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Préface
Mécanisme essentiel par lequel les espèces s’adaptent à leur environnement au fur et à mesure des générations, la reproduction sexuée est un des phénomènes les plus complexes de la vie. Elle permet la copie presque à l’identique des individus parents, mais la recombinaison des allèles qui y est associée permet également, à chaque génération, l’émergence d’individus nouveaux, dont certains sont mieux adaptés aux changements du milieu, ce qui va conditionner la survie de l’espèce. Sur le plan biologique, c’est aussi une des étapes qui reste encore les plus mystérieuses du cycle de la vie, celle où le nouvel individu à naître passe par un stade unicellulaire, tout son potentiel à venir étant porté par cette cellule unique. Chez les mammifères, l’individu adulte est organisé pour aboutir à la production de cette nouvelle génération : la régulation fine de l’activité d’un nombre très limité de neurones du système nerveux central, l’hypophyse, les gonades, l'utérus, la mamelle, concourent finalement à la gestation puis à l’allaitement avec ses caractéristiques comportementales associées conduisant à un attachement fort entre la mère et son jeune. Ces caractéristiques mammaliennes très abouties, qui permettent au jeune de naître à un stade très avancé, conditionnent l’établissement d’un lien solide entre générations. Le concept récemment redécouvert de programmation fœtale a également permis de révéler que la vie in utero conditionnait, par une « empreinte » stable dans le temps, certaines caractéristiques de l’individu pour sa vie entière.
Très tôt dans l’histoire de la science, la reproduction sexuée est apparue comme un des mystères majeurs de la vie et ce n’est que relativement récemment que ses mécanismes fondamentaux ont été élucidés. L’intérêt était d’abord celui de la reproduction humaine puisque, jusqu’au milieu du xxe siècle, de nombreux couples restaient sans descendance. Il s’agissait aussi d’une des étapes clés à mieux comprendre et à maîtriser dans le domaine de l’élevage, pour espérer pouvoir faire progresser la valeur génétique des animaux, augmenter la production et contrôler l’élaboration des produits animaux.
Les travaux conduits dans le domaine de la reproduction humaine sont liés à des problèmes de fertilité, sans doute existants depuis très longtemps dans les populations, mais que les conditions de vie « modernes », telles que l’augmentation de l’âge à la procréation, le surpoids et l’obésité, l’anorexie et/ou la maigreur excessive, l’exposition aux perturbateurs endocriniens, etc., ont révélé de manière plus apparente, voire ont provoqué. La mise au point de l’insémination artificielle (IA), puis de la fécondation in vitro, de la congélation des embryons et de toutes les techniques associées, ont permis de proposer à un très grand nombre de couples de résoudre leurs problèmes spécifiques. Dans tous ces domaines, Charles Thibault (1919-2003), directeur de recherche à l’Inra puis professeur à Paris VI, à qui cet ouvrage est dédié, a été non seulement un acteur engagé, mais également un visionnaire accompli. Ainsi, il a expérimenté chez l’animal et convaincu, au sein de son DEA (diplôme d’études approfondies) de Paris VI, ses élèves médecins, vétérinaires, biologistes ou agronomes de considérer l’unicité des mécanismes reproductifs dans les différentes espèces et d’en tirer les conséquences pour la connaissance des mécanismes et la mise au point de techniques de maîtrise de la fertilité. Il a aussi su inciter au développement de collaborations entre les différents chercheurs et praticiens en leur suggérant des pistes de collaborations et en créant la Société française pour l’étude de la fertilité, à l’instar de son équivalent anglais bien connu de Charles Thibault.
Chez l’homme, le recours à l’assistance médicale à la procréation (AMP) est maintenant très répandu et plus de vingt mille enfants naissent chaque année en France suite à la mise en œuvre de ces techniques. Plus récemment, la recherche clinique s’est tournée vers la résolution de la baisse décennale de production de spermatozoïdes chez l’homme, dont on pense qu’elle puisse être liée à l’effet de perturbateurs endocriniens.
Chez les animaux d’élevage, depuis plus de cinquante ans, la maîtrise de la reproduction animale par IA, en particulier chez les bovins, mais également dans toutes les autres espèces d’élevage, permet non seulement la dissociation dans le temps et l’espace entre la production de spermatozoïdes et la naissance des descendants, mais également une augmentation considérable du nombre de filles et fils par taureau. Ces trois caractéristiques ont rendu possible une estimation fiable de la valeur génétique des jeunes mâles par testage sur descendance, puis la diffusion ultérieure de leur semence et de leurs gènes, qui fait l’objet d’une compétition internationale intense. L’augmentation de productivité des élevages porcins est également due à l’utilisation de l’IA qui permet l’introduction de génotypes plus prolifiques. Chez les ovins et les caprins, cette utilisation de l’IA est également associée à un désaisonnement de la production, utile pour satisfaire la demande régulière sur l’année. La production, in vivo et/ou in vitro, la collecte et le transfert d’embryons, congelés ou non, d’adoption plus récente, sont aussi des outils très utiles pour le progrès génétique par la voie femelle, mais également pour les échanges internationaux qui se font, désormais, quasi exclusivement par échange d’embryons congelés d’un pays à l’autre, préservant ainsi les cheptels de la transmission de maladies généralement associées à l’échange d’animaux vivants. Enfin, chez les volailles et les poissons, la maîtrise de la reproduction a été un des chaînons essentiels du formidable accroissement de la production. Charles Thibault a été un des initiateurs de ces programmes de recherche appliquée en France, au sein de l’Inra dès la fin des années 1940, d’abord en créant un laboratoire à Jouy-en-Josas, puis le département de physiologie animale de l’Inra, en charge de ces questions. À l’heure actuelle, dans ces espèces, les progrès sont continus et les possibilités très vastes ; la seule limite étant de plus en plus fréquemment, les critiques sur l’instrumentalisation de la production et les considérations éthiques et de bien-être animal qui y sont associées.
Cet ouvrage s’inscrit dans la continuité des deux ouvrages précédents que Charles Thibault a coordonnés avec Marie-Claire Levasseur[1]. Les coordinatrices et auteurs de celui-ci revendiquent une filiation par rapport aux éditions précédentes. En effet, Charles Thibault attachait un soin tout particulier à l’intérêt d’une communication étroite entre les différents « corps de métier » s’intéressant à la reproduction, chercheurs, médecins, agronomes, vétérinaires. Ce livre en est une illustration, tant sont variées les origines des auteurs, leurs préoccupations et les différentes espèces animales sur lesquelles ils travaillent.
Ainsi que Charles Thibault nous l’enseignait dans son DEA, il existe une grande unicité des mécanismes reproductifs entre espèces : la vision générale et intégrée de ces processus est non seulement d’un intérêt scientifique certain, mais encore très utile aux raisonnements sous-tendant les techniques de maîtrise de la reproduction, que ce soit chez l’homme ou chez les animaux. Beaucoup de choses ont été découvertes depuis 1954, date à laquelle Charles Thibault réussissait pour la première fois la fécondation in vitro chez la lapine, mais beaucoup de choses restent à explorer. Cet ouvrage a l’ambition d’aider les étudiants, les chercheurs et les enseignants à faire le point sur les connaissances actuelles en matière de biologie de la reproduction, mais il espère également donner à ceux qui ne l’auraient pas déjà, l’envie de se plonger dans les mécanismes de reproduction, pilier essentiel de la vie sur la Terre.
Philippe Chemineau
Directeur de recherche Inra
Ancien élève du DEA de Charles Thibault (1977-1978)

