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Résumé

Dans cette étude, notre objectif est de déterminer la localisation des récepteurs aux
cestrogeénes au niveau des ovaires de vache au cours du cycle cestral. La méthode utilisée dans
notre travail est I’immunohistochimie sur des ovaires de vaches récoltés au niveau des
abattoirs. L’analyse des résultats obtenus par différents auteurs chez les bovins montre que
des variations d’expression des deux types de récepteurs aux cestrogeénes (REa et REB) sont
observées au niveau des cellules folliculaires (cellules de la granulosa, cellules des theques
interne et externe ainsi que les cellules lutéales du corps jaune), aux niveaux des différents
types de follicules (primordial, primaire, secondaire, tertiaire et de De Graff). L’expression de
ces récepteurs varie en fonction des phases du cycle (cestrus, metcestrus, dicestrus et
procestrus). En conclusion, les récepteurs REa et REB jouent un rdle important dans la
croissance folliculaire ovarienne, le développement et I’ovulation. Les REa sont nécessaires

au maintien du corps jaune et les RE a la lutéolyse.

Mots clés : Récepteurs aux cestrogénes o, Récepteurs aux cestrogénes [, ovaire, bovin,

Immunolocalisation



Abstract

In this study, our objective was to determine the location of estrogen receptors in cow
ovaries during the estrous cycle. The method used in our work is immunohistochemistry on
ovaries of cows collected at slaughterhouse. Analysis of results obtained by various authors in
cattle showed that variations in the expression of the two types of estrogen receptors (REa
and REP) were observed in follicular cells (granulosa cells, internal and external theca cells,
and luteal cells of the corpus luteum), in different types of follicles (primordial, primary,
secondary, tertiary and De Graff). The expression of these receptors varied according to the
phases of the cycle (estrus, metoestrus, diestrus and proestrus). In conclusion, the REa and
REp receptors play an important role in ovarian follicular growth, development and ovulation.
REa were necessary for the maintenance of the corpus luteum and RE for luteolysis.

Keywords: Estrogen receptors a, Estrogen receptors 3, ovary, bovine, immunolocalization
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Introduction

Chez les mammiferes, la fonction de I’ovaire est de produire a chaque ovulation un ou
plusieurs ovocytes fecondables et de créer un environnement hormonal propice au démarrage
d’une éventuelle gestation. Au sein de 1’ovaire bovin, il se déroule deux processus de
développement étroitement imbriqués, 1’ovogenése et la folliculogenése (Monniaux et al.,
2009).

Les hormones produites par I’hypophyse circulent dans le sang pour atteindre I'ovaire
ou elles dirigent la croissance folliculaire avant I’ovulation du follicule dominant (Parish,
2016). Lorsque le follicule dominant est présent, une production asymétrique d'estrogenes
(E2) peut étre indiquer (Gronemeyer et Laudet, 1995), par conséquent, ces derniers exercent
une grande variété d’effets sur la croissance, la différenciation et le fonctionnement de
nombreux organes, y compris 1’ovaire (Baulieu, 1975). Pour exercer leurs fonctions, les E2
ont une affinité et une spécificité élevée dans les cellules cibles en se liant a des protéines
specifiques de liaison intracytoplasmique ou intranucléaire, les récepteurs des cestrogenes
(RE) (Gronemeyer et Laudet, 1995). Chez de nombreuses especes particulierement les bovins,
deux sous-types de RE ont été démontrés, a savoir les récepteurs aux cestrogenes o (REa) et
récepteur aux cestrogénes B (REP) (Heard et al., 2000). Un troisieme type de récepteur
d'cestrogene REy a été détecté chez la souris (Lorke et al., 2000) et chez I’homme (Heard et
al., 2000).

Cette étude a pour but de déterminer par I’immunohistochimie la localisation tissulaire
des RE dans les différentes cellules de I'ovaire bovin au cours des différents stades du cycle
cestral.

Notre travail est divisé en deux parties :

e Une partie bibliographique qui repose en premier lieu sur le cycle sexuel de la vache et
en second lieu sur les hormones femelle et les mécanismes physiologiques des RE au
cours du cycle cestral bovin.

e Une partie experimentale qui consiste a utiliser la technique d’immunohistochimie
pour déterminer la localisation des RE dans 1’ovaire bovin au cours du cycle cestral.
En raison de la situation sanitaire actuelle causée par le Covid-19, cette partie n’a pas
été réalisée. Les résultats attendus sont présentés a partir d’une synthese des travaux
réalisés uniguement chez bovins et traitant de la localisation des RE au niveau

uniquement ovarien.
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I. Anatomie de I’appareil génitale de la vache

Chez la vache I’appareil génital, localisé¢ dans la cavité pelvienne, est composé de la
vulve, du vagin, du col de l'utérus, de I’utérus, de I’oviducte, des ovaires et des structures de
soutien (Reece, 2004) ( Figures L et 2) :

Ovaire
Oviducte gauche

Corne utérine gauche

Figure 1 : Localisation de I’appareil génital de la vache (Gourreau et Bendali, 2008)

ovaire
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plis muqueux du
vagin
emplacement
de I'hymen

méat urinaire
. glandede
Bartholin
lévre vulvaire
clitoris

VULVE

Figure 2: Représentation schématique de I'appareil génital de la vache (Laborgne et al., 2014)



1. Anatomie de I’ovaire

L’ovaire est le principal organe reproducteur de la femelle. Il a deux fonctions
importantes : la production de la cellule reproductrice femelle, I'ccuf ou l'ovule et la
production des hormones sexuelles, les E2 et la progestérone (P4) (Rich et Turman, 1980).

IIs sont de forme ovale et varient en taille d'environ 1,5 a5 cm de longueur et 1 a 3 cm
de diametre, selon le stade du cycle de reproduction. La structure de I’ovaire n’est pas statique
car il y a l'apparition des changements en surface au cours des cycles de croissance et de

régression folliculaires ou d'ovulation (Figure 3) (Ball et Peters, 2004).

Follicule secondaire ___ Follicule tertiaire (antrum)
Follicule primaire :

Follicule primordiale T | Follicule de Graff
Follicule atrétique R o NN Lt I (préovulatoire)

— Follicule en cours

-

Zone médullaire;——'—-—/:’., 2

d'ovulation
corps jaune § " il — Corps hémorragique
en régression '
Ovule

Corps jaune

Jeune corp jaune

Figure 3 : Représentation schématique des structures ovariennes de la vache (Bonnes et al.,
1988)



I11. Cycle sexuel de la vache

Le cycle sexuel chez la femelle regroupe a la fois le cycle ovarien et le cycle cestral
(Amstalden et Williams, 2014) :

I11. 1. Cycle ovarien

Les ovaires subissent des changements morphologiques cycliques dans les gonades
(recrutement et croissance folliculaires) et physiologiques (régulation endocrinienne)
conduisant a I'ovulation. Le cycle ovarien est classiqguement divisé en deux phases : la phase

folliculaire et la phase lutéale entre les deux se produit ’ovulation (Fatet et al., 2011).

I11.1.1. Phase folliculaire

La phase folliculaire (46 jours) est la période qui suit la disparition du corps jaune
(lutéolyse) jusqu'a l'ovulation (souvent désignée comme procestrus et cestrus). Pendant la
phase folliculaire, la maturation finale et 1’ovulation du follicule ovulatoire se produit ;

I'ovocyte est libéré dans I'oviducte permettant le potentiel de fécondation (Fatet et al., 2011).

