OATAQO

Open Archive Toulouse Archive Ouverte

Open Archive TOULOUSE Archive Ouverte (OATAO)

OATAO is an open access repository that collects the work of Toulouse researchers and
makes it freely available over the web where possible.

This is an author-deposited version published in : http://oatao.univ-toulouse.fr/
Eprints ID : 18023

To cite this version :

Maupeu, Diane. Expression des facteurs de croissance GDF-9 et
BMP-15 au cours de la folliculogeneése chez la chienne. These
d'exercice, Médecine vétérinaire, Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse - ENVT, 2017, 100 p.

Any correspondence concerning this service should be sent to the repository
administrator: staff-oatao@inp-toulouse.fr.


http://oatao.univ-toulouse.fr/

o
ECOLE
NATIONALE

Université
TOULOUSE de Toulouse

ANNEE 2017 THESE: 2017 - TOU 3 - 4034

EXPRESSION DES FACTEURS DE
CROISSANCE GROWTH DIFFERENTIATION
FACTOR-9 (GDF-9) ET BONE
MORPHOGENETIC PROTEIN-15 (BMP-15)
AU COURS DE LA FOLLICULOGENESE
CHEZ LA CHIENNE

THESE
pour obtenir le grade de
DOCTEUR VETERINAIRE
DIPLOME D’ETAT

présentée et soutenue publiquement
devant I'Université Paul-Sabatier de Toulouse

par

MAUPEU Diane
Née, le 17 ao(t 1992 a Toulouse (31)

Directeur de thése : Mme Sylvie CHASTANT

JURY
PRESIDENT :
M. Jean PARINAUD Professeur a I'Université Paul Sabatier de TOULOUSE
ASSESSEURS :
Mme Sylvie CHASTANT Professeur a L’Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE
Mme Isabelle RAYMOND-LETRON Professeur a L'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE







gll

Libert
REPUBLIQUE FRANGAISE

it + Bgalits « Fraternité

ECOLE
NATIONALE

MINISTERE

DE L'AGRICULTURE
DE L’AGROALIMENTAIRE
ET DE LA FORET

Ministére de I'Agriculture de I’Agroalimentaire et de la Forét
ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULOUSE

: Madame Isabelle CHMITELIN

PROFESSEURS CLASSE
EXCEPTIONNELLE

S

AUTEFAGE André, Pathologie chirurgicale

CLAUW Martine, Pharmacie-Toxicologie

CONCORDET Didier, Mathématiques, Statistiques, Modélisation

DELVERDIER Maxence, Anatomie Pathologique

ENJALBERT Francis, Alimentation

FRANC Michel, Parasitologie et Maladies parasitaires

MILON Alain, Microbiologie moléculaire

PETIT Claude, Pharmacie et Toxicologie

SCHELCHER Francois, Pathologie médicale du Bétail et des Animaux de Basse-cour

<
3
®

=xz=X

PROFESSEURS 1°
CLASSE

M.  BERTAGNOLI Stéphane, Pathologie infectieuse

M.  BERTHELOT Xavier, Pathologie de la Reproduction

M.  BOUSQUET-MELOU Alain, Physiologie et Thérapeutique
Mme CHASTANT-MAILLARD Sylvie, Pathologie de la Reproduction
M.  DUCOS Alain, Zootechnie

M.  FOUCRAS Gilles, Pathologie des ruminants

Mme GAYRARD-TROY Véronique, Physiologie de la Reproduction, Endocrinologie
Mme HAGEN-PICARD, Nicole, Pathologie de la reproduction

M.  JACQUIET Philippe, Parasitologie et Maladies Parasitaires
LEFEBVRE Hervé, Physiologie et Thérapeutique

LIGNEREUX Yves, Anatomie

MEYER Gilles, Pathologie des ruminants

PICAVET Dominique, Pathologie infectieuse

SANS Pierre, Productions animales

M
M
M.
M.
M.
Mme TRUMEL Catherine, Biologie Médicale Animale et Comparée

PROFESSEURS 2°
CLASSE

M.  BAILLY Jean-Denis, Hygiéne et Industrie des aliments

Mme BOURGES-ABELLA Nathalie, Histologie, Anatomie pathologique

M.  BRUGERE Hubert, Hygiéne et Industrie des aliments d'Origine animale
Mme CADIERGUES Marie-Christine, Dermatologie Vétérinaire

M.  GUERRE Philippe, Pharmacie et Toxicologie

M GUERIN Jean-Luc, Aviculture et pathologie aviaire

Mme LACROUX Caroline, Anatomie Pathologique, animaux d’élevage




PROFESSEURS CERTIFIES DE L'ENSEIGNEMENT
AGRICOLE

Mme
M

MICHAUD Frangoise, Professeur d'Anglais
SEVERAC Benoft, Professeur d'Anglais

MAITRES DE CONFERENCES HORS
CLASSE

M.
Mme
Mme
M.
M.
Mme
M.
M.
M.
Mme
Mme
M.

BERGONIER Dominigque, Pathologie de la Reproduction

BOULLIER Séverine, Immunologie générale et médicale

DIQUELOU Armelle, Pathologie médicale des Equidés et des Carnivores
DOSSIN Olivier, Pathologie médicale des Equidés et des Carnivores
JOUGLAR Jean-Yves, Pathologie médicale du Bétail et des Animaux de Basse-cour
LETRON-RAYMOND lIsabelle, Anatomie pathologique

LYAZRHI Faouzi, Statistiques biologiques et Mathématiques

MAILLARD Renaud, Pathologie des Ruminants

MATHON Didier, Pathologie chirurgicale

MEYNADIER Annabelle, Alimentation

PRIYMENKO Nathalie, Alimentation

VERWAERDE Patrick, Anesthésie, Réanimation

MAITRES DE CONFERENCES (classe
normale)

M.
Mme
Mme
Mme
Mme
M.
M.
M.
Mme
Mme
M.
Mme
M.
Mme
M.
M.
Mme
Mme
M.
M.
Mme
Mme
Mme
M.
M.
Mme

ASIMUS Erik, Pathologie chirurgicale

BENNIS-BRET Lydie, Physique et Chimie biologiques et médicales
BIBBAL Delphine, Hygiéne et Industrie des Denrées alimentaires d'Origine animale
BOUCLAINVILLE-CAMUS Christelle, Biologie cellulaire et moléculaire
BOUHSIRA Emilie, Parasitologie, maladies parasitaires

CONCHOU Fabrice, Imagerie médicale

CORBIERE Fabien, Pathologie des ruminants

CUEVAS RAMOS Gabiriel, Chirurgie Equine

DANIELS Hélene, Microbiologie-Pathologie infectieuse

DEVIERS Alexandra, Anatomie-Imagerie

DOUET Jean-Yves, Ophtalmologie vétérinaire et comparée

FERRAN Aude, Physiologie

JAEG Jean-Philippe, Pharmacie et Toxicologie

LAVOUE Rachel, Médecine Interne

LE LOC’H Guillaume, Médecine zoologique et santé de la faune sauvage
LIENARD Emmanuel, Parasitologie et maladies parasitaires
MEYNAUD-COLLARD Patricia, Pathologie Chirurgicale

MILA Hanna, Elevage des carnivores domestiques

MOGICATO Giovanni, Anatomie, Imagerie médicale

NOUVEL Laurent, Pathologie de la reproduction (en disponibilité)
PALIERNE Sophie, Chirurgie des animaux de compagnie

PAUL Mathilde, Epidémiologie, gestion de la santé des élevages avicoles et porcins
PRADIER Sophie, Médecine interne des équidés

RABOISSON Didier, Productions animales (ruminants)

VOLMER Romain, Microbiologie et Infectiologie

WARET-SZKUTA Agnes, Production et pathologie porcine

ASSISTANTS D'ENSEIGNEMENT ET DE RECHERCHE
CONTRACTUELS

Mme
Mme

COSTES Laura, Hygiéne et industrie des aliments
LALLEMAND Elodie, Chirurgie des Equidés

Mme SABY-CHABAN Claire, Gestion de la santé des troupeaux bovins



REMERCIEMENTS

A Monsieur le Professeur Jean Parinaud

Professeur a I’Université Paul Sabatier de Toulouse

Qui m’a fait I’honneur d’accepter la présidence de mon jury de theése
Hommage respectueux

A Madame le Professeur Sylvie Chastant

Professeur de Reproduction & I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
Pour avoir accepté la direction de ma thése

Pour ses conseils de qualité et ses relectures

Un grand remerciement

A Madame le Docteur Isabelle Raymond-Letron

Maitre de Conférences d’Histologie — Anatomie Pathologique & I’Ecole Nationale Vétérinaire
de Toulouse

Qui m’a fait I’honneur d’accepter de faire partie du jury

Sinceres remerciements

A Madame le Professeur Monica De Los Reyes

Professeur de Reproduction a la Faculté des Sciences vétérinaires de Santiago du Chili
Pour son accueil si chaleureux

Pour son aide précieuse durant mon séjour, mon stage et la réalisation de ma thése

Un grand merci, en espérant se revoir souvent

A Jaime, Roca, Tomas et le reste de I’équipe

De la Faculté des Sciences vétérinaires de Santiago du Chili

Un grand merci pour leur bonne humeur et leur jovialité sans faille qui ont rendu ce stage si
agréable

A Monsieur le Docteur Faouzi Lyazrhi
Maitre de Conférences de Biostatistiques a I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
Un grand remerciement pour son aide en statistiques






TABLE DES MATIERES

TABLE DES ILLUSTRATIONS ...ttt 11
FIGURES. . ...ttt et e sttt e e be e sae e e nte e sreeenae e seesneeanseenneennneans 11
LI = 0 ) PSSR 13

ABREVIATIONS ...ttt en et en e en e 15

INTRODUGCTION ..ottt et st a e e s be et esbeebeeseesbenneesaeensenneas 19

PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE.............ccoovveee. 21

I. LAMATURATION INVITRO CHEZ LA CHIENNE........cciiiiiee e 23
1. Essais de MIV €t tauX € FEUSSITE ......oiviveiririeiririeiresiee sttt 23
2. Influence du MIlIEU A& CUITUIE.......c.viiei e 24
3. Influence de 1a durée de CUITUIE ........oveiieiiiece e 25
4. Influence du stade du cycle cestral et du stade de folliculogenese..........c.ccoovviiiniiinnenn. 26

II. LES PARTICULARITES DE LA REPRODUCTION ET DE L’OVOCYTE DE LA

CHIENNE ...ttt et e bt e s e e e sb bt e s e be e e sa b e e e sabe e e ebbe e sabeeessbeeennneesnnneenas 27
1. Particularit€s du CYCle GESIIAl......uiiuiiiiiiiiiiiiieii et 27
2. Particularités de la période pErioVUIAtOIre ..........cccveivierieiieice e 28

A. Avant l’ovulation : la lutéinisation pré-ovulatoire...........ccoceevveieieieiiiesciee e 28
B, OVUIALION ... 29
C. Apres I'ovulation : la maturation ovocytaire intratubaire.............ccocoeeevreieincicnnnns 30
3. Les fOlliCUIES POIYOVOCYLAITES. ......cveieiiciicieiieee ettt 31

111. LA COMMUNICATION OVOCYTE-GRANULOSA ...ttt 33
1. Importance de la communication OVOCYte-granuloSa .........cccereereiererieienerene e 33
2. Modalités de la communication 0voCyte-granulosa ...........cccceveeieririeieniseieniseresseeseenenes 33

A, Projections tranSZONAIES .........cc.couieieiieisereese et 33
= TN [o g Tod 1 o] g L3 F- T o ISP 34
C.  FACIEUIS PAFACTINES. . c.eiuiiierieiiieeieeiesie sttt sttt sttt st se st e nesbe e nnesae e 35
3. Roles de la communication 0VOCYte-granuloSa...........coeeoirieierinieierinieensieesesie e 36
A. Mise en place de la réserve folliCUIAITe ..........ccoviiiieiiiece s 36
B, FOHICUIOGENESE ... 37
C. PEriode PEri-OVUIALOITE ........coieiieiieieiee e 37

IV. LES FACTEURS DE CROISSANCE GDF-9 et BMP-15.....cccoiiiiiii e 39
1. Structure chimique de GDF-9 et BMP-15........ccoiiiiiiiiee e 39
2. Récepteurs de GDF-9 et BIMP-15 ...t 39



3. ROIES U8 GDF-9.....ciiiii e 40

A. Constitution de la réserve de follicules primordiauX ..........ccccoceveivveiiienensieseiesens 40

B. FOIlICUIOgENESE Bt OVOGENESE. .....cveievieceecteiiete ettt 41

C. Période péri-ovulatoire et ovUIAtioN ............cceiiiiiiiic e 42

DT (T 0] (o {00 T g =TSRSS 42

4, ROIES 08 BIMP-15 ...t ettt n e en 42
A. Constitution de la réserve de follicules primordiauX ..........ccocoeeerrveennsienneienseens 42

B, FOHICUIOGENESE ... bbb 43

C. Période péri-ovulatoire et OVUIAtION ...........ccooi i 43

Y T 0] [0 {00 T g =T OSSR 44

RV = 1 A TSP 44
DEUXIEME PARTIE : ETUDE EXPERIMENTALE..........ccoooviiiirca 45
I. MATERIEL ET METHODES......coiiitetetstseee et et et st sate e ss st sestsessasassses st ssssssasesssnenssssssssasanns 47
1. COIIECTE S OVAITES .....evieeieiiieestee ettt 47

2. Détermination du stade du cycle estral.........ccoivviiiiiiiiiiiii 47

3. Inclusion des ovaires et préparation des lames d’immunohistochimie ...........cccecevvvernenne 48

4. IMMUNONISTOCHIMIE ... bbb 49
A. Déparaffinage et étapes de préparation............ccccecevvieiisiiieieseseie s 49

B. Incubation avec 185 antiCOIPS......cuiiiiiiiicicise e 50

a. Incubation des coupes avec les anticorps Primaires .........ccccvereereeiieeneeseesiee e see e 51

b. Incubation des coupes avec l'anticorps secondaire et révélation ...................cocoovvennnnn. 51

C. Contre coloration et MONTAJE ........cccoiurirririririe e 51

5. Observation des StrUCLUIES OVANTENNES.........ccueiiiirieiriereeiese st 51
A, Materiel d’0DSErVALION .............ccuivuuiiieeiiee e see e ae e aeenre e 51

B. Détermination du stade folliCUlAIre. ... 52

C. Deétermination de l’intensité de | Tmmunomarquage .............c.cccouecuvieiiescesiesissiennns 52

6. Analyse statistique deS FESUIALS .........cccvierieirieiceree e 54
L1 RESULTATS oottt st 57
L BT OCHITS bbb 57

2. Localisation de I’ immUNOMATQUAZE .....ocveruerreriiiiieiiisiesieesiesieessessesssessesssesssessesssessesssessenns 59

3. Variations de I'immunomarquage selon le stade folliculaire..........cc.ccoeenennininninenne. 59

AL G0 bbbttt 59

a. Evolution du marquage de GDF-9 dans 185 OVOCYLES.........cccueeieeiieiieeiie e siee s 59

b. Evolution du marquage de GDF-9 dans les follicules............ccocvvviiviiiiiiiniice e, 60



B, BMP-15 62

a. Evolution du marquage de BMP-15 dans 1€S OVOCYLES..........cccvvveiiiieeiiiieeiiie e 62

b. Evolution du marquage de BMP-15 dans les follicules..........ccccooviiviiiic i, 62

4. Variations de I’'immunomarquage selon le stade du cycle cestral ........ccccovvveviiiiiiinnnns 64

AL G0 bbbt ens 64

a. Evolution du marquage de GDF-9 dans 185 OVOCYLES.........ccvveueeiieiieeiee e siee s 64

b. Evolution du marquage de GDF-9 dans les follicules...........cccooveviriiiiiieieee e, 64

B, BMP-L5. ettt e ne s 67

a. Evolution du marquage de BMP-15 dans 1€S OVOCYLES..........cccvvveiiiieeiiiieeiiieecieesciie e 67

b. Evolution du marquage de BMP-15 dans les follicules..........cc.ccocvviiiiiiei v 67
DISCUSSION ...t 71
I. Protocole de réalisation des ames...........cvoiiiiiiiiiiceeee s 71
1. Nombre d’ovaires diSPOnIbIES........ccviieiiiiiiiiiiiiiee e 71

2. Nombre de coupes d’ovaires diSPOnibles ........cccuivvviiriiiiiiiiienesee e 71

KO o] Do [ T (T o] 0T Lo (UL TR 71

I RESUITALS ... e bbb bbb bbb b nr e nrenn s 72
1. Localisation des facteurs GDF-9 et BMP-15 .........cccooiiiiiiiiiceee e 72

HH1. Perspectives de PELUAE ............oceviiiiiiiiiiieciese ettt ae e nnenneen 76
CONGCLUSION ...ttt sttt bttt ettt b et b et s e e e 77
BIBLIOGRAPHIE ......cooieiees ettt bbbttt ettt 81
ANNEXES ...ttt bbbt bR ettt bt et R ettt ne e nnas 95
Annexe 1 : Marquage pour le facteur GDF-9 en fonction du stade folliculaire........................ 95
Annexe 2 : Marquage pour le facteur BMP-15 en fonction du stade folliculaire..................... 96
Annexe 3 : Marquage pour le facteur GDF-9 dans les ovocytes en fonction du stade du cycle

cestral et du stade fOllICULAITE. .......eiiiiiiiiiicce e 97
Annexe 4 : Marquage pour le facteur GDF-9 dans les follicules en fonction du stade du cycle

cestral et du stade fOllICULAITE. ... ...eciiiiiiiiiccie e 98
Annexe 5 : Marquage pour le facteur BMP-15 dans les ovocytes en fonction du stade du cycle
cestral et du stade fOllICULAITE. ... ...eciuiiiiicicce e 99
Annexe 6 : Marquage pour le facteur GDF-9 dans les follicules en fonction du stade du cycle

cestral et du stade fOllICULAITE. .......eccvveiiece e 100



10



TABLE DES ILLUSTRATIONS

FIGURES
Figure 1 : Endocrinologie du cycle cestral chez la chienne (Olson et Husted, 1986).........c...ccevvennenne 27
Figure 2: Structure d'un follicule antral canin (Photographie : Sylvie Chastant)..............ccccccvevvenienne 29

