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Résumé

L’objectif de notre travail est de déterminer I’immunlocalisation des récepteurs aux
cestrogenes au niveau des ovaires kystiques chez la vache. L’appareil génital récolté au niveau
de I’abattoir présente a I’examen macroscopique un ovaire avec un kyste. A la section, le
follicule kystique contient un liquide de couleur jaunatre et présente une paroi épaisse de
nature lutéale. Un prélévement de 1’ovaire kystique est fixé dans du formol tamponné pour
une étude immunohistochimique. Les résultats préliminaires d’immunomarquage montrent un
nombre élevé de cellules de la théque interne présente une immunoréaction intense, alors que
les cellules de la granulosa présentent une immunoréaction diffuse moderée ou faible au
niveau de 1’ovaire kystique, et dans le contréle négatif aucun marquage n’a été observé au

niveau du prélevement de I’ovaire kystique.

En conclusion, les cestrogénes via leurs récepteurs jouent un rdle important dans la
régulation de la fonction de reproduction chez la vache, alors que le déséquilibre hormonal

induit un dysfonctionnement de 1’ovaire avec des troubles de fertilité.

Mots clés : Récepteurs aux cestrogeénes, immunohistochimie, immunoréaction, ovaires

kystiques, vache.



Abstract

The objective of our work is to determine the immunolocalization of estrogen receptors
in cystic ovaries in cows. The genital tract harvested at the slaughterhouse level shows on
macroscopic examination an ovary with a cyst. On sectioning, the cystic follicle contains a
yellowish fluid and has a thick luteal wall. A sample of the cystic ovary is fixed in buffered
formalin for immunohistochemical study. Preliminary immunostaining results show a high
number of cells from the internal theca show intense immunoreaction, while cells from the
granulosa show moderate to weak diffuse immunoreaction in the cystic ovary, and in the

negative control no staining was observed in the cystic ovary specimen.

In conclusion, estrogens via their receptors play an important role in the regulation of
reproductive function in the cow, whereas hormonal imbalance induces ovarian dysfunction

with fertility disorders.

Key words: Estrogen receptors, immunohistochemistry, immunoreaction, cystic ovaries,

COW.
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Introduction

Le kyste ovarien constitue I'une des principales affections de la reproduction bovine. Ses
conséquences négatives sur les performances de reproduction et I’économie de 1’élevage ont fait

I’objet de plusieurs travaux (Bartlett et al., 1986;Fourichon et al., 2000).

L'étiopathogénie de la maladie kystique des ovaires chez les bovins laitiers est un
processus complexe qui implique des dysfonctionnements de la folliculogenese et de I'ovulation,
et de nombreux facteurs tels que le stress, la gestion nutritionnelle et les maladies infectieuses

peuvent coexisté (Silvia et al., 2002).

Les stéroides jouent un réle clé dans la croissance, la différenciation et la fonction de
reproduction chez la femelle (Brosens et al., 2004). Les cestrogeénes en particulier, produits par
les follicules ovariens sont impliqués dans la régulation de la croissance folliculaire ( Rosenfeld
etal., 2001).

L’objectif de notre travail est d’étudier 1’évaluation de I’immunolocalisation des

récepteurs aux cestrogenes au niveau des ovaires kystiques chez la vache.

Notre travail comprend deux parties :

e Une partie bibliographique réservée a 1’étude de la morphologie, histologie et physiologie
de I’ovaire chez la vache dans la premiere partie et les ovaires kystiques dans la
deuxiéme partie.

e Une partie expérimentale qui consiste a évaluer les récepteurs aux cestrogénes au niveau

des ovaires kystiques chez la vache par technique d’immunohistochimie.



Chapitre | : Données
bibliographiques



Rappels morphologie, histologie et physiologie de I’ovaire

1.1  Morphologie de I’ovaire

L’ovaire est la glande génitale de la femelle. C’est un organe pair, suspendu dans la
région lombaire (Fig. 1), de couleur en général blanc rosatre, de consistance ferme et peu
élastique. Il a une double fonction, une gamétogenése assurant I’ovogenése et une fonction
endocrine contrélant toute D’activité génitale par la sécrétion des hormones cestrogénes et

progestatives (Francony, 2011).

Le poids est difficile a estimer, car sur un méme individu, il varie de facon
considérable en fonction de I’4ge et de 1’état physiologique. En général, 1’ovaire droit est plus
lourd que I’ovaire gauche (Hanzen et al., 2008). En période de maturité sexuelle, le poids varie
au cours de chaque cycle cestral en fonction du développement ou de la régression des structures

ovariennes (follicules et corps jaune) (Francony, 2011).

. vulve

ligamen? large

ovaire
vessie

col de I'uterus
corne uterine

momelle

Figure 1:schéma de 1’appareil génital de la vache (Francony, 2011).



1.2  Histologie de I’ovaire

L’ovaire est tapissé par un épithélium cubique simple. Il comprend une zone corticale

et une zone medullaire (Fig. 2) (Barillier, 2007).

La zone corticale comporte une couche de tissu conjonctif dense sous - épithéliale,

I’albuginée qui donne sa teinte blanchatre a I’ovaire a 1’état frais ; sous I’albuginée, les follicules

ovariens sont dispersés dans le stroma constitué de tissu conjonctif. Dans ce dernier, on observe

des follicules a différents stades de développement et des follicules en dégénérescence (Barillier,

2007).

La zone médullaire est formée de tissu conjonctif fibreux contenant des vaisseaux

sanguins, des vaisseaux lymphatiques et des nerfs (Barillier, 2007).

La zone périphérique de la médullaire est formée d’un tissu conjonctif plus lache

(Barillier, 2007).

granulosa /" secondaire

Zone Ovocyte /
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= g 1%, y 2
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Figure 2:Représentation schématique d'une coupe transversale d'un ovaire

(Barillier, 2007)
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1.3 Physiologie de I’ovaire

1.3.1 Folliculogenese
La folliculogenése se déroule de maniére simultanée avec 1’oogenése (Monniaux et al.,
1993).

La folliculogenése correspond a la succession de différentes étapes du développement d’un
follicule : de sa sortie de la réserve ovarienne a sa rupture lors de I’ovulation ou de son atrésie.
Chaque jour, des follicules entrent en phase de croissance en évoluant en follicule primaire,

secondaire, tertiaire ou cavitaire (Fernandes, 2019).