111.1.1.1. Follicules ovariens

Les follicules ovariens sont les unités fonctionnelles des gonades femelles (Palermo,
2007), ils sont classés de diverses maniéres en fonction de leurs caractéristiques
morphologiques, telles que le nombre de couches de cellules de la granulosa entourant
I'ovocyte, les caractéristiques morphologiques des cellules de la granulosa, le diamétre de
I'ovocyte et du follicule, et I'absence ou la présence d'un antrum, cavité remplie de liquide

folliculaire (Lussier et al., 1987).

111.1.1.2. Folliculogenése

La folliculogenése est la succession des différentes étapes du développement folliculaire,
depuis le moment ou le follicule sort de sa réserve jusqu’a 1’ovulation ou jusqu’a
I’atrésie (Drion et al., 1996a) , elle se déroule en 3 phases : la phase de multiplication, la

phase de croissance et la phase de maturation (Forde et al., 2011).

» Phase de multiplication
Les cellules germinales souches d’origine extra-embryonnaire migrent vers I’embryon
pour donner naissance aux ovogonies : formation d’un stock de 2 millions d’ovogonies puis

elles se multiplient entre le 60°™ et le 170°™ jour de gestation, une fois la phase mitotique



terminée, entament une division méiotique qui se trouve bloquée en prophase | : elles se
transforment en ovocyte primaire. A cette période, quelques cellules viennent entourer
I'ovocyte primaire formant ainsi les follicules primordiaux. Chez la plupart des mammiféres
cette phase est terminée avant ou peu apres la naissance (Erickson, 1966; Russe, 1983;
Wandiji et al., 1992).

» Phase de croissance

Cette phase est particulierement longue, elle se déroule entre le moment ou le follicule
quitte la réserve folliculaire et 1’ovulation, elle ne concerne que 10 % du stock folliculaire.
Cette phase se caractérise par des modifications du follicule et méme de ’ovocyte qu’il
renferme (Hulshof et al., 1994; Lussier et al., 1987; Monniaux et al., 1983) (Tableau 1)
(Figured).
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Figure 4: Représentation schématique de différents stades de développement folliculaire
ovarien chez la vache (Gayrard, 2007)



Tableau 1 : Principales caractéristiques du follicule bovin aux différents stades
(Hanzen et al., 2000)

Follicules pré-antraux

Follicules antraux

Caractérist Follicule Follicule Follicule Follicule Follicule de
iques primordial primaire secondaire tertiaire De Graaf
Diametre 40 um 60-80 um | 200-400 um | 344 mm 25 mm
Folliculaire
Diameétre
ovocytaire 20-35 um 30-40 pm 60 um 100-130 um 150 pm
L2 - Couche | _ Zone - Corona
T Z de cellules uci ) - Cumulus
£ 9 cubiques pellucide radiata oophorus
8 2 |- Quelques bien - Membrane
& o | cellules différenciée | Slavjanski .
c o S - Enveloppe . - Théques
(@) : - - - -
S folliculaires hvaline Granulosa | - Theque interne et
% £ | Endothéliformes y ) - Membrane | interne et
c 2 poreuse : N externe
= Zone de theque
L 5 . Slavjanski | externe
pellucide
- Follicule
& Iolcz_ahsge en - Augmentation du volume | - Présence Le follicule
S o | périphérie de ; , . affleure en
g2 o ovocytaire d’une petite
Z = I'ovaire cavité surface de
S E \ I'ovaire en
23 - Agencement a sa surface g
2 | - Ovocyte : s . raison de son
s & ) d'une couche réguliere de | - Formation
G bloqué au stade ) , gonflement
O o cellules cubiques de I’antrum L
diplotene de la par le liquide

prophase |

> Phase de maturation

Elle concerne surtout 1’ovocyte. Cette phase implique des modifications nucléaires,

cytoplasmiques et membranaires de l'ovocyte. Elle permet: I’aptitude de 'ovocyte a étre

reconnu et pénétré par le spermatozoide, la formation des pronuclei paternel et maternel et

permettant le début du développement embryonnaire gréce a ses réserves. Lorsque I'ovocyte a

atteint 80 % de sa taille finale, qui s’accorde a la reprise de la méiose. Celle-ci correspond a la

disparition de la membrane nucléaire, a la condensation des chromosomes et finalement a

I'émission du premier globule polaire : I'ovocyte | se transforme en ovocyte Il (Forde et al.,

2011).




111.1.1.3. Dynamique de croissance folliculaire

Chez les bovins, les follicules se développent en forme de vagues folliculaires, pouvant
étre détecté au cours de la plupart des stades de la reproduction y compris la période
prépubére chez les génisses, pendant les cycles cestraux, la gestation (sauf 30 derniers jours),
et méme pendant la période d’ancestrus du post-partum (Perry, 2004).

Un cycle ne comporte habituellement que deux ou trois vagues (avec des extrémes de un a
quatre) et le follicule ovulatoire est issu de la derniére vague (Driancourt, 1991). Si la
croissance folliculaire comporte trois vagues, elles débutent en général au 2°™, 9™ et 16°™
jour du cycle, et s’il y a deux vagues, elles apparaissent au 2°™ et 11°™ jour du cycle (Ginther
etal., 1989).

Le développement folliculaire est caractérisé par I'émergence d'une cohorte de follicule
composée généralement de 5 a 20 follicules de diamétre > 5mm et est corrélée a une

augmentation transitoire des concentrations de FSH (Forde et al., 2011) (Figures 5 et 6).
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Figure 5 : Dynamique folliculaire des cycle cestraux a 2 vagues () et a 3 vagues (b) chez les
bovins (Singh et Adams, 2014)
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Figure 6 : Evénements cellulaires ovariens du cycle cestral de la vache (Gayrard, 2007)

Chaque vague de croissance implique le recrutement, la sélection et la domination

suivie soit par atrésie, ou ovulation du follicule dominant (Forde et al., 2011).

» Recrutement

Le recrutement d'une cohorte de follicules, d'environ 3 mm de diamétre, est stimulé
sur chaque ovaire par une élévation transitoire de la FSH (Moorey et al., 2019), qui agit sur
ces follicules en augmentant leurs aptitudes a aromatiser les androgenes en E2. Le
recrutement d’un grand nombre de follicules constitue en quelque sorte la garantie qu’au
moins un follicule se trouve dans les conditions optimales de développement et de sensibilité
a I’action de FSH (Fortune, 1994).

» Sélection

La sélection folliculaire est le processus par lequel un seul follicule de la cohorte recrutée
est sélectionné pour continuer a croitre et a devenir dominant, tandis que les autres follicules
de la cohorte subissent une atrésie. La diminution des concentrations de la FSH au moment de
la sélection sont importantes pour la sélection d'un seul follicule dominant (Moorey et al.,
2019). En effet, le développement du groupe de follicules recrutés s’accompagne d’une
augmentation de la production d’cestradiol, mais également d’inhibine. Ces deux hormones
exercent un rétrocontréle négatif sur la production hypophysaire de FSH qui diminue, des que
la concentration en FSH circulante devient inferieur a celle induisant le recrutement, les
follicules recrutés entre en atrésie a I’exception du (ou des) seul follicule sélectionné (Drion et
al., 1996a). Le mécanisme de ce choix est basé sur la dépendance de la FSH a la LH du

follicule sélectionné (Moorey et al., 2019).