Figure 3 : Coupe histologique d’un follicule polyovocytaire de chien au stade préantral contenant

deux ovocytes (coloration hématoxyline/éosine) (d’apres Viaris de Lesegno, 2007) ......ccccvevvvennnnne. 31
Figure 4 : Projections transzonales d'un ovocyte canin (d’aprés De la Villeon, 2007)..........ccceevverienne 34
Figure 5 : Jonctions gap (d'aprés Kidder et Vanderhyden, 2011).........ccccevvveiiieiieiie e 34
Figure 6 : Modéle schématisant la régulation du relargage de facteurs paracrines a l'interface ovocyte-
granulosa (d'apres Albertini et al., 2001) .........coiiiiiiiiiiiee e 36
Figure 7 : Structure chimique de GDF-9 et BMP-15 (D’aprés McIntosh et al., 2012)..........ccccccvevveee 39
Figure 8 : Voie de signalisation des TGF-f3 (Massegué et Chen, 2000) .........cccevverreeirieerieenineaneennnns 40
Figure 9 : Structures ovariennes observées et palpées a la surface de I’ovaire selon le stade du cycle
01 PR 48
Figure 10 : Principe de I’immunohistochimie utilisée (d’aprés http://crn2m.univ-
mrs.fr/IMG/pdf/TD_imagerie_OB_06-07.paf) .......cuoiiiiiiiiiiiiee e 50
Figure 11 : Follicules canins a différentes étapes de croissance (avec immunomarquage).................. 53
Figure 12 : Notation de I’intensité de 1’ immunomarquage dans 1S OVOCYLES ..........ccccvvervirvirieiennnns 55
Figure 13 : Notation de I’intensité de 1I’immunomarquage dans les cellules folliculaires.................... 56
Figure 14 : Marquage pour le facteur GDF-9 selon le stade de croissance folliculaire ....................... 61
Figure 15 : Marquage pour le facteur BMP-15 selon le stade de croissance folliculaire..................... 63

Figure 16 : Marquage pour le facteur GDF-9 dans les ovocytes en fonction du stade du cycle cestral et
AU StAAE FOIICUIRITE. ...ttt 65

Figure 17 : Marquage pour le facteur GDF-9 dans les follicules en fonction du stade du cycle cestral et
AU Stade FOIICUIRITE. ..o 66

Figure 18 : Marquage pour le facteur BMP-15 dans les ovocytes en fonction du stade du cycle cestral
et du Stade TOIICUIRITE ...........eoiiie e 68

Figure 19 : Marquage pour le facteur BMP-15 dans les follicules en fonction du stade du cycle cestral
et du Stade FOIICUIRITE ............coiiiiii e 69

11


file:///E:/Documents/THESE/MAUPEU%20Diane%20Version%201.docx%23_Toc483133722
file:///E:/Documents/THESE/MAUPEU%20Diane%20Version%201.docx%23_Toc483133722
file:///E:/Documents/THESE/MAUPEU%20Diane%20Version%201.docx%23_Toc483133723
file:///E:/Documents/THESE/MAUPEU%20Diane%20Version%201.docx%23_Toc483133723
file:///E:/Documents/THESE/MAUPEU%20Diane%20Version%201.docx%23_Toc483133724
file:///E:/Documents/THESE/MAUPEU%20Diane%20Version%201.docx%23_Toc483133724
file:///E:/Documents/THESE/MAUPEU%20Diane%20Version%201.docx%23_Toc483133725
file:///E:/Documents/THESE/MAUPEU%20Diane%20Version%201.docx%23_Toc483133725

12



TABLEAUX

Tableau 1 : Classification des ovaires selon les structures ovariennes observées a la surface de

1’ovaire (observation macroscopique) et le niveau de progestérone SErique...........cceevveeeriueerineeriinens 47
Tableau 2 : Méthode d’inclusion des ovaires avec processeur autOMAtiqQUE ........eeveerverrveerveereeneenn. 49
Tableau 3 : Méthode de déparaffinage des [ames...........ccoiiiiiiiiiiiie 50

Tableau 4 : Calcul des différences des densités intégrées pour les catégories Fort, Moyen, Faible
' TMIMUNOMAITUAGE. ..ttt ettt b ettt sttt e bt s e e bt e bt e et e e nb e e ab e et et e e nn e 54

Tableau 5 : Répartition des follicules examinés en fonction du stade du cycle cestral et du stade
folliculaire pour le faCteUr GDF=9 .........c.ooiiiie et e e e srae e arae e 58

Tableau 6 : Répartition des follicules examinés en fonction du stade du cycle cestral et du stade
folliculaire pour le facteur BIMP-15..........coiiiiiiic ettt et a e srae e rae e 58

13



14



ABREVIATIONS

ADN : Acide DésoxyriboNucléique

ALK 5 : Anaplastic Lymphoma Kinase 5

ALKG®G : Anaplastic Lymphoma Kinase 6

AMPc : Adénosine MonoPhosphate cyclique
ARNmM : Acide RiboNucléique messager

BAX : BCL2-associated X protein

BCL2 : B-cell CLL/lymphoma 2

BMP-15 : Bone Morphogenetic Protein-15
BMPRIB : Bone Morphogenetic Protein Receptor 1B
BMPRII : Bone Morphogenetic Protein Receptor 11
BSA : Bovine Serum Albumin

CAPS3 : Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase
CASP?2 : Caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase
COX-2 : CycloOXygenase 2

Cx37 : Connexine 37

Cx43 : Connexine 43

DAB : 3-3'DiAminoBenzidine

EBS : Estrous Bitch Serum

eCG : equine Chorionic Gonadotropin

EGF : Epidermal Growth Factor

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FBS : Fetal Bovine Serum

FIGLA : Folliculogenesis specific basic helix-loop-helix
FIV : Fécondation In Vitro

FOXO3 : Forkhead box O3

FSH : Follicle Stimulating Hormone

GCNF : Germ Cell Nuclear Factor

GDF-9 : Growth Differentiation Factor-9

GVBD : Germinal Vesicle BreakDown

HAS-2 : Hyaluronan Synthase 2

hCG : human Chorionic Gonadotropin

HRP : HorseRadish Peroxidase

15



IL1A : Interleukin 1 alpha

KITL : KIT-Ligand

LH : Luteinizing Hormone

LHR : Luteinizing Hormone Receptor
LHX8 : LIM homeobox 8

LIF : Leukemia Inhibitory Factor

MIV : Maturation ovocytaire In Vitro
NOBOX : NOBOX oogenesis homeobox
PBS : Phosphate Buffered Saline

PTEN : Phosphatase and tensin homolog
SOF : Synthetic Oviductal Fluid

SOHLH1 : Spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 1

SOHLH2 : Spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 2

TCM 199 : Tissue Culture Medium 199
TGF-p : Transforming Growth Factor-3

TGFBRI : Transforming Growth Factor-f3 Receptor |

UICN : Union Internationale pour la Conservation de la Nature

UPA : urokinase Plasminogen Activator

16



17



18



INTRODUCTION

L’espéce canine, malgré sa grande importance sociale, reste certainement 1’espéce
domestique dont les techniques de reproduction assistée sont les moins avancées. La
recherche fondamentale en reproduction canine s’est développée depuis seulement une
trentaine d’années, et les connaissances actuelles restent limitées par rapport aux autres
espéces. Ce retard s’explique d’une part par le faible nombre d’équipes dans le monde
travaillant dans ce domaine, en comparaison avec celles travaillant sur les especes destinées a
la consommation humaine, et d’autre part par les obstacles biologiques rencontrés, liés aux
spécificités de I’ovocyte canin.

Le développement de techniques de reproduction assistée chez le chien aurait pourtant
de nombreux intéréts. En effet, en plus de sa grande importance sociale, le chien a un intérét
croissant de modéle de recherche dans I’étude de maladies génétiques humaines. Plus de 370
maladies génétiques canines sont similaires a des maladies chez ’Homme (Patterson et al.,
1982 ; Ostrander et al., 2000 ; Ostrander et Kruglyak, 2000 ; Patterson, 2000 ; Kirkness et al.,
2003), et il s’avere important de maintenir ces genotypes canins afin de les étudier. Les
techniques de reproduction assistée, en particulier de production et transfert d’embryon,
permettraient d’atteindre plus facilement cet objectif.

Ces techniques de reproduction assistée pourraient également étre appliquées dans des
programmes de sauvegarde d’espéces de Canidés menacées d’extinction : actuellement, parmi
35 espéces de Canideés, 10 sont menacées d’extinction (UICN, 2015). La reproduction assistée
permettrait d’améliorer la gestion génétique des populations devenues rares (Wildt et Roth,
1997 ; Pope, 2000 ; Pukazhenthi et Wildt, 2004).

Jusqu’a présent, aucune étude n’a rapporté la naissance d’un chiot apres maturation puis
fécondation in vitro. En effet, I’ovocyte canin présente des particularités uniques parmi les
ovocytes des autres espéces mammiferes étudiés qui constituent un obstacle pour la
réalisation de la maturation in vitro. Une de ces particularités est d’étre ovulé au stade
prophase | et de n’atteindre le stade métaphase II qu’apres une période de 48-72 heures passée
dans I’oviducte (Tsutsui et Shimizu, 1975). Les processus de cette maturation ovocytaire
retardée sont meconnus a ce jour. Or 1’ovocyte canin, comme celui des autres espeéces
mammiféres, n’est fécondable qu’au stade métaphase 11 (Reynaud et al., 2005). Une meilleure
comprehension des mécanismes contrélant la folliculogenese, la croissance et la maturation
de I’ovocyte canin est donc nécessaire afin de développer des techniques de reproduction
assistee chez le Chien.

Les facteurs de croissance GDF-9 (Growth Differentiation Factor-9) et BMP-15 (Bone
Morphogenetic Protein-15) jouent un réle important dans la croissance folliculaire et la
maturation de I’ovocyte chez plusieurs especes de mammiferes. Toutefois, les recherches sur
ces facteurs chez le chien sont encore trés limitées, et leur réle chez cette espéce reste
méconnu.
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Dans cette these, nous présenterons tout d’abord les particularités de la reproduction et
de I’ovocyte canin dans le contexte de la reproduction assistée chez la chienne, ainsi que les
roles des facteurs GDF-9 et BMP-15 chez les autres especes.

L’objectif de I’étude expérimentale présentée par la suite porte sur la localisation des
facteurs de croissance GDF-9 et BMP-15 dans les cellules folliculaires et les ovocytes au
cours de la folliculogenese chez la chienne et sur les variations d’expression selon le stade
folliculaire et le stade du cycle cestral.
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. LAMATURATION IN VITRO CHEZ LA CHIENNE

La maturation in vitro (MIV) constitue I’étape limitante pour le développement de
techniques de reproduction assistée chez la chienne. En effet, peu d’ovocytes parviennent a
atteindre le stade Métaphase Il apres la phase de culture in vitro, et les mécanismes de la
maturation de 1’ovocyte canin sont actuellement méconnus, limitant les avancées dans le
domaine.

Par conséquent, les autres techniques nécessitant une étape de MIV comme la
fécondation in vitro (FIV) ont aussi rencontré un succes limité. Une étude rapporte la
production d’un unique blastocyte apres une insémination in vitro de plus de 200 ovocytes
(Otoi et al., 2000b), et une autre décrit une gestation non menée a terme apres le transfert de
90 zygotes a une chienne receveuse deux jours aprés FIV (England et al., 2001), mais aucun
chiot jusqu’a présent n’est né de MIV.

Seule une étude rapporte la naissance de 7 chiots nés de FIV (Nagashima et al., 2015),
mais les embryons obtenus proviennent d’ovocytes maturés in vivo.

1. Essais de M1V et taux de réussite

La premiere étude de maturation in vitro et de fécondation in vitro d’ovocytes de
chiennes a été réalisée en 1976 (Mahi et Yanagimachi, 1976). Dans cette étude, seulement
25% des ovocytes, prélevés dans I’ovaire a plusieurs stades du cycle cestral, ont été capables
de reprendre la méiose et d’atteindre le stade métaphase I ou II aprés 72 heures de culture in
vitro.

Depuis cette étude, peu de progrés ont été faits et en moyenne seulement 20% des
ovocytes finissent leur maturation in vitro. Le taux de réussite varie entre 0 et 32% (Yamada
etal., 1992, 1993 ; Bolamba et al., 1998, 2002 ; Hewitt et England,1999a,b ; Otoi et al., 1999,
2000a,b, 2001, 2002 ; Luvoni et al., 2001, 2002, 2003 ; Saint-Dizier et al., 2001a,b ;
Songsasen et al., 2002, 2003b ; Rodrigues et Rodrigues, 2003a,b ; Kim et al., 2004, 2005 ;
Rodrigues et al., 2004 ; De Los Reyes et al., 2005).

Le taux de réussite en MIV chez la chienne, c’est-a-dire le taux d’ovocytes qui
atteignent le stade métaphase II, reste bas en comparaison avec ceux obtenus chez d’autres
especes domestiques, pour lesquelles la reprise de méiose ovocytaire du stade Prophase | au
stade métaphase 11 a lieu 12 a 48 heures avant I’ovulation dans le follicule pré-ovulatoire.
Chez la vache, 65 a 97% des ovocytes prélevés dans des follicules pré-ovulatoires atteignent
le stade métaphase Il apres 24 heures de culture (Lonergan et al., 1996). Chez le porc (Singh
et al., 1997 ; Prochazka et al., 2000), 80 a 95% des ovocytes atteignent le stade métaphase 11
apres 44 heures de culture, et 59 a 84% des ovocytes apres 24 heures de culture chez la brebis
(Guler et al., 2000).
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Différentes tentatives ont été réalisées afin d’améliorer ce faible taux de réussite chez la
chienne, comme la supplémentation du milieu de culture, la durée de culture, le stade
folliculaire et 1’étape du cycle cestral au moment du prélevement.

2. Influence du milieu de culture

Différents milieux et supplémentations ont été testés afin d’améliorer les résultats de
MIV chez la chienne.

Trois milieux de culture principaux ont été utilisés: TCM 199, SOF (Synthetic
Oviductal Fluid) et CMRL1066.

Le milieu SOF ne semble pas présenter de supériorité par rapport au milieu TCM 199.
Dans 1’étude de Hewitt et England (1999b), il n’y a pas de différence significative entre le
taux d’ovocytes atteignant le stade métaphase II apres 48h de culture dans le milieu TCM 199
(6%) et le milieu SOF complémenté en BSA (Bovine Serum Albumin) (5-7%). On retrouve
des résultats similaires dans 1’étude de Rota et Cabianca (2004), avec 1,3% d’ovocytes
atteignant le stade métaphase Il apres 72 heures de culture dans le milieu TCM 199 et 0%
d’ovocytes pour le milieu SOF, sans différence significative. Le milieu TCM 199 est en
revanche plus bénéfique que le milieu CMRL1066, avec 16% d’ovocytes atteignant le stade
métaphase Il avec TCM 199 contre 1% avec CMRL1066 (Songsasen et al., 2002).

Finalement, le taux de reussite en MIV reste trés bas quel que soit le milieu utilisé.

L’influence de la complémentation du milieu en protéines, comme la BSA, le FBS
(Fetal Bovine Serum), I’EBS (Estrous Bitch Serum), sur le taux de réussite en MIV a
également été étudiée et donne des résultats contradictoires selon les études (Hewitt et al.,
1998 ; Otoi et al., 1999 ; Bolamba et al., 2002 ; Songsasen et al., 2002 ; Rodrigues et
Rodrigues, 2003a).

La complémentation du milieu en hormones comme les gonadotropines, 1’cestradiol ou
la progestérone ne montre pas non plus de résultats concluants. Kim et al. (2005) montrent
que la supplémentation du milieu avec de I’cestradiol-178 ou de la progestérone permet
d’augmenter significativement le taux d’ovocytes atteignant le stade métaphase 1l (14,7% et
10% respectivement versus 1,5-8%). Au contraire, Willingham-Rocky et al. (2003) ne
montrent pas de différence significative lors de la supplémentation du milieu en progestérone
(14,7% versus 8,4-10,7%). Concernant 1’ajott de LH (Luteinizing Hormone) dans le milieu,
Hewitt et al. (1998) ne montrent pas d’amélioration significative, tandis que Songsasen et al.
(2002) obtiennent une diminution du taux d’ovocytes atteignant le stade métaphase Il (2%
versus 16% sans supplémentation).

La complémentation du milieu en facteurs de croissance comme I’EFG (Epidermal
Growth Factor), connu pour avoir un effet bénéfique sur la maturation ovocytaire chez
d’autres espéces, a également été testée. Les résultats sont contradictoires (Rota et Cabianca,
2004 ; Kim et al., 2004) : Kim et al. démontrent un effet bénéfique de I"’EGF avec 13%
d’ovocytes atteignant le stade métaphase 11 contre 3% en 1’absence de supplémentation, tandis
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que Rota et Cabianca ne montrent pas de différence significative, avec un taux d’ovocytes
atteignant le stade métaphase Il compris entre 0% et 1,3%.

Certaines équipes ont tenté de cultiver les ovocytes de chienne in vitro en présence de
cellules de I’oviducte ou dans un milieu de culture de composition congue pour étre proche du
fluide de I’oviducte (SOF) (Hewitt et England, 1999b; Bolamba et al., 2002 ; Rota et
Cabianca, 2004). En effet, c’est au sein de I’oviducte que 1’ovocyte atteint in vivo le stade
métaphase II et que le développement embryonnaire a lieu jusqu’au stade blastocyste chez la
chienne (Renton et al., 1991). Cependant, le taux d’ovocytes atteignant le stade métaphase |1
avec ce milieu de culture reste trés bas: 2 a 6% aprés 48 heures de culture. Effectuer la
culture dans un oviducte de chienne ligaturé ne semble pas non plus avoir d’effet
améliorateur (Luvoni et al., 2003).

Une étude récente (Apparicio et al., 2016) a évalué I’effet d’une co-culture d’ovocytes
de chiennes avec des spermatozoides afin de voir si la présence de spermatozoides pouvait
étre un facteur déclenchant de la reprise de la méiose puis de sa poursuite jusqu’au Stade
métaphase Il. Cependant, la co-incubation n’a eu aucun de ces deux effets, avec 15%
d’ovocytes atteignant le stade métaphase II. En revanche, la pénétration des spermatozoides
dans les ovocytes induit la reprise de méiose (Saint-Dizier et al., 2001a) : apres 72 heures de
culture, le taux d’ovocytes ayant dépassé le stade métaphase | est significativement plus
important pour les ovocytes fécondés (28,3% en métaphase | et Il, versus 10,2% pour les
ovocytes sans spermatozoides).