La croissance d’un follicule se déroule en trois étapes. Une premiere étape représente la
croissance folliculaire basale ou un grand nombre de follicules primordiaux atteignent la phase
pré-antrale. Lors de la deuxieme étape, une partie des follicules atteignent le stade pré-ovulatoire
par formation de I’antrum (ou cavité antrale). Et enfin la troisiéme étape, représentant la
croissance folliculaire terminale qui débute lorsque les follicules pré-ovulatoires deviennent
sensibles a I’action des hormones gonadotropes. Cette derniére phase aboutit a 1’ovulation

(Fernandes, 2019).

1.3.2 Ovulation

A I’approche de chaleurs, les décharges pulsatiles de la LH et de la FSH vont étre de
plus en plus rapprochées et intenses : le taux de FSH va augmenter de fagon progressive alors
que celui de la LH va augmenter brutalement. La pulsatilité de la LH devient alors a ce moment
trés intense, correspondant au pic de LH (Descoteaux, 2009) entrainant ainsi une ovulation

(Leborgne and Tanguy, 2014). Chez la vache, elle a lieu environ 24h apreés le pic de LH.

L’ovulation est sous le contrdle hormonal de I’axe hypothalamo-hyphyso-ovarien. La

décharge de LH est induite par une augmentation des cestrogenes circulants.

1.4 (Estrogénes

Les cestrogénes, hormones sexuelles femelles. Basée sur un noyau cestrone, leur
structure chimique est constituée de quatre cycles hydrocarbonés a 18 atomes de carbone. lls
appartiennent a la famille des hormones stéroidiennes. Quatre formes d’cestrogénes endogénes
ont été identifiées : 1'cestrone (E1), le 17B- cestradiol (E2), cestrogéne endogene le plus puissant,

I'oestriol (E3), « produit de dégradation » et 1’oestétrol (E4) (Engel, 1957)



1.41 Biosynthése des cestrogénes

La stéroidogenese a lieu a partir du cholestérol. Elle peut se dérouler dans les glandes
surrénales (production des corticostéroides) et dans les gonades (production des stéroides
sexuels) (Chalmey, 2013).

Le substrat principal de la biosynthése des hormones stéroidiennes est le cholestérol
alimentaire, en particulier le cholestérol des lipoprotéines de basse densité (LDL) (Fig. 3) (Carr
etal., 1982).

Cholesterol
l CYP11A1
HSD3B2
Pregnenolone —_ Progesterone
lCYP17A1 lCYP17A1
HSD3B2
17-Hydroxypregnenolone Gi— 17-Hydroxyprogesterone
lCYP17A1 CYP17A1
s HSD3B2 : HSD17B1
Dehydroepiandrosterone — Androstenedione — Testosterone
CYP19A1 CYP19A1
(aromatase) (aromatase)
HSD17B1
Estrone iy Estradiol

Figure 3:Voie de biosynthese des cestrogénes

(Fuentes and Silveyra, 2019)

La régulation de la biosynthese des stéroides hormonaux suit un axe physiologique appelé
« axe hypothalamo-hypophyso-gonadique ». L’hypothalamus sécréte sous forme de pulse la
gonadolibérine ou Gonadotrophin Releasing Hormone (GnRH). Elle est vehiculée jusqu’a
I’hypophyse ou elle stimule la sécrétion de FSH et de LH. Ces derniéres, activent la
gamétogénése accompagnée de sécrétion des hormones stéroidiennes a savoir I’cestradiol (E2), la
progestérone (P4) et la testostérone (T). Les hormones stéroidiennes agissent au niveau
hypophysaire en régulant 1’expression des geénes codant pour les récepteurs et en particulier les

récepteurs aux cestrogénes (RE) (Fig. 4) (Le Grand, 2009).
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Figure 4:Principales voies de régulation de I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique.Les fleches
bleues (avec +) correspondent a un rétrocontrole positif alors que les fleches rouges (avec+/-)
indiquent que les hormones stéroidiennes sont capables d’exercer un rétrocontrdle positif ou

négatif sur la sécrétion des hormones hypothalamo-hypophysaires. Les hormones sécrétées par
les différents organes de cet axe sont notées en orange (Le Grand, 2009).

1.4.2 Récepteurs des estrogénes

Le récepteur aux cestrogeénes est un membre de la superfamille des récepteurs
nucléaires dont la fonction, médiée par 1’cestradiol, est I’activation de la transcription de génes
impliqués notamment dans la croissance, la différenciation cellulaire et les fonctions
reproductrices. Il existe trois formes de récepteurs aux cestrogénes : ERa, ERp et ERy (Fig. 5).

Les isotypes a et  sont retrouvés chez toutes les especes (Hawkins et al., 2000).

NTD/AF4  DBD hinge LBD/ AF-2 ‘
Era NH,-| AB | ¢ [o] EF ]-COOH 67kDa
1 0 23 W02 595
NTD/ AF-1  DBD hinge LBD/ AF-2
ErB NH,-[_AB_ | C [D] EF ]-COOH  s0k0s

1 144 227 255 530

Figure 5:Organisation structurelle des récepteurs d'cestrogénes. Les domaines structuraux du
récepteur d'cestrogéne (ERa) (595 aa) et ERB (530 aa) sont étiquetés A-F. Les deux récepteurs
possedent six domaines structurels et fonctionnels différents : Domaine N-terminal (NTD,
domaines A/B, AF-1), le domaine de liaison & I'ADN (DBD, domaine C), la charniére (domaine
D), la région C-terminale contenant le domaine de liaison au ligand (LSA). contenant le domaine
de liaison au ligand (LBD, domaine E/F, AF-2) (Fuentes and Silveyra, 2019).



Les REa et REP peuvent étre détectés dans un large éventail de tissus. L’isotype REa
est principalement exprimé dans les organes génitaux femelles (utérus, ovaires au niveau des
cellules de la théque, glande mammaire). L’isotype RE B du RE est retrouvé principalement dans
le colon, les cellules épithéliales de la prostate, les testicules, ovaires au niveau des cellules de la
granulosa (Dahlman-Wright et al., 2006). RE est la forme prédominante dans I’ovaire, tant chez
I’animal immature que chez 1’adulte. Il est trés exprimé par les cellules de la granulosa des

follicules en croissance (Byers et al., 1997).

Les récepteur REa et REP agissant comme des facteurs de transcription ligand-
dépendant, ces protéines comportent quatre domaines structurellement distincts et fonctionnels
(Figs. 6 et 7) (Weihua et al., 2003).

