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Résumé :

Les androgénes ovariens agissent localement pour moduler la fonction folliculaire
et lutéale chez diverses especes. Le but de notre étude est I'immunolocalisation des
récepteurs aux androgenes (AR) au niveau de I'ovaire, au cours du cycle cestral, chez la
vache. Les ovaires obtenus de la vache mature « Bos taurus » ont été récoltés au niveau du
I'abattoir d’Eucalyptus puis immédiatement fixés dans la solution de formol dilué a 10%
dans le PBS, des coupes ont été réalisées et utilisées pour I'analyse immunohistochimique
durant la période du 02 Mai au 15 Juin. Les résultats obtenus ont montré que les
récepteurs aux androgenes sont localisés au niveau du cytoplasme: 1/ des différents
compartiments de l'ovaire et a différents stades des follicules ainsi que les ovocytes et des
corps jaunes ; 2/ de I'endothélium des vaisseaux sanguins et du stroma ovarien. Une faible
intensité de marquage est observée dans les follicules préantraux (primordiaux et
secondaires) par rapport aux follicules antraux. 3/des cellules luthéales des différents
corps jaune pleins et cavitaires. En conclusion, les récepteurs aux androgenes ont un réle
important dans la folliculogénese aux différents stades du cycle cestral chez les

mammiferes.

Mots clés : Ovaire, vache, immunohistochimie, récepteurs aux androgénes.
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Résumé

Les androgenes ovariens agissent localement pour moduler la fonction folliculaire et
lutéale chez diverses especes. Le but de notre étude est l'immunolocalisation des
récepteurs aux androgenes (RA) au niveau de l'ovaire, au cours du cycle cestral, chez la
vache. Les ovaires obtenus de la vache mature « Bos taurus » ont été récoltés au niveau du
I'abattoir d’Eucalyptus puis immédiatement fixés dans la solution de formol dilué a 10%
dans le PBS, des coupes ont été réalisées et utilisées pour I'analyse immunohistochimique
durant la période du 02 Mai au 15 Juin. Les résultats obtenus ont montré que les
récepteurs aux androgenes sont localisés au niveau du cytoplasme: 1/ des différents
compartiments de 1'ovaire et a différents stades des follicules ainsi que les ovocytes et des
corps jaunes ; 2/ de I'endothélium des vaisseaux sanguins et du stroma ovarien. Une faible
intensité de marquage est observée dans les follicules préantraux (primordiaux et
secondaires) par rapport aux follicules antraux. 3/des cellules luthéales des différents
corps jaune pleins et cavitaires. En conclusion, les récepteurs aux androgenes ont un role
important dans la folliculogénese aux différents stades du cycle oestral chez les

mammiferes.

Mots clés : Ovaire, vache, immunohistochimie, récepteurs aux androgénes



Abstract

Ovarian androgens act locally to modulate follicular and luteal function in various
species. The purpose of our study is to immunolocalize androgen receptors (AR) in the
ovary, during the estrus cycle, in cows. Ovaries obtained from mature Bos taurus cows
were collected at the Eucalyptus slaughterhouse and immediately fixed in 10% formalin
solution in PBS. Sections were made and used for immunohistochemical analysis between
May 2nd and June 15th. The results obtained showed that the androgen receptors are
located at the level of the cytoplasm: 1/ the different compartments of the ovary in
different stages of the follicles as well as the oocytes and yellow bodies; 2/ endothelium of
blood vessels and ovarian stroma. A low intensity of marking is observed in the pre-antral
follicles (primary and secondary) compared to the antral follicles. 3/ luteal cells of different
solid yellow bodies and cavities. In conclusion, androgen receptors play an important role

in folliculogenesis at the various stages of the estrous cycle in mammals.

Keywords: Ovary, cow, immunohistochemistry, androgen receptors
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INTRODUCTION

Pendant le cycle cestral de la vache, il existe différentes phases caractérisées par des
changements hormonaux et des modifications dans les structures reproductrices de la
vache. Parmi les principaux acteurs hormonaux dans le cycle cestral de la vache sont les
androgenes (1).

Les androgenes sont les hormones stéroidiennes principalement représentées par la
testostérone qui jouent un role important dans la régulation du cycle cestral chez les
mammiferes, y compris les vaches. .

Chez la femelle, les androgenes sont produits en petite quantité par les ovaires et
les surrénales (1). Comprendre les mécanismes d'action des androgénes sur les ovaires,
qu'il s'agisse de leur inhibition ou de leur stimulation, est crucial pour la recherche sur la
fonction de reproduction et pour comprendre les mécanismes qui influencent la fertilité et
l'infertilité (1).

Cependant, les androgénes exercent principalement leurs effets en se liant a un
récepteur spécifique qui est exprimé dans la plupart des cellules. Il s'ensuit une activation
de ce récepteur, ce qui déclenche les effets des androgenes dans I'organisme.

Le but de notre travail est de mettre en évidence par immunlocalisation des

récepteurs aux androgenes au niveau des ovaires au cours du cycle cestral chez la vache.

Notre travail comprend deux parties :

e Une partie bibliographique réservée a I'étude du cycle cestral et I'examen
histologique et physiologique des ovaires.

e Une partie expérimentale comprenant la partie matériel et méthodes utilisés, des
résultats qui sont discutés par rapport aux données bibliographiques. Enfin, une

conclusion.
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CHAPITRE I : CYCLE SEXUEL CHEZ LA VACHE

1. Cycle cestral chez la vache
La durée du cycle cestral, qui correspond a la période entre deux cestrus, est en
moyenne de 21 jours, mais peut varier entre 18 et 24 jours (2, 3, 4).
L'activité sexuelle chez les animaux débute a la puberté, qui survient lorsque 1'animal
atteint environ 40 a 45 % de son poids adulte, généralement entre 6 et 12 mois d'age. La
puberté peut varier en fonction de la race, les génisses des races laitiéres étant

généralement plus précoces que celles des races allaitantes (4).