» Dominance

La phase de dominance se produit lorsqu'un follicule est sélectionné, il continue de
croitre et inhibe I'émergence d'une nouvelle vague folliculaire (Moorey et al., 2019). En
absence de P4, le follicule dominant devient ovulatoire et ovule a la fin de ’cestrus. En
présence de la P4, le follicule dominant s’atrésie (Perry, 2004). Quel que soit le devenir du
follicule dominant, I’atrésie ou l'ovulation entraine une augmentation transitoire des
concentrations circulantes de FSH et I'initiation d'une nouvelle vague folliculaire (Adams et
al., 1992).

» Ovulation

L’ovulation survient 20-26h aprés le début de 1’cestrus (chaleur) (Fatet et al., 2011) et
correspond a la rupture du follicule libérant ainsi 1’ovule (Parish, 2016). Cette derniere fait
suite a un pic préovulatoire de LH induit par une augmentation de la sécrétion de GnRH

(Fatet et al., 2011) (Figure 7).

Hormone lutéinisante (LH)

Dominance O * Ovulation
Croissance O

Sélection O Estrus
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de LH
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La liberation subite de LH induit I'ovulation

Figure 7 : Mécanisme d’ovulation (Parish, 2016)

> Atrésie
Encore appelée involution folliculaire, 1’atrésie constitue le devenir de la majorité des
follicules présents dans I’ovaire des mammiféres. Elle joue indirectement un réle important
dans la régulation du taux d’ovulation (Hanzen et al., 2000). Elle est contrdlée par la mise en
évidence de l'apoptose (corps apoptotiques) dans les cellules de la granulosa (Hughes et
Gorospe, 1991). Elle peut se produire a n’importe quel moment de la folliculogenése (Drion

et al., 1996a).



I11.1.2. Phase lutéale
La phase lutéale débute juste aprés 1I’ovulation aboutissant a la formation d’un corps jaune
(CJ) et se termine par la lutéolyse de ce dernier. L’hormone sécrétée par le CJ est la P4
(Moorey et al., 2019). Durant cette phase, la croissance folliculaire se poursuit sous forme de
vague mais l'ovulation est inhibée par la P4. Elle regroupe la phase de metcestrus (ou P4

commence a augmenter) et de dicestrus (ou P4 est élevee) du cycle cestral (Fatet et al., 2011).

111.1.2.1. Corps jaune

La mise en place d’un CJ fonctionnel dans les jours qui suivent 1’ovulation implique
d’importants remaniements morphologiques des structures du follicule ayant ovulé. L’activité
autocrine et paracrine des facteurs de croissance, impliqués dans les proliférations locales
(activité monogénique) et les remodelages tissulaires, sont impliqués dans la transformation
des cellules folliculaires (cellules de la granulosa et cellules de la theque interne) en cellules
lutéales (Epsey, 1992).

111.1.2.2. Lutéolyse
A la fin de la phase lutéale, 16 a 18 jours apres ovulation, la prostaglandine F2 sécrétée
par l'utérus induit la régression du CJ et la diminution de la sécrétion de P4. La diminution des
concentrations plasmatiques de P4 supprime progressivement l'inhibition de la sécrétion des
hormones gonadotropes et une nouvelle phase folliculaire commence (Fatet et al., 2011)
(Figure 8).
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Figure 8: Mécanisme de lutéolyse (Parish, 2016)
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I11. 2. Cycle cestral

Le cycle cestral est le schéma cyclique de ’activité ovarienne qui facilite le passage des
femelles d’une période non-réceptivité reproductrice a la réceptivité permettant finalement
l'accouplement. L'apparition des cycles cestraux se produit a la puberté. La durée normale d'un
cycle cestral chez les bovins est de 18 a 24 jours (Forde et al., 2011). Il représente toutes les
modifications physiologiques des ovaires et des voies génitales conduisant a I'expression de
l'eestrus, I'ovulation et la préparation des organes génitaux voies de copulation, fécondation et
implantation d'embryons (Fatet et al., 2011). Le cycle cestral comprend 4 phases : procestrus,

cestrus, meteestrus et dicestrus (Schnobrich, 2018) ( Figure 9).

: Ovulation P2y

\ 4

Phase
lutéale

P 5
£ kS
S

— Lutéolyse

Figure 9 : Représentation schématique des différentes phases du cycle cestral chez la vache
(Gayrard, 2007)

111.2.1. Procestrus

C’est la période qui précéde 1’ cestrus (JO) située entre le 18°™ et le 20°™ jour du cycle
cestral (Ball et Peters, 2004). Elle caractérisée par la régression du corps jaune suivi d’une
chute du taux de la progestérone et par 1’émergence d’un nouveau follicule dominant

(Wattiaux, 2006).

111.2.2. Estrus

L’cestrus, par convention, correspond a Jour 0 du cycle (Ball et Peters, 2004). L’cestrus ou
chaleur est la période d’acceptation du male et de la saillie. C’est la période de maturité
folliculaire au niveau de I’ovaire, suivie de 1I’ovulation. Il dure de 6 a 30 heures, L’ovulation a
lieu 6 a 14 h aprés la fin de I’cestrus (Stevenson, 2007). Les signes de I'cestrus sont représentés

par : excitation, vocalisation, léchage, abaissement du dos, cedéme et congestion de la vulve
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avec un écoulement d’une glaire vaginale. Le signe principal est 1’acceptation du
chevauchement (ou accouplement) avec immobilisation de la femelle (Baége et al., 2002;
Sveberg et al., 2015).

111.2.3. Meteestrus
Le metoestrus dure 1 a 4 jour et débute juste apres ovulation (Ball et Peters, 2004). 1l se
caractérise par la formation du CJ a partir du follicule ayant ovulé (Forde et al., 2011).

111.2.4. Dicestrus
Le dicestrus, période entre le 5™ et le 18°™ jour du cycle cestral (Ball et Peters, 2004),
correspond & la maturation morphologique et physiologique du CJ se traduisant par une

augmentation de la sécrétion de P4 (Schnobrich, 2018).

IV. Régulation hormonale du cycle ceestral

Le cycle cestral est sous le contrdle des hormones de 1’axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique. Sous stimulation de la GnRH, la LH et FSH sont libérées. Ces dernieres atteignent
les gonades par la circulation sanguine et agissent dans I'ovaire pour stimuler la croissance, la
maturation et l'ovulation du follicule préovulatoire mais aussi la synthése de hormones

stéroides gonadiques (Amstalden et Williams, 2014) (Figure 9 et 10) :

3. hypothalamus
GnRH
hypophyse
FSH LH

inhibine
E2
;

E2
(>30h)

follicule ovarien

E2

Figure 10: Représentation schématique des interrelations de I'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique (Drion et al., 1996b)
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Figure 11 : Modifications relatives des concentrations circulantes LH, FSH, E2 et P4 pendant
le cycle cestral chez la vache (Amstalden et Williams, 2014)

IV.1. Phase folliculaire

Au cours de cette phase des augmentations transitoires des concentrations de FSH
entrainent une augmentation de l'activité enzymatique de I'aromatase (P450arom; Cytochrome
P19), dans les cellules de la granulosa du follicule, qui convertit les androgénes en cestrogenes
(Hillier, 1994), d’autre part I'augmentation des concentrations d'estradiol simultanément avec
l'inhibine exercent une rétroaction négative sur [’adénohypophyse pour réduire les
concentrations de FSH (Thibault et Levasseur, 2001), cette grande concentration d'estradiol
induit une poussée de GnRH dans I’hypothalamus qui conduit a la sécrétion de LH

provoquant a son tour L'ovulation qui a lieu 10-14 h apreés cestrus (Sunderland et al., 1994).

