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La biologie de I'implantation

P> Les mécanismes moléculaires
qui controlent I'implantation
utérine restent inconnus malgré
I"existence de nombreuses
mutations nulles chez la souris.
L'idée émergente est que
plusieurs systemes indépendants
sont probablement impliqués.
Cette notion est peut-étre a
rapprocher du fait que des
stratégies anatomiques tres
différentes sont utilisées dans
diverses especes de mammiferes.
Il est possible que ces divers
modes d’implantation soient tous
aussi efficaces et qu’il n'y ait
donc pas eu de force de sélection
pour garder un systeme unique ni
au plan cellulaire, ni au plan
moléculaire.
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hez les mammiféres, la
fécondation a lieu dans I'ovi-
ducte et, durant quelques
jours, le développement de
['embryon est indépendant
de la mere: il vit sur ses propres
réserves, libre dans la lumiére de I'ovi-
ducte puis de I'utérus (figures 1 et 2).
En s’implantant dans la muqueuse
utérine, I"embryon engage alors une
interaction physiologique étroite et
indispensable avec la mere:
— d’une part, il va établir un échange
nutritionnel avec elle;
— d’autre part, il va en quelque sorte
« signaler » sa présence, en convertis-
sant le profil hormonal de la meére,
jusqu’alors cyclique (alternant cestro-
genes et progestérone), en un profil
non cyclique (sous le controle exclu-
sif de la progestérone), typique de
I'état gravide.
Si I'on fait coincider I« entrée dans la
vie» avec le début de la gestation, il
est légitime de penser qu’elle prend
place, non pas au moment de la
fécondation, mais lorsque I'embryon a
«informé » la mére de son existence.
L’ovocyte de mammifére contient peu
de réserves, qui n"assurent que le tout
début du développement, probable-
ment jusqu’au stade 4 a 8cellules
(2jours post-coitum chez la souris).
L’embryon va donc rapidement:
(1) réactiver le processus transcription-
nel, arrété depuis le début de |'ovoge-
nése [1]; et (2) développer des
annexes extra-embryonnaires, en par-
ticulier le placenta, qui lui permettront
de recevoir des nutriments de la mere.
Au moment de I'implantation, le blas-
tocyste n’est composé que de deux
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lignages cellulaires: la masse cellu-
laire interne, totalement indifféren-
ciée, dont dérivera I"'embryon propre-
ment dit, et le trophectoderme,
véritable épithélium, qui va assurer
Iinteraction avec |’épithélium utérin,
et qui sera plus tard a l'origine de la
plupart des annexes extra-embryon-
naires [2, 3].