Cependant, le taux de réussite de MIV reste ainsi bas quel que soit le milieu de culture
utilisé.

3. Influence de la durée de culture

L’ovocyte de la chienne nécessite 48 a 72 heures pour achever sa maturation in vivo au
sein de I’oviducte (Tsutsui, 1989 ; Reynaud et al., 2005).

Aprés 24 heures de culture, certains ovocytes atteignent déja le stade métaphase Il, entre
1,7 et 9% selon les études (Yamada et al., 1992, 1993 ; Saint-Dizier et al., 2004). En
augmentant le temps de culture a 48 heures, un plus grand nombre d’ovocytes achéve leur
maturation (10-27%), mais au-dela de 48 heures de culture, aucune augmentation du nombre
total d’ovocytes en métaphase II n’est observée (Robertson et al., 1992 ; Yamada et al., 1992,
1993 ; Nickson et al., 1993 ; Songsasen et al., 2003 ; Saint-Dizier et al., 2004) et on assiste
méme a une augmentation du nombre d’ovocytes en dégénérescence (Nickson et al., 1993 ;
Luvoni et al., 2003 ; Songsasen et al., 2003b).

Ainsi, la durée de culture optimale pour la maturation in vitro des ovocytes canins
semble étre de 48 heures.
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4. Influence du stade du cycle ceestral et du stade de folliculogenése

L’effet du stade du cycle cestral de la chienne lors du prélévement des ovocytes et celui
du stade de folliculogenése sur le taux de réussite de MIV ont aussi été étudies.

La plupart des études ont été réalisees sur des follicules antraux. Bolamba et al. (1998,
2002) se sont eux intéressés aux follicules pré-antraux et aux stades précoces des follicules
antraux. Le taux d’ovocytes atteignant le stade métaphase II est d’environ 10%, ce qui reste
bas et proche des valeurs obtenues avec des follicules antraux.

Pour des ovocytes prélevés dans des follicules pré-ovulatoires chez des chiennes en
cestrus ayant subi un traitement de superovulation a base d’eCG (equine Chorionic
Gonadotropin)-hCG (human Chorionic Gonadotropin), le taux d’ovocytes atteignant le stade
métaphase Il est de 32% (Yamada et al., 1992). Pour des ovocytes prélevés chez des chiennes
en ancestrus par la méme équipe, le taux d’ovocytes atteignant le stade métaphase Il est de
14% (Yamada et al., 1993). Inversement, d’autres études, qui comparent le taux de réussite de
MIV entre chaque stade du cycle cestral, montrent qu’il n’y a pas d’effet du stade du cycle
cestral sur le taux de réussite (Hewitt et England, 1997 ; Rodrigues et Rodrigues, 2003a,b).

Les résultats obtenus chez la chienne ne sont ainsi pas a la hauteur de ce que 1’on
pourrait espérer obtenir en comparaison avec les résultats observes chez d’autres espéces.
Chez les bovins par exemple (Lonergan et al, 1994), pour des ovocytes provenant de
follicules antraux de grande taille, le taux d’ovocytes maturés et fécondés in vitro atteignant le
stade blastocyte est de 65,9%, contre 34,3% pour des ovocytes provenant de follicules antraux
de stade moins avancé.

Ainsi, quel que soit le stade du cycle cestral ou de folliculogenése, le taux de réussite de

MIV reste relativement bas chez la chienne. Nous allons voir par la suite quelles sont les
particularités de I’ovocyte canin qui peuvent en étre la cause.
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Il. LES PARTICULARITES DE LA REPRODUCTION ET DE
L’OVOCYTE DE LA CHIENNE

1. Particularités du cycle cestral

La chienne est une femelle a reproduction non saisonnée, a cycle mono-cestrien a
ovulation spontanée qui ovule une a deux fois par an a 5-12 mois d’intervalle (Concannon et
al., 1989). Seuls les chiens de race Basenji sont saisonnés, avec un cestrus apparaissant en
période de photopériode croissante (a I’inverse du loup).

Le cycle cestral de la chienne se divise en quatre étapes.

La phase de procestrus, de durée variable (0-17 jours, 9 jours en moyenne), est
caractérisée par un gonflement vulvaire et des écoulements sanguins. La femelle attire les
males mais refuse I’accouplement (Chastant-Maillard et al., 2014). Cette phase se termine par
la survenue du pic de LH qui va déclencher 1’ ovulation.

La phase d’cestrus, elle aussi de durée variable (3 a 21 jours, 9 jours en moyenne), se
caracterise cliniguement par des écoulements qui deviennent moins sanguins et par
I’acceptation du coit. Procestrus et cestrus correspondent aux « chaleurs ».

Chez la chienne, une des particularités du cycle cestral est que le comportement cestral et
I’cestrus ont lieu en présence d’un faible taux d’cestrogénes circulants et d’une concentration
élevée en progestérone (Wildt et al., 1979 ; Figure 1), alors que chez les autres mammiféres,
cette phase a lieu en absence d’un taux significatif de progestérone circulante.
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Figure 1 : Endocrinologie du cycle eestral chez la chienne (Olson et Husted, 1986)
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Aprés D’ovulation, la phase de dicestrus correspond a la phase de sécrétion de
progestérone par les corps jaunes. La gestation, si elle a lieu, dure 63 + 1 jours (depuis
I’ovulation) (Chastant-Maillard et al., 2014). A la fin du dicestrus, les corps jaunes
fonctionnels déclinent (Concannon et al., 1989 ; Johnston et al., 2001). Chez la chienne
gestante, on assiste a une chute brutale de progestérone avant la mise-bas. En revanche, chez
la chienne non gestante, la chute de la progestéronémie est beaucoup plus lente (jusqu’a 80
jours post-ovulation), avec un dicestrus ainsi plus long que celui des chiennes gravides
(Chastant-Maillard et al., 2014).

La lutéolyse conduit a une phase d’ancestrus d’environ 90 jours, qui ne correspond pas a
une période d’inactivité ovarienne compléte puisque des follicules y atteignent le stade antral
(Chastant-Maillard et al., 2014).

La durée moyenne de I’intercestrus est ainsi de 6-7 mois, avec de grandes variations (4 a
13 mois) a la fois entre chiennes et entre chaleurs d’une méme chienne (Chastant-Maillard et
al., 2014).

2. Particularités de la période périovulatoire

A. Avant I’ovulation : la lutéinisation pré-ovulatoire

Une des particularités de la reproduction de la chienne est la lutéinisation pré-ovulatoire
des follicules.

Les follicules canins en phase de croissance terminale (Figure 2) acquierent les
récepteurs a LH dans les cellules de la granulosa beaucoup plus précocement que ce que 1’on
observe dans les autres especes. Des sites de liaison a LH peuvent étre détectés dés 800 um de
diamétre, soit environ un quart du diamétre a [’ovulation, alors que classiquement, ils
n’apparaissent qu’une fois la moitié du diamétre ovulatoire atteint dans les autres espéces
(Saint-Dizier et al., 2008).

La lutéinisation chez la chienne débute plusieurs jours avant le pic de LH, donc avant
I’ovulation, en paralléle de 1’augmentation progressive de la concentration circulante en LH.
Chez les autres mammiferes, la lutéinisation débute uniquement suite au pic de LH
(Concannon, 2009).

Chez la chienne, le taux circulant de progestérone est ainsi de 1’ordre de 2 ng/ml au
moment du pic de LH et de 6 ng/ml lors de I’ovulation, en moyenne 48 heures plus tard. Le
suivi du taux de progestérone permet donc dans cette espece de déterminer le moment de
I’ovulation afin de décider du moment de la saillie ou de 1’insémination (Chastant-Maillard et
al., 2014).
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Théque externe

Théque interne Gramilosa
Antrum
Ovocyte
Cumulus
Figure 2 : Structure d’un follicule antral canin
(Photographie : Sylvie Chastant)
B. Ovulation

Chez la chienne, le pic de LH est de tres longue durée : 36 a 80 heures, contre 6-
10 heures chez la vache (de Gier et al., 2006). L’ovulation intervient 36 a 50 heures apres le
pic de LH, mais pour une méme chienne, les ovulations des différents follicules peuvent
s’étaler sur 24 a 36 heures (Concannon, 2009). Le taux d’ovulation (nombre de follicules
ovulés/nombre de follicules de taille pre-ovulatoire) est de I’ordre de 95 a 100 % (England et
al., 2009).

La reprise de méiose ovocytaire est définie comme l'ensemble des modifications
chromosomiques et cytologiques qui accompagnent la sortie de la phase de blocage en
prophase | jusqu'au blocage suivant en métaphase Il. Chez la plupart des mammiféres, la
reprise de méiose ovocytaire est induite au sein du follicule pré-ovulatoire 12 a 48 heures
avant I’ovulation par le pic pré-ovulatoire de LH (Chastant-Maillard et al., 2014).

La particularité majeure qui distingue la reproduction canine de celle des autres femelles
mammiferes est la libération a ’ovulation d’un ovocyte au stade prophase I de méiose. Cet
ovocyte atteindra le stade métaphase Il seulement aprés une période de 48-72 heures passée
dans I’oviducte (Tsutsui et Shimizu, 1975).

Le pic de LH a plusieurs actions sur le follicule pré-ovulatoire. 1l semble exercer une
action sur le noyau ovocytaire chez la chienne, avec le passage de la chromatine d’une
configuration diffuse a une forme compacte, toujours au stade prophase | (Reynaud et al.,
2009). Le pic de LH semble aussi étre la cause directe de 1’expansion du cumulus qui a lieu,
comme pour les autres mammiféres, quelques heures apres le pic de LH. Cependant, cette
expansion chez la chienne ne touche pas les 2 a 3 couches cellulaires les plus proches de la
zone pellucide, qui restent en contact étroit avec la zone pellucide et le cytoplasme ovocytaire
pendant 2 a 3 jours aprés 1’ovulation (Viaris de Lesegno et al., 2008). Cette observation
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conduit a suspecter que les cellules du cumulus chez la chienne pourraient jouer un réle dans
le retard de reprise de la méiose (Chastant-Maillard et al., 2014).

C. Apres I’ovulation : la maturation ovocytaire intratubaire

Juste aprés I’ovulation, les ovocytes canins migrent rapidement dans la partie distale de
I’oviducte ou ils restent jusqu’a 8-10 jours aprés ovulation contre 3-4 jours chez les autres
mammiféres, et ils sont encore au stade prophase I jusqu’a 44 heures aprés I’ovulation. A
partir de 48 heures post-ovulation, certains reprennent leur méiose et les premiers ovocytes
fécondables, au stade métaphase I, apparaissent vers 48-54 heures aprés 1I’ovulation (Tsutsui
et Shimizu, 1975 ; Reynaud et al., 2005).

Les mécanismes contrdlant la reprise de la méiose de 1’ovocyte de chienne sont
actuellement inconnus.

Dans le modéle classique des femelles mammiferes, I’AMPc (Adénosine
MonoPhosphate cyclique) est le médiateur de la reprise de la méiose. Les cellules de la
granulosa, en contact avec ’ovocyte par des projections cytoplasmiques transzonales,
maintiennent une concentration d’AMPc élevée dans le cytoplasme ovocytaire responsable de
I’inhibition de la reprise de la méiose. Aprés le pic de LH, les projections transzonales se
rétractent et la concentration intra-ovocytaire d’AMPc chute, autorisant la condensation de
I’ADN et la reprise de la méiose (Chastant-Maillard et al., 2014). Des observations en
microscopie électronique a transmission ont montré que les projections transzonales
dégénerent plus tardivement aprés le pic de LH chez la chienne que chez les autres
mammiferes (3-4 jours), mais que la reprise de méiose est bien associée a leur dégénérescence
(Viaris de Lesegno et al., 2008).

Le role de I’AMPc reste controversé chez la chienne (Songsasen et al., 2003).

Le retard a la reprise de la méiose pourrait étre dii a ’absence dans le cytoplasme
ovocytaire de certains facteurs, que I’ovocyte devrait soit capter a partir du liquide tubaire,
soit synthétiser lui-méme. En effet, a la différence des autres especes, la transcription se
réactive dans le nucléole et le noyau pour une courte période quelques heures avant la reprise
de méiose, autour de 27-33 heures aprés 1’ovulation (Viaris de Lesegno et al., 2009).

On peut également s’interroger sur le role joué par la progestérone. En effet, la
concentration circulante en progestérone est trés eélevée au moment de la reprise de la méiose
chez la chienne par rapport a celle observée chez les autres femelles mammiferes (20 ng/ml au
lieu de quelques picogrammes) et le complexe cumulo-ovocytaire posséde des récepteurs a la
progestérone (Goncalves et al., 2009). De plus, ’administration in vivo d’un antagoniste de la
progestérone (aglépristone) juste avant le pic de LH entraine un retard de 3 a 4 jours dans la
reprise de méiose et cette reprise concerne une faible proportion d’ovocytes par rapport aux
chiennes témoins (41 vs 100 %) (Reynaud et al., 2015).

30



3. Les follicules polyovocytaires

Une autre particularité de 1’ovocyte chez la chienne est la forte prévalence de follicules
polyovocytaires (Figure 3). Ces follicules peuvent contenir 2 a 17 ovocytes (Andersen et al.,
1973 ; Telfer et Gosden, 1987 ; McDougall et al., 1997).

La prévalence des follicules polyovocytaires est nettement supérieure chez la chienne a
ce que ’on peut observer chez d’autres espéces : jusqu’a 14% des follicules d’un ovaire
peuvent étre polyovocytaires chez la chienne contre 4% chez le chat, 3% chez ’Homme et
2% chez le singe rhésus (Telfer et Gosden, 1987).

Figure 3 : Coupe histologique d’un follicule polyovocytaire de chien au stade préantral
contenant deux ovocytes (coloration hématoxyline/éosine)
(d’aprés Viaris de Lesegno, 2007)

Certaines mutations génétiques augmentent 1’incidence des follicules polyovocytaires,
notamment les mutations touchant le récepteur a FSH (Follicle Stimulating Hormone) (Yang
et al., 2003), a BMP-15 (Bone Morphogenetic Protein-15), a GDF-9 (Growth Differentiation
Factor-9) (Yan et al.,, 2001) et a GCNF (Germ Cell Nuclear Factor) en relation avec
I’expression aberrante de BMP-15 et GDF-9 (Lan et al., 2003).

L’origine des follicules polyovocytaires est actuellement inconnue. Trois hypothéses
sont retenues : la division d’un ovocyte polynucléaire, la fusion de plusieurs follicules ou la
non séparation de plusieurs ovocytes au moment de la formation des follicules primordiaux.
Les deux derniéres hypotheses sont considérées comme les plus probables actuellement
(Luvoni et al., 2005 ; Reynaud et al., 2010).
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Une des questions concernant les follicules polyovocytaires est celle de leur
fonctionnalité : ces follicules sont-ils capables de permettre aux ovocytes d’entreprendre leur
maturation jusqu’a ’ovulation ? Si oui, combien d’ovocytes seront de bonne qualité et aptes &
étre fécondés ? Dans I’espéce canine, plusieurs auteurs ont montré que certains follicules pré-
ovulatoires étaient polyovocytaires (Andersen et al., 1973 ; Reynaud et al., 2009) et deux
travaux ont décrit un nombre supérieur d’ovocytes ou d’embryons récoltés par rapport au
nombre de corps jaunes (Bysted et al., 2001 ; Reynaud et al., 2005). Cela laisse supposer que
certains follicules ayant ovulé étaient polyovocytaires, bien que cette évaluation puisse étre
biaisée par les techniques d’obtention des ovocytes et de comptage.

Au sein des follicules polyovocytaires, les ovocytes peuvent étre a différents stades de
développement (Barber et al., 2001) . Ils présentent des criteres morphologiques (diametre,
couleur du cytoplasme) et fonctionnels (degré d’expansion du cumulus) différents (Reynaud
et al., 2009). Dans la majorité des cas, un des ovocytes apparait de meilleure qualité (Reynaud
et al., 2009). Il semble que les cellules de la granulosa soient au méme stade de
développement que le plus développé des ovocytes (Hartman et al., 1926).

D’aprés une étude réalisée chez le lapin (Al-Mufti et al., 1988), la taille de 1’ovocyte
serait liée a sa position dans le follicule : les ovocytes situés au centre seraient plus gros,
capables de reprendre leur méiose et avec une expansion du cumulus normale, tandis que les
ovocytes en periphérie sont plus petits, se developpent moins vite et ne montrent un cumulus
que partiellement expansé.

Ces caractéristiques etonnent les chercheurs : comment expliquer une telle variabilité de
qualité et de capacité de croissance entre des ovocytes qui baignent dans le méme fluide
folliculaire au stade antral ? Des hypotheses concernant des phénomeénes de compétition pour
les nutriments ou 1’expression de certaines molécules intervenant dans le dialogue ovocyte-
cumulus ont été proposées (Kennedy, 1924). A ce jour, les facteurs responsables de la
sélection intrafolliculaire d’un seul ovocyte parmi les nombreux ovocytes présents dans un
méme follicule restent inconnus.

Nous allons voir a présent ’importance du dialogue entre 1’ovocyte et les cellules

folliculaires qui I’entourent, afin d’assurer le bon développement de la folliculogenése et de
I’ovogene¢se.
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I11. LA COMMUNICATION OVOCYTE-GRANULOSA

1. Importance de la communication ovocyte-granulosa

La communication ovocyte-granulosa est essentielle autant pour le développement de
I’ovocyte que pour celui des cellules folliculaires qui I’entourent.

Une étude consistant a réaliser une oocytectomie dans des follicules antraux a mis en
évidence une évolution de ceux-ci en corps jaunes au bout de 3 jours, puis une
dégénérescence des cellules folliculaires au bout de 8 jours (El-Fouly et al., 1970).
Vanderhyden et al. (1993) ont montré que des complexes cumulus-ovocytes ayant subi une
oocytectomie produisent plus de progestérone et moins d’cestradiol que les complexes
cumulus-ovocytes normaux. Ces résultats indiquent que I’ovocyte contribue a I’inhibition de
la lutéinisation des cellules de la granulosa et régule la synthése de progestérone et
d’cestradiol par ces cellules.