1.1. Phases du cycle cestral
Le cycle cestral comprend quatre phases: pro-cestrus, cestrus, metoestrus et

dioestrus (Figure 1).
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Figure 1 : Représentation schématique des différentes phases de cycle cestral (5).

1.1.1 Pro-cestrus
Le pro-cestrus correspond a la période de transition entre la fin d'un cycle et le
début du cycle suivant. Cette phase dure généralement de 1 a 3 jours selon les données du

tableau 1 (jours 20 et 21 du cycle). Elle se caractérise par la dégénérescence du corps jaune
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du cycle précédent et par la maturation finale du follicule qui marque le début du nouveau

cycle (3, 4).

Tableau 1: Durée des différentes phases de cycle sexuel de la vache (3).

Durée de | Moment de

Espece | Pro-cestrus (Estrus | Méteestrus | Dioestrus , .
cycle I'ovulation

10-12h

Vache 2-3j 12-18h 2] 15j 21j post-cestrus

1.1.2 (Estrus ou chaleur

L'cestrus correspond a la période de réceptivité sexuelle chez la vache, qui dure
généralement de 12 a 18 heures (Tableau 1) et marque le premier jour d'un cycle. Pendant
cette période, il y a une rupture folliculaire suivie de 1'ovulation, ainsi qu'une sécrétion
maximale d'estrogénes (6,7). Les glandes utérines, cervicales et vaginales produisent une

grande quantité de mucus a consistance fluide(6).

1.1.3 Métoestrus

Pendant le Métcestrus, les cellules de la paroi interne du follicule apres rupture,
commencent a former le corps jaune. Cette phase dure généralement environ trois jours
(jour 2 a 5 du cycle) selon les données du tableau 1 (3, 4).

1.1.4 Dioestrus

Cette phase dure généralement de 12 a 15 jours selon les données du tableau 1,
correspondant aux jours 6 a 18 du cycle. La durée de cette phase est la plus variable et
détermine la durée totale du cycle, qui peut varier de 18 a 24 jours. Au début du cycle,
certains follicules commencent leur développement, mais un seul follicule dominant
émerge ensuite et croit pendant environ 11 a 12 jours, avant de régresser (8). Entre les
jours 16 et 18 du cycle, en I'absence de fécondation, le corps jaune commence a régresser. Il
devient sensible a la PGF2aq, ce qui entraine la lutéolyse en une journée (4). Cependant, si
I'ovule est fécondé, le corps jaune ne régresse pas et continue a produire de la
progestérone, ce qui empéche le développement final des follicules et maintient ainsi la

gestation (6).



DAOUDI Naima & DELLECI Manal ISV / Université de Blida-1 2022/2023
Le dicestrus correspond a la période d'activité du corps jaune. Pendant cette phase,

la femelle refuse le male et le col de l'utérus est fermé. Des conditions d'entretien,
d'environnement ou de nutrition défavorables peuvent interférer avec le déroulement

normal du cycle et entrainer soit une irrégularité, soit une suppression du cycle (6).

2. Cycle ovarien chez la vache
Le cycle ovarien est défini comme la période de temps entre deux ovulations

consécutives, et sa durée varie en fonction de l'espece. Il se compose de deux phases
distinctes (Figure 2) : la phase folliculaire et la phase lutéale. La phase folliculaire est
caractérisée par le développement et la maturation des follicules, tandis que la phase
lutéale correspond a la formation et a l'activité du corps jaune. Ces deux phases se
succedent dans un cycle régulier et jouent un réle crucial dans la reproduction chez les
animaux (9).
2.1. Phase folliculaire

Elle est caractérisée par une forte production d’cestrogene ovarien (Figure 2). On
signale a la fin de cette phase des manifestations comportementales rattachées
classiquement a l'cestrus comme : un relévement fréquent de la queue, reniflement et
léchage de la vulve, appui et frottement du menton, une augmentation de la fréquence de
miction et des beuglements. Parfois, on signale le chevauchement par une congénere
(10,11). Le comportement le plus représentatif de 'cestrus reste l'acceptation de

chevauchement (12).

2.2. Phase lutéale

Cette phase est connue sous le nom de lutéogeneése et lutéotrophie (Figure 2). Elle
commence immédiatement apres |'ovulation et constitue la période la plus longue du cycle
ovarien, avec une durée moyenne de 17 jours chez la vache. Au cours de cette phase lutéale,
la production d'cestrogenes ovariens est réduite, tandis que la concentration de

progestérone est élevée en raison de l'activité du corps jaune formé (10).

En cas de fécondation, le corps jaune persiste et joue un role crucial pendant la
gestation. En revanche, en lI'absence de gestation, le corps jaune subit une dégénérescence
sous l'influence des PGF2a sécrétées par l'utérus, se transformant ainsi en corps blanc

(corpus albicans) (10).
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Figure 2 : Phases de cycle ovarien chez la vache: croissance folliculaire et évolution du
corps jaune (13)
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CHAPITRE II : HISTOLOGIE DE L’'OVAIRE

1. Structure de l'ovaire

La structure de I'ovaire (Figure 3) se divise en trois régions distinctes : le cortex, la
moelle et le hile. Le cortex ovarien abrite deux principaux types de cellules : les cellules
folliculaires et les cellules stromales. On y trouve également la présence d'un corps jaune et
des résidus de corps albicans. La moelle est constituée de vaisseaux sanguins et de nerfs,

tandis que le hile renferme les principaux vaisseaux sanguins qui alimentent I'ovaire (14).

corpus _follicules follicule
albicans| Primordiaux primaire

vaisseaux follicule
sanguins @/ secondaire
ligament follicule

utéro-ovarien @/ tertiaire
- R follicule de
cortex : De Graaf

zone périphérique

_corps 3 ER T ‘ ovulation
jaunes

médulla : A OovoC g
zone centrale iy

Figure 3: Schéma d’une coupe transversale d'un ovaire (15).

