modifier) sur une 

lysine acceptrice de la protéine cible. Dans l’ovaire murin, l’enzyme Ubc9 (Ubiquitin 

Conjugating Enzyme 9) interagit avec la protéine FOXL2 et lui transfert un groupement 

SUMO. Cette modification est indispensable pour l’inhibition du gène StAR (Steroidogenic 

Acute Regulatory). Ce mécanisme permet de bloquer la différenciation des cellules de la 

granulosa et ainsi de contrôler le développement des follicules (Kuo et al., 2009; Georges 

et al., 2011).  

La phosphorylation de FOXL2 stimule son activité biologique. Dans l’ovaire, en absence 

de la kinase Last1 (Large tumour suppressor 1), FOXL2 n’est pas phosphorylée et son 

activité est diminuée. Les souris présentent alors un phénotype semblable à l’insuffisance 

ovarienne précoce observée lors de la déplétion du gène Foxl2 (Georges et al., 2013b). 

Enfin l’acétylation de FOXL2 stimule son activité biologique. Cette modification apparaît 

en cas de stress oxydatif ou encore thermique dans les cellules KGN. Lorsque la 

production de ROS est trop importante, l’acétylation de FOXL2 stimule son recrutement 

sur le promoteur du gène Sod2 et donc l’expression de l’enzyme antioxydante (Pisarska 

et al., 2011). La régulation réciproque entre Foxl2 et Sirt1 (Sirtuin 1), une désacétylase, 

permet aussi de moduler l’activité de FOXL2 dans ces cellules (Benayoun et al., 2011). 
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En tant que facteur de transcription, FOXL2 module l’expression de ces gènes cibles. 

Les modifications post traductionnelles ont un rôle crucial dans la régulation de son 

activité biologique. Lors de l’analyse des gènes cibles de FOXL2 dans le chapitre 3, nous 

avons supposé que les différences de régulation de l’AMH et de RGS2 entre les modèles 

vivo et vitro étaient dues à la disponibilité des cofacteurs dans les deux systèmes. 

Cependant les modifications post traductionnelles de FOXL2 peuvent aussi être à l’origine 

de cette variation. 

 

Evolution du facteur de transcription FOXL2 chez les vertébrés 

Chez les plantes comme chez les animaux, la reproduction est une fonction critique 

pour le maintien de l’espèce (Lodé, 2012). L’utérus est un organe spécifique des 

mammifères, dérivé des canaux de Müller. L’organogenèse, la morphogenèse et la 

différenciation fonctionnelle de l’organe sont des processus complexes (Spencer et al., 

2012). La perturbation de l’environnement utérin affecte profondément le 

développement du fœtus. Chez les mammifères, nous observons une conservation des 

voies de signalisations de la fonction reproductive. 

L’étude comparative de la séquence protéique de FOXL2 révèle que la séquence 

Forkhead présente environ 95% d’homologie chez les vertébrés et la séquence 

polyAlanine 100% d’homologie chez les mammifères. Chez ces derniers, l’expression 

ovarienne de FOXL2 débute au cours du développement embryonnaire précoce, avant 

même l’initiation de la folliculogenèse, et persiste jusqu’à l’âge adulte (Cocquet et al., 

2002). Chez les vertébrés non mammifères, la protéine FOXL2 est également exprimée 

précocement lors du développement des gonades de la femelle. Chez ces espèces il existe 

également un dimorphisme sexuel avec une absence d’expression de Foxl2 dans les 

gonades mâles de coq et une expression présente mais faible dans les gonades mâles de 

tortue (Loffler et al., 2003). Le pattern d’expression du gène FOXL2 est lui aussi fortement 

conservé ce qui en fait un gène majeur du développement et du maintien des gonades 

femelles chez les vertébrés. 