De plus, un ovocyte cultivé en I’absence de cellules folliculaires, méme s'il est cultivé
en présence d'un autre type cellulaire somatique (fibroblastes par exemple), est incapable de
de se développer (Cecconi et Colonna, 1996). L'ovocyte est donc dépendant de la présence de
cellules de la granulosa pour se développer.

2. Modalités de la communication ovocyte-granulosa

Plusieurs acteurs interviennent dans la communication ovocyte-granulosa. Les projections
transzonales et les jonctions gap permettent les échanges entre ces deux types cellulaires,
notamment les échanges de facteurs paracrines qui jouent un rdle clé dans le dialogue
ovocyte-granulosa.

A. Projections transzonales

Les projections transzonales sont des extensions des cellules de la granulosa qui
traversent la zone pellucide et viennent au contact de 1’ovocyte (Figure 4 ; Hertig et Adams,
1967 ; Anderson et Albertini, 1976).

Le nombre de ces projections varie selon le stade folliculaire chez ’'Homme (Motta et
al., 1994) : au stade préantral, elles sont trés nombreuses, puis leur nombre diminue durant le
stade antral jusqu’a une rétraction au cours de 1’ovulation.
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Vue de la surface du cumulus (A) et vue en coupe transversale (B). Observation en microscopie
confocale apreés coloration de I’ADN (rouge) et de la tubuline (vert). Les projections transzonales sont
visibles entre les cellules de la granulosa et la membrane ovocytaire.

Figure 4 : Projections transzonales d'un ovocyte canin (d’apres De la Villeon, 2007)

B. Jonctions gap

Les jonctions gap sont des canaux membranaires intercellulaires. Elles permettent une
communication intercellulaire directe avec le transfert de molécules de faible poids
moléculaire (< 1 kD) : ions, acides aminés, métabolites, molécules de signalisation, qui sont
nécessaires pour la croissance de I’ovocyte (Kidder et Vanderhyden, 2011).

Les jonctions gap sont formées de deux connexons, qui sont des hexameres de Six sous-
unités appelées les connexines (Cx) (Figure 5 ; Kidder et Vanderhyden, 2011).

ions, metabolites,
second messengers

intercellular space »

intercellular channel

| connexon

connexins/ l

ions, metabolites,
second messengers

Figure 5 : Jonctions gap (d'apres Kidder et Vanderhyden, 2011)

Parmi les nombreuses connexines qui existent, seules les connexines 37 (Cx37) et 43
(Cx43) jouent un role important dans 1’ovogenése (Kidder et Vanderhyden, 2011).
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La connexine 37, produite par I'ovocyte, n'est présente que dans les jonctions gap a la
surface de lI'ovocyte et permet une communication directe entre 1’ovocyte et les cellules de la
granulosa les plus proches (Kidder et Vanderhyden, 2011). Cette connexine semble étre
particulierement importante pour le développement folliculaire et ovocytaire. Chez les souris
knock-out pour le géne codant pour Cx37 (Simon et al., 1997), la folliculogenése s’arréte au
stade préantral, avec une absence de follicules pré-ovulatoires, une absence d’ovulation et un
nombre augmenté de corps jaunes. De plus, I’0ovocyte ne peut reprendre sa méiose et passer au
stade de la rupture de la vésicule germinative (GVBD, Germinal Vesicle BreakDown).

La connexine 43, quant a elle, est présente au niveau des jonctions gap entre les cellules
de la granulosa, et en moins grand nombre entre 1I’ovocyte et les cellules de la granulosa
(Kidder et Mhawi, 2002). Elle joue également un réle important dans la folliculogenése et le
développement de I’ovocyte. Chez les souris knock-out pour le géne codant pour Cx43, le
nombre de cellules de la granulosa est fortement réduit et le développement folliculaire
s'arréte au stade préantral. L’ovocyte présente également des défauts structuraux, est
incompétent pour la reprise méiotique et ne peut étre féconde (Ackert et al., 2001).

Le nombre de jonctions gap varie selon le stade folliculaire. Elles sont détectées des la
formation des follicules primordiaux chez la souris (Mitchell et Burghardt, 1986), et le pic de
LH préovulatoire provoque la rupture des jonctions gap présentes entre les cellules de la
granulosa chez la souris (Norris et al., 2008).

C. Facteurs paracrines

Les facteurs paracrines jouent un rdle clé dans le développement ovocytaire et
folliculaire. L’existence de ces facteurs a été mise en évidence notamment par Buccione et al.,
(1990) : pour des complexes cumulus-ovocytes oocytectomisés, 1’expansion des cellules du
cumulus n’a pas lieu, sauf en présence d’un milieu conditionné par des ovocytes ou en
présence d’ovocytes dénudés. Cette étude révele 1’existence de facteurs solubles synthétisés
par I’ovocyte jouant un role clé pour les cellules folliculaires.

Le transfert des facteurs paracrines s’effectue selon plusieurs modalités (Figure 6 ;
Albertini et al., 2001): par endocytose, ou via les jonctions gap et les projections
transzonales.
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N : noyau ; ZP : zone pellucide. Quatre modalités de communication sont décrites. 1 : prélévement
localisé de facteurs en provenance de l'ovocyte (X), par endocytose aux points d'attachement des
projections transzonales a la membrane ovocytaire, puis transport dans des vésicules d'endocytose
(EV) par un réseau de microtubules (MT). 2 : ancrage de la granulosa a la zone pellucide, nécessaire a
I'orientation des projections transzonales. Les zones de contact pourraient jouer un role de signal pour
les cellules de la granulosa et pour l'ovocyte, et des changements d'adhésion interviendraient en
réponse aux changements de composition de la zone pellucide. 3 : jonctions gap, permettant une
communication directe entre I'ovocyte et les cellules de la granulosa. 4 : voie de transmission des
facteurs issus des cellules de la granulosa, stockés dans des vésicules sécrétoires (SV). Ces facteurs
sont ensuite absorbés par endocytose a travers les fosses tapissées (CP), médiée par des récepteurs
situés a la surface de I'ovocyte.

Figure 6 : Modele schématisant la régulation du relargage de facteurs paracrines a I'interface
ovocyte-granulosa
(d'apres Albertini et al., 2001)

3. Roles de la communication ovocyte-granulosa

Les interactions entre les cellules folliculaires et 1’ovocyte jouent un role important au
cours des différents stades de la folliculogenése.

A. Mise en place de la réserve folliculaire

Les facteurs ovocytaires jouent un role important pour la mise en place des follicules
primordiaux et pour le développement du follicule. L’invalidation du géne codant pour le
facteur de transcription ovocytaire FIGLA (Folliculogenesis specific basic helix-loop-helix)
n’empéche pas la mise en place et la multiplication des ovogonies dans I’ovaire feetal, mais
blogue la formation des follicules primordiaux (Soyal et al., 2000).

Concernant les facteurs d’origine somatique, de nombreux facteurs jouent un rdle
essentiel dans la survie des cellules germinales et des follicules primordiaux : les cytokines
KITL (KIT-Ligand), LIF (Leukemia Inhibitory Factor), IL1A (Interleukin 1 alpha); les
facteurs mitochondriaux de la famille BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2), BAX (BCL2-
associated X protein) ; les caspases CASP2 (Caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase)
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et CAPS3 (Caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase). Leur inactivation, et a 1’inverse
leur surexpression, modulent de fagon trés importante le taux d’apoptose des cellules
germinales (Morita et Tilly, 1999).

B. Folliculogenese

De nombreux facteurs ovocytaires et folliculaires interviennent dans la régulation de la
folliculogenese.

Ces facteurs interviennent notamment dans le controle de I’initiation de la
folliculogenese. Les facteurs ovocytaires NOBOX (NOBOX oogenesis homeobox), LHX8
(LIM homeobox 8), SOHLH1 (Spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix
1), SOHLH2 (Spermatogenesis and oogenesis specific basic helix-loop-helix 2) permettent
d’initier le démarrage de la croissance des follicules primordiaux (Choi et Rajkovic, 2006 ;
Pangas et al., 2006). Au contraire, les facteurs FOXO3 (Forkhead box O3) et PTEN
(Phosphatase and tensin homolog) inhibent cette reprise de croissance et permettent de
maintenir la réserve folliculaire (Castrillon et al., 2003 ; Reddy et al., 2008).

Dé¢s le stade follicule primaire, I’ovocyte exprime et sécréte des facteurs qui stimulent
la prolifération des cellules de la granulosa (Monniaux et al., 2009). De plus, les cellules de la
granulosa sécrétent des facteurs qui permettent de réguler la croissance folliculaire et
ovocytaire. Le facteur KITL joue notamment un réle important dans la folliculogenése. Chez
la souris, des mutations provoquant une diminution de la quantité de KITL causent une
infertilité des souris mutantes, avec un développement folliculaire arrété au stade primaire
(Huang et al., 1993).

C. Période péri-ovulatoire

La communication ovocyte-granulosa joue un réle important dans différents aspects de
la période péri-ovulatoire.

Elle intervient dans le maintien du blocage de I’ovocyte au stade prophase | de méiose
(Buccione et al., 1990 ; Eppig, 1991). Ainsi, des ovocytes de rat entourés de leur cumulus
mettent plus longtemps a atteindre le stade GVBD que ceux qui en sont débarrassés
(Vanderhyden et Armstrong, 1989). L’ AMPc est un des facteurs clés de ce blocage méiotique.
Dans le follicule, ce facteur transite des cellules de la granulosa au cumulus et a I’ovocyte par
des jonctions gap, et est maintenu a des concentrations élevées dans 1’ovocyte (Monniaux et
al., 2009). Le pic pré-ovulatoire de LH induit la phosphorylation de la connexine 43 qui
forme les jonctions gap, bloquant ainsi le passage d’AMPc et provoquant la chute de sa
concentration ovocytaire, permettant alors la reprise de méiose (Norris et al., 2008).

Le dialogue ovocyte-granulosa joue aussi un réle dans I’expansion du cumulus induit
par le pic pré-ovulatoire de LH, avec l’intervention notamment de facteurs ovocytaires
(Monniaux et al., 2009).
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Parmi les nombreux facteurs intervenant dans la communication ovocyte-granulosa, les
facteurs GDF-9 (Growth and differentiation factor-9) et BMP-15 (Bone morphogenetic
protein-15, aussi connu sous le nom de GDF-9B) jouent un réle particulierement important
que nous allons détailler par la suite.
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IV. LES FACTEURS DE CROISSANCE GDF-9 et BMP-15

Les facteurs de croissance GDF-9 et BMP-15 appartiennent a la famille des facteurs de
transformation et de croissance 3 (TGF-p).

Ces deux facteurs jouent un réle important pour la croissance folliculaire et pour la
régulation du taux d’ovulation, avec une action espéce-dépendante.

1. Structure chimique de GDF-9 et BMP-15

GDF-9 et BMP-15 sont tous deux produits sous forme de précurseurs protéiques qui
subissent des clivages protéolytiques. Les protéines obtenues sont composées d’une pro-
région et d’une portion mature biologiquement active de la protéine (Figure 7 ; Bodensteiner
etal., 1999 ; Galloway et al., 2000 ; Mclntosh et al., 2012).

GDEF9 N-terminus GDEF9 C-terminus

GDE9 o Mature

BMP15 Mature

BMP15 N-terminus BMP15 C-terminus

Figure 7 : Structure chimique de GDF-9 et BMP-15
(D’apreés MclIntosh et al., 2012)

Chez les autres membres des TGF-B, cette pro-région permettrait de faciliter la
dimérisation des protéines matures (Kingsley, 1994 ; Chang et al., 2002 ; Lin et al., 2003).
Cependant, le role de la pro-région de GDF-9 et BMP-15 est inconnu a ce jour, et on ne sait
pas si la formation de dimeres est un prérequis nécessaire pour 1’activité biologique de ces
deux facteurs.

2. Récepteurs de GDF-9 et BMP-15

Les récepteurs des TGF-f sont des récepteurs a activité sérine/thréonine kinase qui sont
de deux types, | et Il. Le récepteur de type Il a une activité Kinase intrinséque alors que le
récepteur de type | doit étre phosphorylé pour étre actif. Le TGF-f se fixe ainsi au récepteur
de type Il qui recrute le récepteur de type | par dimérisation et 1’active par phosphorylation.
La transduction du signal des récepteurs jusqu’au noyau est assurée par la phosphorylation
des protéines Smads par le récepteur de type I (Figure 8 ; Attisano et Wrana, 1998 ; Massegueé
et Chen, 2000).
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Figure 8 : Voie de signalisation des TGF-p (Massegué et Chen, 2000)

Concernant les facteurs GDF-9 et BMP-15 en particulier, différents récepteurs pour ces
facteurs ont été identifiés. Le récepteur BMPRII a été identifié comme un récepteur de type Il
impliqué a la fois dans la signalisation de BMP-15 et de GDF-9 (Vitt et al., 2002 ; Moore et
al., 2003). Le récepteur de type | BMPRIB (aussi connu sous le nom de ALK®) intervient
dans la signalisation du facteur BMP-15 (Moore et al., 2003), tandis que GDF-9 possede un
récepteur de type I différent, le récepteur TGFBRI (aussi connu comme ALKS) (Mazerbourg
et al., 2004). De plus, les voies de transduction activées par GDF-9 et BMP-15 n’utilisent pas
les mémes protéines Smads (Kaivo-Oja et al., 2003 ; Moore et al., 2003 ; Roh et al., 2003).

Chez la femme, les protéines pour le récepteur TGFBRI ont été localisées dans les
cellules de la granulosa des follicules primordiaux, pré-antraux et antraux (Qu et al., 2000).
Chez la brebis, les ARNm et protéines pour BMPRII et BMPRIB ont été observés a la fois
dans les cellules de la granulosa et les ovocytes des follicules pré-antraux (Wilson et al.,
2001 ; Souza et al., 2002). De plus, les ARNm de BMPRII et une faible quantité de protéines
BMPRIB et BMPRII ont été observés dans les cellules de la théque (Souza et al., 2002). Chez
le rat, BMPRII est localisé uniquement dans les cellules de la granulosa, et BMPRIB est
localisé dans 1’ovocyte, les cellules de la granulosa et de la theque (Shimazaki et al., 1999).

Ces résultats suggeérent que BMP-15 et GDF-9 sont actifs dans les cellules de la
granulosa, de la théque et de I’ovocyte et pourraient réguler I’activité de ces tissus dés les
stades primordiaux de la folliculogenése.

3. Roles de GDF-9

A. Constitution de la réserve de follicules primordiaux

Le role de GDF-9 dans la formation des follicules n’est pas clairement établi chez les
rongeurs. Il ne semble pas impliqué dans la formation des follicules chez la souris,
puisqu’aucune modification de la population de follicules primordiaux n’a été observée chez
les souris knock-out pour gdf-9 (Dong et al., 1996) et que gdf-9 n’est pas exprimé dans les
follicules avant le début de leur croissance (Elvin et al., 1999a,b). En revanche, des ovaires de
hamster collectés juste avant la naissance et mis en culture 9 jours dans un milieu contenant
GDF-9 voyaient une augmentation dose-dépendante de la proportion d’ovocytes qui avaient
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entamé la formation de follicules primordiaux (Wang et Roy, 2004), suggérant que GDF-9
chez le hamster jouerait un réle pour la formation des follicules.

Chez la brebis, GDF-9 semble jouer un réle dans la formation folliculaire. Selon
Mandon-Pepin et al. (2003), GDF-9 est présent dans les ovaires de brebis dés le 56°™ jour de
vie feetale avant la formation des follicules. De plus, I’ARNm et la protéine de GDF-9 ont éte
localisés dans les ovocytes feetaux avant la formation folliculaire (Juengel et al., 2004a). Cela
pourrait suggérer un éventuel réle de GDF-9, non démontré a ce jour, dans la formation
folliculaire chez la brebis.

B. Folliculogenese et ovogenese

De nombreuses études montrent un réle clé de GDF-9 pour la folliculogenése chez les
rongeurs. Des études chez des souris knock-out pour gdf-9 montrent que les femelles sont
infertiles avec des follicules arrétés au stade primaire avec une seule couche de cellules de la
granulosa (Dong et al., 1996). De plus, un traitement de GDF-9 administré in vivo chez des
rats ou in vitro sur des follicules ovariens provoque une réduction du nombre de follicules
primordiaux et une augmentation du nombre de follicules primaires et de petits follicules pre-
antraux (Hayashi et al., 1999 ; Vitt et al., 2000b ; Nilsson et Skinner, 2002). Chez la brebis,
GDF-9 joue un réle important dans la folliculogenése : les brebis homozygotes pour une
mutation inactivant GDF-9 sont infertiles avec une croissance folliculaire arrétée au stade
primaire (Hanrahan et al., 2004). Inversement, chez la femme, une étude montre que pour des
ovaires cultivés en présence de GDF-9, un plus grand nombre de follicules primordiaux
entame la croissance folliculaire et atteint le stade secondaire (Hreinsson et al., 2002).

De méme, GDF-9 semble avoir un réle dans la survie des follicules pré-antraux et le
passage au stade antral chez le rat. Il empéche en effet I’apoptose des cellules de la granulosa
des follicules pré-antraux et l’atrésie des follicules. Ce phénomeéne serait li¢ a une
augmentation de 1’expression des récepteurs a FSH, nécessaire pour la croissance des
follicules antraux (Orisaka et al., 2006).

GDF-9 aurait un rdle dans la formation de la théque chez la souris. Chez des souris
déficientes en GDF-9, des marqueurs des cellules de la théque deviennent indétectables (17a
hydroxylase, LHR (Luteinizing Hormone Receptor), c-kit), montrant qu’en I’absence de GDF-
9, les follicules ne sont pas compétents pour émettre un signal recrutant les préecurseurs des
cellules de la theque (Elvin et al., 1999b).

GDF-9 est impliqué également dans 1’ovogenése chez la souris : les ovocytes déficients
en GDF-9 grandissent plus vite que les ovocytes normaux et atteignent une taille plus grande
malgré I’arrét au stade primaire (Carabatsos et al., 1998). Ils possédent également plus de
défauts ultrastructuraux, suggérant que certains événements de 1’ovogenése sont affectés par
I’absence de GDF-9 (Dong et al., 1996 ; Elvin et al., 1999a ; Yan et al., 2001).
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C. Période peri-ovulatoire et ovulation

GDF-9 jouerait un role dans I’expansion des cellules du cumulus chez la souris. En
effet, dans des complexes cumulus-ovocytes dont I’ovocyte a été retiré, GDF-9 permet
I’expansion des cellules du cumulus (Elvin et al., 1999b). D’autres études soutiennent ce role
de GDF-9 dans I’expansion du cumulus. L’induction de HAS-2 (Hyaluronan Synthase 2) et la
suppression d’uPA (urokinase plasminogen activator) dans les cellules du cumulus sont des
événements clés qui régulent la production d’acide hyaluronique de la matrice extracellulaire
durant I’expansion du cumulus. Cependant, GDF-9 stimule la synthese d’HAS-2 et de COX-2
(CycloOxygenase 2) et supprime la synthése d’uPA (Elvin et al., 1999b), suggérant le réle du
facteur GDF-9 dans I’expansion du cumulus.