L'examen histologique des ovaires a différents stades du cycle cestral révele, a partir de
I'observation de toutes les coupes, que I'ovaire est divisé en deux zones distinctes : une
zone corticale périphérique, également appelée cortex ovarien, et une zone centrale,
connue sous le nom de médulla ovarienne. La surface de 1'ovaire est recouverte d'une seule
couche de cellules épithéliales aplaties. Juste en dessous de I'épithélium, on observe une

couche de tissu conjonctif dense appelée tunica albuginea (16).

e Au niveau de la zone corticale, on peut observer la présence de follicules a
différentes phases du développement folliculaire, ainsi que différents types de corps
jaunes correspondant aux différents stades du cycle cestral. Toutes ces structures sont

intégrées dans le stroma ovarien.

10
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e Au niveau de la zone médullaire, on peut observer la présence d'un tissu conjonctif
lache, également appelé stroma ovarien, qui contient de nombreux vaisseaux sanguins
tortueux a paroi épaisse (16).

2. Structures ovariens

En fonction de leur développement, on peut diviser les organites ovariens en :
2.1. Follicules

Les follicules jouent un réle essentiel dans le développement et la maturation du
gamete femelle, I'ovocyte, au sein de 1'ovaire. Leur croissance s'effectue a travers plusieurs
stades distincts (Figure 4) : le stade primordial, le stade primaire, le stade secondaire, le

stade tertiaire et enfin le stade de De Graaf.

2.1.1. Follicules primordiaux

Ces follicules renferment tous des ovocytes qui sont dans un état d'arrét de leur méiose
(17). Ce type de follicule (Figure 4) se caractérise par la présence d'un ovocyte entouré
d'une seule couche de cellules épithéliales aplaties appelées cellules de la pré-granulosa
(18). La présence des cellules de la granulosa est essentielle pour la survie et la croissance
de l'ovocyte (18, 19). Le follicule primordial est clairement séparé du stroma ovarien par
une lame basale. Il est probable que ces cellules stromales mésenchymateuses soient a

l'origine des cellules de la theque.

Figure 4 : Coupe histologique d'un follicule primordiale « 1 » et primaire « 2 ». Coloration
H&E. G : x100 (20).

11
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2.1.2. Follicules primaires

Les ovocytes des follicules primaires ne présentent pas de différence significative de
volume par rapport a ceux du stade primordial. Ils mesurent environ 30 um de diametre et
sont entourés de cellules de la granulosa de forme cuboidale (Figure 4) (21-23).

Les ovocytes commenceront a augmenter de volume seulement lorsqu'il y aura un
nombre suffisant de cellules de la granulosa, soit environ 40 cellules chez les bovins (24). A
ce stade, les cellules de la granulosa possedent des sites de liaison pour la FSH (25).

Le diametre folliculaire mesure environ 100 pm a ce stade. Des changements
importants se produisent lors du développement du follicule primaire, tels que la
formation de jonctions communicantes et de desmosomes entre les cellules de la granulosa
et l'ovocyte (26-27). On observe également le début de la formation de la zone pellucide qui
entourera completement I'ovocyte lorsque le follicule atteindra son stade préantral (24).
2.1.3. Follicules secondaires

Les follicules secondaires (Figure 5) présentent une activité intense de division
mitotique, ce qui se traduit par la formation de plusieurs couches de cellules de la
granulosa de forme cubique. L'ovocyte au centre du follicule devient également plus
volumineux, avec un diametre variant de 50 a 60 pm (21-22). Lorsque le diameétre du
follicule atteint environ 120 pm, les cellules de la théque deviennent clairement
identifiables a la surface externe du follicule, favorisant ainsi le développement du réseau

capillaire entourant l'ovocyte.

g i A
Autrumen o
e développement A%

i 7
8

3
UAN
)

%

%

)
3

SV

!?.."

-

B

i

“

o

PR AR
I ‘\1\‘\"}0‘ \§,¥\. \,:Q\ R\ ‘
’»&d%%* BN

Figure 5: Coupe histologique de follicule secondaire (28). Coloration H&E. G : x100.
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2.1.4. Follicules tertiaires ou de De Graaf

Les follicules secondaires évoluent en follicules tertiaires lorsque commence a se
former une cavité a l'intérieur du follicule, appelée antrum. Cette cavité est remplie de
liquide folliculaire contenant des exsudats du plasma sanguin et des produits sécrétés par
les cellules folliculaires. Le stade tertiaire correspond a la phase de recrutement folliculaire.
Chez les bovins, a ce stade, la taille de l'ovocyte atteint environ 115 pm (29). Des
prolongements des cellules de la couronne radiée s'invaginent a la surface de 1'ovocyte,
traversant la zone pellucide pour former des jonctions communicantes ou des jonctions
gap (30, 31).

Au fur et a mesure que le follicule continue de croitre, le nombre et la taille des
jonctions communicantes augmentent (31). Cette association permet désormais 1'échange

de facteurs régulateurs de la maturation ovocytaire. Il y a également une modification de la

Owvary HS&E antrum

| zone pellucide |
A e ~ '%GT‘

-
=gt
-~

Figure 6 : Coupe histologique de follicule de De Graaf (20, 32).
Coloration H&E. G x100, G x400.

2.2. Corps jaune

Lorsqu'on examine les différentes phases du cycle cestral d'un point de vue
histologique, on se base sur le stade de développement du corps jaune observé. Les coupes
histologiques des corps jaunes montrent la présence de deux types de cellules : les cellules
stéroidiennes, comprenant les grandes et les petites cellules lutéales, et les cellules non
stéroidiennes, telles que les fibroblastes, les cellules endothéliales et les lymphocytes

(Figures 7 et 8).

13
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e Les grandes cellules lutéales Les grandes cellules lutéales présentent une forme
sphérique ou polyédrique, un cytoplasme volumineux et un noyau généralement

circulaire situé au centre, souvent avec un nucléole distinct (16).

e Les petites cellules lutéales Les petites cellules lutéales se trouvent entre les
grandes cellules lutéales. Elles se distinguent par leur forme irréguliere, leur noyau
en forme de gobelet, leur cytoplasme plus petit et moins coloré que celui des
grandes cellules lutéales.