A/B C D E F

AF-1 DNA Ligand AF-2

Figure 6:Représentation schématique de la structure des domaines des récepteurs nucléaires

Le domaine A/B a I'extrémité NH2 contient le site AF-1 ou d'autres facteurs de transcription
interagissent. Le domaine C/D contient la structure a deux doigts de zinc qui se lie a I'ADN qui
se lie a I'ADN et le domaine C/F contient la poche de liaison du la poche de fixation du ligand

ainsi que le domaine AF-2 qui contact direct avec les peptides coactivateurs (Nilsson et al.,

2001).
Era A/B CcC |D E F
Erp A/B c |D E F
f t
Activité Translocation nucléaire Activité
transcriptionnelle Liaison a 'ADN Liaison aux cestrogénes transcriptionnelle

Dimérisation
Figure 7:Structures comparées des récepteurs des cestrogénes

(Chalmey, 2013)



1.4.3 Mécanisme d’action des cestrogénes

En tant qu'hormone stéroide, l'cestrogéne peut traverser la membrane plasmique et
interagir avec les REa et REP intracellulaires pour exercer des effets directs en se liant a des
séquences d'ADN. Alternativement, les cestrogénes peuvent activer des cascades de signalisation
intracellulaires via une interaction avec G Protein-Coupled Estrogen Receptor 1 (GPER1) et/ou
les REa et REP (Fig. 8) (Fuentes and Silveyra, 2019).

Figure 8 : Mécanisme d'action et voies de signalisation des cestrogenes 1 : Voie génomique
classique. Les cestrogénes, liposolubles, pénétrent dans la cellule de fagon passive. Ils se lient
aux récepteurs. Apres dimérisation, le complexe se lie a son tour aux éléments de réponse aux

cestrogénes (ERE) localisés dans le promoteur du géne cible. 2 : Voie indépendante des ERE. Le

complexe 17B-cestradiol (E2) — récepteur interagit avec des Facteurs de Transcription (FT) qui se
fixent sur le promoteur du géne cible. 3 : VVoie indépendante du ligand. Sans E2, les ER sont

phosphorylés (P) par une cascade de réactions déclenchée par des Facteurs de Croissance (FC) et

vont se fixer sur les ERE. 4 : E2 active le récepteur membranaire G Protein-Coupled

Estrogen Receptor (GPER) et déclenche une cascade de phosphorylations interférant avec

des voies de signalisation cellulaires (voie non génomique) ou régulant I’expression génique via

I’activation de FT (Bjornstrom and Sjoberg, 2005).

La liaison entre 'hormone et I’ER provoque un changement de conformation dans le
domaine de liaison du ligand (LBD), ce qui permet a I'cestrogéne d'entrer en action (Fig. 9)
(Carroll and Brown, 2006).



Figure 9:Mécanisme cellulaires de 1'action des cestrogénes. Modele d'action des récepteurs
nucléaires et non nucléaires des cestrogénes (RE). Le complexe cestrogene (cercles E) et ER se
lie directement aux éléments régulateurs de I'ADN (élément sensible aux cestrogenes (ERE) en

recrutant des facteurs supplémentaires impliqués dans la régulation transcriptionnelle. L'ER peut
également se lier indirectement, par un mécanisme d'ancrage, 8 AP1- ou Sp1-. A des sites de

liaison AP1 ou Spl (GC) pour réguler la transcription. Les facteurs de croissance (IGF et EGF)

peuvent phosphoryler le RE par I'intermédiaire des récepteurs membranaires des facteurs de
croissance (GFR). (GFR) pour réguler I'expression des genes en I'absence de ligand (action
nucléaire). Les cestrogenes se lient également et activent I’ERa membranaire ou le GPR30,

induisant la voie de signalisation intracellulaire (action non nucléaire) qui est rapide (Fuentes and

Silveyra, 2019).

1.4.4 Roles des estrogénes

Les cestrogeénes fonctionnent comme des hormones systémiques. Elles sont libérées
dans la circulation sanguine pour atteindre leurs tissus cibles, tissus exprimant les RE (Couse and
Korach, 1999).

Les cestrogénes sont impliqués dans la régulation de la sécrétion des hormones de
I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique (HHG), y compris leur propre sécrétion, et contrélent
également les cycles ovarien et utérin. Ils sont aussi responsables de 1’apparition des caractéres

sexuels secondaires féminins aux alentours de la puberté (Williams et al., 2012).

Les cestrogénes affectent la sécrétion des hormones hypophysaires FSH et LH, qui
elle-méme régulent la sécrétion de stéroides, la gamétogenese et I'ovulation (Fig. 10) (Nilsson et
al., 2001).
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Figure 10:Controle de la production des cestrogénes au cours du cycle ovarien par 'axe
hypothalamo-hypophysaire

(Dupont, 2012).

.5 Régulation ovarienne

La vache est une espéce a cycle sexuel de type continu ; les chaleurs peuvent
apparaitre chez les femelles non gestantes pendant toute ’année. La production des gameétes
femelles est la résultante de trois événements : ’ovogenese, la folliculogenese, et 1’ovulation,

suivie par la formation du corps jaune (Fig. 11) (Bonnes et al., 1988).
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OVULATION Folicule préovudatoine

Figure 11:Chronologie du développement folliculaire (Monniaux et al., 1993)

1.5.1 Régulation de la croissance folliculaire

La FSH et la LH deviennent indispensables au développement des follicules des le
début de la maturation, grace a une action synergique séquentielle, mais aussi parfois simultanée
(Fig. 12) (Webb et al., 2004).

= 5 Ovulation
Sélection
et dominance
Initiation de la Recrutement -
croissance folliculaire - '
Caﬁuh‘
Folliculez I Atrésie
Follicules ——s —
primordiaux
e ~ 8 22082 ——e ~ 2 ey clez OOITAUX —p
Croizsance Croizsance
follicule pré-cavitaire follicule cavitaire
Dépendance aux facteurs de cr v Dé d aux
familles dez ICF et des TGF gonadolrophin.a
FSH ————————» LH
+ 4 +
Influence des Influence des
gonadotrophines facteurs de croizsance

Figure 12:Roles relatif des gonadotrophines et des facteurs de croissance au cours du
développement folliculaire (Webb et al., 2004).
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1.6 Dysfonctionnement des ovaires

Les anomalies le plus couramment observées sont : une inactivité ovarienne, un corps
jaune persistant, un kyste lutéal ou un kyste folliculaire. Les trois premieres impliquent une
absence de chaleurs aussi appelée ancestrus alors que la derniére peut également s’accompagner

de cycles normaux (Fernandes, 2019).