 

 



- 175 - 
 

Récemment l’expression de FOXL2 a été mise en évidence dans l’endomètre chez 

plusieurs espèces de mammifères (Eozenou et al., 2012; Bellessort et al., 2014; Governini 

et al., 2014). Au cours de ma thèse, nous avons identifié des fonctions biologiques régulées 

par FOXL2 dans les cellules endométriales. Certaines d’entre elles sont communes aux 

fonctions régulées par FOXL2 dans l’ovaire alors que d’autres sont spécifiques de du tissu 

utérin. Il semble que le gène FOXL2 ait acquis de nouvelles fonctions avec l’apparition d’un 

nouvel organe chez les mammifères. FOXL2 a un rôle crucial dans la physiologie des trois 

principaux organes de l’axe reproducteur (Fig 50) ce qui en fait un gène majeur de la 

détermination du sexe (Yano et al., 2012). 

 

Figure 50 : Mise à jour des gènes cibles de FOXL2 dans l’axe reproducteur chez la femelle. 
Les gènes en rouge sont stimulés par FOXL2 alors que les gènes en vert sont inhibés  

(d’après C. Eozrnou ; adapté de Benayoun and Veitia, 2011). 
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1. Annexes 

a- Gènes cibles putatifs de FOXL2 dans l’endomètre bovin. La liste des gènes a été 
obtenue par comparaison in silico des profils transcriptomiques de l’endomètre bovin 
(Mansouri-Attia et al., 2009) et des gène cibles de FOXL2 dans les cellules KGN 
(Batista et al., 2007) ; Thèse C. Eozenou 
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b- Protocole : Rétro transcription (RT) et PCR quantitative (qPCR) 

Les ARN totaux sont extraits par lyse des cellules dans du Trizol (Life Technologies) 

comme publié précédemment (Mansouri-Attia et al., 2009). Les échantillons sont purifés 

sur colonne Qiagen avec une étape de traitement à la DNAse (RNeasy mini kit; Qiagen). La 

quantité d’ARN ainsi que leur intégrité et pureté ont été analysés par Bioanalyzer Agilent 

2100 (plateforme @BRIDGe-ICE, INRA Jouy-en-Josas). Les ARN totaux sont stockés à  

-80°C avant l’analyse. 

500 ng d’ARN totaux purifiés sont rétrotranscrits en ADNc par l’enzyme Maxima 

(Thermo Fisher Scientific) dans 20 µl. La réaction de RT-qPCR est réalisée avec le Master 

mix SYBR Green et le système Step One Plus (Applied Biosystem). Les primers 

(Eurogentec) ont été dessinés avec Primer express (logiciel version 3.0, Applied 

Biosystem) afin d’amplifier spécifiquement les gènes de ménage (C2ORF29, GAPDH, 

RPL19, SLC30A6, SUZ12) et les gènes d’intérêt. 

 

c- Table des primers des gènes de ménage utilisés en RT-qPCR 

 

 

d- Protocole : Immunocytochimie 

Les cellules endométriales sont cultivées sur lamelles stériles de 12 mm et fixées en 

PAF 4% pendant 10 min à température ambiante puis rincées en PBS avec Ca2+ et Mg2+. 

Les lamelles sont incubées en tampon citrate (sodium citrate 0,01M ; pH 6) 5 min à 

température ambiante puis 10 min à 80°C. L’activité péroxidase endogène des cellules est 

inactivée par un traitement d’H2O2 à 0,01% (Sigma-Aldrich). Les cellules sont incubées 

toute la nuit à 4°C en présence de l’anticorps dirigé contre FOXL2 produit chez le lapin 

(dilution 1:250 ; Eozenou et al., 2012) en tampon phosphate (0,1M ; pH 7,4 + 2% BSA et 

1% Normal Donkey Serum). Après rinçage en tampon phosphate (0,1M ; pH 7,4 + 2% 
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BSA), les cellules sont incubées avec l’anticorps anti-IgG de lapin produit chez la chèvre 