Les fibroblastes sont de petites cellules caractérisées par un noyau de forme ovale. Ces

cellules fibroblastiques sont observées de maniere dispersée entre les cellules

parenchymateuses (16).

=

Cellulesdelatheque
- T

Figure 7 : Coupe histologique de corps Figure 8 : Coupe histologique des cellules de
jaune(33).Coloration H&E. G x100. corps jaune (34). Coloration H&E. G x400.
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Chapitre III : PHYSIOLOGIE DE L’OVAIRE

1. Développement des follicules ovariens
C’est la résultante de trois événements ovogenese, folliculogénese et ovulation.
1.1. Ovogenese

L'ovogenese se déroule pendant la vie intra-utérine et reprend de maniere cyclique
a la puberté. Elle débute lors du développement embryonnaire et se met en pause a la
prophase méiotique, laissant les ovocytes I entourés de cellules folliculaires. Le nombre de
ces follicules primordiaux est d'environ 235 000 a la naissance chez les vaches (35), et il
diminue par dégénérescence avec l'age. Au cours des cycles, certains ovocytes
parviendront a maturité et seront ovulés, tandis que la majorité dégénérera en follicules
atrétiques (8). Seules quelques centaines d'ovocytes I compléteront la premiére division de
la méiose pour devenir des ovocytes I, accompagnés de 1'émission du premier globule
polaire, suivis de la seconde division méiotique. C'est a la métaphase de cette division qu'a
lieu 'ovulation, et la fin de la méiose se déroulera lors de la fécondation, avec I'émission du

second globule polaire (26).

1.2. Folliculogénese

Le follicule est une structure en forme de sac formée par un amas de cellules
mésodermiques qui entoure une cellule ou un groupe de cellules. La folliculogénése débute
pendant le développement feetal, et des follicules antraux peuvent étre observés dans les

ovaires des feetus bovins des 5 mois de gestation.

La folliculogénése est un processus continu qui commence a partir de la réserve de
follicules primordiaux et se poursuit jusqu'a l'ovulation, la dégénérescence (ou atrésie)
étant le destin de plus de 99% des follicules en croissance (37). L'initiation de la croissance
folliculaire se caractérise par I'augmentation du volume de 1'ovocyte et la prolifération des
cellules de la granulosa. Cette phase ne concerne que 10% du stock folliculaire, qui est
estimé entre 150 000 et 235 000 chez la vache (38). La folliculogénese implique des
modifications tant au niveau du follicule lui-méme qu'au niveau de I'ovocyte qu'il renferme
(37). Elle se déroule en trois phases distinctes : la phase de multiplication, la phase de

croissance et la phase de maturation.
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1.2.1. Phase de multiplication

Les cellules germinales du feetus bovin migrent vers la créte génitale et se
développent en ovogonies. Entre le 60eme et le 170eme jour de gestation, ces ovogonies
subissent une phase de multiplication (39). Au cours de cette période, un stock de 2
millions d'ovogonies est formé. Une fois la phase de multiplication terminée, les ovogonies
entament une division méiotique qui est bloquée en prophase I. Elles se transforment ainsi
en ovocytes primaires. L'induction de la méiose est supposée étre controlée par un facteur
appelé MIS (Meiosis Inducing Substance), synthétisé par les cellules mésenchymateuses de

I'ovaire (40).

1.2.2. Phase de croissance
La phase de croissance folliculaire, qui représente seulement 10 % du stock

folliculaire, se situe entre la libération du follicule de la réserve folliculaire et 1'ovulation.
Cette phase est particulierement longue et variable selon les especes (38). Le
développement folliculaire est un processus continu comprenant les stades du follicule
primordial, primaire et secondaire, formant les follicules préantraux, ainsi que les stades
tertiaire et de De Graaf, représentant les follicules antraux (Figure 9) (41). Au cours de
cette phase, les follicules acquiérent également des récepteurs leur permettant de
répondre a une stimulation gonadotrope, tels que les récepteurs LH pour les cellules de la
theque interne et les récepteurs FSH pour les cellules de la granulosa (42).

épithélium
ovarien

La granulosa

ligament
large ZONE
MEDULLAIRE follicules

244 mm
50 100 pm
30 ym L - -
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follicules follicule x N follicule s 4
primordiaux primaire follicule tertiaire N
secondaire ( = cavitaire) = -
— e
b e e e e e — - EEEEI——————
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debut mois
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cycle le début
du cycle

Figure 9 : Schéma représentatif d'un ovaire et de I'évolution d'un follicule (40).
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1.2.2.1. Follicule primordiale

L'ovocyte I, qui occupe une position centrale, est entouré de quelques cellules
folliculaires de type endothéliforme. Son diametre moyen est de 40 um (Tableau 2).
Généralement, il est situé a la périphérie de 1'ovaire. L'ovocyte, quant a lui, présente un
diametre compris entre 20 et 35 pum et reste bloqué au stade diploténe de la prophase de sa
premiere division méiotique (ovocytes primaires) (43) en raison de l'action d'un
polypeptide produit par les cellules de la granulosa des follicules primaires et secondaires,

connu sous le nom d'OMI (Oocyte Meiosis Inhibitor).

Tableau 2 : Diametre des follicules ovariens chez la vache (38).

Follicules Follicule Follicule Follicule Follicule | Follicule de

ovariens | primordiale primaire secondaire tertiaire De graaf
(um) (um) (um) (mm) (mm)

Diametre 40 60-80 200-400 2-3 3-4

1.2.2.2. Follicule primaire

Le follicule primaire se caractérise par 1'augmentation du volume de I'ovocyte et la
formation d'une couche réguliére de cellules cubiques a sa surface. Pendant cette période,
I'ovocyte synthétise et sécrete des glycoprotéines qui donnent naissance a une enveloppe
hyaline poreuse appelée zone pellucide. La zone pellucide est principalement composée de
trois glycoprotéines interconnectées en longs filaments : ZP1, ZP2 et ZP3. La glycoprotéine
ZP3 est reconnue par les spermatozoides et déclenche la réaction acrosomique. La ZP2 joue
un réle lors de la fécondation en fixant temporairement la téte du spermatozoide pendant
qu'il traverse la zone pellucide. La ZP1, quant a elle, assure la stabilité de la zone pellucide
jusqu'au stade blastocyste. Le diametre du follicule primaire est compris entre 60 et 80 pum,

tandis que celui de I'ovocyte varie entre 30 et 40 pm. (38).