Les lésions moins fréquentes sont les tumeurs, les malformations et les adhérences
ovariennes : tumeur de la granulosa ovarienne, 1’hydrosalpinx et les adhérences de la bourse

ovarique, hypoplasie ovarienne (Fernandes, 2019).
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Il.  Ovaires polykystiques

1.1 Définition
Le kyste ovarien est une structure liquidienne lisse plus ou moins dépressible dont le
diamétre de la cavité est supérieur ou égal a 20 voire 25 mm, persistant pendant au moins 10

jours sur 1’ovaire en présence ou non d’un corps jaune (Bierschwal et al., 1975).

Certains auteurs intégrent dans leur définition, la notion de nombre, définissent le kyste
comme une structure unique de diametre supérieur a 20 mm ou comme des structures multiples
de diametre supérieur a 15 mm persistant pendant au moins 7 jours en présence d'une faible

concentration en progestérone (Calder et al., 1999).

Bartolome et al. (2005) définissent comme « kystes ovariens » une vache présentant
plusieurs follicules de diamétre compris entre 18 et 20 mm en l'absence de corps jaune et de

tonicité utérine.

1.2 Fréquence des kystes ovariens
Elle est en moyenne de 9,5% vs 2,9% respectivement dans les troupeaux bovins laitiers et
allaitants (Hanzen et al., 2008).

I11.  Physiopathologie

Le kyste ovarien traduit une évolution anormale de la croissance folliculaire et peut étre

da a plusieurs facteurs :
- Dysfonctionnement hormonal
- Dysfonctionnement de la paroi folliculaire
- L'animal : &ge, production laitiére, génétique, affections du post-partum,
- Environnement : nutrition, saison, stress.

Les caractéristiques propres de I’animal ainsi que les interactions environnementales
peuvent agir en amont du complexe hypothalamo-hypophysaire et/ou au niveau ovarien (Droui
and Dornier, 2013).
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I11.1 Dysfonctionnement hormonal

Une perturbation des mécanismes endocriniens de 1’ovulation, notamment une
modification de la régulation hypothalamo-hypophysaire, semble étre I’origine la plus fréquente
de la formation de kystes folliculaires (Wiltbank et al., 2002).

I11.1.1 Perturbation de I’axe hypothalamo-hypophysaire

111.1.1.1 Concentration en GnRH
Une diminution de GnRH due & une réponse altérée du rétrocontrdle de 1’cestradiol (Cook
etal., 1990; Garverick, 1997).

111.1.1.2 Concentration en LH

En présence d’un kyste folliculaire, la concentration de LH est constante et élevée.

L’augmentation de la concentration basale en LH induit une croissance importante du

follicule et pas d’ovulation (Hamilton et al., 1995).

111.1.1.3 Concentration en FSH

Aucune différence n’a été mise en évidence concernant la concentration de FSH et le
nombre de récepteurs folliculaires & FSH lors de la croissance folliculaire entre les vaches ayant
ou non de kyste folliculaire (Cook et al., 1990).

111.1.2 Perturbation au niveau ovarien

111.1.2.1 Concentration en cestradiol

L’oestrogenémie des vaches kystiques est variable selon les études. Selon (Cook et al.,
1990), aucune différence de concentration en cestradiol n’est observée entre les vaches kystiques
et les vaches saines. Cependant, pour d’autres auteurs, la concentration en cestradiols des vaches

kystiques sont plus élevées que celle des vaches sans kyste (Garverick, 1997).

La sécrétion d’cestradiol n’est pas inhibée par les concentrations élevées de LH des

vaches kystiques en raison d’une altération du rétrocontrdle négatif (Hamilton et al., 1995).

En effet, une étude a montré la formation de kystes aprés une immuno-neutralisation de

I’ cestradiol, dans le but de mimer un taux d’cestradiol faible (Kaneko et al., 2002).
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111.1.2.2 Concentration en progestérone

Le devenir du follicule dominant, chez les animaux ayant un kyste folliculaire en cours
d’atrésie, dépend des valeurs de la progestéronémie moyenne des 07 jours précédents méme en
présence d’une quantité d’cestradiol adéquate, les follicules dominants ne peuvent pas ovuler et

deviennent a leur tour kystique (Gimen and Wiltbank, 2005).

111.1.3 Perturbation de I’axe corticotrope

Au cours du stress, la perturbation de 1’axe corticotrope reproduit expérimentalement par
une injection d’ACTH provoque une augmentation de la concentration de cortisol, cette
augmentation induit une diminution de la sécrétion d’cestradiol et une élévation de la
progestéronémie. Ainsi, les concentrations en LH et en FSH sont diminuées par rétrocontrole

négatif, le pic pré-ovulatoire de LH n’est pas observé et un kyste se forme (Nanda et al., 1990).

111.2 Dysfonctionnement de la paroi folliculaire

Difféerentes études concernant la quantification des récepteurs aux hormones LH et
FSH sur les cellules de la granulosa des parois des kystes présentent des résultats contradictoires.
Des travaux ont montré que la paroi du kyste folliculaire persistant posséde quatre fois moins de
récepteurs a FSH et a LH (Brown et al., 1982).

V. Causes et facteurs de risque

IV.1 Facteurs propres a I’animal
Nombre de lactation : une augmentation de la fréquence des kystes avec nombre de
lactation (LOpez-Gatius et al., 2002).

Niveau de production laitiére : L’augmentation de la production laitiere s’accompagne
pour la majorité des auteurs d’une augmentation du risque de kystes ovariens (LOpez-Gatius et
al, 2002)

Génétique : Tl existe une prédisposition génétique au sein d’une race donnée (Kirk et al.,
1982).
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IV.2 Facteurs prédisposants extrinséques

Stress (Dobson and Smith, 2000).
Saison : 70% des diagnostics de kystes ont lieu en hiver (Watson and Cliff, 1997).

Alimentation : la relation entre alimentation et kyste ovarien reste encore mal definie. L’effet de
I’alimentation sur 1’apparition des kystes ovariens est contesté (Francony, 2011).
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Chapitre Il : Matériel et méthodes



I. Modele animal

Notre expérimentation a porté sur matrice de vache agée de plus de 5 ans, récoltée au
niveau de I’abattoir d’El Harrach. Le prélévement placé immédiatement dans une glaciére apres
abattage de 1’animal. Par la suite, le prélevement est transporté jusqu’au laboratoire de

physiologie animale de I’institut des sciences vétérinaires de I’université de Blida 1.

Au laboratoire, aprés orientation du préléevement (Fig. 13), I’ovaire du c6té gauche
présente un volumineux kyste ovarien (Fig. 14). Ce dernier, son diamétre mesuré a ’aide d’un

pied a coulisse est de plus de 25 mm.