(dilution 1:1000, Ab6720, Abcam) pendant 1h à température ambiante. Les lamelles sont 

lavées en tampon phosphate + 2% BSA et incubées 1h avec le kit ABC Vector (Vectastain 

Elite ABC kit, Vector Labs) en tampon Tris (Tris 50 mM + NaCl 1,15M et pH 7,5). Elles sont 

rincées puis incubées 5 min avec du Diaminobenzidine-Nickel en tampon Tris. Les lames 

sont montées avec le milieu Eukitt (Sigma-Aldrich). Les images ont été prises avec le 

Nanozoomer Digital Pathology System et analysées avec le logiciel NDP View 

(Nanozoomer Digital Pathology Virtual Slide software, Hamamatsu). 

 

e- Carte du plasmide GFPmax (Lonza). Plasmide contenant la protéine fluorescente 
verte (Green Fluorescent Protein) du copépode Pontellina p. 

 

 

f- Protocole de transfection par lipofection 

Le protocole de lipofection avec le Xtreme Gene (Roche) est le même que celui de la 

plupart des lipofectants. Dans un premier temps, le plasmide ADN est dilué à la 

concentration voulue dans de l’OptiMEM (Sigma-Aldrich). Le lipofectant est ensuite ajouté 

au plasmide en prenant soin de ne pas toucher les parois du tube. Les complexes 

plasmide-lipofectant sont formés pendant 15 min à température ambiante. Ils sont alors 

ajoutés au goutte à goutte. Les cellules sont incubées 24h à 38°C et 5% de CO2 avant 

l’analyse. 
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g- Protocole de transfection par électroporation 

Les fibroblastes sont transfectés avec le kit Lonza AmaxaTM Basic Nucleofector pour 

cultures primaires de cellules stromales. Les cellules épithéliales glandulaires sont 

transfectés avec le kit Lonza AmaxaTM Basic Nucleofector pour cultures primaires de 

cellules épithéliales de mammifères. Les cellules sont dans un premier temps décollées de 

leur support par trypsination douce (TryplExpress, Gibco). Elles sont quantifiées par 

spectométrie à 490 nm. Environ 106 de cellules sont aliquotées et centrifugées à 90 g 

pendant 10 min à température ambiante. Le culot de cellules est ressuspendu lentement 

dans 100 µl de tampon Nucleofector à température ambiante. Deux µg de plasmide sont 

ajoutés à la suspension cellulaire puis celle-ci est transférée dans une cuvette 

d’électroporation. La cuvette est insérée dans l’électroporateur Amaxa (Lonza) et le 

programme sélectionné est lancé. Une fois le programme terminé, 500 µl de milieu de 

culture complet à 38°C sont ajoutés dans la cuvette d’électroporation. Les cellules sont 

immédiatement transférées dans des boîtes de cultures en milieu complet et incubées à 

38°C et 5% de CO2 pendant 24h. 

 

h- Protocole de transfection par magnétofection 

Les cellules sont déprivées en antibiotique 24h avant la transfection. La transfection 

est réalisée en puits de culture de diamètre 22 mm. Pour chaque puit, le plasmide est 

préparé dans 100µl de DMEM-F12 (1,6 µg pour les fibroblastes et 3,2 µg pour les cellules 

EG) et la lipofectamine (Invitrogen) est diluée à part dans 100 µl de DMEM-F12 (4 µl pour 

les fibroblastes et 6,4 µl pour les cellules EG). Les solutions de plasmide et de lipofectant 

sont poolées et incubées 5 min à 38°C. Ensuite nous ajoutons 1,6 µl de suspension de 

nanoparticules magnétiques (CombiMag, OzBiosciences) et homogénéisons doucement à 

la pipette. La préparation est incubée 20 min à 38°C puis distribuée sur les cellules au 

goutte à goutte. Le milieu est homogénéisé. Les cellules sont incubées 20 min à 38°C et 