Chez la brebis, GDF-9 joue un réle important dans la régulation du taux d’ovulation.
Les brebis homozygotes pour une mutation inactivant gdf-9 sont infertiles avec une croissance
folliculaire arrétée au stade primaire, tandis que les brebis hétérozygotes pour cette mutation
sont fertiles et ont un taux d’ovulation augmenté (Hanrahan et al., 2004). De méme, il semble
que GDF-9 altére le taux d’ovulation chez la femme. En effet, des mutations sur gdf-9 ont été
détectées chez des patientes avec un taux d’ovulation augmenté (Palmer et al., 2006).

D. Stéroidogenese

Les résultats concernant le réle de GDF-9 dans la stéroidogenése chez les rongeurs sont
contradictoires. Une étude montre que GDF-9 stimule la synthése de progestérone dans les
cellules de la granulosa chez la souris (Elvin et al., 2000). Au contraire, Vitt et al. (2000a)
montrent que chez le rat, GDF-9 inhibe la synthése de progestérone et d’cestradiol induite par
FSH dans les cellules de la granulosa dans les petits follicules antraux et les follicules pré-
ovulatoires.

Chez ’Homme, GDF-9 inhibe la synthése de progestérone des cellules de la granulosa
et de la théque stimulée par I’AMPc (Yamamoto et al., 2002).

4. Roles de BMP-15

A. Constitution de la réserve de follicules primordiaux

BMP-15 ne semble pas impliqué dans la formation des follicules chez la brebis. Aucune
modification de la population de follicules primordiaux n’a été observée chez les brebis
déficientes en BMP-15 (Smith et al. 1997 ; Galloway et al., 2000). Ces observations semblent
soutenues par le fait que BMP-15 n’est pas exprimé dans les follicules avant le début de leur
croissance chez la brebis (Bodensteiner et al., 1999).
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B. Folliculogenese

BMP-15 semble jouer un réle clé dans la folliculogenése basale de plusieurs espéces.

McMahon et al. (2008) montrent que la folliculogenése chez la souris est accélérée
quand BMP-15 est surexprime, avec une diminution du nombre de follicules primaires et une
augmentation du nombre de follicules secondaires. Cette accélération de la folliculogenése
serait due a une augmentation de I’index mitotique des cellules de la granulosa observée chez
ces souris. De plus, I’expression des ARNm codant pour les récepteurs a FSH est diminuée, et
on observe une augmentation du nombre de follicules antraux atrétiques, qui pourrait
s’expliquer par la diminution du nombre de récepteurs a FSH durant les stades FSH-
dépendants.

Chez les brebis de race Inverdale possédant une mutation inactivant bmp-15, les
individus homozygotes pour cette mutation sont stériles avec une croissance folliculaire
arrétée au stade primaire (Davis et al., 1992 ; Braw-Tal et al., 1993 ; Galloway et al., 2000 ;
Hanrahan et al., 2004).

Chez la femme, une étude montre que deux sceurs atteintes d’une mutation hétérozygote
pour le géne bmp-15 souffraient de dysgénésie ovarienne, avec une croissance folliculaire
arrétée au stade primaire et une diminution de la croissance des cellules de la granulosa ; elles
étaient stériles (Di Pasquale et al., 2004). BMP-15 est donc requis chez la femme pour le bon
déroulement de la folliculogenése basale.

C. Période peéri-ovulatoire et ovulation

Chez les souris knock-out pour bmp-15, une diminution de la fertilité est observée. La
croissance folliculaire ne semble pas affectée mais I’ovulation et la fécondation des ovocytes
sont diminuées (Yan et al., 2001). BMP-15 aurait donc un role chez les rongeurs dans la
régulation du taux d’ovulation, en régulant celui-ci a la hausse.

Chez la brebis, BMP-15 joue également un réle clé pour ’ovulation, en régulant a la
baisse le taux d’ovulation. Les brebis hétérozygotes pour une mutation de bmp-15 sont fertiles
et possédent un taux d’ovulation augmenté et une plus grande incidence de naissance de
jumeaux et de triplets (Davis et al., 1991, 1993 ; Galloway et al., 2000 ; Hanrahan et al.,
2004). Elles possedent également plus de follicules pré-ovulatoires matures, bien qu’ils soient
plus petits et comportent moins de cellules de la granulosa (Shakell et al., 1993). Le nombre
élevé de follicules pré-ovulatoires peut s’expliquer par leur sensibilité augmentée a FSH et
leur pic de réponse plus précoce a LH (Shackell et al., 1993), limitant ainsi I’atrésie quand le
taux de FSH chute sous le seuil critique.

Pour des brebis immunisées contre BMP-15, le taux d’ovulation est augmenté et la
capacité de I’ovocyte a étre fécondé n’est pas altérée (Juengel et al., 2004b).

43



E. Stéroidogenese

Chez le rat, BMP-15 inhibe la production de progestérone stimulée par la FSH dans les
cellules de la granulosa (Otsuka et al., 2000), en particulier en supprimant 1’expression des
récepteurs a FSH dans cellules de la granulosa (Otsuka et al., 2001). BMP-15 pourrait donc
jouer un role dans I’inhibition de la lutéinisation des cellules de la granulosa.

V. BILAN

Nous venons de voir que I’ovocyte canin présente des particularités uniques parmi les
ovocytes des autres mammiféres. Une des particularités majeures est d’étre ovulé au stade
prophase I de méiose et de n’atteindre le stade métaphase Il qu’aprés une période de 48-72
heures passée dans I’oviducte. Le taux de réussite en MIV reste décevant chez la chienne et
varie entre 0 et 32%, et ce quel que soit le stade du cycle cestral et de folliculogenése de
I’ovocyte prélevé, la composition du milieu et la durée de culture.

Les mécanismes contrdlant la reprise de méiose de 1’ovocyte canin sont inconnus a
I’heure actuelle, mais ce retard pourrait étre di notamment a I’absence de facteurs dans le
cytoplasme ovocytaire, que I’ovocyte devrait synthétiser lui-méme ou récupérer dans le fluide
de I’oviducte.

Nous avons également vu que la communication entre I’ovocyte et la granulosa est
indispensable pour le bon développement du follicule et de ’ovocyte. Cette communication
s’effectue notamment par 1’action de facteurs paracrines, dont [’inactivation ou la
surexpression peut avoir des conséquences importantes sur I’ovogenése et la folliculogenese.
Parmi ces facteurs, GDF-9 et BMP-15 jouent un r6le dans plusieurs processus de la
folliculogenese, de I’ovogenése et de la régulation de 1’ovulation chez de nombreuses espéces,
avec un effet espece-dépendant.

Chez la chienne, les roles de GDF-9 et BMP-15 restent a ce jour méconnu. Il serait
intéressant de savoir si ces deux facteurs jouent aussi un réle chez la chienne dans
I’ovogenése et 1’acquisition de la compétence méiotique comme pour d’autres especes. Ces
informations pourraient servir a terme a moduler leur expression afin d’augmenter le taux de
réussite en MIV.

Le premier objectif de 1’étude expérimentale présentée par la suite porte sur la
localisation de GDF-9 et BMP-15 par immunohistochimie dans les cellules folliculaires et les
ovocytes canins au cours de la folliculogenése.

Le second objectif de ce travail est d’étudier les variations d’expression de GDF-9 et
BMP-15 selon le stade folliculaire, afin de savoir s’ils sont majoritairement exprimés durant
la folliculogenese basale, terminale ou avant I’ovulation, et leurs variations d’expression selon
les étapes du cycle cestral. Ceci pourrait suggérer une influence de I’environnement hormonal
sur I’expression de ces deux facteurs.
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DEUXIEME PARTIE :
ETUDE EXPERIMENTALE

LOCALISATION DES FACTEURS DE CROISSANCE GDF-9 ET BMP-15
DANS LES FOLLICULES ET OVOCYTES CANINS

PAR IMMUNOHISTOCHIMIE
Projet FONDECYT 1140658
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I. MATERIEL ET METHODES

1. Collecte des ovaires

Les ovaires de 14 chiennes, agées de 1 a 6 ans et cliniguement saines, ont été collectés
par ovariohystérectomie de convenance a différents stades du cycle cestral. Les stérilisations
ont été effectuées dans des centres vétérinaires municipaux de Santiago du Chili.

Pour chaque chienne, une prise de sang sur tube sec a également été réalisée au moment
de la stérilisation pour le dosage ultérieur de la progestéronémie. Les tubes étaient conservés
au congélateur a -20°C jusqu’au dosage.

Une fois les ovaires prélevés, ils ont été placés dans des tubes a essai maintenus a
38,5°C contenant du PBS (Phosphate Buffered Saline), puis transportés au laboratoire dans
I’heure suivant leur exérése.

Au laboratoire, les ovaires ont été lavés avec du PBS puis fixés dans une solution a 4%
de paraformaldéhyde dans du PBS (Merck, Darmstadt, Allemagne) et conservés a température
ambiante (20°C).

2. Détermination du stade du cycle cestral

Les ovaires ont été classés selon le stade du cycle cestral auquel se trouvait la chienne.

Le stade du cycle cestral a été déterminé en considérant les structures ovariennes
prédominantes visualisées et palpées a la surface de I’ovaire (Figure 9 et Tableau 1) et le
niveau de progestérone sérique mesuré par méthode ELISA (PHomo Microplate Reader,
Autobio Labtec Instruments, Zhenghaidong, Chine) avec un kit canin (Prog ELISA Kit,
MyBioSource, San Diego, USA).

Tableau 1 : Classification des ovaires selon les structures ovariennes observées a la surface de
Povaire (observation macroscopique) et le niveau de progestérone sérique

Structures ovariennes observées Concentration sérique de
ala surface de I’ovaire progestérone
Procestrus Petits follicules (<5mm) 1-2ng/mL
Estrus Folllculfa ayant ovulé 2 - 25 ng/mL
Gros follicules (>5mm)
Dicestrus Corps jaune 1-80 ng/mL
Ancestrus Absence de structure <1ng/mL
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Les ovaires ont été isolés de leur bourse ovarique.

Photo A : Procestrus. On observe seulement des petits follicules (f) a la surface de I’ovaire.

Photo B : (Estrus. De gros follicules (f) et/ou des follicules ayant owulé (fov) sont visibles.

Photo C : Dicestrus. Des corps jaunes sont présents a la surface de I’ovaire (cj) et des corps jaunes en cours de
maturation sont présents (mat).

Photo D : Ancestrus. La surface de I’ovaire est lisse, aucune structure n’est observable.

Figure 9 : Structures ovariennes observées et palpées a la surface de ’ovaire selon le stade du
cycle cestral

3. Inclusion des ovaires et préparation des lames d’immunohistochimie

Grace a un automate d’imprégnation en paraffine (Shandon Citadel 2000,
Thermoscientific, Cheshire, Royaume-Uni), les ovaires ont été déshydratés a température
ambiante (20°C) dans des solutions d’alcool de concentrations croissantes de 95 a 100% puis
de xylol (Tableau 2 pour le détail des étapes) puis immergées dans un bain de paraffine
liquide.

Les ovaires ont été ensuite inclus dans des blocs de paraffine (automate d’inclusion en
paraffine Leica EG 1120, Leica, Nussloch, Allemagne) puis ont été maintenus a 4°C jusqu’a

préparation des lames.

A partir des blocs de paraffine contenant les ovaires, des coupes de 3 & 4 um d’épaisseur
ont éte reéalisees grace a un microtome rotatif (Leitz 1512, Leitz, Stuttgart, Allemagne).

48



Ces coupes ont été étalées sur un bain marie d’eau a 40°C pour étre ensuite placées sur
des lames de verre silanisées (Sigma Aldrich, Saint Louis, Etats-Unis). La surface silanisée
des lames permet une meilleure adhérence des coupes de tissus.

Pour chaque ovaire, 4 lames blanches choisies de maniére aléatoire au sein de 1’ovaire
ont été effectuées et ont été réparties sur 2 lames : une lame avec 2 coupes pour étudier le
facteur de croissance GDF-9 avec un controle négatif, et une lame avec 2 coupes pour étudier
le facteur de croissance BMP-15 avec un contrdle négatif.

Les lames ont enfin été incubées 2 heures a 40 °C dans une étuve (Memmert,
Allemagne) afin de les faire sécher et d’¢éliminer le film liquidien compris entre la lame et la
coupe paraffinée.

Tableau 2 : Méthode d’inclusion des ovaires avec processeur automatique

Les chiffres romains correspondent a des bains différents pour chaque solution.

Temps d’incubation Température d’incubation
Alcool 95% | 1h30 22°C
Alcool 95% 11 1h30 22°C
Alcool 100% | 1h00 22°C
Alcool 100% 11 2h00 22°C
Alcool 100% I11 2h30 22°C
Xylol | 1h00 22°C
Xylol 11 1h00 22°C
Xylol 111 1h00 22°C
Paraffine | 2h00 58°C
Paraffine 11 3h00 58°C

Inclusion

4. Immunohistochimie

A. Déparaffinage et étapes de préparation
Les lames ont été déparaffinées selon le protocole présenté dans le Tableau 3.

Une fois deparaffinées, les lames ont été incubées au bain marie dans du tampon citrate
10 mmol/L a pH 6 (Merck) pendant 10 minutes a 95°C afin de réaliser un démasquage des
sites antigéniques rendu nécessaire par I’étape de fixation au paraformaldéhyde, puis ont été
placées a température ambiante pendant 10 minutes.

Les coupes ont été placées dans une solution d’eau oxygénée a 3% (Sigma Aldrich)
durant 10 minutes afin de bloquer la peroxydase endogéne, suivi de 3 lavages au PBS d’une
minute chacun.

Les échantillons ont ensuite été placés dans une solution de PBS + BSA 2% (A253-
10G, Sigma Aldrich) durant 15 minutes en vue de leur saturation. Cette étape permet un
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blocage des liaisons non spécifiques, car la BSA a la propriété de se fixer de maniére non
spécifique sur les sites d’attachement cellulaires. La solution a ensuite été retirée par simple
aspiration sans lavage.

Tableau 3 : Méthode de déparaffinage des lames

Les chiffres romains correspondent a des bains différents pour chaque solution.

Temps d’incubation Température d’incubation
Xylol | 5 min 22°C
Xylol 11 5 min 22°C
Xylol 111 5 min 22°C
Alcool 100% | 5 min 22°C
Alcool 100% 11 S min 22°C
Alcool 95% 5 min 22°C
Alcool 75% 5 min 22°C

Rincage avec du PBS

B. Incubation avec les anticorps

Pour le protocole d’immunohistochimie, une technique d’immunoréaction indirecte a
été utilisée, avec des anticorps primaires et des anticorps secondaires conjugués au traceur
HRP (Horseradish Peroxidase) (Figure 10). La peroxydase est révélée grace au chromogene
DAB (3-3'diaminobenzidine), substrat de la peroxydase. Chaque étape est detaillée par la
suite.

. Traceur = HRP Systéme

révélateur
Anticorps secondaire

Anticorps primaire

Epitope

Antigéne
Echantillon

Figure 10 : Principe de ’immunohistochimie utilisée
(d’apres http://crn2m.univ-mrs.fr/IMG/pdf/TD_imagerie_OB_06-07.pdf)
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a. Incubation des coupes avec les anticorps primaires

Les coupes consacrées a 1’étude du facteur de croissance GDF-9 ont été incubées toute
la nuit a 4°C avec un anticorps polyclonal de lapin anti-GDF-9 humain (Abcam, Cambridge,
Royaume-Uni) a une dilution 1:200 dans une solution de PBS + BSA 2%. La coupe contréle
négatif sur la méme lame a été incubée dans une solution de PBS + BSA 2% sans 1’anticorps.

Les coupes consacrées a 1’étude du facteur de croissance BMP-15 ont été incubées toute
la nuit a 4°C avec un anticorps polyclonal de chévre anti-BMP-15 humain (R&D Systems,
Minneapolis, USA) a une dilution 1:150 dans une solution de PBS + BSA 2%. De méme, le
contréle négatif a été incubé dans une solution de PBS + BSA 2% sans 1’anticorps.

b. Incubation des coupes avec | ‘anticorps secondaire et révélation

Aprés I’incubation, toutes les lames ont été lavées trois fois une minute avec du PBS
puis les tissus ont été incubés deux heures a 1’obscurité et a température ambiante avec
I’anticorps secondaire a la dilution 1:200 dans du PBS + BSA 2%. Pour GDF-9, I’anticorps
utilisé était un anticorps polyclonal de chévre anti-lapin conjugué a ’HRP (Abcam), et pour
BMP-15 un anticorps d’ane anti-chevre conjugué a I’HRP (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, USA).

Les échantillons ont ensuite été lavés trois fois 5 minutes avec du PBS, puis révélés 15
minutes avec le chromogéne DAB (Vector, Burlingame, USA), et enfin lavés avec de I’eau
distillée.

C. Contre coloration et montage

Pour la contre coloration, les échantillons ont été colorés avec de 1’hématoxyline
(Merck). Aprés cette étape, les lames ont été déshydratées (placés dans des solutions
d’alcool successives d’alcool : une solution a 70%, 2 solutions a 100% et 2 solutions de xylol
a 100% durant 10 secondes chacune), pour étre enfin montés entre lame et lamelle avec
milieu de montage Entellan (Merck).

5. Observation des structures ovariennes

A. Materiel d’observation

Les follicules aux différents stades de développement et leurs ovocytes ont été observés
grace a un microscope a lumiere inversée Olympus 1X71 (Tokyo, Japon) équipé d’une lampe
IX2-RFA. Les photographies ont été obtenues avec une caméra ProgRes-Capture Pro 2.5
(Jenoptik, Jena, Allemagne) annexée au microscope. Le méme temps d’exposition et la méme
lumiére ont été appliqués a tous les échantillons pour la prise de cliché.
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B. Détermination du stade folliculaire

Concernant les follicules, nous avons distingué les différentes étapes de la croissance
folliculaire selon les critéres suivants (Figure 11 ; Monniaud et al., 2009) :

- Follicule primordial : ovocyte entouré d’une seule couche de cellules folliculaires
aplaties.