1.2.2.3. Follicule secondaire

Au stade du follicule secondaire, I'ovocyte a atteint sa taille maximale. Il est entouré
d'une zone pellucide bien différenciée et de deux ou trois couches de cellules cubiques
formant la granulosa. Ces structures sont limitées a l'extérieur par la membrane basale qui
s'est transformée en membrane de Slavjanski, composée de collagene de type IV, de
fibronectine, de laminine et de protéohéparane sulfate. Le diametre du follicule secondaire

se situe entre 200 et 400 pum, tandis que celui de 'ovocyte est d'environ 60 pm. (38).
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1.2.2.4. Follicule tertiaire
Le follicule tertiaire, également connu sous le nom de follicule cavitaire, se
caractérise par la formation de l'antrum. A ce stade, le follicule atteint une taille de 2 a 3
mm et l'ovocyte a un diameétre compris entre 100 et 130 um (38). L'antrum en
développement permet la séparation des cellules de la granulosa en cellules du cumulus.
Ces cellules se différencient ensuite en corona radiata, une couche entourant directement
I'ovocyte et lui envoyant des prolongements fins. Les cellules du cumulus et de la corona
radiata jouent un role essentiel dans la communication entre l'ovocyte et son
environnement (45). Chez tous les mammiferes, le follicule tertiaire est entouré, en plus de
la membrane de Slavjanski, d'une double enveloppe constituée de la theque interne et

externe (38).

1.2.2.5. Follicule mur
Le follicule mature, également appelé follicule de De Graaf, représente la phase

finale du développement folliculaire. Seulement un follicule sur 1000 qui commence a se
développer atteint cette phase (46). Les jonctions étroites entre les cellules de la granulosa
et la corona radiata d'une part, et entre la corona radiata et 1'ovocyte d'autre part,
permettent la maturation coordonnée du follicule et de 1'ovocyte (47). Chez la vache, il faut
respectivement 30 et 42 jours pour qu'un follicule de 0,13 mm atteigne une taille de 3 a 4
mm, ce qui permet son identification par échographie et indique une taille pré-ovulatoire
(41). L'augmentation progressive de la taille du follicule est principalement due a la
formation de I'antrum et a I'accumulation de liquide antral plutot qu'a une multiplication
cellulaire. En effet, I'activité mitotique diminue progressivement pour laisser place a une

différenciation cellulaire plus importante (41).

1.2.3. Phase de maturation

La phase de maturation folliculaire concerne principalement l'ovocyte. Elle englobe
un ensemble de modifications cytologiques et métaboliques qui permettent a 1'ovocyte
d'acquérir la capacité d'étre reconnu et pénétré par le spermatozoide, de former les
pronucléus paternel et maternel, et de soutenir le début du développement embryonnaire.
Cette phase est induite par le pic ovulatoire et implique des modifications nucléaires,
cytoplasmiques et membranaires de l'ovocyte. Les facteurs appelés MPF (Meiotic
Promoting Factor) ou MIS (Meiotic Inducing Substance), qui sont influencés par 1'cestradiol
et 'AMPc, jouent un role clé dans l'activation de l'ovocyte. Ils atteignent 1'ovocyte par le
biais de jonctions cellulaires appelées GAP-jonctions. L'activation des récepteurs a la LH
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des cellules de la granulosa, qui se produit lors de la décharge ovulatoire, permet a
I'ovocyte de reprendre sa méiose et de réaliser sa maturation cytoplasmique, qui est
essentielle pour assurer le succes de la fécondation (38).

La maturation cytoplasmique de 1'ovocyte se caractérise par la multiplication des
mitochondries, le développement d'un appareil de Golgi bien développé, et la migration des
granules corticaux vers la périphérie de I'ovocyte, juste sous la membrane plasmique. Ces
granules contiennent une ovopéroxidase qui empéche la pénétration de spermatozoides
supplémentaires lors de la fécondation, prévenant ainsi la polyspermie. Le cytoplasme de
I'ovocyte est également le site de synthése protéique importante, préparant l'ovocyte a une

éventuelle fécondation et contribuant au développement précoce de I'embryon.

2. Dynamique de la croissance folliculaire

Chez la vache, l'utilisation de 1'échographie pour analyser la dynamique des
follicules a fourni des informations précieuses sur ce processus (38). Il a été démontré que
les follicules continuent de croitre de maniere continue tout au long du cycle sexuel,
suivant un schéma de vagues successives.

2.1. Notion de vague de croissance folliculaire

L'avénement de 1'échographie (48-49) a permis de décrire de maniere plus précise
la cinétique de la croissance folliculaire et de confirmer la théorie des vagues folliculaires.
Environ tous les 7 a 9 jours, une vague de croissance folliculaire commence avec
I'émergence de plusieurs follicules d'un diametre supérieur ou égal a 4 mm. Parmi ces
follicules, un follicule dominant émergera apres quelques jours (50).

Chez la vache, il est courant d'observer 2 a 3 vagues de croissance folliculaire au
cours d'un cycle cestral. Le follicule ovulatoire provient généralement de la derniére vague
folliculaire (49). Dans un cycle a 3 vagues, ces vagues commencent généralement aux jours
2,9 et 16 du cycle cestral. Dans un cycle a 2 vagues, les vagues folliculaires apparaissent

aux jours 2 et 11 du cycle cestral (49).