5% de CO2 sur la plaque magnétique puis laissées 24h à 38°C et 5% de CO2.  
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i- Carte du plasmide pSG5. Le gène FOXL2 caprin y est inséré en utilisant les sites de 
restriction BamH1 (http://www.genomics.agilent.com) 
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j- Séquence du gène FOXL2 caprin intégré au plasmide pSG5. Rouge : séquence du 
gène FOXL2 caprin ; Vert : primers pour l’amplification du cadre de lecture de FOXL2 
lors du clonage du plasmide pSG5 ; Bleu : site de restriction BamH1 utilisé pour 
l’intégration du gène FOXL2 dans le plasmide pSG5 ; Jaune : domaine de liaison à l’ADN 
du gène FOXL2 (d’après M. Pannetier). 
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2. Communications orales 

GDR Repro 2015, Rennes (France) 

FOXL2 is a new progesterone-regulated gene in the endometrium 

Audrey Lesage-Padilla1*, Caroline Eozenou1*, Gareth Healey2, Takashi Shimizu3, Jean-François 
Oudin1, Daniel Vaiman4, Akio Myamoto3, I Martin Sheldon2, Pierrette Reinaud1, Gilles 
Charpigny1, Maëlle Pannetier1, Olivier Sandra1 

1 INRA, UMR1198 Biologie du Développement et Reproduction, Jouy-en-Josas, France 
2 Centre for Reproductive Immunology, Swansea University, Swansea, UK 
3 Obihiro University of Agriculture and Veterinary Medicine, Hokkaido, Japan 
4 Institut Cochin, INSERM U1016, Paris, France 
* co-first authors; audrey.lesage@jouy.inra.fr 

In mammals, mutual actions of estrogens and progesterone on their uterine receptors 
are essential for endometrium receptivity and conceptus implantation. In cattle we 
showed that FOXL2 -a key gene for ovarian differentiation and maintenance- is expressed 
and regulated in endometrium during oestrous cycle, a finding confirmed in murine and 
human endometrium. The present study aims to determine if FOXL2 is a progesterone-
target gene in the bovine endometrium. Using various experimental models in cattle, our 
results indicated (i) a negative correlation between FOXL2 gene expression and 
progesterone (P4) blood levels (ii) a significant reduction of FOXL2 transcript level in 
ovariectomized cows supplemented with P4 for 6 days (2.2-fold vs. control 
ovariectomized cows, P < 0.05) (iii) a significant decrease in FOXL2 mRNA level in bovine 
endometrial explants incubated with P4 (10-5 M) for 48h (2.4-fold vs. control explants, P 
< 0.05). No impact of oestradiol on FOXL2 gene expression was detected in these 
conditions. In order to confirm the regulation of FOXL2 promoter by P4, COS7 cells were 
transfected with a caprine FOXL2 reporter gene and progesterone receptor (PR) A or B 
expression vectors. In the presence of PRA and PRB, P4 (10-7 M) stimulated the activity 
of FOXL2 promoter (2.8-fold). Mutation of the P4 Response Element (PRE) in the caprine 
FOXL2 promoter abrogated the activity of this promoter in P4-treated COS7 cells 
overexpressing PRA/PRB. Collectively, our data show that reduced FOXL2 expression in 
the endometrium during the luteal phase results from the down-regulation of PRA/B 
known to occur in the presence of P4. Determining the biological actions of FOXL2 will be 
mandatory to define the contribution of this transcription factor in the regulation of 
sensor and driver properties of the endometrium.  