 1Thibault C., Levasseur M.C., coord., 1991. La reproduction chez les mammifères et l’homme, Éditions Ellipses-INRA, 768 p.




Chapitre 1

La différenciation sexuelle des gonades et de l’appareil génital

Eric Pailhoux, Maëlle Pannetier, Béatrice Mandon-Pépin

Chez les mammifères, comme chez toutes les espèces ayant un déterminisme du sexe génétique (Genetic Sex Determination, GSD), le sexe génétique, ou chromosomique, se met en place à la fécondation (figure 1.1). Le choix du sexe génétique dépend du chromosome sexuel apporté par le gamète fécondant du parent hétérogamétique. Chez l’ensemble des mammifères, le parent hétérogamétique est le mâle, porteur de deux gonosomes (ou chromosomes sexuels) distincts nommés conventionnellement Y et X (on parle d’un système XX/XY). Chez les espèces possédant une hétérogamétie femelle, les gonosomes sont nommés W et Z et on parle d’un système ZZ/ZW. Ce système est rencontré chez certains poissons, batraciens, et reptiles ainsi que chez les oiseaux.

La seconde étape de la différenciation sexuelle est la différenciation des gonades, contrôlée par le sexe génétique (figure 1.1). Chez les mammifères thériens (marsupiaux et placentaires), un seul gène gonosomique, porté par le chromosome Y est nécessaire et suffisant pour induire la différenciation testiculaire : il s’agit du gène SRY (Sex-determining Region of Y chromosome). Son ablation, par délétion ou mutation, entraîne une inversion sexuelle de type femelle XY (décrite chez l’homme, la souris, le taureau, le cheval) ; à l’inverse, la présence du gène SRY chez un individu XX entraîne une inversion sexuelle de type mâle XX (démontrée chez l’homme lors de translocations et chez la souris par transgénèse).