2.1.1. Recrutement

Le recrutement est le processus par lequel un certain nombre de follicules émergent
de la réserve ovarienne de follicules antraux de 2 a 4 mm de diametre et commencent a se
développer tres tét pendant le cycle cestral (51). Ce processus est provoqué par une

augmentation transitoire des taux de FSH (52).
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2.1.2. Sélection

La sélection est le processus par lequel un nombre caractéristique de follicules

parmi ceux qui ont été recrutés parvient au stade pré-ovulatoire. L'atrésie, ou

dégénérescence folliculaire, joue un réle essentiel dans ce processus de sélection (53). La

sélection du follicule dominant se produit environ 36 a 48 heures apres le début du

recrutement (54) et elle est associée a l'expression des récepteurs de LH. Le follicule

sélectionné devient dominant car il est capable de répondre aux gonadotrophines (55).

2.1.3. Dominance

La dominance folliculaire est a la fois morphologique et fonctionnelle. Elle est
qualifiée de morphologique car elle est exercée par le follicule le plus gros présent sur l'un
des deux ovaires, et de fonctionnelle car le follicule dominant est le seul capable de
provoquer la régression des autres follicules en croissance, d'inhiber la croissance d'autres
follicules et de subir l'ovulation dans un environnement hormonal approprié (56). C'est
lors de la derniere vague folliculaire du cycle cestral que le follicule dominant poursuit sa
croissance en réponse aux facteurs hormonaux responsables de l'ovulation et peut

finalement ovuler (57).

2.1.4. Ovulation

L'ovulation se produit généralement environ 30 heures apres le pic de LH et se
caractérise par des changements morphologiques, cytologiques et vasculaires importants.
On observe un cedeme au niveau de la theque externe, le détachement des cellules de
granulosa, ainsi que la sécrétion d'enzymes protéolytiques et d'acide hyaluronique par les
cellules du cumulus oophorus. Tout cela conduit a la rupture du follicule et a I'expulsion de

I'ovocyte (53, 58).

2.1.5. Atrésie folliculaire

L'atrésie folliculaire se produit tout au long de la folliculogénese et concerne plus de
99 % des follicules présents dans l'ovaire, jouant ainsi un role important dans la régulation
du taux d'ovulation (59, 38). L'atrésie est régulée par un mécanisme de mort cellulaire
programmeée appelé apoptose. Dans les stades antraux, l'atrésie est souvent induite par une
réduction de la FSH, qui est causée par les sécrétions d'cestradiol et d'inhibine par le
follicule dominant. Au niveau cytologique, elle est identifiable chez les follicules primaires,
secondaires et tertiaires par la présence de pycnose (condensation de la chromatine) (60)
ou d'apoptose (corps apoptotiques) dans les cellules de la granulosa (61). Des processus

dégénératifs tels que l'opacification peuvent également étre observés dans l'ovocyte (61).
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Sur le plan biochimique, cela s'accompagne d'une augmentation des concentrations
d'enzymes lysosomiales et de glycosaminoglycanes, ainsi que d'une diminution des
concentrations d'cestradiol. La granulosa se dissipe progressivement et le cumulus se

désintegre, laissant 1'ovocyte dégénéré comme la derniére cellule identifiable (59).

2. Régulation hormonale de I'ovaire
Pendant le cycle cestral de la vache, plusieurs phases se caractérisent par des

changements hormonaux et des modifications dans les structures reproductrices. Les
principaux acteurs hormonaux impliqués dans le cycle cestral de la vache sont la LH
(hormone lutéinisante), la FSH (hormone folliculo-stimulante), I'cestradiol, la progestérone

et les androgenes (62).

L'hypothalamus synthétise et libere 'hormone GnRH (gonadotropin-releasing hormone),

qui agit sur I'antéhypophyse. A son tour, I'antéhypophyse produit et libére la FSH et la LH.

La FSH joue un roéle dans le recrutement et le début de la croissance folliculaire. Elle

stimule également la production d'cestradiol, une forme d'cestrogene (4).

La LH est responsable de la maturation folliculaire, de 1'ovulation et de la formation du
corps jaune. Le corps jaune produit de la progestérone, qui inhibe la synthése de la GnRH
par rétrocontrdle négatif, réduisant ainsi la libération de LH. Cela empéche I'ovulation de se
produire. En fin de compte, si la gestation ne survient pas, les prostaglandines libérées par

l'utérus entrainent la lyse du corps jaune (4).

2.1. Mécanisme hormonale

La FSH stimule la conversion des androgenes en cestrogénes par le processus
d'aromatisation et favorise l'expression des récepteurs a la LH par les cellules de la
granulosa (4).

Les cestrogenes sécrétés par les follicules, en synergie avec la FSH, stimulent la
croissance et le développement de la cavité antrale. Cela entraine une augmentation
continue du taux d'cestradiol, qui établit un rétrocontroéle positif sur I'hypothalamus (4).

La LH, en collaboration avec la FSH, stimule la production d'cestradiol et d'inhibine par
les grands follicules (4).

Un taux élevé et constant d'oestradiol et d'inhibine conduit a une diminution de la FSH,
qui est responsable de la sécrétion du follicule dominant. Ce follicule dominant devient

dépendant de la LH. Il continue de croitre en raison de sa propre sensibilité accrue a la LH
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et a la FSH, ainsi que de la production de facteurs locaux tels que des facteurs similaires a
l'insuline (4).

Si la libération de FSH est réduite, cela entraine un déficit de croissance folliculaire, une
déficience dans l'aromatisation conduisant a une carence en cestrogenes et une
accumulation d'androgenes. Dans l'ensemble, cela conduit a l'atrésie folliculaire (4).

La LH poursuit son action en favorisant la maturation du follicule dominant et la
réalisation de I'ovulation. Ensuite, elle permet la transformation de la theque interne et de
la granulosa en corps jaune. Le corps jaune est composé de petites cellules et de grandes
cellules. Les deux types cellulaires produisent de la progestérone au début de la phase
lutéale. Ensuite, les grandes cellules se tournent vers la production de récepteurs a
'ocytocine au niveau de I'utérus. L'ocytocine produite se lie a ces récepteurs et entraine la
synthese de prostaglandines, ce qui entraine la lyse du corps jaune vers le 17e jour du
cycle. La PGF2a entraine 1'arrét de la fonction du corps jaune, mais il persiste jusqu'au cycle
suivant sous forme d'un corpus albicans (4).