Supported by ANR-08-GENM-037, INRA PHASE division and MESR 
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ICAR 2016, Tours (France) 

Maternal metabolism affects endometrial FOXL2 gene expression at 
implantation in dairy cattle 

Audrey Lesage-Padilla1, Mélanie Poirée1, Niamh Forde2, Corinne Giraud-Delville1, Olivier 
Desnoes3, Pascal Salvetti3, Pat Lonergan2, Gilles Charpigny1, Olivier Sandra1 

1 UMR BDR, INRA, ENVA, Université Paris Saclay, 78350, Jouy en Josas, France  
2 School of Agriculture and Food Science, University College Dublin, Belfield, Dublin 4, Ireland 
3 Allice, Station de phénotypage, Le Perroi, 37380 Nouzilly, France 

In high-producing dairy cattle, reproductive efficiency is low as a consequence of 
intensive selection for increased milk production. This sub-fertility is associated with 
pregnancy failures that mainly occur during the first month of pregnancy [1]. In addition, 
pre-conceptional status of pregnant females has been reported to affect progeny 
performance after birth [2]. Whilst a relationship between intensive milk production and 
oocyte quality as well as embryo development has been established [3, 4], few analyses 
have examined endometrium-conceptus interactions at the initiation of implantation, a 
critical milestone in pregnancy. The present study aimed to investigate the impact of a 
contrasted maternal metabolism on endometrium physiology at implantation. 
Primiparous Holstein–Friesian dairy cows were dried immediately after parturition (DRY 
group) or milked twice daily (LACT group). Between day 65 and 75 post-partum, oestrous 
cycle was synchronized and a single embryo derived from superovulated Holstein-
Friesian heifers was transferred to each cyclic female at Day 7 post-oestrus. After 
slaughter at Day 19 post-oestrus, concepti were recovered from pregnant females (DRY, 
n=8; LACT, n=5) and endometrial caruncular (CAR) and intercaruncular areas (ICAR) 
were dissected from the uterine horn ipsilateral to the corpus luteum. Using total RNA 
and real-time PCR, we analysed the expression of a selection of endometrial genes known 
to be regulated by the presence of the conceptus (PLET1, SOCS6) and by interferon tau 
(STAT1, RSAD2, SOCS1, SOCS3) or involved in progesterone (FOXL2, SCARA5) 
prostaglandin (PTGS2) and oxidative stress (CAT, SOD1, SOD2) molecular pathways. 
Statistical analyses were run using SYSTAT software. Variance analyses revealed a 
significant impact of the maternal metabolic status on FOXL2 (P<0.002; DRY/LACT fold-
ratio=2.1 in CAR and ICAR) and SOD2 (P<0.04; DRY/LACT fold-ratio=0.8 in CAR and ICAR) 
mRNA expression. SOD2 transcript levels were increased in pregnant endometrium 
compared to non-pregnant heifers after embryo transfer (fold-ratio = 2.47 and 3.45 in 
CAR and ICAR respectively, P<0.01). Collectively, our findings prompt the need for 
deciphering the contribution of FOXL2 to endometrial physiology in the context of 
contrasting metabolic status in dairy cows. 

[1] Diskin MG, Morris DG. Embryonic and early foetal losses incattle and other ruminants. Reprod Domest Anim 2008; 43 (Suppl. 
2),260–267. 

[2] González-Recio O, Ugarte E, Bach A. Trans-generational effect of maternal lactation during pregnancy: a Holstein cow model. 
PLoS One 2012,7(12):e51816. 

[3] Valour D et al. Dairy cattle reproduction is a tightly regulated genetic process: Highlights on genes, pathways, and biological 
processes. Animal Frontiers 2015, 5(1), 32-41. 
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3. Posters 

GDR Repro 2015, Rennes (France) 
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Journée de l’école doctorale 2015 (1er prix poster, Section Reproduction) 
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ICAR 2016, Tours (France) 
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SRF 2016, Winchester (United Kingdom) 
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4. Publications supplémentaires  
 

 

 

 

 

 

Analysis of STAT1 expression and biological activity 
reveals interferon-tau-dependent STAT1-regulated 

SOCS genes in the bovine endometrium 

 

A. Vitorino Carvalho, C. Eozenou, G. D. Healey, N. Forde, P. Reinaud, M. Chebrout, L. Gall, 
N. Rodde, A. Lesage-Padilla, C. Giraud Delville, M. Leveugle, C. Richard, I. M. Sheldon, P. 