IVV.2. Phase lutéale

Suivant 1’ovulation, les cellules folliculaires subissent une transformation
fonctionnelle deviennent des cellules luteales, qui synthétisent et libérent la P4 (Rache et al.,
1980), cette derniére a un role crucial sur la croissance et différenciation des structures
ovariennes , elle présente ses effets sur les tissus cibles en se liant a un récepteur appelé
récepteurs de la P4 (Akbalik et al., 2011) pendant cette phase les concentrations de LH en
circulation sont faibles (Thibault et Levasseur, 2001).
Chez la vache non gestante,(Claire et Swann, 1982) le corps jaune commence a régresser
aprés environ jour 17 — (la lutéolyse). Ceci est provoqué par l'influence de la prostaglandine
utérine F2a (PGF2a).
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|. (Estrogénes

Les cestrogéne (E2) sont principalement synthétisés et sécrétés par les cellules de la
granulosa (Shibaya et al., 2007). Il existe trois principales formes physiologiques
d'cestrogenes : estrone (E1), estradiol (E2 ou 17p estradiol) et estriol (E3). Les E2 sont le
produit majeur de tout le processus de biosynthése des cestrogenes (Cui et al., 2013), ils sont
synthétisés et secrétés par le follicule de dominant sous la stimulation des hormones
gonadotropiques hypophysaires (au cours des derniers jours cycle cestral (Spicer et
Echternkamp, 1986).

1.1. Biosynthese

La stéroidogenese folliculaire aboutissant a la synthése des E2 se déroule dans deux types
de cellules : cellules de granulosa et cellules de la theque. Elle commence dans la theque, la
liaison de la LH a ses récepteurs membranaires spécifiques entraine la conversion du
cholestérol en testostérone grace a une série de réactions catalytiques (Drion et al., 1996a)
(Figure 12). La testostérone, une fois produite se diffuse par la suite dans les cellules de la
granulosa ou elle est converti en E2 par I’aromatase (Dorrington et al., 1975).
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Figure 12: Schéma de biosynthése des cestrogeénes (Lapointe et Boerboom, 2011)
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1.2. Roles des eestrogenes

Les E2 sont impliqués dans la croissance cellulaire, la différenciation et la mort cellulaire
dans les organes reproducteurs. En revanche, ils peuvent agir en synergie avec la P4 pour
induire des changements de sensibilitt a la LH pour inhiber la croissance
du follicule dominant préexistant et initier une nouvelle vague de croissance folliculaire (Paris
et al., 2006). De plus le feedback positif des E2 consiste a déclencher le pic de LH conduisant
a l’ovulation (Roelofs et al., 2010). En outre, les E2 jouent un role particulier dans le
feedback négatif de la sécrétion de la FSH ; qui induit la régression de follicules de 4 a 8 mm
de diametre (subordonnés) sensibles a 1’action de la FSH (Bo et al., 1995), ce qui conduit a la
croissance d’une nouvelle cohorte de follicules 3 a 5 jours apres suppression du follicule
dominant (Burke et al., 1999). Les E2 sont considérés comme des régulateurs paracrine /
autocrine du fonctionnement du CJ au cours de la phase lutéale (Shibaya et al., 2007). lls

provoquent aussi la réponse comportementale d’cestrus chez la vache (Parish, 2016).

I1. Récepteurs aux cestrogéenes

Les récepteurs aux cestrogenes appartiennent a la superfamille des récepteurs nucléaires
dont la fonction, médiée par E2, est 1’activation de la transcription de genes impliqués
notamment dans la croissance, la différenciation cellulaire et les fonctions reproductrices.
(Tsai et O'Malley, 1994). 1l existe deux sous-types de ces récepteurs, les REa et REB (Shibaya
et al., 2007).

I1.1. Domaines de récepteurs aux cestrogénes

Les récepteurs stéroidiens RE composés de six domaines (A-F) responsable des fonctions
specifiques (Figure 13). Le domaine A/B contribue a I'activité transcriptionnelle par activation
de AF1 (Fonction d’activation 1). Le domaine C favorise la liaison & I'ADN dans les génes
cibles, la dimérisation du récepteur et la transactivation du récepteur. Il est constitué de deux
doigt de zinc représenté par un ion Zn** lié a quatre cystéines, la P-Box (une région du
premier doit de zinc sa fonction est la reconnaissance de la séquence et la liaison a I'élément
de réponse aux E2), la D-Box (une région deuxiéme doigt de zinc, la D-box, sont impliqués
dans la discrimination de I’emplacement précis au niveau de I’ADN) (Figure 14). Le domaine
D est la région charniére qui permet les changements conformationnels lors de I'activation du
récepteur, il facilite la liaison aux protéines de choc thermique, la localisation nucléaire et la
stabilisation de la liaison a 'ADN. Le domaine E contient le site de liaison de 1’hormone et

favorise la transactivation AF-2 et AF-2a (Peters et Khan, 1999). La fonction du domaine F
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n'est pas encore claire, mais il est probablement impliqué dans I’activation transcriptionnelle

(Pavao et Traish, 2001).
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Figure 13: Représentation schématique des
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al., 2017)
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Figure 14: Représentation schématique du
domaine C : domaine de liaison & I'ADN des
récepteurs aux cestrogénes (Yasar et al., 2017)

Les REa ont des roles dans le maintien de la fonction du CJ. En effet ’expression de

ces derniers est plus élevée au début et au milieu de la phase lutéale (Salfen et al., 1999).

11.2.2. Récepteurs aux cestrogénes f3

Les E2 agissent comme un facteur lutéolytique via REP au stade lutéal pour entrainer la
régression du CJ. En effet, la liaison E2-RE est plus élevée au stade lutéal par rapport aux

autres stades du cycle cestral. En outre, les RES s’expriment dans les cellules folliculaires

primordiales, primaires et secondaires cela indique que les E2 jouent un r6le dans les premiers

stades de la croissance folliculaire via RE (Berisha et al., 2002).
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11.3. Mécanisme d’action de récepteurs aux cestrogénes
La régulation transcriptionnelle de génes cibles spécifiques de ERa est initiée par
différents mécanismes reconnus :

» Voix classique (ligand-dépendante) : Apreés la liaison de 1’hormone sur son récepteur,
le complexe subit des changements conformationnels, les REa et REP sont activés et ils
peuvent se lier efficacement a une séquence d'’ADN particuliere qui est situé dans la
région des geénes sensibles a I’hormone (Enmark et Gustafsson, 1999).

» Voix alternative (ERE-indépendante) : Ce mécanisme fait intervenir une liaison
directe a I’ADN, via des interactions du RE avec d’autres facteurs de transcription tels
que Spl ou AP-1 liés sur des séquences d’ADN qui leur sont spécifiques et module ainsi
la transcription de genes cibles (Teyssier et al., 2001).

» Voix de ligand-indépendante : D’autres voies de signalisation peuvent moduler
I’activité du RE via des cascades de phosphorylations via ’activation des kinases par des
facteurs de croissance IGF-1 (Lannigan, 2003).