l L'implantation utérine

L’implantation a lieu chez la souris au
cours du 4¢ jour de gestation, lorsque
les cellules du trophectoderme entrent
en contact avec |’épithélium utérin.
Cette situation nécessite une modifica-
tion profonde des deux tissus puisque
les faces apicales de cellules épithé-
liales ne sont normalement pas adhé-
rentes. Cette étape nécessite, de plus,
une synchronie précise entre la matu-
ration de I'embryon et celle du tissu
maternel. Le blastocyste doit étre
«activé»: par l'action combinée de
mouvements rythmiques et de pro-
téases, I'embryon sort de la zone pel-
lucide (éclosion); par ailleurs, les cel-
lules du trophectoderme acquierent
des propriétés de cellules invasives
(trophoblaste). Simultanément, I'utérus
doit étre en «phase de réceptivité »:
les cellules perdent leurs microvillosi-
tés, leur polarité disparait, la composi-
tion des membranes apicales et
basales devient similaire [4].
L'implantation se déroule en trois
phases successives: |"apposition,
I'adhérence ou pénétration et, enfin,
Iinvasion (figure 1). Cette séquence
d’événements dure environ 24 heures
chez la souris.
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Figure 1. Développement précoce de I’'embryon de souris. Au cours du
4e jour, le blastocyste éclot, puis s’attache sur la paroi utérine. Le premier
point de contact entre 'embryon et la paroi utérine est a I'opposé de la
masse cellulaire interne (face abembryonnaire) chez la souris. Les cellules de
la masse cellulaire interne en contact avec le blastoccele se transforment en
endoderme primitif. Vingt-quatre heures plus tard, Iimplantation est termi-
née, c’est le stade « ceuf cylindre ». A la suite de I'apposition du blastocyste,
l'utérus s’est refermé et une prolifération intense au site d’attachement a
créé une «chambre d’implantation » ou décidua dans laquelle 'embryon va
se développer. La face abembryonnaire est toujours du cété antimésométrial
de l'utérus (cété ventral de la souris, opposé a l’artére utérine). Les cellules
du trophectoderme commencent a envahir la paroi utérine (cellules géantes
primaires). Les cellules de I'épithélium utérin meurent par apoptose du coété
antimésomeétrial, mais pas du cété mésométrial. L'endoderme primitif a
donné naissance a I'endoderme viscéral et & 'endoderme pariétal. La mem-
brane de Reichert est sécrétée par les cellules de I'endoderme pariétal. Le
céne ectoplacentaire commence a se former a partir de I'ectoderme extra-
embryonnaire et cette structure constituera ultérieurement la partie foetale
du placenta. L’ectoderme embryonnaire (ou épiblaste), dont dérive
I’embryon entier, a la forme d’un doigt de gant. A partir de ce stade, et
jusqu’a la fin de la gastrulation, le taux de prolifération cellulaire va étre tres
intense. EU: épithélium utérin; EP: ectoderme primitif; PM: p6le mésomé-
trial; PAM: péle antimésométrial; EUA: épithélium utérin apoptotique,; EV:
endoderme viscéral; EP: endoderme pariétal; EEE: ectoderme extra-
embryonnaire; EE: ectoderme embryonnaire (épiblaste); MR: membrane de
Reichert; GP: globule polaire.

Au cours de l'apposition, le blasto-
cyste établit un premier contact avec
la surface du tissu maternel, cette
étape est facilitée par la fermeture de
la lumiere de l'utérus. Des systemes
d’adhérence plus «fermes» prennent
ensuite le relais et I"embryon est alors
ancré dans la paroi utérine. Les cel-
lules mésodermiques de I'utérus, adja-
centes au site d'implantation, prolife-
rent et se différencient, constituant une
structure nouvelle appelée la décidua.
La décidua est en méme temps une
source de nutriments pour I'embryon
et une barriere de protection de la
meére, d’une part contre la nature inva-
sive de I'embryon, d’autre part contre
I'exposition a des antigenes paternels
étrangers. Enfin, au cours de la phase
d’invasion, des cellules de I’épithé-
lium utérin meurent par apoptose, la
lame basale est détruite, les cellules
du trophoblaste pénetrent le tissu
maternel. Au jour 5,5 (stade «ceuf
cylindre »), lorsque l'implantation est
terminée, I'embryon a établi un sys-
teme provisoire d’échanges avec la
circulation maternelle composé de
trois éléments: I'endoderme pariétal,
la membrane de Reichert (matériel
acellulaire sécrété par les cellules
pariétales) et le trophoblaste. Ce sys-
teme d’échanges fonctionne jusqu’a la
fin de la période de gastrulation
(8¢jour), lorsque les circulations
maternelles et foetales sont connectées
et que le placenta définitif est formé.

Quels sont
les mécanismes
moléculaires impliqués ?

L’'implantation utérine est soumise a
un contrdle central de type hormonal.
Par ailleurs, de nombreuses cytokines
sont exprimées mais, jusqu’a présent,
seule I'importance du LIF (leukemia
inhibiting factor) est clairement
démontrée [5]. Localement, une cas-
cade précise de mécanismes d’adhé-
rence et de transduction de signaux
cytoplasmiques assure la coordina-
tion des différentes étapes.