Lonergan, G. Jolivet and O. Sandra 

 

Reproduction, Fertility and Development, 2016 Mar;28(4):459-74. 
doi: 10.1071/RD14034. 
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FOXL2 is a P4 target gene 
in the ruminant endometrium 

 

C. Eozenou, A. Lesage-Padilla, M. Pannetier, V. Mauffré, S. Camous, G. D. Healey, P. 
Bolifraud, C. Giraud Delville, D. Vaiman, T. Shimizu, A. Miyamoto, I. M. Sheldon, F. 

Constant and O. Sandra 

 

To be submitted. 
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5. Collaborations 

a- SSR 2017 

Extracellular Vesicles from Early Pregnant Uterine Fluids Promote 
Expression of Implantation-Related Markers in Ovine Endometrium. 

Laurent Galio, Kais Hussain Al-Gubory, Juliette Cognié, Pierrette Reinaud, Corinne Giraud-Delville, 
Soahary Jean-René, Mariam Raliou, Audrey Lesage-Padilla, Gilles Charpigny, Christine Péchoux, 
Pierre Adenot, Corinne Cotinot, Olivier Sandra. 

 

UMR BDR, INRA, ENVA, Université Paris Saclay, Jouy en Josas, France; PRC, CNRS, IFCE, INRA, 
Université de Tours, 
Nouzilly, France; GABI, INRA, Agroparistech, Université Paris-Saclay, Jouy-en-Josas, France; MIMA2 
Platform, INRA, Jouy en Josas, France. 
 

Extracellular vesicles (EVs) are crucial for intercellular communications and they may play 
important role in the delivery of molecular messages during the pre-implantation period of 
pregnancy. EVs have been isolated from uterine luminal fluid (ULF) in human and sheep. Recent 
data have provided evidence that EVs contained in ovine ULF can penetrate endometrial epithelial 
cells after a 6-days infusion in vivo. Nevertheless, embryo implantation involves rapid and 
dynamic changes in molecular interactions with the endometrium. Our present work aims to 
determine whether EVs collected from ULF interact with endometrial epithelial cells and modify 
cell physiology after a short time of in vitro and in vivo incubation conditions. Primary cultures of 
endometrial epithelial cells were derived from ovine uteri on day 12 post-oestrus. EVs were 
purified from ovine ULFs on Day 14 of pregnancy (2 days before conceptus implantation). The 
presence of EVs in ULF was confirmed by transmission electron microscopic observation. ULF EVs 
were labeled with lipophilic PKH26 fluorescent dye and then incubated with primary cultures of 
epithelial cells during 30 min to 24h. Confocal microscopy analyses revealed an uptake of EVs as 
early as 30 minutes after incubation, followed by a progressive increase of intracellular 
fluorescence up to 6 hours. For the in vivo study, ovine ULF EVs isolated on Day 14 of pregnancy 
were labeled with PKH26 fluorescent dye and infused into the uterine lumen of cyclic ewes on Day 
12 post-oestrus. After 24h, numerous epithelial cells from the luminal layer and superficial glands 
exhibited an intensive fluorescence signal, whereas deep endometrial glands displayed few 
fluorescent cells. No signal was detectable in the stroma. The impact of EVs on endometrial 
function was investigated by quantifying transcript expression of a selection of endometrial genes. 
First data pointed out that expression of two genes, including the Myxovirus-Resistance Protein 
(MX1) was up-regulated following EVs uptake by the endometrial epithelium. This work provides 
first evidence that ovine EVs from pregnant ULF can (i) enter in endometrial epithelial cells within 
30 min in vitro or 24h in vivo (ii) modulate expression of endometrial gene expression known to 
be critical for embryo implantation. These results suggest a critical role for EVs in the preparation 
of endometrium when implantation iniates. 
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b- Fertility 2018 