Dès les premières étapes de la différenciation gonadique, la gonade va produire les hormones sexuelles stéroïdiennes : androgènes chez le mâle et œstrogènes chez la femelle. En plus des androgènes, le testicule fœtal produit une deuxième hormone clé, l’AMH (Anti-Müllerian Hormone). C’est par le biais des hormones testiculaires (androgènes et AMH) que les organes génitaux internes et externes vont à leur tour se différencier chez le mâle (figure 1.1, et voir La différenciation du tractus génital [image: ]). Les sécrétions hormonales testiculaires et ovariennes jouent également un rôle crucial dans la mise en place des caractères présentant un dimorphisme sexuel (masculinisation de certaines zones du cerveau, comportement sexuel — chapitre 16 —, métabolisme hépatique, caractères sexuels secondaires).

La différenciation des gonades est donc une étape primordiale dans la mise en place du sexe de l’individu. Une différenciation gonadique inverse par rapport au sexe génétique (testicules chez des XX, ovaires ou agénésie gonadique chez des XY) entraîne une inversion sexuelle complète de l’individu ; une différenciation gonadique imparfaite (présence simultanée d’ovaires et de testicules) entraîne des phénotypes d’hermaphrodisme.
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Figure 1.1. Grandes étapes de la différenciation sexuelle chez les mammifères.

La différenciation sexuelle chez les mammifères se déroule en trois grandes étapes : la détermination du sexe génétique, puis gonadique, puis phénotypique. La détermination du sexe génétique se réalise à la fécondation et dépend du chromosome sexuel X ou Y apporté par le spermatozoïde. La différenciation du sexe gonadique se fait en conformité avec le sexe génétique, sous la dépendance d’un gène de différenciation testiculaire porté par le chromosome Y, SRY. La différenciation du sexe phénotypique est contrôlée par la production hormonale des gonades, au cours de la vie fœtale puis au moment de la puberté.


Aspects cellulaires de la différenciation gonadique

Par leurs deux fonctions, endocrine et exocrine, les gonades sont à la base de la différenciation sexuelle de l’individu, de ses capacités reproductives et par extension, du maintien de l’espèce. La gonade présente deux caractéristiques spécifiques. En premier lieu, c’est le seul organe assurant le maintien de la lignée germinale et son développement en cellules haploïdes hautement différenciées : les gamètes. Autrement dit, la gonade est le seul organe dans lequel se réalise la division réductionnelle du patrimoine génétique de l’individu : la méiose. En second lieu, c’est le seul organe qui possède, à l’origine de sa formation, une double potentialité (bi-potentiel), à savoir la possibilité de se différencier en testicule ou en ovaire. Dans les deux sexes, les gonades se forment à partir du rein intermédiaire appelé mésonéphros. Cet organe situé dans la cavité abdominale à côté du rein définitif (métanéphros), est le siège de la formation des gonades et d’une partie du tractus génital, puis dégénère au cours du développement fœtal (disparu à la naissance). Les ébauches gonadiques, également nommées crêtes génitales, se forment sur la face interne du mésonéphros, par multiplication des cellules de l’épithélium cœlomique et des cellules du mésenchyme sous-jacent. C’est durant cette période de formation des crêtes génitales, que les précurseurs des cellules germinales, qui se différencient dans les tissus extra-embryonnaires, à la base de l’allantoïde, vont migrer et coloniser les crêtes génitales (figure 1.2) pour constituer le stock de cellules germinales primordiales (Primordial Germ Cells, PGC). Les PGC se multiplient durant leur migration et après leur arrivée dans les crêtes génitales. La migration fait intervenir des mécanismes de chimiotactisme cellulaire où le facteur KITLG (KIT-Ligand, molécule sécrétée) et son récepteur membranaire KIT (exprimé par les PGC) jouent un rôle prépondérant. Ces deux facteurs sont également impliqués dans la multiplication des PGC. La formation des crêtes génitales et leur colonisation par les PGC sont identiques dans les deux sexes. L’ébauche gonadique, bi-potentielle à ces stades, est qualifiée de gonade indifférenciée. Suite à cette période, plus ou moins longue selon l’espèce considérée (tableau 1.1), la gonade va rapidement s’engager dans une différenciation testiculaire ou ovarienne suivant le sexe chromosomique de l’individu (Wilhelm et al., 2007).
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Figure 1.2. Migration des cellules germinales primordiales.