La récente mise au point des condi-
tions de culture de cellules souches
de trophectoderme, capables de colo-
niser le lignage trophoblastique apres
injection in vivo, devrait permettre
d’élucider certains des mécanismes
essentiels au cours des étapes péri-
implantatoires [6]. Cependant, notre
connaissance actuelle de ce stade
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Figure 2. Etapes pré-implantatoires: analyse en microscopie photonique a
contraste de phase. A. Ovocyte au stade de la vésicule germinative (pro-
phase de premiere division de méiose). B. Ovocyte en deuxieme division de
méiose (les deux globules polaires sont visibles). €. Embryon environ 8
heures apreés la fécondation (présence des deux pronoyaux). D. Embryon au
stade 2 cellules. E. Embryon au stade 4 cellules. F. Embryon au début du
stade 8 cellules. G. Embryon au stade 16 cellules (noter I'aplatissement des
blastoméres les uns sur les autres, un des éléments du phénomene de la
compaction, qui se met en place des la fin du stade 8 cellules). H. Blasto-
cyste au stade 32 cellules environ (apparition de la cavité blastoccelique). Fin
de la période de segmentation. I. Blastocyste peu avant son implantation, au
stade 64 cellules environ (noter I'augmentation du volume total de
I’embryon, due & 'augmentation du volume du blastoccele).

crucial du développement des mam-
miféres est étonnamment limitée. En
effet, I'examen des multiples muta-
tions nulles maintenant disponibles
n‘a apporté pratiquement aucune
lumiere sur la nature des molécules
impliquées au cours de I'implantation
car tres peu d’invalidations géniques
ont conduit a un défaut au stade
implantatoire [7].

La létalité précoce liée a la délétion
de certains genes ne permet pas de
tester le role de ces protéines chez
I’adulte. Or, il est possible qu’un tel
facteur soit exprimé par |'utérus
maternel et joue aussi un role essen-
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tiel pour I"implantation du blasto-
cyste. Cependant, I'idée qui com-
mence maintenant a prévaloir est que
plusieurs systemes différents fonction-
nent en paralléle, indépendamment
les uns des autres, au cours de cette
étape particuliere du développement.

Apposition

L’apposition du blastocyste sur |'épi-
thélium utérin a souvent été compa-
rée au ralentissement des polynu-
cléaires neutrophiles sur la paroi des
vaisseaux sanguins lors de la réponse
inflammatoire. Cette étape est mise

en route par la reconnaissance entre
des résidus glycosylés situés a la sur-
face des cellules circulantes et une
lectine (E-sélectine) située a la surface
des cellules endothéliales [8]. De la
méme facon, des glycoconjugués et
des lectines semblent impliqués dans
I’apposition du blastocyste sur la
paroi utérine [9].

Pour ce qui est de I'embryon, une
approche systématique par criblage
différentiel avait permis d’identifier
une lectine, la galectine 1, qui appa-
rait spécifiquement dans les cellules
du trophectoderme lors de I’éclosion
du blastocyste [10] (figure 3A). Cette
protéine appartient a une famille par-
ticuliere de lectines de faible poids
moléculaire (14 a 36 kDa) qui sont
définies par une structure commune
totalement différente de celle des
autres lectines et par leur affinité
sélective pour les dérivés des B-galac-
tosides [11]. Dix membres de cette
famille sont connus a ce jour. L'inva-
lidation du géne codant pour la
galectine 1 a provoqué certaines ano-
malies, notamment au niveau de la
mise en place du systeme nerveux
central [12], mais I'étape de I'implan-
tation utérine semble se dérouler nor-
malement chez ces mutants [13].
Cependant, la galectine 3 (également
connue sous le nom de Mac2, un
antigene spécifique des macrophages
activés) apparait également a la sur-
face des cellules du trophectoderme
quelques heures avant le contact
avec la paroi utérine (figure 3B). A
nouveau, l'invalidation du gene
codant pour la galectine 3 est sans
effet majeur sur I'implantation utérine
[14]. Il s’avere qu’un troisieme
membre de la méme famille, la galec-
tine 5, est également présent dans
I’'embryon lors de I'implantation uté-
rine (figure 3C), ce qui pourrait expli-
quer pourquoi I'implantation utérine
peut méme avoir lieu chez les
doubles mutants, c’est-a-dire en
I’absence simultanée de galectine 1
et de galectine 3 [14]. Il serait intéres-
sant d’examiner précisément le mode
d’implantation des blastocystes
doubles mutants. Une étude par
microscopie électronique et par
immunochimie pourrait en effet révé-
ler certaines anomalies qui suggére-
raient la mise en route de systemes
paralleles compensatoires.