:
,|
AL

Figure 14:Vue externe des ovaires (a) et coupe longitudinale (b) des ovaires de la vache a I'état
frais.
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Technique d’histologie

Chaque ovaire est coupé longitudinalement (Fig. 14b) puis fixer dans le formol tamponné
au PBS (phosphate buffer saline) a 10%. Cette étape a pour but de fixer les structures tissulaires

in situ les plus proches du vivant.
Les étapes de la technique d’histologie consistent :

Fixation : un fragment de I’ovaire d’une épaisseur de 3 mm est mis dans une cassette en
plastique d’histologie portant la référence de I’animal et de I’organe (Fig. 15). Cette cassette est

immergée de nouveau dans le fixateur.

Figure 15:Fragment d'ovaire placé dans une cassette d'histologie.

Déshydratation, éclaircissement et imprégnation: Le prélévement est ensuite
déshydraté dans des bains d’alcool a concentration croissante de 70°, 96° (x) et de 100° (x3)
avec une durée respective de 30 min, 1h (x2) et de 1h (x3). Par la suite, le prélevement est
éclairci dans 3 bains de xyléne avec une durée d’une heure par bain et puis imprégné dans le
premier bain de paraffine pendant 30mn , puis durant 60mn dans un deuxiéme bain et enfin
pendant toute la nuit dans le troisieme bain . Cette imprégnation est réalisée dans une étuve a

60°C, correspondant au point de fusion de la paraffine.
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Confection des blocs : les étapes de la confection du bloc de paraffine sont représentées

dans la figure 16.

Figure 16:Etapes de confection du bloc de paraffine.

Coupe au microtome : le prélevement est coupé au microtome avec une épaisseur de

coupe de 5 um (Fig. 17).

Figure 17:Coupe au microtome.

Etalement des coupes de paraffine : Afin d’éviter la formation de plis, les coupes
sélectionnées sont déposées dans un bain-marie a température de 42°C et sont récupérées sur des
lames silanisées de type « Superfrost plus » pour étre utilisé en immunohistochimie (Fig. 18).
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.
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Figure 18:Récupération des coupes sur des lames silanisées de type superfrost plus.

Enfin, les lames sont séchées a 1’étuve a 60°C (Fig. 19).

Figure 19:Séchage des lames dans I'étuve.

Technique d’immunohistochimie pour la mise en évidence des récepteurs
aux cestrogeénes
1.1 Principe
L'immunohistochimie (IHC) est une méthode qui permet une localisation des protéines
a l’aide d’anticorps marqués au sein des cellules d’une coupe de tissu dans des sections de tissu.
Un systéme de détection, composé d’une enzyme et de son substrat, permet de visualiser

I’association protéines — anticorps par production d’un chromogene.

L’immunohistochimie est une méthode associant I’histologie et I’immunologie pour

visualiser in situ un antigéne a 1’aide d’un anticorps marqué (Fig. 20).
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Figure 20:Représentation schématique du principe de la technique d'immunohistochimie.

111.2 Protocole d’immunohistochimie

Le protocole d’immunohistochimie est divisé en deux étapes :

Premiere étape: la préparation du prélevement par la technique d’histologie

précédemment décrite.
Deuxieme étape : Technique d’immunohistochimie proprement dite
Avant de commencer I’immunoréaction indirecte ;

* Les coupes sont déparaffinées dans deux bains de xylene pendant 10 min pour chaque

bains et réhydratées dans des bains d’alcool a concentration décroissante 100° (5min), 95°

(3min), 70° (3min) (Fig. 21).

a c60| 100° alcool 95° alcool
7o

Figure 21:Bains de déparaffinage et réhydratation.
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. Par la suite les lames sont rincées au PBS (Fig. 22). L’excés de PBS est enlevé par

égouttage des lames sur du papier absorbant.

Figure 22:Bains de PBS pour le ringage des lames.

Les étapes de la technique d’immunohistochimie sont les suivantes :

» Démasquage des sites antigéniques avec une solution tampon citratée (pH = 6) au bain
marie pendant 40 min & 97°C (Fig. 23).

Thermometre

Figure 23:Démasquage au bain-marie.

* Ringage PBS (x2) pendant 5 min.
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« Blocage des peroxydases endogénes par un le peroxyde d’hydrogéne a 3% dilué dans le
PBS pendant 5min (Fig. 24).

Figure 24:Blocage des peroxydases endogenes.

* Ringage PBS (x2) pendant 5 min.

* Les coupes sont entourées avec une résine hydrophobe (Dako-pen) (Figs. 25 et 26) et

placées dans une chambre humide sur un agitateur va et vient (Fig. 27).

Figure 25:Résine hydrophobe. Figure 26:Entouré les coupes par la résine
' hydrophobe.

Figure 27:Chambre humide sur un agitateur va et vient.
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* Blocage des sites non spécifiques avec du sérum de cheval (réactif jaune du kit
Vectastain) pendant 30min (Fig. 28).

Figure 28:Sérum du cheval (a) at application du sérum de cheval sur les coupes (b).

« Incubation des coupes pendant une nuit a 4°C avec un anticorps (AC) primaire anti-
récepteurs aux cestrogéne polyclonal (ER a (HC-20) : sc-543, Santa Cruz), produit chez le
lapin, dilué de moitié de 1/50 a 1/200 pour déterminer la concentration optimale.

Les étapes de la dilution de moitié de 1’anticorps (Fig. 29) sont réalisées comme suit :

A partir de la dilution au 1/50 (1ul Ac +49 ul PBS  ~ —> 50 pl).

100 pl 100 pl

lulAc —p

49 ul PBS —»

1/50 1/100 1/200
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Figure 29:Etapes de dilution de I'anticorps primaires anti-récepteurs aux cestrogénes.

* Sur certaines coupes, I’anticorps primaire est remplacé par le sérum de cheval ; ces

coupes sont utilisées comme des contrdles négatifs.
* Ringage PBS (x2) pendant 5 min.

* Application d’un anticorps secondaire anti-lapin biotinylé (réactif bleu du kit Vectastain),

produit chez le cheval, pendant 30 min a température ambiante (Fig. 30).

Figure 30:Anticorps secondaire anti-lapin biotinylé(a) et son application (b) sur les lames.

* Ringage PBS (x2) pendant 5 min.
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« Application du complexe streptavidine-peroxydase (réactifs gris du kit vectastain)

pendant 30 min a température ambiante (Fig. 31).

Figure 31:Complexe streptavidine-peroxydase (a) et son application (b) sur les lames.