> Voix membranaire non génomique (MISS) : Les effets rapides des cestrogénes initiés
a la membrane par REa en présence d’E2 incluent la stimulation de 1’activité adénylate
cyclase ainsi que la production d’AMPc ou activation des voies MAPK (Mitogen-
activated protein kinases) pour la phosphorylation des protéines exercant une action
cytoplasmique rapide (Aronica et Katzenellenbogen, 1993).

Noyau

m

activitéd transcriptionolie
stabitéd

E2: Oestrogene; ERE: Estrogen receptor element; AP1: Activator protein 1; SP1: Specificity
protein 1; HSP: Heat shock proteins; IGF-1: Insulin-like growth factor-1

Figure 15: Modele simplifié de mécanisme d’action des cestrogénes (modifiée) (Arnal et al.,
2017)
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. Matériel animal

Notre travail devait porter sur des ovaires (Figures 16 et 17) de vaches adultes récoltés

au niveau des abattoirs.

-

Follictiles antraux

Figure 17: Ovaire de vache (Photo personnelle)

Au laboratoire, aprés orientation et examen macroscopique, les différents ovaires
devraient classés selon les différents stades de cycle cestral : (Estrus, metcestrus, dicestrus et

procestrus a partir des critéres établis par (Ireland et al., 1980) (Tableau 2).
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Tableau 2: Classification des corps jaunes au cours du cycle cestral des vaches (Ireland et al.,

1980)
c o Stade de cycle cestral
aracteristiques Fin de I’cestrus Metoestrus Dicestrus Procestrus
- CJ rouge, -L’apex du CJ est
récemment ovulé. | rouge ou brun. _Cibronze |- CJ jaune
Externes - Point de rupture | -Le Point de clair vers
Ou orange
non couvert par rupture est blanc
I'épithélium. couvert.
- CJ rouge, de
temps en temps - CJ rouge ou
Internes rempli de sang. brun a I'apex - CJ orange -CJ orange
- Cellules seulement, le g
R Vers jaune
lachement reste est orange
organisées
Diamétre 0,5-15 1,6-2 16-2 <1
(cm)
Semblable au
metoestrus
L Généralement mais elles
Vascularisation . o . .
Non visible limité a la couvriront Non visible
externe du CJ N /
périphérie I'apex du CJ
tard dans cette
étape
. , . Peut étre
Folllcult_as >\10 Absent Presen_t mais pas absent ou Présent
mm de diamétre visible .
présent

1. Méthodes utilisées

La technique utilisée est I’immunohistochimie indirecte, définie comme une méthode
associant I’histologie et I’immunologie pour visualiser in Situ un antigéne a 1’aide d’un

anticorps spécifique.

I1.1. Technique d’immunohistochimie
Les étapes de la technique immunohistochimie pour visualiser les récepteurs
d’cestrogenes sont les suivantes (Boukenaoui-Ferrouk et al., 2017) :
e Premiere étape : Préparation des prélévements par la technique d’histologie.

e Deuxiéme étape : Technique d’immunohistochimie proprement dite.
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11.1.1. Protocole de la technique d’histologie
11.1.1.1. Fixation

Les ovaires prélevés placés immédiatement dans des cassettes d’histologie portant les
références de I’animal (identifier les échantillons) (Figure 18) puis immergés dans le formol
du commerce tamponne dilué a 10 % pendant plus de 24h. La fixation a pour but la
conservation des structures tissulaires du prélévement dans un état aussi proche que possible

du vivant.

Figure 18: Prélévement ovarien dans une cassette d’histologie

11.1.1.2. Inclusion
e Déshydratation et substitution (éclaircissement)

Comme la paraffine est hydrophobe, non miscible dans les alcools, les prélévements
doivent étre d’abord entierement déshydratés avant ’inclusion dans la paraffine. Alors, on
procéde a une double substitution, selon les étapes suivantes ou on remplace :

v" L’eau par de I’alcool (pour la déshydratation)
v L’alcool par le xyléne (la paraffine soit miscible dans le prélévement et pour
éclaircissement).

Cette étape consiste a faire passer les cassettes contenant les prélévements dans des
bains alcools a concentration croissante (de 70° a 100°) puis dans un solvant organique, le

xylene. La durée dans chaque bain est la suivante :

Bain d’alcool 96° 96° 96° 96° 96° 100° 100°
Temps (min.) 30 30 30 30 30 60 60
Bain de xyléne 1% Bain 2°™¢ Bain 3°™M¢ Bain
Temps (h) 1 1 1
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Les prélevements déshydratés sont alors immergés dans différents bains de paraffine
chauffée a 56°C dans une étuve (pour garder la paraffine liquide), température dépassant juste
son point de fusion. La durée dans chaque bain de paraffine est la suivante :

Bain de paraffine 1¥" Bain 2°™ Bain 3°Me Bain

Temps (min.) 30 30 60

11.1.1.3. Confection des blocs de paraffine
La confection des blocs de paraffine (Figures 19, 20, 21) consiste a :
v Mettre et a centrer le prélévement au fond du moule métallique
v" Couler la paraffine liquide dans le moule métallique contenant le prélévement
v Déposer ensuite la cassette correspondante au prélévement sur le moule métallique.
Le bloc, ainsi constitué, est refroidi rapidement sur une plaque réfrigérée pendant

environ 15 minutes, pour faciliter le démoulage.

Apreés refroidissement et solidification de la paraffine, le bloc de préléevement est séparé

du moule métallique.

Figure 20 : Remplissage du moule Figure 21 : Mise en place de I’ensemble

métallique par la paraffine liquide moule- cassette sur un bain de glace
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11.1.1.4. Réalisation et étalement des coupes
e Reéalisation des coupes

Les coupes tissulaires d’une épaisseur de 5 um ont été effectuées a 1’aide d’un
microtome (Figure 22). Avant de réaliser les coupes, on a reporté les références des cassettes

sur les lames de verre d’histologie a I’aide d’un crayon.

e Etalement des coupes

- Afin de ne pas laisser de plis, les coupes sélectionnées sont deposees dans un bain-marie
(42°C) (Figure 23) et sont récuperées sur des lames silanisees de type « Super Frost plus »
pour étre utilisé en immunohistochimie. Ces lames permettent une adhésion sur le verre,
grace a laquelle les coupes de tissus sont d'abord attirées, puis fermement attachées a la
surface de la lame par des liaisons chimiques.

- Enfin, les lames sont séchées a I’étuve (60°C) pendant 2 heures pour étre utilisées en

immunohistochimie.

Figure 23 : Bain marie

Figure 22: Microtome
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11.1.2. Protocole de la technique d’immunohistochimie
11.1.2.1. Principe

Mettre en évidence certaines protéines cellulaires, qu’elles soient cytoplasmiques,
membranaires ou nucléaires, spécifiques pour un type ou une fonction cellulaire, a 1’aide
d’une réaction antigene — anticorps, le complexe formé étant rendu visible, donc localisable,

par un marqueur coloré (Figure 24) (Genton, 2006).

+ Substratde I'enzyme

pra AL

Anticorps o
X primaire B
Anticorps - 2
secondaire lié a M i B
une enzyme
Produitde laréaction
ﬁ EEE E insoluble

Pré(.ipité
Figure 24 : Représentation schématique du principe de la technique d’immunohistochimie

11.1.2.2. Protocole d’immunohistochimie

- Avant de commencer I’immunohistochimie indirecte, les coupes sont déparaffinées et
hydratées.