Aged endometrium displays perturbations of inflammation-related 
molecular pathways compared with fertile endometrium in cattle 

Olivier Sandra, Maud Pez, Audrey Lesage-Padilla, Pierrette Reinaud, Luc Jouneau, Sophie Mockly, 
Anais Vitorino Carvalho, Christophe Richard, Valérie Gelin, Corinne Giraud-Delville, Catherine 
Archilla, Marco Moroldo, François Vialard, Véronique Duranthon, Pierre Germon, Hélène Jammes, 
Gilles Charpigny 

 

UMR BDR, INRA, ENVA, Université Paris Saclay, 78350, Jouy en Josas, France 
ISP, INRA, Université François Rabelais de Tours, UMR 1282, Nouzilly, France. 
Unité Commune d'Expérimentation Animale de Bressonvilliers (UCEA), INRA, 91030 Leudeville, 
France. 
GABI, AgroParisTech, INRA, Université Paris-Saclay, F-78350, Jouy-en-Josas, France. 
GIG - EA 7404Université de Versailles-Saint-Quentin-en-Yvelines, Université Paris-Saclay, Unité de 
Formation et de Recherche des Sciences de la Santé Simone Veil, Montigny-le-Bretonneux, France. 
 

Ageing is a physiological process defined by cellular perturbations of tissue and organ 
functions. In women, age at first pregnancy has been reported to gradually increase. Decline in 
reproductive performances has been associated with ageing and has been essentially investigated 
in the ovarian function, in term of quality and quantity of oocytes. Nevertheless, pregnancy issue 
and post-natal health also rely on the active contribution of the endometrium as early as 
implantation takes place. The objective of our study was to evaluate the consequences of maternal 
ageing on the endometrium using a model of bovine females generated from the same bovine 
somatic cell line. Old heifers (OH group; n=8; mean age: 13.1±0.2 y) and younger females of proven 
fertility (primiparous cows; PC group; n=9; mean age: 4.6±0.3 y) were oestrus synchronized and 
endometrial biopsies were taken at Day 15 post-estrus. Transcriptional profiles were determined 
(n=4 females/group) using a non commercial bovine oligoarray representing 23,926 unique 
genes. No significant differentially expressed gene was identified in the [OH group vs. PC group] 
comparison (adjusted P-value<0.05). Nevertheless Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) unveils 
significant perturbations of various molecular pathways in the endometrium of OH group 
including “myogenesis”, “IFN alpha response”, and “TNF alpha signaling” pathways. To evaluate 
how OH and PC endometrium responds to embryonic factors, primary cultures of fibroblasts (F) 
or glandular epithelial (GE) cells were derived from endometrial biopsies (n=3 animals/group) 
and incubated with recombinant interferon-tau (100 ng/ml). In GE cells treated with interferon-
tau for 1h, fold induction of MX1 and RSAD2 transcripts was significantly lower (OH group vs. PC 
group: 0.32 vs. 1.71 and 13.65 vs. 47.02 respectively, P<0.01). Our data illustrate age-dependent 
modifications of endometrial physiology that may modify interactions with the embryo at 
implantation. Detrimental consequences on progression of pregnancy and progeny health will 
deserve further studies. 

 



 

Titre : Rôles de FOXL2 dans la physiologie endométriale chez les bovins 

Mots clés : Bovin, utérus, facteur de transcription, métabolisme, gestation, transcriptomique 