- Follicule primaire : ovocyte avec une seule couche de cellules folliculaires de
forme cuboidale.

- Follicule secondaire : ovocyte avec plusieurs couches de cellules folliculaires,
sans antrum.

- Follicule antral: ovocyte avec plusieurs couches de cellules folliculaires
différenciées en cellules de la granulosa et cellules de la théque, et présence d une
cavité antrale.

C. Détermination de l'intensité de ['immunomarquage

Tout le long de cette étude, nous avons étudié séparément 1I’immunomarquage des
cellules folliculaires et celui des ovocytes.

Nous avons classé les ovocytes et les cellules folliculaires selon 4 degrés
d’immunomarquage : Fort, Moyen, Faible, Nul, en relation avec [Iintensit¢ de
I’immunomarquage.

L’intensité du marquage a été quantifiée au début des manipulations grace au
programme Image J (version 1.45s, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
Pour cela, nous avons réalisé les mesures sur un échantillon de 6 ovocytes/cellules
folliculaires pour chaque catégorie d’ immunomarquage : Fort, Moyen, Faible. Sur le logiciel,
les photographies ont été transformées en échelle de gris. L’intensité de I’immunomarquage a
été calculée par le logiciel en réalisant la différence suivante :

« Densité intégrée moyenne » de l’arriére-plan des photographies — « Densité intégrée
moyenne » de la zone immuno-marquée

A partir des valeurs obtenues, une moyenne et un écart type pour chaque catégorie ont
¢té obtenus et ont permis d’établir les valeurs seuils pour chaque catégorie. Les valeurs
obtenues sont présentées dans le tableau 4.

La catégorie Fort été attribuée pour une valeur strictement supérieure a 23, la catégorie
Moyenne pour une valeur strictement supérieure a 11 jusqu’a 23 inclus, la catégorie Faible
pour une valeur inférieure ou égale a 11 (Figures 12 et 13).

Ces données ont été utilisées pour I’entrainement des observateurs. Pour la suite des

observations, la classification selon les 4 degrés d’immunomarquage a été realisée par deux
observateurs de facon visuelle, sans utiliser le logiciel.
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Photos A et B : Follicule primordial avec ovocyte (ov) et une seule couche de cellules folliculaires aplaties (f).
Photos C et D : Follicule primaire avec ovocyte (ov) et une seule couche de cellules folliculaires cuboidales (f).
Photos E et F : Follicule secondaire avec ovocyte (ov) et plusieurs couches de cellules folliculaires (fx).
Photos G et H : Follicule antral avec antrum (&), granulosa (g) et theque (th).
Echelle des photographies A, B, C, D, E= 20um, observation au grossissement x400
Echelle des photographies G, H = 40um, observation au grossissement x200.

Figure 11 : Follicules canins a différentes étapes de croissance (avec immunomarquage)
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Tableau 4 : Calcul des différences des densités intégrées pour les catégories Fort, Moyen, Faible
d'immunomarquage

Marquage Fort

Arriére-plan 144 118 147 157 151 147

Zone étudiée 119 93 121 120 107 116

Différence 25 25 26 37 44 31
Moyenne + SD 311+78

Marquage Moyen

Arriére-plan 143 135 137 128 143 147
Zone étudiée 121 113 115 112 125 126
Différence 22 22 22 16 18 21
Moyenne + SD 20,2 £ 2,6
Marquage Faible
Arriére-plan 118 143 151 158 142 142
Zone étudiée 112 136 142 146 135 130
Différence 6 7 9 12 7 12
Moyenne + SD 88+26

Toutes les mesures sont exprimées en « unité logiciel ».

6. Analyse statistique des résultats

L’observation des ovocytes et des cellules folliculaires a permis de les répartir en
plusieurs groupes selon le stade folliculaire et le degré d’immunomarquage. L’analyse
statistique des résultats a été réalisée avec le logiciel informatique R (R Core Team (2015), R
Foundation for Statistical Computing, Vienne, Autriche).

Les répartitions des structures folliculaires étudiées dans les différents groupes ont été
comparées en utilisant le test de Fisher exact. La correction de Bonferroni a été appliquée en
fixant un seuil de 5% comme critére acceptable pour la significativité de I’ensemble. Les
différences entre groupes ont donc été considérees significatives lorsque la probabilité de
considérer que ces différences étaient imputables au hasard était plus petite que 0,05/n, avec n
le nombre de comparaisons élémentaires.
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Photos A et B : intensité Forte, Photos C et D : intensité Moyenne,

Photos E et F : intensité Faible, Photos G et H : témoins négatifs avec intensité Nulle.
Echelle = 20pm.

A B, C, D, E, F, H: observation au grossissement x400. G : observation au grossissement x200.

Figure 12 : Notation de ’intensité de ’immunomarquage dans les ovocytes
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Photos A et B : intensité Forte, Photos C et D : intensité Moyenne,
Photos E et F : intensité Faible, Photos G et H : témoins négatifs avec intensité Nulle.
Echelle = 20pum. B, D, G : observation a I’objectif x20. A, C, E, F, H : observation a I’objectif x40.

Figure 13 : Notation de ’intensité de I’immunomarquage dans les cellules folliculaires
rigure 15
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Il. RESULTATS
1. Effectifs

Aprés détermination du stade du cycle cestral des chiennes, 1’effectif des individus
inclus était la suivante :
Procestrus : 3 chiennes, 3 ovaires
(Estrus : 2 chiennes, 2 ovaires
Dicestrus : 5 chiennes, 5 ovaires
Ancestrus : 4 chiennes, 4 ovaires

Un seul ovaire par chienne a été retenu dans 1’étude, le deuxiéme ayant été utilisé pour
une autre étude menée en paralléle.

En raison du faible nombre de chiennes en procestrus et en cestrus, les deux catégories
ont été regroupées pour 1’étude, avec un total de 5 chiennes, soit 5 ovaires, pour le
procestrus/cestrus.

Pour les lames consacrées a 1’étude du facteur de croissance GDF-9, un total de 181
ovocytes et 168 follicules a été observé.

Pour les lames consacrées a 1’étude du facteur de croissance BMP-15, un total de 126
ovocytes et 114 follicules a été observé.

Le nombre d’ovocytes differe du nombre de follicules car certaines structures ont été
abimees dans les coupes : il manquait parfois I’ovocyte du follicule, et parfois la couche de

cellules folliculaires, en particulier pour les follicules primordiaux.

La répartition des effectifs de follicules en fonction du stade du cycle cestral et du stade
folliculaire pour les deux facteurs est détaillée dans les tableaux 3 et 4.
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Tableau 5 : Répartition des follicules examinés en fonction du stade du cycle cestral et du stade
folliculaire pour le facteur GDF-9

Stade folliculaire Total

Stade du cycle cestral Primordial | Primaire | Secondaire | Antral
Ancestrus Ovocyte 10 7 20 26 63
Follicule 0 7 21 25 53
Ovocyte 27 0 21 17 65
Procestrus/EStrus | o icute 21 4 22 17 64
Dicestrus Ovocyte 13 10 19 11 53
Follicule 1 16 23 11 51
Total Ovocyte 50 17 60 54 181
Follicule 22 27 66 53 168

Tableau 6 : Répartition des follicules examinés en fonction du stade du cycle cestral et du stade
folliculaire pour le facteur BMP-15

Stade folliculaire Total

Stade du cycle cestral Primordial | Primaire | Secondaire | Antral
Ancestrus Ovocyte 0 5 15 14 34
Follicule 0 5 5 14 24
Ovocyte 11 3 28 18 60
Procestrus/(Estrus | ¢ icule 1 3 30 19 53
Dicestrus Ovocyte 14 0 13 5 32
Follicule 4 6 22 5 37
Total Ovocyte 25 8 56 37 126
Follicule 5 14 57 38 114
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2. Localisation de I’immunomarquage

Les contrbles négatifs, incubés sans le premier anticorps, n’ont pas montré de
marquage, prouvant la spécificité de I’immunomarquage.

Toutes les coupes d’ovaires incubées avec les anticorps anti-GDF-9 et anti-BMP-15 ont
présenté un marquage pour GDF-9 ou BMP-15.

Les facteurs GDF-9 et BMP-15 ont été immuno-localisés a la fois dans le cytoplasme
des ovocytes et dans les cellules folliculaires, indiquant la présence de ces protéines dans les
deux types de cellules, et ce, quels que soient le stade du cycle cestral et I’étape de croissance
folliculaire.

Les 4 degrés d’intensité ont été observés pour les ovocytes et les follicules.

Par la suite, nous avons étudié dans un premier temps I’influence du stade folliculaire
sur I’immunomarquage des facteurs GDF-9 et BMP-15 dans les ovocytes et follicules sans
tenir compte de I’étape du cycle cestral.

Nous avons ensuite analysé I’influence du stade du cycle cestral sur I’ immunomarquage
des deux facteurs.

3. Variations de I’immunomarqguage selon le stade folliculaire

Pour I’ensemble de cette partie, les résultats ont été considérés significativement
différents lorsque p < 0,004. En effet, douze comparaisons élémentaires ont été réalisées
(comparaison de tous les stades folliculaires entre eux et de toutes les intensités de marquage
entre elles) et la correction de Bonferroni a été appliquée en fixant un seuil de 5% comme
critére acceptable pour la significativité¢ de I’ensemble.

A. GDF-9 (Annexe 1, Figure 14)

a. Evolution du marquage de GDF-9 dans les ovocytes (Figure 14A)
Le marquage observé pour GDF-9 dans les ovocytes est cytoplasmique.

La proportion d’ovocytes marqués fortement aux stades primordial et secondaire est
significativement supérieure au pourcentage d’ovocytes marqués fortement au stade antral
(86% et 70,6% respectivement vs 42,6%). Inversement, la proportion d’ovocytes marqués
moyennement au stade antral était significativement supérieure a celle des stades secondaire
et primordial (51,9% vs 18,3% et 12% respectivement).

Parmi les follicules primordiaux, la proportion d’ovocytes marqués fortement est
significativement supérieure a la proportion d’ovocytes marques moyennement (86% vs
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12%). De plus, parmi les follicules antraux, la proportion d’ovocytes marqués moyennement
est significativement supérieure a la proportion d’ovocytes marqués fortement (51,9% vs
42,6%).

Etonnamment, on pourrait s’attendre & ce que la proportion d’ovocytes marqués
fortement au stade primordial soit significativement supérieure a la proportion d’ovocytes
marqués faiblement au méme stade : 1’odds ratio est en effet de 6. L’absence de significativité
pourrait s’expliquer ici par un déséquilibre des effectifs pour la réalisation du test de Fisher
exact, plutét que par un effectif insuffisant. Il en va de méme pour d’autres résultats : la
proportion d’ovocytes marqués fortement au stade antral contre la proportion d’ovocytes
marqués faiblement et sans marquage au méme stade par exemple.

Ces resultats tendent a suggérer que le nombre d’ovocytes marqués fortement pour
GDF-9 diminue au cours de la croissance folliculaire.

On pourrait alors supposer que GDF-9 est présent en grande quantité dans les ovocytes
des stades pré-antraux puis que sa concentration diminue au stade antral.

b. Evolution du margquage de GDF-9 dans les follicules (Figure 14B)

La proportion de follicules marqués fortement au stade primordial est significativement
plus importante que la proportion de follicules marqués fortement aux stades secondaire et
antral (95,5% vs 37,9% et 18,5% respectivement), et la proportion de follicules marqués
fortement au stade primaire est significativement plus importante que la proportion de
follicules marqués fortement au stade antral (63% vs 18,5%).

Inversement, la proportion de follicules marqués moyennement aux stades secondaire et
antral est significativement plus importante que la proportion de follicules marqués
moyennement au stade primordial (36,4% et 50% respectivement vs 4,5%) et au stade antral
par rapport au stade primaire (50% vs 14,8%). De méme, il y a significativement plus de
cellules folliculaires faiblement marquées au stade antral par rapport au stade primordial
(27,8% vs 0%).

Parmi les follicules primordiaux, la proportion de follicules marqués fortement est
significativement supérieure a la proportion de follicules marqués moyennement (95,5% vs
4,5%). De plus, parmi les follicules antraux, la proportion de follicules marqués
moyennement et faiblement est significativement supérieure a la proportion de follicules
marqués fortement (50% et 27,8% vs 18,5%).

Ces résultats tendent a suggérer que I’intensité du marquage diminue dans les follicules
au cours de la folliculogenése, notamment a partir du stade follicule secondaire.

La diminution de la quantité de GDF-9 serait alors plus précoce dans les follicules que
dans les ovocytes, avec une diminution de concentration a partir du stade secondaire au lieu
du stade antral.
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a,b,c: Les valeurs sans exposant en commun pour une intensité donnée (Forte/Moyenne/Faible/Nulle) et pour
une catégorie de cellules donnée (ovocyte/follicules) sont significativement différentes (p<0,004).

AB: Les valeurs sans exposant en commun pour un stade folliculaire  donné
(Primordial/Primaire/Secondaire/Antral) et pour une catégorie de cellules donnée (ovocyte/follicules) sont
significativement différentes (p<0,004).

Les barres d’erreur correspondent a I’intervalle de confiance a 95% pour chaque pourcentage.

Figure 14 : Marquage pour le facteur GDF-9 selon le stade de croissance folliculaire
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B. BMP-15 (Annexe 2, Figure 15)

a. Evolution du marquage de BMP-15 dans les ovocytes (Figure 15A)

La proportion d’ovocytes marqués fortement au stade primordial est significativement
plus importante que la proportion d’ovocytes marqués fortement aux stades secondaire et
antral (64% vs 5,4% et 13,5% respectivement).

Inversement, il y a significativement plus d’ovocytes marqués faiblement aux stades
secondaire et antral qu’au stade primordial (55,4% et 32,4% respectivement vs 0%).

Parmi les follicules primordiaux, la proportion d’ovocytes marques fortement est
significativement supérieure a la proportion de follicules marqués moyennement et faiblement
(64% vs 36% et 0% respectivement), et la proportion d’ovocytes marqués moyennement est
significativement supérieure a la proportion d’ovocytes marqués faiblement (36% vs 0%).

De plus, parmi les follicules secondaires, la proportion d’ovocytes marqués faiblement
est significativement plus importante que la proportion d’ovocytes marqués fortement (55,4%
vs 5,4%).

Ces résultats tendent a suggérer que I’expression de BMP-15 dans les ovocytes semble
diminuer au cours de la croissance folliculaire, en particulier a partir du stade primaire.

b. Evolution du marquage de BMP-15 dans les follicules (Figure 15B)
Aucune différence significative n’a été observée selon les différents stades de
croissance folliculaire, et pour un stade folliculaire donné, il n’y a pas de différence

significative dans la répartition selon le degré de marquage.

La quantité de BMP-15 dans les follicules ne semble donc pas varier selon les stades de
croissance folliculaire.
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a,b,c: Les valeurs sans exposant en commun pour une intensité donnée (Forte/Moyenne/Faible/Nulle) et pour
une catégorie de cellules donnée (ovocyte/follicules) sont significativement différentes (p<0,004).

AB: Les valeurs sans exposant en commun pour un stade folliculaire  donné
(Primordial/Primaire/Secondaire/Antral) et pour une catégorie de cellules donnée (ovocyte/follicules) sont
significativement différentes (p<0,004).

Les barres d’erreur correspondent a I’intervalle de confiance a 95% pour chaque pourcentage.

Figure 15 : Marquage pour le facteur BMP-15 selon le stade de croissance folliculaire
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4. Variations de I’immunomarquage selon le stade du cycle cestral

Pour I’ensemble de cette partie, les résultats ont été considérés significativement
différents lorsque p < 0,005. En effet, neuf comparaisons élémentaires ont été réalisées
(comparaison de toutes les étapes du cycle cestral entre elles et de toutes les intensités de
marquage entre elles) et la correction de Bonferroni a été appliquée en fixant un seuil de 5%
comme critére acceptable pour la significativité de I’ensemble.

Les effectifs obtenus pour cette partie étant trés faibles, peu de données ont pu étre
extrapolées statistiquement.

A. GDF-9 (Annexes 3 et 4, Figures 16 et 17)

a. Evolution du marquage de GDF-9 dans les ovocytes (Figure 16)

Pour les follicules primaires, la proportion d’ovocytes marqués fortement est
significativement plus importante en dicestrus qu’en ancestrus (100% avec N=10 vs 28,6%
avec N=7).

Sous réserve de la faible représentativité de 1’échantillon, on pourrait alors supposer que
la concentration de GDF-9 dans les ovocytes des follicules primaires diminue lors du passage
du dicestrus a I’ancestrus.

b. Evolution du marquage de GDF-9 dans les follicules (Figure 17)

Pour le stade primaire, la proportion de follicules marqués fortement en
procestrus/cestrus et dicestrus est significativement plus importante que la proportion de
follicules marqués fortement en ancestrus (100% avec N=4 et 81,2% avec N= 16
respectivement vs 0% avec N=7). Inversement, la proportion de follicules marqués faiblement
en ancestrus est significativement plus importante que la proportion de follicules marqués
faiblement en dicestrus (85,7% avec N=7 vs 0% avec N=16).

De plus, durant le dicestrus pour les follicules primaires, la proportion de follicules
marqués fortement est significativement plus importante que la proportion de follicules
marqués faiblement (81,2% vs 0% avec N=16), et inversement en ancestrus (0% vs 85,7%
avec N=7).

Sous réserve de la faible représentativité de 1’échantillon, il semblerait que la

concentration de GDF-9 dans les follicules primaires est plus importante en dicestrus et en
procestrus/cestrus qu’en ancestrus.
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B. BMP-15 (Annexes 5 et 6, Figures 18 et 19)
a. Evolution du marquage de BMP-15 dans les ovocytes (Figure 18)

Pour le stade primordial, la proportion d’ovocytes marqués fortement en
procestrus/cestrus est significativement plus importante que la proportion d’ovocytes marqués
fortement en dicestrus (100% avec N=11 vs 35,7% avec N=14). Inversement, la proportion
d’ovocytes marqués moyennement en dicestrus est significativement plus importante que la
proportion d’ovocytes marqués moyennement en procestrus/cestrus (64,3% avec N=14 vs 0%
avec N=11).