* Ringage PBS (x2) pendant 5 min.

« Pour la visualisation de la réaction anticorps- antigéne, on utilise un chromogene de type
2, 3 diaminobinzidine (DAB) (Fig. 32).

Figure 32:Chromogeéne diaminobinzidine (DAB) maintenu a 4°C.
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- Pour la préparation de DAB, on mélanger une goutte de DAB chromogéne avec 1 ml de
DAB substrat (Fig. 33).

Figure 33:Etapes de préparation du mélange substrat (a) - chromogene DAB (b).

- Puis un volume de 50 ul du mélange est déposé sur les différentes coupes (Fig. 34) et le

contrdle de I’immunomarquage est réalisé sous microscope photonique.

Figure 34:Application du chromogeéne diaminobinzidine sur les coupes.

* Ringage a I’eau distillée (Fig. 35).

Figure 35:Rincage a I'eau distillée.
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* Contre coloration a I’hématoxyline (Fig. 36).

Figure 36:Hématoxyline (a) et son application (b) sur les coupes.

* Ringage a I’eau du robinet (c’est le pH alcalin de I’eau du robinet qui fait bleuir

I’hématoxyline).

» Déshydratation des lames dans des bains d’alcool a concentration croissante (70, 96 et

100°) et éclaircit dans le xylene (Fig. 37).

Figure 37:Bain de déshydratation et éclaircissement.
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« Montage des lamelles avec une goutte de liquide de montage « Eukitt » (Fig. 38).

Figure 38:Lames montées.

* Les lames montées sont séchées a I’air puis observées au microscope photonique a 1’aide

d’une caméra reli¢ a I’ordinateur (Fig. 39).

Figure 39:Observation au microscope photonique a l'aide d'une caméra relié a I'ordinateur.
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Chapitre 111 : Résultats et
discussion



Résultats et discussion

Les résultats préliminaires obtenus sont discutés par rapport aux données bibliographiques

existantes.

Pour déterminer les étapes a réaliser pour mettre en évidence I’immunomarquage des
récepteurs aux cestrogénes, une synthése de quelques articles scientifiques utilisant cette
technique d’immunohistochimie sur des prélévements d’ovaire a été réalis¢ (Tableau 2). Pour

nos tests, nous avons retenu qu’il faut effectuer :
Un démasquage a la chaleur.
Un blocage des peroxydases endogenes.
Un blocage des sites non spécifiques.

La détermination de la dilution de I’anticorps primaire anti-récepteurs aux cestrogénes.

Tableau 2 : Synthése bibliographique sur les étapes de la technique d’immunohistochimie réalisé

sur les ovaires.

Reéférences Démasquage | Blocage les Ac primaire Blocage site non
antigénigue peroxydase (Acl) spécifique
S
endogenes
Suzuki et - acide citrique 2 | - méthanol a | -ER - 1% de sérum
al.(1994) mM et citrate 100% avec | monoclonal, normal de lapin
trisodique H202 a ER1D5) ou de cheévre.
ihydraté 9 mM % - N
dihydrate 9 N 0.3% - dilution 1/1 -pendant 40 min a
pH 6,0) -four a ,
. -pendant 30 . | température
micro-ondes . - pendant 18 h a .
min 4°C ambiante.
-pendant 15
minutes
Stomczynska | - untamponde | -H202a - ERa (Dako) ou | - 3% de sérum de
and citrate 0,01 M 0,3% dans | ERDb (Affinity cheval normal
Wozniak. pH 6.0 du PBS Bioreagents) (pour ERa) ou 3
2001 N — % de sérum de
( ) -four a micro- -pendant 30 | - dilution 1 :100. .
ondes minutes chévre normal
- pendant une (pour ERP)
-pgndant 35 nuit a 48C - pendant 30
min. :
minutes
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Gregory et - tampon - H202 -ERa - sérum de chévre
al.(2002) citratel0mM 0,3% dans | (Novocastra, normal a 4 %
. de I'éthanol | New Castle o
-micro-ondes -pendant 30 min a
absolu. upon Tyne, UK) .
température
-p_endant 12 -pendant 30 | - dilué en série | ambiante
minutes . :
minutes pour obtenir une
sensibilité et une
specificité
Maliqueo et | - tampon citrate | - H202a3 | - ERa - 2% de PBS-
al.(2003) de sodium de 10 | % (monoclonal ; BSA
gg\fépH 6.0) -p_endant 5 (lp/)i(l))(/)gioErll;B ] -pendant 1 heure.
minutes. 1/400) ’
-pendant 20
minutes - incubé pendant
une nuit a 4°C
Quezadaet |-ERa, (tampon |-H202a3 |-ERa -PBS-BSA a4 %
al.(2006) de citrate de % (monoclo- nal ;
sodium 10 mM 1/200), ERB - pendant 1 heure
(PH 6,0) 2 95°C) | ~PENAANES | 1 clonal
minutes 1/400)
ERp (tampon
de glycine 0,05 - incubé pendant
M, EDTA une nuit a 4°C
0,01% (pH
3,15).
- pendant 20
minutes
Vang et - ERa -H202 a - ERa, 1/500 et
al.(2006) Autocuiseur 3% et 3,3 ER, prédilué
micro-ondes, diaminoben .
. . -pendant 30min
tampon citrate zidine
10mM (pH 6,0
(pendarﬂO 8min)) - pendant 10
mina 37 C

-ERp Solution
de récupération
d'antigéne CC1
(prédiluée ; pH
8,0),
autoclaveuse,
(pendant 30
min)
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Villavicencio | - ERa, (tampon | - Era - Era -PBS-BSA a4 %
etal .(2006) | citrate de (H202 a monoclonal de _pendant 1 heure
sodium 10 mM, | 3% - souris ; et Erf3 P u
pH 6,0), et Erp | pendant 5 polyclonaux
(tampon glycine | min (lapin)
0,05 M, EDTA
0,01 % (pH 3.5) | Erp - ERa (1 :200),
< oro ’ (H202 a ERB (1 :200)
a95°C
3% dans du incubé pendant
- pendant 20 méthanol) | - 'NeUe penca
minutes une nuita 4°C
' -pendant 30
min
Knapczyk et | - tampon d'acide | - H202, 0,3 | - ER - sérum de cheval
al.(2008) citrique 0,01 M | % dansdu | monoclonal de | normal a 5%
(pH 6,0) TBS souris
-four a micro- (so_lut|on - dilution 1:100
saline
ondes . :
tamponnee | - pendant la nuit
-Pendant 3 x 4 | aux tris, pH | 4 4-C.
min, dans un 7,4)
Burges et - acide citrate - H202, 3% | -ERa (clone - 10 ml de PBS
al.(2010) 0,1 Metdu dans du 1D5, IgG1 de avec 150 ul de
citrate de methanol souris), ERP sérum de cheval.
sodium 0,1M -pendant 20 (clone PPGS/l.O’ -pendant 20 min a
(pH 6,0) . IgG2a de souris) 3
min. température
-pendant 10 min - dilution 1 :150 | ambiante.
pour Era et 1:50
pour Erf3
- pendant 60
min
Wang etal. | -tampon citrate | - H202, - ERa -albumine de
(2011) de sodium 0,01 | 0,3% dans | (monoclonal de | sérum de chevre
mol/l (pH 6,0) du méthanol | souris, sc-8002), | fraiche a 10%
. ER
-micro-ondes - pendant 20 p - pendant 30
. N (monoclonal de .
(988C) minutes a . minutes dans une
, souris, sc-6820) .
ndant 20 température chambre humide.
- penda ambiante. | - dilution 1 :100
minutes. ;
dans du sérum
de chevre