La concentration de progestérone diminue, ce qui entraine la levée du rétrocontréle
négatif sur l'axe hypothalamo-hypophysaire et une nouvelle libération d'hormones
gonadotropes, permettant une nouvelle croissance folliculaire.

La production d'androgenes, principalement de la testostérone, est réalisée par les

cellules interstitielles également appelées les cellules de la theque dans les ovaires (63).

2.2. Physiologie des androgenes au cours du cycle oestral

Au cours du cycle cestral, les taux des androgenes varient en fonction de la phase du
cycle :
- Proestrus : Au début du pro-cestrus, les niveaux d'androgenes sont relativement bas.
Cependant, les cellules de la theque ovarienne produisent des androgenes, principalement
la testostérone, en réponse a la stimulation par 'hormone lutéinisante (LH) émise par
I'hypophyse (64). Ces androgenes contribuent a la maturation du follicule ovarien.
- (Estrus : Pendant l'cestrus (période de chaleur), les niveaux d'androgenes continuent
d'augmenter. La testostérone stimule la libération de LH par I'hypophyse, ce qui déclenche
I'ovulation. Les androgénes contribuent également a l'expression des comportements
sexuels caractéristiques de 1'cestrus.
- Métcestrus : Apres l'ovulation, les niveaux d'androgeénes diminuent rapidement. La
formation du corps jaune dans l'ovaire stimule la production d'cestrogenes plutét que
d'androgénes (64).
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- Dioestrus : Pendant le dioestrus, les niveaux d'androgenes restent relativement bas. Le
corps jaune produit principalement de la progestérone, qui est essentielle pour soutenir la

phase lutéale du cycle cestral.

Les androgenes agissent au niveau de leurs cellules cibles apres a leurs récepteurs

spécifique, récepteurs aux androgénes.

2.2.1. Structure des récepteurs d’androgenes

Les récepteurs d'androgenes sont des protéines localisés a l'intérieur des cellules et
se lient aux androgenes. Les récepteurs d'androgénes sont constitués de quatre domaines
fonctionnels : un domaine de liaison a I'ADN (Figure 10: C), un domaine de liaison a
I'hormone (Figure 10 : E), un domaine charniere (Figure 10 : D) et un domaine d’activation
de la transcription (Figure 10: A/B). Lorsque les androgénes se lient a leurs récepteurs
spécifiques, ils modifient leur structure, ce qui leur permet de se lier a 'ADN et de réguler
I'expression des genes (65) comme les génes impliqués dans la différenciation sexuelle, le
développement des organes reproducteurs, la croissance musculaire, la production de

sperme, et d'autres fonctions liées aux hormones sexuelles masculines.

NTD DBD LBD
188 559 624 706 870

NPAR L e

Domaine d’activation de la transcription Domaine charniére Y

Domaine de liaison al'hormone

Domaine de liaison al'ADN

Figure 10: Schéma représentatif de la structure des récepteurs d’androgenes (65).
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2.2.2. Localisation des récepteurs d’androgenes :
Les récepteurs d'androgenes se trouvent dans le cytoplasme, et l'action des

androgenes implique l'activation d'un cyto- récepteur plasmique qui migre dans le noyau

pour réguler I'expression de genes spécifiques, positivement ou négativement.

Androgen-responsive cell o k
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Figure 11 : Schéma représentatif de localisation cellulaire des récepteurs
d’androgénes(66).

2.2.3. Roles des récepteurs d’androgénes

Les récepteurs aux androgenes permettent au corps de répondre de maniere
appropriée a ces hormones. Les récepteurs sont présents dans de nombreux tissus du
corps, ou ils se lient aux androgenes. Le complexe androgene-récepteur se lie ensuite a

I'ADN et régule I'activité des genes sensibles aux androgenes (67).
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Model animal

Trois tractus génitaux de vache, dgées de 3 a 10 ans, récoltées au niveau de I'abattoir
de I'Eucalyptus ont été utilisés dans notre travail. Un examen général a été réalisé sur
chaque animal avant son abattage afin de déterminer 1'dge en se basant sur la dentition et
I'état général. Apres abattage, chaque tractus génital prélevé est placé dans un sac en
plastic et identifié par un numéro d’ordre. Ensuite, les prélevements sont transportés au
laboratoire de LBRA.

Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire de LBRA de I'Institut des Sciences

Vétérinaires de I'Université Saad Dahleb, Blida1l durant la période du 02 Mai au 15 Juin.

Systématique des bovins
* Prélevement: Tractus génital
* Animal : Vache « Bos taurus »
* Age:3-10ans
* Lieu: Abattoir de I'Eucalyptus

Figure 12: Vache « Bos taurus ».

1. Méthodes utilisées
La méthode utilisée dans notre travail est I'immunohistochimie pour localiser les

récepteurs aux androgenes au niveau des ovaires.

1.1. Protocole d’'immunohistochimie
Le protocole d'immunohistochimie est divisé en deux étapes :
e Premiere étape : Préparation des ovaires par la technique d’histologie.

¢ Deuxieme étape : immunohistochimie proprement dite.

1.2. Etapes de la technique d’histologie
1.2.1. Fixation

Apres examen macroscopique, les ovaires prélevés sont fixés dans une solution de
formol dilué a 10% dans le PBS. Apres 48 heures, on a réalisé une coupe transversale de
I'ovaire avec une épaisseur de 3 mm. Cette derniere est placée dans des cassettes

d’histologie en plastique portant les références d’identification de I'animal (Figure 11).
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Cette fixation a pour but la conservation des structures tissulaires du prélevement dans un

état aussi proche que possible du vivant.

’!'Zo!!: ”:Il"
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Cassette d’histologie |——>
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coupe d’ovaire , —=

Corps jaune
=

Figure 13 : Prélevement ovarien dans une cassette d’histologie.