Quoi qu’il en soit, les galectines ont
une forte affinité in vitro pour deux



Figure 3. Plusieurs membres de la famille des galectines sont présents dans
le blastocyste au moment de I'implantation utérine. Détection par immuno-
fluorescence des protéines galectine 1 (A), galectine 3 (B) et galectine 5 (C)
dans des blastocystes de souris éclos (jour 4,5).

structures glycosylées bien caractéri-
sées, a savoir |'antigéne H de type 1
et 'antigene LeY, qui jouent proba-
blement chacune un rble prépondé-
rant lors de l’apposition du blasto-
cyste [15, 16]. Pour ce qui est de
I"antigéne H de type 1, cette structure
est présente a la surface des cellules
de I'épithélium utérin au jour 4,5
(lors de I'implantation), puis disparait
au jour 5 (apres l'implantation) et
cette régulation fine est sous le
controle des cestrogenes [17]. Par
ailleurs, "apposition de blastocystes
sur les cellules de I"épithélium utérin
en culture primaire peut étre bloquée
soit en pré-incubant les embryons
avec des anticorps dirigés contre
I’antigéne H de type 1, soit en
incluant dans le milieu des résidus
sucrés libres dérivés de I’antigene H
de type 1 qui agissent comme com-
pétiteurs spécifiques [18]. La nature
de la glycoprotéine ou du glycolipide
maternels portant 'antigene H de
type 1 reste a élucider.

La forme ancrée de HB-EGF (heparin
binding epidermal growth factor) est
localement induite par le blastocyste
sur |"épithélium utérin, aux sites
d’implantation [19]. HB-EGF interagi-
rait a la fois avec le perlécan (un pro-
téoglycane a héparane sulfate) a la
surface du blastocyste et avec le
récepteur Erb4 de I'EGF [20]. Ces
résultats illustrent la capacité d'une
molécule d’étre en méme temps un
partenaire d’adhérence cellulaire et
une source de signal cytoplasmique.
De plus, I'attachement du blastocyste
semble aussi controlé par un phéno-
mene de «démasquage »: d'immenses
complexes macromoléculaires, tels
que la mucine, Mucl, masqueraient

des ligands spécifiques a la surface
membranaire [21]. Cette mucine
recouvre uniformément la paroi de
I’utérus au cours des stades pré-
implantatoires et disparait localement
aux sites d’implantation [22]. Il est
intéressant de mentionner qu’une
diminution de la quantité de Mucl a
été observée chez des femmes ayant
fait de multiples fausses couches [23].
La réduction de la quantité de Mucl
aurait permis I'implantation d’em-
bryons anormaux.

Adhérence, début de pénétration

L'expression de nombreuses inté-
grines est modulée au moment de
I"implantation [24]. Les intégrines a5
semblent étre impliquées dans I’adhé-
rence, notamment l'intégrine a5-f3
qui est décelée a la fois sur les cel-
lules du trophectoderme et de I'épi-
thélium utérin a partir duquel elle
pourrait se lier a la laminine et a
I’ostéopontine, situées dans la
matrice extracellulaire, a l'interface
entre I'embryon et le tissu maternel.

Invasion

A ce stade, des quantités tres impor-
tantes de substrats d’adhérence sont
sécrétées par les cellules de la décidua
(laminine, entactine, collagene de type
IV, protéoglycanes a héparane sulfate).
L'intégrine B1 joue alors un role essen-
tiel puisque dans les embryons 877, les
cellules du trophectoderme ne péne-
trent pas normalement dans le tissu
maternel et les feetus meurent immé-
diatement apres I'implantation [25].