normal a 3%

- pendant une
nuit
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Pour cela, plusieurs tests sont indispensables pour déterminer la durée, le type de réactif a
utiliser pour chaque étape et de réaliser un test de dilution de I’anticorps primaire afin de

déterminer la concentration optimale.

En raison de la disponibilité insuffisante en réactifs spéecifiques a la technique
d’immunohistochimique utilisée (Anticorps secondaire, chromogene et DAB), un fragment de

I’ovaire kystique a fait I’objet de notre travail d’initiation a la recherche scientifique.

Les résultats préliminaires obtenus avec une dilution de I’anticorps primaire anti-récepteurs
aux cestrogenes a une dilution de 1/50, montrent un nombre élevé de cellules de la théque interne
présente une immunoréaction intense (Fig. 40), alors que les cellules de la granulosa présentent

une immunoréaction diffuse modérée ou faible (Fig. 41) au niveau de 1’ovaire Kystique.

Figure 40:Observation au microscope optique de la coloration immunohistochimique de la
protéine ERa présente dans les follicules ovariens ; dilution de I’anticorps 1 /50 grossissementx4
scale barre 500 pm.
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Dans le contrdle négatif, aucun marquage n’a été observé au niveau du prélévement de 1’ovaire

kystique (Fig. 41).

Figure 41:Observation au microscope optique de la coloration immunohistochimique de la
protéine ERa présente dans les follicules ovariens ; contrble négative grossissement x4, scale
barre 500 pm.

Les résultats préliminaires obtenus sont discutés par rapport aux données bibliographiques

existantes qui sont résumés dans le tableau 3.

Tableau 3 : Synthése bibliographique des résultats d’immunolocalisation des récepteurs aux

cestrogeénes au niveau des ovaires kystiques chez quelques espéces

Localisation des récepteurs aux cestrogénes (cas

pathologique) Espece

Références

Suzuki et al.(1994) - Dans les cellules de la granulosa uniquement Humain
(ovaire normal).

Rosenfeld et al.(1999) - Dans les cellules de la granulosa des follicules Bovin
antraux (petits, moyens et grands), la corona
radiata, le cumulus oophorus, les cellules de
granulosa murales, les cellules de la théeque
interne et externe, et peu ou pas présente dans les
cellules du stroma ovarien (ovaires kystique).

Stomczynska and - Dans le grand follicule préovulatoire et dans les | Porc
Wozniak.(2001) premiers corps jaunes (ovaire normal).

Gregory et al.(2002) - Une expression accrue d'ER pendant le cycle Humain
menstruel dans I'endométre (endometre normal
et anormal).
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Maliqueo et al.(2003) - Dans le noyau des cellules épithéliales et Humain
stromales (ovaire polykystique).

Quezada et al.(2006) - dans le noyau des cellules épithéliales et Humain
stromales (ovaire polykystique).

Vang et al.(2006) - dans le stroma ovarien normal qui a servi de Humain
contr6le positif interne (tumeurs mucineuses
primaires et métastatiques de I'ovaire).

Villavicencio et - Era est localisé dans le noyau des cellules Humain

al.(2006) endomeétriales.

- Erp est localisé dans le cytoplasme des cellules
épithéliales (ovaire polykystique).

Salvetti et al.(2007a) - ERa était exprimé dans les noyaux cellulaires et | Bovin
le cytoplasme des couches de la granulosa, de la
theque interne et de la théque externe de toutes
les catégories folliculaires étudiées.

- ERp a été détectée dans les noyaux de la
granulosa, de la theque interne et de la theque
externe de tous les follicules étudiés (ovaire
normal et kystique).

Knapczyk et al.(2008) - localisée dans les cellules de la granulosa des Porc
follicules ovariens et les cellules thécales (ovaire
sain).

Burges et al.(2010) - localisé dans le tissu endométrial humain Humain

cancérigéne de l'ovaire (carcinomes de l'ovaire).

Wang et al.(2011) - exprimés dans le noyau des cellules épithéliales | Humain
glandulaires de I’endomeétre, avec un faible
degré d'expression dans le cytoplasme (ovaire

polykystique).

Pour faire une comparaison entre nos résultats et les résultats des autres auteurs,
Salvetti et al. (2007Db) ; Ils ont trouvé qu’un nombre ¢levé de cellules de la granulosa présente
une immunoréaction granulaire intense avec cet anticorps, alors que certaines cellules de la

théque interne présentent une immunoréaction diffuse modérée ou faible (Fig. 42, 43).
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Figure 42:Coloration immunohistochimique avec I'anticorps ERa dans la paroi folliculaire d’un
kyste provenant d'un ovaire kystique bovin.

(Salvetti et al., 2007D).
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Figure 43:Immunomarquage d'ERp dans la paroi d'un follicule tertiaire d'un ovaire bovin
normale Les couches de cellules de granulosa montrent une coloration nucléaire granulaire
intense dans un pourcentage élevé de cellules. Une réaction granulaire et intense peut également
étre observée dans les cellules de la theque. Méthode Streptavidin-Biotin, contre-coloration a
I'hnématoxyline de Mayer.

(Salvetti et al., 2007D).

REa était exprimé dans les noyaux cellulaires et cytoplasme de la granulosa, de la

theque interne et de la théque externe de toutes les catégories folliculaires (Salvetti et al., 2007b).