De plus, durant le procestrus/cestrus pour les follicules primordiaux, la proportion
d’ovocytes marqués fortement est significativement plus importante que la proportion
d’ovocytes marqués moyennement (100% vs 0% avec N=11), et inversement en dicestrus
(35,7% vs 64,3% avec N=14).

Sous réserve de la faible représentativité de 1’échantillon, il semblerait que la
concentration de BMP-15 dans les ovocytes des follicules primordiaux est plus importante en
procestrus/cestrus qu’en dicestrus.

b. Evolution du marquage de BMP-15 dans les follicules (Figure 19)

Pour le stade primaire, la proportion de follicules marqués moyennement en dicestrus est
significativement plus importante que la proportion d’ovocytes marqués moyennement en
ancestrus (100% avec N=6 vs 0% avec N=5). Inversement, la proportion de follicules marqués
faiblement en ancestrus est significativement plus importante que la proportion de follicules
marqués faiblement en dicestrus (100% avec N=5 vs 0% avec N=6).

De plus, durant le dicestrus pour les follicules primaires, la proportion de follicules
marqués moyennement est significativement plus importante que la proportion d’ovocytes
marqués faiblement (100% vs 0% avec N=6), et inversement en ancestrus (0% vs 100%
avec N=5).

Sous réserve de la faible représentativit¢ de I’échantillon, il semblerait que la

concentration de BMP-15 dans les follicules primaires est plus importante en dicestrus qu’en
ancestrus.
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DISCUSSION

l. Protocole de réalisation des lames

1. Nombre d’ovaires disponibles

Un des points faibles de cette étude est le nombre réduit d’ovaires étudié. Nous avions a
disposition 14 ovaires provenant de 14 chiennes, dont 3 ovaires en procestrus, 2 ovaires en
cestrus, 5 ovaires en dicestrus, 4 ovaires en ancestrus.

Un seul ovaire sur les deux présents chez chaque chienne a été étudié, car le deuxieme
ovaire était utilisé par une autre étude menée en parallele. Le faible nombre de chiennes
étudié était lié au temps limité de 1’étude, ainsi qu’a I’approvisionnement irrégulier et en
faible nombre des ovaires.

2. Nombre de coupes d’ovaires disponibles

Le nombre de coupes étudié par ovaire était également réduit, avec un total de quatre
coupes par ovaire. Parmi ces quatre coupes, une coupe était consacrée au facteur GDF-9, une
autre au facteur BMP-15 et les deux derniéres aux contréles négatifs respectifs.

Le nombre limité de coupes étudié était imposé par la limite de temps de 1’é¢tude. En
effet, le temps dédié a 1’étude elle-méme était restreint a quelques semaines, et la technique
d’immunohistochimie était longue a réaliser et I’observation des lames au microscope était
chronophage.

Idéalement, il aurait été intéressant de réaliser des coupes sériées des ovaires. Cette
technique aurait permis d’augmenter le nombre de follicules étudié et d’étre plus représentatif
de chaque population folliculaire.

3. Choix de la technique

La technique d’immunohistochimie a été choisie afin de pouvoir localiser facilement les
protéines des facteurs GDF-9 et BMP-15 dans les ovocytes et les follicules. Cette technique a
été choisie aussi car elle permet de réaliser une étude semi-quantitative des variations
d’expression des deux facteurs.

D’autres techniques auraient pu étre réalisées mais ne correspondaient pas a nos
critéres. L’hybridation in situ aurait permis de détecter la localisation des ARNm de GDF-9 et
BMP-15 dans les tissus, et il aurait été possible de réaliser une étude semi-quantitative. La
RT-PCR aurait permis une étude quantitative des ARNm de GDF-9 et BMP-15 contenus dans
les ovocytes et les cellules folliculaires, mais sans avoir acces a la localisation des ARNm au
sein du tissu. Toutefois, ces deux techniques étudient les ARNm des facteurs et non les
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protéines. 1l est possible que ces ARNm soient stockés sans étre traduits directement, ou
qu’ils soient traduits mais que les protéines ne subissent pas le clivage protéolytique qui
permet leur activation biologique.

Il aurait également été possible d’utiliser la cytométrie en flux afin de quantifier les
protéines GDF-9 et BMP-15, mais cette technique n’aurait pas permis d’avoir la localisation
des facteurs au sein du tissu ovarien.

1. Résultats

1. Localisation des facteurs GDF-9 et BMP-15

Le premier objectif de ce travail était de localiser les facteurs GDF-9 et BMP-15 dans
les follicules et ovocytes chez la chienne au cours de la folliculogenese. Chez les autres
espéces mammiféeres étudiées, il existe en effet des variations interspécifiques de la
localisation de ces deux facteurs et une expression variable au cours de la folliculogenése.

Chez le porc (Sun et al., 2010), les protéines GDF-9 et BMP-15 sont présentes a tous les
stades de la folliculogenése. Chez la souris (FitzPatrick et al., 1998 ; Otsuka et al., 2000 ; Sun
et al., 2010) et la chevre (Silva et al., 2005), elles sont présentes seulement a partir du stade
primaire.

Chez la plupart des espéces, GDF-9 et BMP-15 sont localisés a la fois dans I’ovocyte et
dans les cellules de la granulosa (porc, Sun et al., 2010 ; chévre, Silva et al., 2005 ; vache,
Hosoe et al., 2011 ; Homme, Aaltonen et al., 1999 ; Sun et al., 2010).

Chez la souris, on pensait jusqu’a présent que GDF-9 et BMP-15 étaient localisés
uniquement dans les ovocytes (FitzPatrick et al., 1998 ; Otsuka et al., 2000). Toutefois, une
étude plus récente montre que BMP-15 est aussi localisé dans les cellules de la granulosa des
follicules antraux (Sun et al., 2010).

Chez la chienne, peu de travaux sont disponibles sur ce sujet. Une étude montre que
GDF-9 est présent dans 1’ovocyte et les cellules du cumulus des follicules antraux (De Los
Reyes et al., 2013) et BMP-15 dans les cellules folliculaires des follicules antraux (Fernandez
et al., 2016). Toutefois, la localisation de ces deux facteurs au cours de la folliculogenése n’a
pas été étudiée a ce jour.

D’aprés notre étude, les facteurs GDF-9 et BMP-15 sont localisés a la fois dans le
cytoplasme des ovocytes et dans les cellules folliculaires du stade primordial jusqu’au stade
antral inclus et ce, quelle que soit le stade du cycle cestral. Ces résultats viennent donc
compléter les études précédentes sur I’expression de ces deux facteurs dans les follicules
canins.

Leur présence chez la chienne depuis le stade primordial jusqu’au stade antral suggéere
qu’ils pourraient jouer un réle important a plusieurs stades de la folliculogeneése canine.

L’expression de GDF-9 et BMP-15 dans les follicules primordiaux pourrait suggérer
qu’ils jouent un réle dans la croissance et le développement des follicules primordiaux chez la
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chienne. Des études chez d’autres espéces rapportent un réle de GDF-9 dans la formation
folliculaire et la croissance des follicules primordiaux (Mandon-Pepin et al., 2003 ; Juengel et
al., 2004a ; Wang et Roy, 2004 ; Martins et al., 2008). En effet, I’injection dans des ovaires de
porc d’ADNc de GDF-9 promeut la croissance des follicules primordiaux (Martins et al.,
2008), et chez le hamster, il y a une augmentation de la proportion d’ovocytes entamant la
croissance folliculaire pour des ovaires collectés avant la naissance et cultivés dans un milieu
contenant du GDF-9 (Wang et Roy, 2004, 2006).

L’expression de GDF-9 et BMP-15 jusqu’au stade antral suggere qu’ils jouent peut-étre
aussi un role dans I’acquisition de la compétence méiotique de I’ovocyte et I’ovulation. Chez
d’autres espéces, des études permettent de soutenir ces hypothéses. GDF-9 possede en effet
un réle dans I’expansion des cellules du cumulus chez la souris (Elvin et al., 1999b) et semble
diminuer le taux d’ovulation chez la femme, puisque des mutations sur gdf-9 ont été détectées
chez des patientes avec un taux d’ovulation augmenté (Palmer et al., 2006). BMP-15 joue lui
un réle dans I’ovulation chez la souris et la brebis, en augmentant le taux d’ovulation chez la
souris et en le diminuant chez la brebis (Yan et al., 2001 ; Juengel et al., 2002).

2. Variations d’expression des facteurs GDF-9 et BMP-15 au cours de la

folliculogenese

Le second objectif de ce travail était d’étudier les variations d’expression des facteurs
GDF-9 et BMP-15 au cours de la folliculogenése, afin de savoir s’ils pourraient jouer un role
plutdt dans la folliculogenése basale, terminale ou 1’ovulation. Les variations ont aussi été
étudiées selon les stades du cycle cestral afin de voir si I’environnement hormonal posséde
une influence sur I’expression de ces deux facteurs.

Chez le porc (Prochazka et al., 2004), le rat (Erickson et Shimazaki, 2003) et la brebis
(Kona et al., 2016), des techniques d’hybridation in situ et de RT-PCR ont montré que
I’expression de GDF-9 diminue au cours de la folliculogenese et des étapes de MIV.
L’expression de BMP-15 diminue également chez le porc et la brebis, mais pas chez le rat
(Erickson et Shimazaki, 2003 ; Prochazka et al., 2004 ; Kona et al., 2016). On observe au
contraire chez la femme une augmentation de I’expression de GDF-9 et BMP-15 durant la
maturation de I’ovocyte (Li et al., 2014).

L’expression de ces deux facteurs varie donc différemment selon les especes au cours
de la folliculogenése, bien que les variations des concentrations des protéines GDF-9 et BMP-
15 ne soient pas disponibles d’apres ces études.

Chez la chienne, la concentration de la protéine GDF-9 diminue au cours de la
maturation in vitro des complexes cumulus-ovocyte et est corrélée négativement avec
I’expansion du cumulus (De Los Reyes et al., 2013). Fernandez et al. (2016) montrent que les
concentrations des protéines GDF-9 et BMP-15 varient au cours de la folliculogenése
terminale et selon I’étape du cycle cestral chez la chienne. La quantité de GDF-9 diminue
durant la croissance des follicules antraux en ancestrus et procestrus/cestrus, tandis que sa
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quantité augmente au début de la croissance des follicules antraux en dicestrus. Pour BMP-15,
sa quantité augmente durant la folliculogenése terminale au cours de I’ancestrus, mais elle
diminue en revanche au cours du procestrus/cestrus, et reste stable durant le dicestrus.

Palomino et De Los Reyes (2016) ont travaillé sur I’expression des ARNm de GDF-9
et BMP-15 au cours de la folliculogenese du stade préantral & antral. D’aprés eux,
I’expression de GDF-9 dans les cellules folliculaires et les ovocytes diminue au cours de la
croissance folliculaire pour toutes les étapes du cycle cestral. L’expression de BMP-15 dans
les ovocytes augmente au cours de la folliculogenése terminale pour toutes les étapes du cycle
cestral, mais en revanche des variations existent selon 1’étape du cycle cestral pour les cellules
folliculaires : I’expression de BMP-15 augmente durant la folliculogenése en ancestrus, et est
plutdt stable en procestrus/cestrus et dicestrus.

Toutefois, les variations des concentrations protéiques de GDF-9 et BMP-15 au cours
de I’ensemble des stades de la folliculogenése n’a pas été étudiée a ce jour chez la chienne.
De plus, bien que les variations des concentrations en ARNm de GDF-9 et BMP-15 aient déja
été étudiées pour cette espece, il est possible que ces ARNm soient stockés dans les cellules
sans étre traduits immédiatement en protéines, ou que la protéine ne subisse pas de clivage
protéolytique pour I’activer. L’étude des variations des concentrations protéiques de GDF-9 et
BMP-15 par immunohistochimie permet donc de compléter les données actuellement
disponibles.

D’aprés notre étude, 1’expression de GDF-9 et BMP-15 varie au cours de la
folliculogenese et selon le stade du cycle cestral.

La quantité de GDF-9 dans les ovocytes diminue au cours de la folliculogenese a partir
du stade antral, et cette diminution s’opére a partir du stade secondaire pour les cellules
folliculaires. Pour BMP-15, on observe une diminution marquée dans les ovocytes a partir du
stade primaire, et en revanche on n’observe aucune variation de la quantit¢é de BMP-15 pour
les cellules folliculaires.

Concernant les variations au cours du cycle cestral, le nombre réduit d’effectif et leur
faible représentativité nous permettent seulement de suggérer certaines tendances.

GDF-9 semble ainsi plus fortement exprimé dans les ovocytes des follicules primaires
en dicestrus qu’en ancestrus,et plus fortement exprimé dans les cellules folliculaires des
follicules primaires en dicestrus et procestrus/cestrus qu’en ancestrus. Pour BMP-15, son
expression semble plus marquée en procestrus/cestrus qu’en dicestrus pour les ovocytes des
follicules primordiaux, et en dicestrus pour les cellules folliculaires des follicules primaires
par rapport a 1’ancestrus.

L’expression décroissante de GDF-9 dans les ovocytes et cellules folliculaires au cours
de la folliculogenése concorde avec les résultats des autres études chez la chienne (De Los
Reyes et al., 2013 ; Fernandez et al., 2016 ; Palomino et De Los Reyes, 2016). Dans 1’étude
de Palomino et De Los Reyes (2016) étudiant les variations d’expression des ARNm dans les
follicules pré-antraux a antraux, la diminution s’opére deés le stade préantral, ce qui est
cohérent avec nos résultats ou la diminution des concentrations protéiques s’opére a partir du
stade secondaire pour les cellules folliculaires, et du stade antral pour les ovocytes. On
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retrouve une telle diminution de 1’expression de GDF-9 pour d’autres espéces comme le rat
(Jaatinen et al., 1999) et la brebis (Kona et al., 2016). En revanche, ce schéma d’expression
semble différer de celui de la femme ou on observe au contraire une augmentation de
I’expression de GDF-9 au cours des procédés de maturation ovocytaire in vitro (Li et al.,
2014).

Ces résultats pourraient suggérer que GDF-9 chez la chienne joue surtout un réle dans la
folliculogenese basale, et un rdle moindre dans la folliculogenése terminale. Des études chez
d’autres espéces montrent en effet que GDF-9 est essentiel pour la folliculogenese basale
(Otsuka et al., 2000 ; Vitt et al., 2000b), avec des follicules arrétés au stade primaire pour les
animaux déficients en GDF-9 (Dong et al., 1996 ; Hanrahan et al., 2004).

La diminution de I’expression de BMP-15 dans les ovocytes a partir du stade primaire et
I’absence de variation pour les cellules folliculaires différent en revanche des résultats de
Palomino et De Los Reyes (2016). Dans leur étude, ils observent en effet une augmentation de
I’expression de BMP-15 au cours de la folliculogenése. Ces variations pourraient étre liées
aux techniques d’analyse différentes, puisque qu’ils étudient les concentrations d’ARNm
tandis que nous étudions les concentrations protéiques.

Chez les autres espéces, on observe une diminution de 1’expression des ARNmM de
BMP-15 chez la brebis (Kona et al., 2016) et une augmentation de I’expression de BMP-15
chez la femme (Li et al. 2014). Les schémas d’expression de BMP-15 sont donc variables
selon les espéces.

I1 est donc nécessaire d’effectuer d’autres études chez la chienne afin de savoir si BMP-
15 pourrait participer a la folliculogenése terminale pour cette espéce. Nos résultats suggérent
en revanche que BMP-15 jouerait lui aussi un rdle dans la folliculogenése basale, ce que 1’on
retrouve chez d’autres especes. En effet chez la souris, la folliculogenése basale est accelérée
quand BMP-15 est surexprimé (McMahon et al., 2008), et BMP-15 est également essentiel a
la folliculogenese basale chez la femme et la brebis (Galloway et al., 2000 ; Di Pasquale et
al., 2004 ; Hanrahan et al., 2004).

Enfin, pour un stade folliculaire donnée, on observe une expression plus importante de
GDF-9 dans les cellules folliculaires des follicules primaires en dicestrus et procestrus/cestrus
qu’en ancestrus, et une expression plus importante dans les ovocytes en dicestrus qu’en
ancestrus. Pour BMP-15, I’expression est supérieure dans les ovocytes des follicules
primordiaux en procestrus/cestrus qu’en dicestrus, et dans les cellules folliculaires des
follicules primaires en dicestrus qu’en ancestrus. On observe donc globalement une expression
plus forte des deux facteurs en dicestrus et procestrus/cestrus pour les stades folliculaires
primordiaux et primaires par rapport a I’ancestrus.

Ces résultats semblent diverger des études de Fernandez et al. (2016) et Palomino et De
Los Reyes (2016), ou les facteurs sont exprimés en plus grande quantité lors de I’ancestrus.
Cette différence de résultats pourrait étre li¢ aux techniques d’analyse différentes, ainsi qu’a
notre effectif réduit de follicules.

Nos résultats ne soutiennent donc pas a ce niveau 1’hypothése de Fernandez et al.
(2016) et Palomino et De Los Reyes (2016) selon laquelle I’augmentation de GDF-9 et BMP-
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15 en ancestrus est liée a leur role dans la sélection des follicules et D’initiation de la
folliculogenese.

I1l. Perspectives de I’étude

Notre étude a permis d’établir la localisation de GDF-9 et BMP-15 dans les ovocytes et
follicules au cours de la folliculogenése, et ce pour chaque stade du cycle cestral. Nous avons
ainsi montré que GDF-9 et BMP-15 sont tous les deux exprimés dans les cellules folliculaires
et les ovocytes a tous les stades folliculaires chez la chienne.

Nous avons montré qu’il existait des variations de 1’expression de ces facteurs selon le
stade du cycle cestral. Toutefois, la faible représentativité de notre échantillon nous permet
seulement d’établir certaines tendances, avec une expression qui semble plus importante en
dicestrus et procestrus/cestrus pour les stades folliculaires primordiaux et primaires par rapport
a I’ancestrus. Ces résultats divergent des études disponibles chez la chienne (Fernandez et al.,
2016 ; Palomino et De los Reyes, 2016).

Il serait donc intéressant de réaliser une étude avec un nombre important de follicules
afin d’établir clairement les variations d’expression des protéines GDF-9 et BMP-15 au cours
du cycle cestral. Il serait également intéressant d’explorer I’effet de la FSH et de la LH sur
I’expression de GDF-9 et BMP-15 chez la chienne.