- Les différentes étapes de I'immunomarquage indirecte (Figure 23) sont les suivantes :

» Les coupes déparaffinées et hydratées sont rincées au PBS, ensuite I'excés de PBS
est enlevé par égouttage des lames sur du papier absorbant.

» Le démasquage des sites antigéniques avec une solution tampon citratée (PH=6) par
la chaleur en utilisant la cocotte-minute.

> Le blocage des peroxydases endogenes par incubation des lames dans le mélange
PBS+H20- & 3% pendant 5min.

» Rincer au PBS

» Entourer les coupes avec une résine hydrophobe (Dako-pen) et les placers dans une
chambre humide sur un agitateur va et vient.

» Le blocage des sites non spécifiques (sites réactifs auxquels les anticorps primaires
ou secondaires peuvent se lier autrement) par incubation des lames dans le sérum de
cheval (Réactif jaune du kit VECTASTAIN) a température ambiante, pendant 10 min.

» Le blocage des biotines endogenes par le kit de blocage (Avidin/Biotin Blocking
KIT) a température ambiante.

» Rincer au PBS.
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>

Incubation des coupes pendant une nuit a 4°C avec un anticorps primaire anti-
récepteurs aux cestrogénes 8 monoclonal (B-1: sc-390243 : sc — 816, Santa Cruz),
produit chez la souris, dilué¢ au 1/200. Sur certaines coupes, 1’anticorps primaire est
remplacé par le sérum de cheval ; ces coupes sont utilisées comme des controles
négatifs.

Rincer au PBS, 2x5 min.

Application d’un anticorps secondaire anti-souris biotinylé (réactif bleu du kit
Vectastain), produit chez le cheval, pendant 30 min a température ambiante.

Rincer au PBS : 2x5 min.

Appliquer le complexe Streptavidine-Peroxydase pendant 30 min. a température
ambiante (Reéactifs gris du kit VECTASTAIN).

Rincer au PBS : 2x5 min.

Le substrat-chromogeéne utilisé est DAB (3,3'-Diaminobenzidine). Il est déposé sur
les différentes coupes et l'apparition du marquage est contr6lée sous le microscope
photonique.

Rincer a I'eau distillée.

Contre colorer a I'hématoxyline pendant 10 secondes.

Rincer a l'eau du robinet (c'est le pH alcalin de I'eau du robinet qui fait bleuir
I'nématoxyline).

La déshydratation consiste a faire passer les lames dans des bains d’alcool a

concentration croissante (70°, 96°,100°) pendant 3 minutes par bain.

» L’éclaircissement consiste a faire passer les lames dans deux bains de xylene ; le

premier bain d’une durée de quelques secondes et le second bain d’une durée de 10

minutes.

» Le montage entre lame et lamelle de la coupe histologique réalisé en utilisant le

liquide de montage « Eukitt » (Figure 25) :

7~

Figure 25 : Montage de la coupe histologique (a) ; liquide de montage « Eukitt » (b)
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» Apres séchage des lames a I’air libre, ces derniéres sont observées au microscope
photonique et des photos sont prises a 1’aide d’un appareil photo de marque Sony
(Figure 26).

o
——

Figure 26 : Microscope photonique

11.2. Controéle de la validité de la technique d’immunohistochimie
Des contrdles négatifs insérés pour garantir la spécificité de I’anticorps anti-récepteurs
aux estrogenes utilisé dans notre travail. Les lames du méme prélévement sont insérées au
cours de la manipulation, vont subir les mémes étapes sauf au moment de I’incubation on
remplace I’anticorps anti-cestrogene est remplacé par le sérum de cheval (non immun) ou par
le PBS.
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Résultats et discussion |

.« Analyse des articles |

scientifiques » |



L’objectif de notre travail est d’étudier, au niveau de 1’ovaire, la localisation et

I’évaluation des RE B et RE a au cours des différents stades du cycle cestral chez la vache.

Pour cela, un certain nombre d’articles bibliographiques sont utilisés pour essayer de

déterminer les résultats attendus sur les échantillons qui devraient étre récolté en dehors de la

situation actuelle du covid-19.

La description des résultats attendus dans notre travail et leurs discussions seraient

réalisées sur la base d’un certains nombres d’articles bibliographiques ayant travaillé sur le

sujet (Tableau 3).

Tableau 3: Syntheése des articles scientifiques

N° - Espece . _
d article Références (Race) Types de cellules | Technique utilisée
1 (Rosenfeld et al., Bovine C}ranulosa/ theque Immunohistochimie
1999) interne et externe
(Akbalik et al., . Theque interne et . _
2 2011) Bovine externe /Stroma Immunohistochimie
Bovine
3 (lan et al., 2013) (Bos Taurus Corps jaune Immunohistochimie
indicus)
(Van den Broeck : Theque interne des . _
4 etal., 2002) Bovine follicules 11 Immunohistochimie
AT Reverse
(Berisha et al., . Theque interne et transcription
5 Bovine externe/ granulosa/ S .
2002) CJ /Stroma polymérase chain
reaction (RT-PCR)
Theque interne et
(Amrozi et al., Bovine externe et la
6 2004) (Vache noire | granulosa murale et | Immunohistochimie
japonaise) antrale du follicule
dominant
. Théque interne et
7 (D'Haeseleer et al., Bovine externe/ granulosa/ | Immunohistochimie
2006)
CJ /Stroma
(Shibaya et al., . . Immunotransfert
8 2007) Bovine Corps jaune (Western blot)
Pelletier et al. ;s Immunohistochimie/
9 ( ’ Rat Granulosa/ Théque e
2000) Hios au Hybridation in situ

L’ensemble des articles ont démontré une expression cellulaire spécifique des RE dans

les ovaires en fonction du type de follicules (primordial, primaire, secondaire et tertiaire), du

type de cellules folliculaires (cellules de granulosa, cellules de la theque interne, cellules de la
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theque externe), les cellules lutéales et les cellules du stroma et en fonction du stade du cycle
cestral (procestrus, dicestrus, metoestrus et cestrus).

La présence des RE au niveau des cellules de I'ovaire suggére un réle physiologique
pour les E2 produits localement et/ou circulant (Van den Broeck et al., 2002). En effet,
I’action des E2 est médiée par les REa et REB qui sont passé a un état transcriptionnelle actif

apres liaison au ligand (Shibaya et al., 2007).

I. Stade du cycle et type de follicule
La localisation des RE varie en fonction d’un certain nombre de facteurs : stades du cycle,

type du follicule et localisation tissulaire.

I.1. Stade du cycle cestral

Apres synchronisation des chaleurs et détermination du jour d’ovulation par
échographie des bovins de race Nelore (Bos taurus indicus), I’étude immunohistochimique
réalisé par lan et al. (2013) met en évidence le taux d’expression des ARNm des REa et
REB. Les résultats montrent que I’évolution de I’intensité de I’immunomarquage est tres
similaire pour les deux RE. Le nombre de noyaux positifs au début de la phase du dicestrus est
élevé, atteint le nombre maximal au milieu de dicestrus, puis il diminue a la fin du dicestrus
(Figure 27). La différence entre les RE est apparue apres la lutéolyse, c'est-a-dire apres une
progestéronémie en dessous de 1 ng/ml. A ce stade, les REB ont chuté de maniere
significative alors que les REa ont disparu ; ce qui peut indiquer I'importance des REa sur la
viabilité des cellules du corps jaune.