Résumé : L'implantation est une étape cruciale de la gestation et du développement post-natal chez 
les mammifères. L'implantation est définie comme l'établissement d'interactions cellulaires et 
permanentes entre un endomètre réceptif et un embryon compétent et synchronisé. L'endomètre est 
un capteur (sensor) biologique de qualité embryonnaire qui conduit la trajectoire de développement 
du conceptus jusqu'à terme. Les données préalables de notre équipe et d'autres ont suggéré que 
FOXL2 - un facteur de transcription clé pour l'établissement et le maintien de la fonction ovarienne – 
pourrait avoir des rôles biologiques majeurs dans le développement et les fonctions de l'endomètre 
chez les mammifères. L'objectif de mon travail était de comprendre dans quelle mesure FOXL2 
contribue à la régulation de la fonction endométriale chez les bovins laitiers. Nous avons d'abord 
évalué les conséquences des variations du métabolisme maternel sur l'expression endométriale de 
FOXL2 et une sélection de gènes candidats. Notre étude a mis en évidence que, chez les femelles 
Holstein primipares taries immédiatement après le vêlage, l'expression de FOXL2 est augmentée alors 
que l'expression des enzymes antioxydantes est diminuée dans l'endomètre lors de l'implantation.  
Grâce à un modèle in vitro de cultures primaires de cellules endométriales bovines (fibroblastes et 
cellules épithéliales glandulaires) surexprimant transitoirement FOXL2, nous avons pu montrer que 
l'expression des gènes codant pour les enzymes antioxydantes n’est pas dépendante de FOXL2. Sur la 
base de notre modèle expérimental in vitro, les profils d'expression des gènes ont ensuite été 
déterminés à l'aide d'un oligoarray bovin non commercial. L’analyse des données a révélé une 
variation de l’identité des gènes cible de FOXL2 en fonction du type cellulaire considéré. Comme dans 
l'ovaire, FOXL2  régule des gènes liés à "la réponse immunitaire", "l’apoptose" et "la détermination du 
sexe". Nos résultats ont également mis en évidence la régulation par FOXL2 de fonctions spécifiques 
de l'endomètre, telles que «la réponse à l'interféron de type I» et «la modification de matrice 
extracellulaire». En somme, nos données mettent en lumière le rôle de FOXL2 dans la régulation de la 
physiologie endométriale bovine. Ses fonctions biologiques mériteraient d'être analysées et 
comparées chez d'autres espèces de mammifères. 

 

Title : FOXL2 functions in endometrial physiology in cattle 

Keywords : Cattle, uterus, transcription factor, metabolism, pregnancy, transcriptomic 

Abstract : Implantation is a critical milestone ensuring a successful pregnancy and normal post-natal 
development in mammals. Implantation is defined as the establishment of cellular and permanent 
interactions between a receptive endometrium and a competent and synchronised embryo. 
Endometrium has been proposed to be a biological sensor of embryo quality that drives the 
developmental trajectory of the conceptus until term. Previous data from our team and others have 
suggested major biological roles for FOXL2 – a key transcription factor for the establishment and 
maintenance of ovarian function- in the development and functions of the mammalian endometrium. 
The aim of my work was to provide new insights on the contribution of FOXL2 to the regulation of the 
endometrial function in dairy cattle. We first evaluated the consequences of variations in maternal 
metabolism on the endometrial expression of FOXL2 and a selection of candidate genes. Our data 
demonstrated that, in Holstein primiparous females dried immediately after parturition, FOXL2 
expression was increased whereas antioxidant enzymes expression was decreased in the 
endometrium at implantation. Using an in vitro model of primary cultures of bovine endometrial cells 
(fibroblasts and glandular epithelial cells) transiently overexpressing FOXL2, expression of genes 
encoding antioxidant enzymes did not appear to be FOXL2 dependant. Based on our in vitro 
experimental model, gene expression profiles were then determined using a bovine custom 
oligoarray. Data analyses unveil differences in FOXL2-regulated genes according to endometrial cell 
origin. As in the ovary, FOXL2 regulated sets of genes related to "immune response", "apoptosis" and 
"sex determination". Our results also highlighted regulation of endometrium-specific genes by FOXL2 
including “response to type I interferon” and “extracellular matrix modification”. Altogether our data 
support the involvement of FOXL2 in the regulation of bovine endometrial physiology that deserves 
to be analyzed in other mammalian species. 

 