Coupe sagittale d’un embryon de mammifère correspondant à un embryon de 9 jpc chez la souris et 28 jpc chez l’homme. Les cellules germinales primordiales prennent naissance dans les tissus extra-embryonnaires, à la base de l’allantoïde, et traversent l’intestin primitif pour venir coloniser les crêtes génitales.

Tableau 1.1. Chronologie de la différenciation des gonades et du tractus génital. D’après (1) Raynaud, 1942 ; Zhou et al., 2008 ; DeFalco et Capel, 2009 ; (2) Pailhoux et al., 2002 ; (3) Josso, 1981 ; Sajjad, 2010.



	Souris (1)
	Chèvre (2)
	Homme (3)



	Formation de la gonade indifférenciée
	10 jpc
	25 jpc
	4 sem



	Colonisation des crêtes génitales par les cellules germinales primordiales
	10,5 – 11,5 jpc
	30-32  jpc
	4-5 sem



	Mâles
	Femelles
	Mâles
	Femelles
	Mâles
	Femelles



	Formation des cordons séminifères
	12,5 jpc
	36 jpc
	6-7 sem



	Différenciation des cellules de Leydig
	12,5 jpc
	40 jpc
	8 sem



	Régression des canaux de Müller
	14 jpc
	46 jpc
	8 sem



	
Masculinisation des organes génitaux externes
Distance ano-génitale augmentée

	16 jpc
	42 jpc
	9-10 sem



	Début de la prophase méiotique
	5 jpp
	13,5 jpc
	2-3 mpp
	55 jpc
	9 sem



	Début de formation des follicules primordiaux
	2 jpp
	80 jpc
	14 sem



	Régression des canaux de Wolff
	15 jpc
	70 jpc
	10 sem





jpc : jours post-coïtum, jpp : jours post-partum, mpp : mois post-partum, sem : semaines post-fécondation.


Chronologie des principaux événements

Après la naissance, les gonades mâles et femelles présentent une organisation spatiale similaire (figure 1.3). Les cellules germinales sont entourées des cellules de soutien : cellules de Sertoli chez le mâle et cellules folliculaires (ou de la granulosa) chez la femelle. Ces deux types cellulaires (germinal et soutien) constituent l’unité fonctionnelle de base de la gonade : les tubes séminifères chez le mâle et les follicules ovariens chez la femelle. À l’extérieur de ces unités fonctionnelles se localisent les cellules productrices des stéroïdes (cellules de Leydig chez le mâle, cellules des thèques chez la femelle) ; les cellules endothéliales ; et les fibroblastes constituant le tissu conjonctif (figure 1.3). Le testicule renferme de plus des cellules myoïdes péri-tubulaires qui entourent les tubes séminifères et font partie intégrante de ces tubes ; on ne connaît pas d’équivalent ovarien de ce type cellulaire (Brennan et Capel, 2004).
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Figure 1.3. Origine commune des cellules composant l’ovaire et le testicule.

Dans les deux sexes, les gonades renferment des cellules germinales (spermatogonies/ovocytes), des cellules de soutien (Sertoli/granulosa ou folliculaires), et des cellules productrices des hormones stéroïdes sexuelles (Leydig/thèques). Les cellules germinales et de soutien constituent l’unité fonctionnelle de base des gonades : le tube séminifère dans le testicule et le follicule dans l’ovaire. Les cellules myoïdes péri-tubulaires font également partie intégrante des tubes séminifères ; leur équivalent dans la gonade femelle est actuellement inconnu. Dans l’espace interstitiel, entre les unités fonctionnelles, se localisent les cellules sécrétrices des androgènes et œstrogènes, les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et des fibroblastes.