Enfin, a présent que nous avons montré que GDF-9 et BMP-15 étaient exprimés a tous
les stades de la folliculogenése, il serait intéressant d’étudier en particulier leur réle dans la
folliculogenese et 1’ovulation chez la chienne. Des études d’immunisation contre GDF-9 et
BMP-15 par exemple permettraient d’étudier leur réle chez cette espece.

A terme, la connaissance du role exact de GDF-9 et BMP-15 pourrait nous permettre

d’augmenter ou de diminuer leur concentration afin de favoriser la maturation des ovocytes in
vitro.
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CONCLUSION

Malgré 1’intérét de développer des techniques de reproduction assistée chez la chienne
pour la médecine humaine et pour la sauvegarde d’espeéces, les recherches se heurtent aux
particularités de I’ovocyte canin. Une des particularités majeures est le blocage de I’ovocyte
en stade prophase I de méiose a 1’ovulation, avec le passage au stade métaphase Il seulement
apres une période de 48-72h passée dans 1’oviducte.

Au cours des dernieres années, les facteurs de croissance GDF-9 et BMP-15 ont été
décrits chez plusieurs especes comme des facteurs clés pour la folliculogenese et 1’ovulation.
Il paraissait intéressant dans ce contexte d’étudier la localisation de ces deux facteurs au cours
de la folliculogenése chez la chienne.

Notre étude a permis d’établir une cartographie de 1’expression de GDF-9 et de BMP-15
dans les follicules canins. Ces facteurs sont tous les deux exprimés dans les cellules
folliculaires et les ovocytes a tous les stades folliculaires, et pour tous les stades du cycle
cestral.

Nous avons aussi montré que leur expression diminue au cours de la folliculogenese. Ce
résultat confirme les données disponibles chez la chienne pour GDF-9, suggérant un possible
role dans la folliculogenése basale pour cette espéce. En revanche, les résultats obtenus pour
BMP-15 divergent des résultats des études disponibles chez la chienne.

Nous avons enfin montré qu’il existait des variations d’expression selon les stades du
cycle cestral. Toutefois, la faible représentativité de notre échantillon nous permet seulement
d’établir certaines tendances, qui seront a confirmer avec des études menées avec un plus
grand nombre d’ovaires.

Cette étude souléve plusieurs questions. Sachant que GDF-9 et BMP-15 sont exprimeés a
tous les stades de la folliculogenése, mais avec une expression décroissante au cours de celle-
ci, il serait intéressant d’étudier s’ils jouent un réle dans la folliculogenese et I’ovulation chez
la chienne. Des études d’immunisation contre GDF-9 et BMP-15 par exemple nous
permettraient d’étudier leur role chez cette espéce.

Il serait aussi intéressant de savoir si d’autres facteurs sont impliqués dans la maturation
ovocytaire et dans 1’ovulation chez la chienne. L’étude des follicules polyovocytaires chez la
chienne semble intéressante a ce point de vue. En effet, les facteurs responsables de la
sélection intrafolliculaire d’un seul ovocyte parmi les nombreux ovocytes présents dans un
méme follicule restent a ce jour inconnus.
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ANNEXES

Annexe 1 : Marquage pour le facteur GDF-9 en fonction du stade folliculaire

a,b,c : Les valeurs sans exposant en commun pour une intensité donnée (Forte/Moyenne/Faible/Nulle) et pour
une catégorie de cellules donnée (ovocyte/follicules) sont significativement différentes (p<0,004).

AB: Les

valeurs sans exposant en commun pour un stade folliculaire

donné

(Primordial/Primaire/Secondaire/Antral) et pour une catégorie de cellules donnée (ovocyte/follicules) sont
significativement différentes (p<0,004).
Les chiffres entre crochets représentent 1’intervalle de confiance a 95% pour chaque pourcentage.

A - Ovocytes
Intensité de marquage pour GDF-9
t . Total
S. ade_ Forte Moyenne Faible Nulle
folliculaire
Primordial 86,0%*[73-94%]  12,0%*® [4-24%] 2,0%*"® [0-11%] 0,0%**®[0-1%]| N=50
Primaire 70,6%%" [44-90%] 23,5%*4[7-50%]  5,9%*[0-29%] 0,0%*[0-20%]| N=17
Secondaire 70,0%*4[57-81%)]  18,3%*[1-30%)] 11,7%**[5-23%] 0,0%*"[0-6%]| N=60
Antral 42,6%"4[29-57%] 51,9%"°[38-66%] 5,6%*®[1-15%] 0,0%*5[0-7%]| N=54
Total N=120 N=49 N=12 N=0
B - Follicules
Intensité de marquage pour GDF-9
Total
S_tade_ Forte Moyenne Faible Nulle
folliculaire
. . 0,0%**8[0-
Primordial | 955%**[77-100%]  4,5%*°[0-23%] 0,0%%P[0-15%] ’ 150] N=22
Primaire 63,0%*"[42-81%] 14,8%*"[4-34%] 22,2%*A[9-42%] 0,0%*[0-13%]| N=27
Secondaire | 37,9%™*[26-51%] 36,4%™"[25-49%] 22,7%""[13-35%] 3,0%**[0-11%]| N=66
b.A b,B b,B 3,7%**°[0- |\ _
Antral 18,5%"7[9-31%] 50,0%"°[36-64%] 27,8%"°[16-42%] 13%] N=54
Total N=73 N=56 N=36 N=4
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Annexe 2 : Marquage pour le facteur BMP-15 en fonction du stade folliculaire

a,b,c: Les valeurs sans exposant en commun pour une intensité donnée (Forte/Moyenne/Faible/Nulle) et pour
une catégorie de cellules donnée (ovocyte/follicules) sont significativement différentes (p<0,004).

AB: Les

valeurs

sans

exposant

en commun pour un

stade

folliculaire

donné

(Primordial/Primaire/Secondaire/Antral) et pour une catégorie de cellules donnée (ovocyte/follicules) sont
significativement différentes (p<0,004).
Les chiffres entre crochets représentent I’intervalle de confiance a 95% pour chaque pourcentage.

A - Ovocyte
Intensité de marquage pour BMP-15
Total
§tade_ Forte Moyenne Faible Nulle
folliculaire
: H a,A| a,B a,C O’O%aYABC [O' —
Primordial | 64,0%*7[43-82%] 36,0%*°[18-57%] 0,0% **[0-14%)] 14%) N=25
Primaire 12,5%®#[0-53%)] 62,5%**[24-91%)] 25,0%*"[3-65%] 0,0%**[0-37%]| N=8
. 37,5%*"8[25- 55,4%"2[41-
0/4PAr1_150 ’ ' 043ABrN_100, -
Secondaire 5,4%""[1-15%)] 519 69%] 1,8%*7[0-10%] | N=56
04LPAr19-
Antral 13,5%"#[5-29%)] 48,6%*"[32-66%] S24% 5([3%2] 5,4%*[1-18%] | N=37
Total N=25 N=53 N=45 N=3
B - Follicules
Intensité de marquage pour BMP-15
Total
S_,tade_ Forte Moyenne Faible Nulle
folliculaire
Primordial 0,0%**[0-52%] 80,0%*[28-99%] 20,0%*"[1-72%]  0,0%**[0-52%]| N=5
Primaire 0,0%**[0-23%] 50,0%*"[23-77%] 50,0%**[23-77%]  0,0%*[0-23%] | N=14
Secondaire 6,1%*[2-15%] 36,4%*"[25-49%] 57,6%*"[45-70%] 0,0%**[0-5%] | N=66
Antral 13,2%4[3-20%)] 42,1%*"[18-44%] 42,1%**[18-44%]  2,6%**[0-10%] | N=54
Total N=9 N=51 N=62 N=1
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Annexe 3 : Marquage pour le facteur GDF-9 dans les ovocytes en fonction du stade du cycle
cestral et du stade folliculaire

a,b : Les valeurs sans exposant en commun pour une étape du cycle cestral donnée et pour un stade folliculaire
donné sont significativement différentes (p<0,005).
AB : Les valeurs sans exposant en commun pour un stade folliculaire donnée et pour une intensité de marquage
donnée (Fort, Moyen, Faible, Nul) sont significativement différentes (p<0,005).

Les chiffres entre crochets représentent I’intervalle de confiance a 95% pour chaque pourcentage.

Stade du cycle cestral

) Total
Procestrus/(Estrus Dicestrus Ancestrus
Fort 85,2%*4[66-96%]  76,9%*"[46-95%)] 100,0%*4[69-100] | N=43
Moyen | 11,1%**[2-29%] 23,1%*A[5-54%] 0,0%**[0-31%)] N=6
Primordial | Faible | 3,7%**[0-19%] 0,0%**[0-25%)] 0,0%**[0-31%)] N=1
Nul 0,0%**[0-13%)] 0,0%**[0-25%)] 0,0%**[0-31%)] N=0
Total N=27 N=13 N=10
° Fort 0,0%"® 100,0%*#[69-100] 28,6%*"[4-71%] | N=12
-% Moyen |0,0%" 0,0%**[0-31%] 57,1%**[18-90%)] | N=4
§ Primaire |Faible |0,0%" 0,0%**[0-31%)] 14,3%*[0-58%] |N=1
% Nul 0,0%" 0,0%**[0-31%)] 0,0%**[0-41%)] N=0
s Total |N=0 N=10 N=7
g Fort 61,9%*[38-82%]  84,2%**[60-97%] 65,0%*[41-85%] | N=42
Moyen |28,6%**[11-52%]  15,8%**[3-40%)] 10,0%*4[1-32%] |N=11
Secondaire | Faible |9,5%**[1-30%] 0,0%*[0-18%)] 25,0%*4[9-49%] | N=7
Nul 0,0%**[0-16%)] 0,0%**[0-18%)] 0,0%**[0-17%)] N=0
Total N=21 N=19 N=20
Fort 41,29%*18-67%]  72,7%*"[39-94%)] 30,8%**[14-52%)] | N=23
Moyen |47,1%**[23-72%]  27,3%*"[6-61%)] 65,4%*"[44-83%)] | N=28
Antral Faible |11,8%*"[1-36%] 0,0%**[0-28%)] 3,8%**[0-20%)] N=3
Nul 0,0%**[0-20%)] 0,0%**[0-28%)] 0,0%**[0-13%)] N=0
Total N=17 N=11 N=26
Total N=65 N=53 N=63
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Annexe 4 : Marquage pour le facteur GDF-9 dans les follicules en fonction du stade du cycle
cestral et du stade folliculaire

a,b : Les valeurs sans exposant en commun pour une étape du cycle cestral donnée et pour un stade folliculaire
donné sont significativement différentes (p<0,005).
AB : Les valeurs sans exposant en commun pour un stade folliculaire donnée et pour une intensité de marquage

donnée (Fort, Moyen, Faible, Nul) sont significativement différentes (p<0,005).

Les chiffres entre crochets représentent I’intervalle de confiance a 95% pour chaque pourcentage.

Stade du cycle cestral
. Total
Procestrus/(Estrus Dicestrus Ancestrus

Fort 95,2%*4[76-100%] 100,0%**[3-100%)] 0,0%" N=21
Moyen | 4,8%**[0-24%] 0,0%**[0-98%)] 0,0%" N=1
Primordial | Faible | 0,0%**[0-16%] 0,0%*[0-98%] 0,0%" N=0
Nul 0,0%**[0-16%] 0,0%**[0-98%)] 0,0%" N=0

Total |N=21 N=1 N=0
° Fort 100,0%*"[40-100%] 81,2%*"[54-96%)] 0,0%*[0-41%] N=17
-% Moyen | 0,0%**[0-60%] 18,8%A[4-46%] 14,3%*[0-58%] N=4
§ Primaire | Faible |0,0%**®[0-60%] 0,0%"*[0-21%] 85,7%"B[42-100%] | N=6
% Nul 0,0%**[0-60%] 0,0%*4[0-21%)] 0,0%*4[0-41%)] N=0

s Total |N=4 N=16 N=7
g Fort 22,7%**[8-45%] 47 8%**[27-69%] 42,9%**[22-66%] | N=25
Moyen |59,1%*4[36-69%]  21,7%**[7-44%)] 28,6%*[11-52%] | N=24
Secondaire | Faible |18,2%*[5-40%)] 21,7%*[7-44%] 28,6%*4[11-52%] | N=15
Nul 0,0%**[0-15%] 8,7%**[1-28%] 0,0%**[0-16%] N=2

Total | N=22 N=23 N=21
Fort 17,6%*"[4-43%] 27,3%*[6-61%] 12,0%*[3-31%] N=9
Moyen |41,2%**[18-67%]  45,5%*[17-77%] 60,0%*4[39-79%] | N=27
Antral Faible |41,2%*[18-67%]  9,1%*"[0-41%] 28,0%*[12-49%] | N=15
Nul 0,0%**[0-20%] 18,2%*[2-52%] 0,0%**[0-14%)] N=2

Total |N=17 N=11 N=25

Total N=64 N=51 N=53
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Annexe 5 : Marquage pour le facteur BMP-15 dans les ovocytes en fonction du stade du cycle
cestral et du stade folliculaire

a,b : Les valeurs sans exposant en commun pour une étape du cycle cestral donnée et pour un stade folliculaire
donné sont significativement différentes (p<0,005).

AB : Les valeurs sans exposant en commun pour un stade folliculaire donnée et pour une intensité de marquage
donnée (Fort, Moyen, Faible, Nul) sont significativement différentes (p<0,005).

Les chiffres entre crochets représentent I’intervalle de confiance a 95% pour chaque pourcentage.

Stade du cycle cestral
. Total
Procestrus/(Estrus Dicestrus Ancestrus

Fort 100,0%*4[72-100%] 35,7%*®[13-65%]  0,0%"" N=16
Moyen |0,0%"[0-28%] 64,3%"5[35-87%]  0,0%"° N=9
Primordial | Faible | 0,0%*[0-28%] 0,0%**[0-23%)] 0,0%" N=0
Nul 0,0%®4[0-28%)] 0,0%*4[0-23%)] 0,0%" N=0

Total |N=11 N=14 N=0
° Fort 33,3%*"[1-91%] 0,0%** 0,0%**[0-52%)] N=1
-% Moyen | 33,3%**[1-91%)] 0,0%** 80,0%**[28-99%)] | N=5
§ Primaire | Faible |33,3%**[1-91%)] 0,0%** 20,0%*4[1-72%] | N=2
% Nul 0,0%**[0-71%] 0,0%** 0,0%**[0-52%] N=0

s Total |N=3 N=0 N=5
g Fort 10,7%*"[2-28%] 0,0%**[0-25%)] 0,0%**[0-22%)] N=3
Moyen |39,3%*[22-59%]  30,8%**[9-61%)] 40,0%**[16-68%] |N=21
Secondaire | Faible |50,0%*°[31-69%]  61,5%*"[32-86%]  60,0%*"[32-84%] |N=31
Nul 0,0%**[0-12%] 7,7%**[0-36%)] 0,0%**[0-22%)] N=1

Total |N=28 N=13 N=15
Fort 16,7%*"[4-41%] 20,0%*4[1-72%] 7,1%**[0-34%] N=5
Moyen |55,6%**[31-78%]  0,0%*"[0-52%] 57,1%**[29-82%)] | N=18
Antral Faible |22,2%*"[6-48%)] 60,0%**[15-95%]  35,7%**[13-65%] |N=12
Nul 5,6%**[0-27%] 20,0%*4[1-72%] 0,0%**[0-23%)] N=2

Total |N=18 N=5 N=14

Total N=60 N=32 N=34
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Annexe 6 : Marquage pour le facteur GDF-9 dans les follicules en fonction du stade du cycle
cestral et du stade folliculaire

a,b : Les valeurs sans exposant en commun pour une étape du cycle cestral donnée et pour un stade folliculaire
donné sont significativement différentes (p<0,005).

AB : Les valeurs sans exposant en commun pour un stade folliculaire donnée et pour une intensité de marquage
donnée (Fort, Moyen, Faible, Nul) sont significativement différentes (p<0,005).

Les chiffres entre crochets représentent I’intervalle de confiance a 95% pour chaque pourcentage.

Stade du cycle cestral
) Total
Procestrus/(Estrus Dicestrus Ancestrus

Fort 0,0%**[0-98%] 0,0%**[0-60%] 0,0%" N=0
Moyen | 0,0%**[0-98%] 100,0%**[40-100%] 0,0%" N=4
Primordial | Faible | 100,0%**[3-100%] 0,0%**[0-60%] 0,0%" N=1
Nul 0,0%**[0-98%] 0,0%*[0-60%] 0,0%" N=0

Total N=1 N=4 N=0
Fort 0,0%*[0-71%] 0,0%*"[0-46%] 0,0%**[0-52%] N=0

ab,A

% Moyen | 33,3%*%[1-91%] 188;;;/" [54- 0,0%*8[0-52%] | N=7
3 | Primaire . A 100,0%%5[48- _
% Faible | 66,7%*[9-99%)] 0.09%°A[0-46%] 100%] N=7
% Nul 0,0%*[0-71%] 0,0%*4[0-46%] 0,0%**[0-52%] N=0

g Total N=3 N=6 N=5
Fort 13,3%**[4-31%] 0,0%*[0-15%] 0,0%**[0-52%] N=4
Moyen | 16,7%**[6-35%] 54,5%*8[32-76%]  40,0%*"®[5-85%] |N=19
Secondaire | Faible | 66,7%*"[47-83%]  455%*[24-68%]  60,0%**[15-95%] | N=33
Nul 3,3%**[0-17%] 0,0%**[0-15%] 0,0%**[0-52%] N=1

Total N=30 N=22 N=5
Fort 26,3%*"[9-51%] 0,0%**[0-52%)] 0,0%**[0-23%] N=5
Moyen | 36,8%*[16-62%]  20,0%*[1-72%] 57,1%*"[29-82%)] |N=16
Antral Faible |31,6%*"[13-57%]  80,0%*"[28-99%]  42,9%*"[18-71%] |N=16
Nul 5,3%**[0-26%] 0,0%*[0-52%] 0,0%**[0-23%] N=1

Total N=19 N=5 N=14

Total N=53 N=37 N=24
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du cycle cestral (procestrus/cestrus n=5; dicestrus n=5; anoestrus n=4) ont été analysées par immunohistochimie
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