Une étude similaire sur les ovaires et le sang prélevés sur des vaches au moment de
I'abattage dont le stade du cycle cestral a été déterminé sur la base de ’aspect morphologique
des follicules ovariens et des corps jaunes, de la présence de la glaire cervicale utérine et la
progestéronémie. D’haeseleer et al. (2006) ont rapporté que dans les cellules du stroma
ovarien, les REa présentent des niveaux les plus élevés a I'cestrus, diminuent au metoestrus et
au début du dicestrus, augmentent a la fin du dicestrus et diminuaient a nouveau pendant le
procestrus. Pour les cellules des follicules au cours des premiers stades du développement,
I’expression des ARNm de RE est observée tout au long du cycle cestral avec des scores plus
élevés pendant le metoestrus.

Sur la base de ces résultats, Van den Broeck et al. (2002) confirment I’existe d’une

variation de I'expression de REa et REp en fonction des stades du cycle.
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Figure 27: Pourcentage de noyaux positifs pour les récepteurs aux cestrogénes aux jours 6,

10, 15, 18, jour 18 apres lutéolyse (D18L) et apres lutéolyse (LUT) dans le corps jaune des

vaches Nelore (lan et al., 2013).Les barres de la méme couleur avec des lettres différentes
sont significativement différentes.

1.2. Type de follicule
Dans 1’étude de d’Haeseleer et al. (2006) :

Les REP ont été observés dans les cellules folliculaire primordiales, primaires et
secondaires par contre les REa n’ont pas été détecté cela indique que les E2 jouent un role
dans la croissance folliculaire sur les premiers stades via les REp (Figure 28e).

Le follicule tertiaire vital présente un marquage de REo faible a modéré dans la
granulosa, des scores plus élevés dans la theque interne et des scores encore plus élevés dans
la théque externe cela indique I’importante de REa dans la croissance folliculaire des derniers
stades du cycle (Figure 28g).

L’interaction des deux RE dans les follicules tertiaires vitaux est nécessaire pour le
stade tardif de croissance folliculaire a la suite de I’expression des REa et REP dans la méme
cellule.

Le follicule tertiaire présente un taux d’expression des ARNm de REP faible a modéré
et il augmente dans le cas de l'atrésie folliculaire, ainsi le REP est suffisant pour médier les

effets protecteurs des E2 contre I'atrésie des follicules tertiaires (Figure 28h).
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Figure 28 : Micrographies de différents types de cellules ovariennes bovines a différents
stades du cycle cestral montrant l'expression de I'ARNm REa et REB (D'Haeseleer et al.,
2006).

() Région externe du cortex ovarien pendant I'eestrus avec REa faible dans I'épithélium de surface (1) (bar= 100
pum), plus élevés dans le stroma (3) et absent dans la tunique albuginée (2) ni dans les follicules primaires (4). (b)
Follicule secondaire pendant le procestrus avec REa absent dans la granulosa (5), faible dans la théque (6) et
élevé dans le stroma superficiel (7) (bar= 100 pm). (c) Vue d'ensemble d'un corps blanc pendant l'cestrus avec un
REa faible dans les cellules du stroma interne (8) et élevé dans les cellules capsulaires du stroma (9) (bar= 50
pum). (d) Détail de la région externe du cortex ovarien bovin au début du dicestrus avec ARNm de REPB modéré
I'épithélium de surface (10), plus élevés dans la tunique albuginée (11) et modérés dans le stroma (12) (bar= 100
pm). (e) Follicules primaires (13) et secondaires (14) a l'cestrus avec ARNm REB modéré dans les cellules
folliculaires et élevé dans le stroma superficiel (15) (bar= 50 um). (f) Follicule tertiaire vital & procestrus avec un
ARNmM REP élevé dans les cellules de la granulosa (18) et cellules du corps blanc (17). L'ovocyte (16) est
entouré par la zona pellucide (bar= 100 pm). (g) Follicule tertiaire vital au début du dicestrus avec ARNm REa
faible a modéré dans la couche de granulosa (19), scores plus élevés dans la theque interne (20) et scores encore
plus élevés dans la theque externe (21) (bar= 100 pm). (h) Follicule tertiaire atrétique kystique au metcestrus
avec ARNm RER faible a modéré dans la granulosa (22) et élevés dans la theque interne (23) et theque externe
(24) (bar= 100 pm). (i) Vue d'ensemble d'un follicule tertiaire atrétique a cestrus avec un ARNm RER faible dans
les cellules des couches de théque interne effondrées (25), et élevés dans les cellules de la lame basale épaisse
(26) et dans la theque externe (27) (bar= 200 um). (j) corps jaune au début du dicestrus avec des ARNm de REB
faible a modéré dans les cellules lutéine (28) (bar= 200 um). (k) Vue d'ensemble d'un corps blanc a I'cestrus avec
un ARNm REp faible a modéré dans les cellules du stroma interne (29) et ARNm REP élevé dans les cellules du
stroma profond (30) (bar= 100 pum).
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Il. Localisation tissulaire
La localisation tissulaire ovarienne des deux types de RE differe dans la theque interne
et externe, la granulosa, le CJ et le stroma ovarien, suggére que chaque type de récepteur a

une fonction spécifique (D'Haeseleer et al., 2006).

11.1. Cellules folliculaires
I1.1.1. Cellules de la théque interne et externe

Rosenfeld et al. (1999) ont observé, par immunohistochimie, un faible marquage des
protéines des REP au niveau de la theque interne et la théque externe des follicules antraux
chez les bovins. En effet, il peut y avoir une légére expression des protéines RE, qui peut

étre due a la faible concentration d'/ARNm RE dans ces cellules (Figure 29).

=) . Noyaux des cellules de granulosa ; G : cellules de granulosa ; T : Cellules de la theque ;
A : Follicule antral petit ; B : Follicule antral moyen ; C : Follicule antral grand

Figure 29 : Coloration immunohistochimique pour la protéine REP dans les follicules
ovariens bovins. G : x200 (Rosenfeld et al., 1999)

En outre, les résultats de Akbalik et al. (2011) et Van den Broeck et al. (2002) ont
rapporté qu’une immunoréaction des REa a lieu dans certaines cellules de la théque du
follicules secondaires et tertiaire pendant la phase folliculaire et lutéale. Ces résultats
montrent que les E2 ont un effet indirect sur le développement folliculaire via les REa en
raison de I’expression élevée des REa dans les cellules de la théque (Figure 30) (Akbalik et
al., 2011).
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Les travaux de Amrozi et al. (2004) sur 9 vaches de la race « Japanese Black » bovine
divisé en 3 groupes selon les jours du cycle: G1 (jour 7), G2 (jour 10) et G3 (jour 18), ont
rapporté que I’expression des REa la plus élevee a été détectée dans les cellules de la theque
interne et de la théque externe du follicule dominant. Egalement, ils ont montré que I’intensité
du marquage au niveau des cellules de la théque interne du follicule dominant bovin est

identique aux différents jours analysés a savoir au 7°™, 10°™ et 18°™ jour du cycle cestral, ce

qui démontre que I’expression de REa. est pratiquement la méme pendant tout le cycle (Figure
31).
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Figure 30 : Localisation
immunohistochimique des REa dans follicule
secondaire l'ovaire bovin.

Barre d’échelle =25 um (Akbalik et al.,
2011)
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Figure 31 : Photomicrographies
représentatives de I'expression des REa dans
le follicule dominant.