Bien que l’organisation des gonades adultes soit similaire entre les deux sexes, la chronologie des événements conduisant à leur édification diffère d’un sexe à l’autre, notamment en ce qui concerne la formation des unités fonctionnelles de base. Ainsi, la formation des cordons séminifères représente l’événement initial de la différenciation testiculaire, alors que la formation des follicules (ou folliculogenèse) constitue l’événement terminal de la différenciation ovarienne. Ce décalage semble intimement lié à la différenciation des cellules germinales qui suivent un destin différent en fonction du sexe de l’individu et vont notamment réaliser la division méiotique à des périodes très différentes entre mâle et femelle (figure 1.4). En effet, lors de la formation des cordons séminifères, les cellules germinales, enfermées au sein des cordons, vont entrer en quiescence, adoptant ainsi un destin mâle. L’entrée en méiose des cellules germinales mâles ne débutera qu’un peu avant la puberté selon un processus continu tout au long de la vie de l’individu. Au contraire, dans l’ovaire en différenciation, l’un des premiers événements caractéristiques de la voie femelle est l’entrée en méiose des cellules germinales, puis leur blocage en prophase I (tableau 1.1 et figure 1.4 ; chapitres 2 et 3). C’est seulement ensuite que les ovocytes I ainsi générés s’entourent d’une assise de cellules somatiques pour former les follicules ovariens. Ces follicules constituent la seule réserve disponible de gamètes. Le stock de follicules, et donc d’ovocytes, est établi très tôt au cours du développement, et ce pour toute la vie reproductive de l’individu femelle. Le mâle, quant à lui, possède des cellules germinales dites « souches » (spermatogonies) qui sont capables, à partir de la puberté, de se multiplier puis d’entrer en méiose de façon à renouveler en permanence le stock de spermatozoïdes.
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Figure 1.4. Différenciation des gonades femelles chez plusieurs espèces de mammifères.

A. Chez la femme et les ruminants (brebis, vache, chèvre), la synthèse d’œstrogènes (barres grises), l’entrée en méiose des cellules germinales et la formation des follicules ovariens ont lieu au cours du développement fœtal de l’ovaire. Chez la lapine, la synthèse d’œstrogènes a lieu précocement mais le blocage au stade diplotène des cellules germinales et la formation des follicules se déroulent après la naissance. B. Chez les espèces qui ne produisent pas d’œstrogènes au cours de la période fœtale (rongeurs : souris, rate), la durée entre le début de la différenciation gonadique et le début de l’entrée en méiose des cellules germinales femelles est très réduite. La formation des follicules ovariens a lieu en période postnatale. jpc : jours post-coïtum ; jpp : jours post-partum.




Le testicule

De nombreux travaux, essentiellement réalisés chez la souris, ont permis de mettre en évidence les événements morphogénétiques impliqués dans la formation d’un testicule. Chez cette espèce, la gonade mâle est la première à présenter un processus de différenciation et à dévoiler son orientation sexuelle d’un point de vue morphologique. Deux événements majeurs sont observés : la formation des cordons testiculaires (futurs tubes séminifères) et l’apparition d’une vascularisation typique du testicule (développement de l’artère testiculaire à la surface de la gonade).


Les cellules de Sertoli

Parmi les cellules somatiques de la gonade indifférenciée, les cellules de soutien sont les premières à adopter un destin selon le sexe de l’individu. Chez le mâle, les cellules de Sertoli sont les cellules de soutien du testicule car elles constituent le support de la croissance et la maturation des cellules germinales.

La première étape de la différenciation testiculaire consiste en la spécification des précurseurs des cellules de Sertoli (pré-Sertoli), qui se fait sous l’effet de l’expression du gène SRY, qui n’a lieu que dans ce type cellulaire chez la souris. En partenariat avec SF1 (Steroidogenic factor 1 ou NR5a1), SRY active l’expression de SOX9 (SRY-related HMG-box gene 9) induisant la différenciation des cellules de Sertoli (Sekido et Lovell-Badge, 2008). Celles-ci agissent ensuite comme un maître d’œuvre, orchestrant la différenciation des autres types cellulaires du testicule tels que les cellules de Leydig, les cellules myoïdes péri-tubulaires, les cellules germinales et les cellules endothéliales, grâce aux facteurs paracrines qu’elles sécrètent. En particulier, les cellules de Sertoli sont responsables de la migration des cellules endothéliales depuis le mésonéphros vers la gonade XY. Ces cellules vont s’associer juste en dessous de l’épithélium cœlomique pour former le vaisseau cœlomique (future artère testiculaire) et le réseau d’artérioles (Martineau et al., 1997 ; Brennan et al., 2002 ; Combes et al., 2009).

Le nombre de cellules de Sertoli est important pour la différenciation testiculaire. Dès les premiers stades, la gonade XY présente une taille plus importante que la gonade XX, suite à une augmentation de la prolifération cellulaire au niveau de l’épithélium cœlomique chez les mâles. L’inhibition de cette étape de prolifération par l’injection d’inhibiteurs (5-fluoro-uracile, méthotrexate) chez la souris (entre 10,8-11,2 jours post-coïtum — jpc) empêche l’expression de SOX9 ainsi que la formation des cordons testiculaires (Schmahl...
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