De nombreuses protéases et inhibi-
teurs de protéases sont aussi synthéti-

sés par les cellules de la décidua et
par les cellules trophoblastiques [26].
Une coordination précise de I’action
de ces molécules doit permettre
d’atteindre deux objectifs apparem-
ment contradictoires: (1) établir une
connexion entre la circulation mater-
nelle et la circulation foetale; et (2)
protéger la meére de l’invasion par
I'embryon. A nouveau, plusieurs sys-
temes redondants sont impliqués.
L’exemple le plus clair a ce jour est
celui de la métalloprotéase, MMP9/
gélatinase B, dont I’absence pro-
voque (entre autres conséquences
phénotypiques) une réduction des
connexions circulatoires entre le
foetus et la mére [27, 28].

| Conclusions

Les différentes étapes de I'implantation
semblent mettre en jeu: des interac-
tions de type glycoconjugués-glyco-
conjugés et/ou glycoconjugués-lectines
lors de I'apposition, le systeme des
intégrines qui prendrait le relais pour
assurer une adhérence plus ferme et,
enfin, des protéases et leurs inhibiteurs
qui jouent clairement un réle-clé dans
les étapes ultérieures.

Il existe plusieurs points communs
entre les étapes de 'implantation uté-
rine et la progression tumorale. Dans
les deux cas, on assiste a des change-
ments rapides dans la dynamique des
interactions cellules-cellules et cel-
lules-matrice extracellulaire, contrblés
par les mémes classes de molécules
(galectines, intégrines, protéases...).
Non seulement les connaissances
actuelles restent parcellaires, mais il
est essentiel de souligner que, dans le
cas de l'implantation utérine, toute
extrapolation entre le modéle murin
et I'homme doit étre faite avec la plus
grande précaution. En fait, les étapes
du développement se déroulent diffé-
remment d’'une espece de mammifere
a l'autre: seule I"apposition du blasto-
cyste semble rigoureusement com-
mune a toutes les especes. Quatre
type de stratégies ont été adoptées au
cours de |"évolution, depuis le cas
extréme de l'implantation non inva-
sive (cochon), jusqu’au cas de
I'implantation invasive impliquant la
formation d’un syncytiotrophoblaste
par fusion entre les cellules du tro-
phectoderme et des cellules de I'épi-
thélium utérin (homme) [29, 30]. Ces
différents modes d’implantation
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conduisent a des modes de placenta-
tion également différents (épithélio-
chorial chez le cochon et hémocho-
rial chez I'homme) (voir I'article de
A.Malassiné et al., p.329 de ce
numéro). La souris représente un cas
intermédiaire d’invasion sans fusion.

Cette variabilité spectaculaire, accom-
pagnée d’une absence de molécules
clés uniques, contraste avec la remar-
quable conservation des mécanismes
cellulaires et moléculaires qui contro-
lent, par exemple, la gastrulation. Il est
possible que les différents modes
d’implantation/placentation soient
autant de stratégies efficaces et qu’il
n’y ait donc pas eu de force de sélec-
tion pour garder un systeme unique ni
au plan cellulaire, ni au plan molécu-
laire. A contrario, la conservation de
multiples stratégies moléculaires paral-
leles aurait pu avoir un avantage évo-
lutif pour les mammiferes.

Enfin, il a longtemps été considéré
que les axes antéro-postérieur, dorso-
ventral, droite-gauche de |"embryon
s’établissent au cours de la gastrula-
tion. Des résultats obtenus plus
récemment ont clairement montré
que l’axe antéro-postérieur apparait
plus tot et I'une des hypotheses sug-
gere qu'il pourrait étre déterminé lors
de I'attachement du blastocyste sur la
paroi utérine [31] ou peut-étre méme
avant I'implantation [32, 33] m
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Summary
Biology of implantation

Despite the availability of many null
mutations in the mouse, the molecu-
lar mechanisms underlying embryo-
nic implantation remain poorly
understood. Although carbohydrates
are clearly involved at the initial
stage of implantation (apposition)
and integrins participate in later
stages (attachment and penetration),
the prevaling idea is that several
independent parallel systems ope-
rate at all times. That remarkably dif-
ferent cellular strategies of implanta-
tion are used among different
mammalian species might account
for the existence and maintenance of
redundant molecular mechanisms.
In any case, conclusions drawn from
the study of implantation in the
mouse will have to be carefully exa-
mined before extrapolating to other
species.