Barre d’échelle = 10 um (Amrozi et al.,
2004)

11.1.2. Cellules de la granulosa

Les travaux de Rosenfeld et al. (1999) basés sur [I'hybridation in situ et
I'immunohistochimie, plus Berisha et al. (2002) en utilisant la techniqgue RT-PCR ont
montrer que les ARNm et la protéine des RE sont présents dans les cellules de la granulosa

des follicules antraux a divers stades de croissance folliculaire chez les bovins (Figure 29)
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(Rosenfeld et al., 1999) . Ces resultats suggerent que les REB ont un role dans la croissance et
la maturation folliculaires.

Par ailleurs, les résultats de Akbalik et al. (2011) chez les bovins ont montré que
immunoréactivité nucléaire REa sont observé dans les cellules de la granulosa du follicule
primaire, secondaire, tertiaire et préovulatoire pendant les phases folliculaire et lutéale (Figure
30 et 32). Ces résultats suggerent que les REa jouent un réle important dans la croissance

folliculaire ovarienne, le développement et ’ovulation.
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Figure 32: Localisation immunohistochimique de REa dans le follicule primaire de I'ovaire
bovin. Barre d’échelle =25 um (Akbalik et al., 2011)

Les résultats de Amrozi et al. (2004) ont montré que la distribution des REa. est
détectée dans les cellules de granulosa murale exprimant une forte intensité de coloration
alors que les cellules de granulosa antrale présentent une intensité de coloration variable
(Figure 31).

Une comparaison réalisée par Amrozi et al. (2004) sur la distribution des récepteurs
alpha des cestrogénes (REa) dans le follicule dominant (FD) aux trois stades du cycle cestral
chez les vaches noires japonaises a été évalué par immunohistochimie. Les résultats dans le
premier (stade du jour 7) et le deuxieme (jour 10) groupe ont montré que 1’expression dans la
theque interne (TI) du (FD) est plus élevée par rapport a celle des cellules de la granulosa
murale (CGm), des cellules de la granulosa antrale (CGa) et de la theque externe (TE). Par
ailleurs, I’expression REa dans le troisiéme groupe (jour 18) est inférieur a celle du premier

groupe en CGm, et il était également inférieur a celui du deuxieéme groupe en TE (Figure 33).
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CGm= cellules de granulosa murales, CGa = cellules granulosa antrale, TI = cellules de theque

interne, TE = cellule de théque externe. Premier groupe = stade du jour 7 (Emergence du (FD)

dans la premiere vague folliculaire) ; Deuxiéeme groupe = Jour 10 (régression précoce du FD) ;
Troisieme groupe = Jour 18 (FD préovulatoire)

Figure 33: Intensités moyennes de coloration pour REa dans les cellules folliculaires du
follicule dominant chez les bovins (Amrozi et al., 2004).

11.2. Cellules luteales

Les recherches menées par Shibaya et al. (2007), en utilisant la technique du Western
blot, ont démontré que les protéines REa et REB sont exprimées au cours de la phase
lutéale ainsi I’expression des REa est plus élevée au début des stades lutéaux et mi lutéaux
qu’aux autres stades et il était plus bas au stade lutéal régresseé, d’ou les REa ont des rdles
dans le maintien de la fonction du corps jaune. D’autre part la liaison totale des E2 aux REf
est élevée aux stades lutéaux et mi lutéaux mais aussi il est plus éleve a la phase de régression
du CJ. Les REP peuvent agir comme des facteurs lutéolytique au niveau du CJ bovin (Figure
34 et 35) (lan et al., 2013).

De plus, les résultats de lan et al. (2013) ont montré I’importance de REa dans le
maintien et la viabilité des cellules du CJ (Figure 35) et dans la régulation positive des deux
types de RE dans la sécrétion de la P4.
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Signal positif : ® : Noyaux des grandes cellules lutéales ; » : Noyaux des petites cellules lutéales
Signal négatif : B : Noyaux des grandes cellules lutéales ; B : Noyaux des petites cellules lutéales

Figure 34 : Immunolocalisation de REp dans le corps jaune bovin tout au long du cycle

cestral.
Jour 6 (A), jour 10 (B), jour 15 (C), jour 18 (D), jour 18 apres lutéolyse (E), Aprés lutéolyse (F), contrble
négatif et positif, en médaillon (F). (Signal positif: Couleur brune / Signal négatif: couleur bleue).
Immunohistochimie, DAB, contre-coloration a I'nématoxyline de Mayer, grossissement G 400. Barre d’échelle =
50um (lan et al., 2013)

Signal posmf »: Noyaux des grahdés ceIIuIes Iuteales > Noyaux des petltes ceIIuIes lutéales
Signal négatif : B : Noyaux des grandes cellules lutéales ; [l : Noyaux des petites cellules lutéales

Figure 35 : Immunolocalisation de REa dans le corps jaune bovin tout au long du cycle

cestral.
Jour 6 (A), jour 10 (B), jour 15 (C), jour 18 (D), jour 18 apres lutéolyse (E), Apres lutéolyse (F), contrdle négatif
et positif, en médaillon (F). (Signal positif : Couleur brune / Signal négatif : couleur bleue). Immunohistochimie,
DAB, contre-coloration a I'nématoxyline de Mayer ; grossissement G x 400. Barre d’échelle =50um (lan et al.,
2013)
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11.3. Cellules du stroma ovarien

Selon Akbalik et al. (2011), I'immunoréactivité de REa est élevée dans les cellules de

stroma superficielles, des ovaires de vache, en contact direct avec les follicules et dans les

cellules du stroma profond, et une expression plus élevée dans 1’épithélium germinal. Ces

auteurs suggerent que, les REa pendant la phase lutéale, interviennent dans les interactions

stroma-épithélium (Figure 36).
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S : Stroma ovarien ; EG : Epithélium germinal ; ® : Cellules du stroma ovarien ; » : Cellules de
I’épithélium germinal ; TF : Theque folliculaire ; VS : vaisseau sanguin

Figure 36 : Localisation immunohistochimique des REa dans le stroma ovarien (A) et
contrdle négatif dans I’ovaire bovin dans lequel un sérum non-immun est utilisé a la place de
anticorps primaire (B) Barre d’échelle =50 um (Akbalik et al., 2011)

Enfin, les travaux de Pelletier et al. (2000) ont montré que, pour un déroulement

normal de la fonction de reproduction de ’ovaire la présence des deux sous-types de RE est

nécessaire. De plus Rosenfeld et al. (1999) ont rajouté que seuls les ovaires de rat et de bovin

ont une expression de la protéine RE dans les cellules de la granulosa des follicules antraux

(Pelletier et al., 2000; Rosenfeld et al., 1999).
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Conclusion

Ce présent travail montre qu’au niveau ovarien (cortex et médulla) chez les bovins, les
deux sous-types de récepteurs aux cestrogénes (REa et REP) révélés marqué par la technique
d’immunohistochimie, présentent une expression variable en fonction des phases du cycle, du

type folliculaire et du type de cellule.

L’expression du marquage des récepteurs aux cestrogenes a été détectée dans les
cellules de la théque et les cellules de granulosa des follicules primordiaux, primaires,
secondaires, tertiaire sains et atrétique, le follicule préovulatoire, ainsi que dans le stroma

ovarien et dans les cellules lutéales du corps jaune.
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