REa était largement dispersé dans la theque interne et présentait une intensité de
coloration modérée avec distribution homogéne dans le noyau cellulaire. L'immunomarquage
était faible dans la theque externe. Il existe différences dans I'expression entre les animaux

normaux et les animaux avec des ovaires kystiques. Les kystes folliculaires présentaient une
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expression significativement plus élevée de cette protéine dans les noyaux des follicules

secondaires, tertiaires et atrétiques (Fig. 42) (Salvetti et al., 2007b) .

REP a été détectée dans les noyaux de la granulosa, de la théque interne et de la theque
externe de tous les follicules étudiés, bien que l'intensité d'REP dans la couche des cellules de la
granulosa etait plus forte dans les follicules tertiaires que dans les follicules secondaires et

atrétiques chez les sujets normaux (Fig. 43) (Salvetti et al., 2007b).

La diminution des niveaux REP dans les follicules des animaux avec ovaires kystiques
pourrait étre due a des taux circulants élevés d’hormone lutéinisante qui sont généralement
présents chez ces animaux. Il est connu que les gonadotrophines et les cestrogénes régulent
négativement l'expression dans la granulosa de cette isoforme du RE. Les deux RE présentent
une tendance a réguler a la hausse avec 'augmentation des niveaux d'cestrogenes dans le liquide
folliculaire, et cette régulation a la hausse est corrélée a une régulation a la hausse des récepteurs
d'hormones lutéinisantes et folliculostimulantes (Berisha et al., 2002).

La modification de la concentration de différents types de récepteurs dans les cellules
de la granulosa et des théques des follicules d'animaux avec kystes ovarien pourrait altérer le

REo/REP ratio, provoquant des modifications de l'action ou des effets de 1'cestrogéne sur ses
cellules cibles (Rosenfeld et al., 2001b; VVan den Broeck et al., 2002).

Ensuite, les effets de [I'cestradiol pourraient étre une altération de I'équilibre
prolifération/apoptose, une altération de I'expression des récepteurs des gonadotrophines, ou une
perturbation de l'action enzymatique et du métabolisme (Isobe and Yoshimura, 2000; Calder et
al., 2001).

En général, ERa n'a pas été observée dans les cellules des follicules primordiaux,
primaires et secondaires, alors qu'une expression trés faible a été observée dans les cellules des
follicules tertiaires sains et atrétiques. En revanche, ERa l'expression était évidente dans les
cellules du corps jaune. L'expression d'ERa était ¢levée dans les cellules thécales des follicules
secondaires, intermédiaire dans les cellules de la theque externe des follicules tertiaires et faibles
dans les cellules de la theque interne des follicules tertiaires. Les cellules de la théque interne et
externe des follicules tertiaires atrétiques ont montré une expression faible a intermédiaire
d’REa, comparable a I'expression dans les cellules thécales des corps jaune (Vandenbroeck et al.,
2002).

Les niveaux d’ERa étaient les plus élevés dans les cellules du stroma superficiel, plus

faibles dans les cellules du stroma profond, et des valeurs encore plus faibles ont été trouvées
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dans les cellules de la tunique albuginée. L'expression d’ERa dans les cellules de 1'épithélium de
surface a atteint le méme niveau que dans les cellules du stroma profond (Vandenbroeck et al.,
2002).

Rosenfeld et al.,(1999), trouvent que la localisation immunohistochimique des REf
dans l'ovaire bovin a permis de détecter la protéine ERB dans les cellules de la granulosa des
follicules antraux petits (Fig. 44A), moyens (Fig. 44C) et grands (Fig. 44E). Une coloration
positive pour ER était présente dans les cellules de granulosa murales (Fig. 44E). Une légére
coloration était présente dans les cellules de la theque interne et externe, et peu ou pas de

coloration était présente dans les cellules du stroma ovarien.

0
9.

Figure 44:La coloration immunohistochimique de la protéine ER présente dans les follicules

ovariens bovins révele qu'elle est présente dans les noyaux des petites cellules de la granulosa

(fleche) des petits (1-5 mm ; A), moyens (6-9 mm ; C) et grands (9 mm ; E) follicules antraux.
Une légere coloration était présente dans les couches internes et externes de la théeque

Peu ou pas de coloration était présente dans les cellules stromales ovariennes. Dans les coupes
sériées de petits (B), moyens (D), et grands (F) follicules antraux incubés avec I'anticorps anti-
Erf préabsorbé avec le peptide ER, aucune coloration des cellules de la granulosa n'était
présente apres incubation avec du DAB. Toutes les sections sauf A et C ont été contre-colorées
avec de I'nématoxyline pour mieux visualiser la morphologie. (G, cellules de la granulosa; T,
cellules de la theque. x 200).
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Dans les conditions physiologiques de la croissance folliculaire, les récepteurs ERa sont en
nombre croissant dans la theque interne mais pas au sein de la granulosa. De plus, le nombre de
récepteurs ERP diminue dans la granulosa (Alfaro et al.,, 2012). Les gonadotrophines et
I’cestradiol inhibent I’expression des récepteurs ERa. Ainsi, le ratio ERo/ERP est régulé par la
teneur en cestradiol. Une altération de ce ratio peut engendrer uneperturbation de la

folliculogenése et la formation d’un kyste folliculaire (Salvetti et al., 2007a).

Une étude a montré qu’au sein d’un kyste folliculaire, toutes les couches cellulaires
présentent une augmentation du nombre de récepteurs ERa. Concernant les récepteurs Erf, il a
été observé que leur nombre dans la granulosa des follicules subordonnés était inférieur a celui
observé dans les follicules tertiaires présents chez une vache sans kyste. De plus, au sein du
kyste folliculaire, la théque présente moins de récepteurs ER. Il existe donc une diminution du
ratio ERo/ ERP au sein des structures kystiques engendrant un déséquilibre de la balance
apoptose/prolifération cellulaire, ainsi que des variations d’expression de récepteurs aux
gonadotropines et des perturbations métaboliques et enzymatiques (Alfaro et al., 2012; Salvetti
et al., 2007a).
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Conclusion



Conclusion

Le dysfonctionnement de I’ovaire est un des facteurs responsable de I’apparition des kystes
ovariens ayant une incidence sur la fertilité chez la vache. De nombreux facteurs peuvent
intervenir dans la formation des kystes en particulier le déséquilibre hormonal induit par une
augmentation importante en cestrogénes. Ces derniers via leurs récepteurs jouent un role
important dans la régulation du développement folliculaire au cours du cycle cestral chez la
vache. L’immunolocalisation des récepteurs aux cestrogénes au niveau des cellules de la théque
interne des follicules ovariens montrent que les cestrogénes sont indispensables au

développement folliculaire.
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