1.1.2. Inclusion

1.1.2.1. Déshydratation et substitution (éclaircissement)

Les préléevements doivent étre entierement déshydratés avant l'inclusion dans la
paraffine. On procede a une double substitution car la paraffine n’est pas miscible dans
I'alcool ; pour cela on remplace :

e L’eau par del'alcool (déshydratation).
e L’alcool par le xyléne (substitution).

Cette étape consiste a faire passer les cassettes renfermant les prélevements dans

des bains alcools a concentration croissante (allant de 70° a 100°) puis dans un solvant

organique, le xyléne. La durée dans chaque bain est la suivante :

1. Bainn®1 (Alcool 96°): 30 min. 6. Bain n°6 (Alcool 100°) : 1h.
2. Bainn® 2 (Alcool 96°) : 30 min. 7. Bainn®7 (Alcool 100°): 1h.
3. Bain n°3(Alcool 96°) : 30 min. 8. Bainn°1 (Xylene): 1h.
4. Bainn® 4 (Alcool 96°) : 30 min. 9. Bainn°® 2 (Xylene) : 1h.
5. Bainn®5 (Alcool 96°) : 30 min. 10. Bain n° 3 (Xylene) : 1h.

Les prélevements déshydratés sont alors immergés dans différents bains de
paraffine chauffée a 56° et placés dans une étuve. Cette température dépassant juste son
point de fusion de la paraffine. La durée dans chaque bain de paraffine est la suivante :

» Bain de paraffine n°1: 30 min.
« Bain de paraffine n° 2 : 30 min.
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e Bain de paraffine n°3: 1h.

1.1.2.2. Confection des blocs de paraffine
Avant de commencer cette étape, le matériel utilise étre place dans une étuve a 56°.

Les étapes de confection sont les suivantes (Figure 12) :

e Le prélevement est centré au fond du moule métallique (Figure 12a).

e Apres immobilisation du prélevement la paraffine liquide est ajoutée dans le moule
métallique (Figure 12b) aprés avoir couvrir l'ensemble par la cassette
correspondante.

e Apres refroidissement, sur plaque réfrigérée et solidification de la paraffine, le bloc

de prélevement est séparé du moule métallique (Figure 12c).

Figure 14 : Mise en place centrée du prélevement ovarien dans le moule métallique (a) ;
Remplissage du moule métallique par la paraffine liquide(b) ; Blocs de paraffine (c) (photo
personnelle).

1.1.2.3. Réalisation et étalement des coupes
Les coupes tissulaires d'une épaisseur de 5 um ont été effectuées a l'aide d'un

microtome (Figure 13a).
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Le ruban de paraffine contenant le prélevement coupé est déposé dans un bain

marie contenant de l'eau distillée préchauffée a 42°C pour enlever les plis ; puis a l'aide
d’un scalpel, on a sélectionné les meilleures coupes flottantes. Ce dernier est récupéré sur
une lame porte objet silanisée (Figure 13b). L’adhésion de la coupe de paraffine est réalisée
sur une plaque chauffante (42°C). Apres avoir couper I'ensemble des blocs de paraffine, les
lames (Figure 13c) sont placées dans une étuve pendant 2 heures a 60°C pour permettre le

séchage et une bonne adhésion des coupes.

Surgipath L—/

X-tra Adhesive

Precleaned Micro Slides
Lames Porte-Objet dégraissees

ded Use: Mij pi ination of
Specimen. For laboratory use

Figure 15 : Microtome avec bloc paraffine (a) ; une lame silanisée (b) ; lame blanche (c)
(photo personnel).

Avant de commencer la technique d'immunohistochimie, les coupes de paraffine

doivent étre déparaffinées et hydratées comme suit :

e Déparaffinage
Le déparaffinage est effectué par passage des lames dans deux bains de xyléne

pendant 10 min. pour enlever la paraffine et poursuivre le reste des étapes
d'immunohistochimie (Figure 14).
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Figure 16 : Batterie de déparaffinage et hydratation.
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e Hydratation

L’hydratation des coupes a consisté a faire passer les lames dans des bains d’alcools

a concentration décroissante (100 et 96°) pour une durée de 5 minutes par bain. Le dernier

bain d’hydratation est réalisé dans I’eau distillée jusqu'a disparition du trouble (Figure 14).

Etapes d'immunohistochimie
Les coupes hydratées dans le PBS subissent les étapes savantes:

e Démasquage des sites antigéniques avec une solution tampon citratée (pH = 6) par la
chaleur en utilisant un bain marie.

e Blocage des peroxydases endogénes par une solution de peroxyde dihydrogeéne
(H202) a 3% dilue dans le PBS.

e Rincage au PBS (2 fois pendant 5 min.).

e Les coupes sont entourées avec une résine hydrophobe (Dako-pen) (Figure 15a et 15b)

et placées dans une chambre humide (Figure 15c) sur un agitateur va et vient.

ol a0

Figure 17: Dako-pen (a) ; entourage de lame (b) ; chambre humide (c) (photo personnelle).

¢ Blocage des sites non spécifiques avec du sérum de cheval (réactif jaune du kit

Vectastain) pendant 30 min. a température ambiante.

e On enleve I'excés du sérum de blocage par égouttage sur du papier absorbant.
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e Incubation des coupes pendant une nuit a 4°C avec un anticorps primaire anti-
récepteurs aux androgenes polyclonal (AR N-20: sc - 816, Santa Cruz) (Figure 16),
produit chez le lapin, dilué au 1/200. Sur certaines coupes qui vont servir de controles

négatifs, I’anticorps primaire est remplacé par le sérum de cheval.

SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.

AR (N-20): sc-816 7&'S

(UM LI N}

e P W (Vs

"APPLICATIONS |

AR (N-20) is recommended for detection of AR of mouse, rat and human
origin by Western Blotting (starting dilution 1:200, dilution range 1:100-
1:1000), immunoprecipitation [1-2 pg per 100-500 pg of total protein (1 ml
of cell lysate)), immunofluorescence (starting dilution 1:50, dilution range
1:50-1:500), immunohistochemistry (including paraffin-embedded sections)
(starting dilution 1:50, dilution range 1:50-1:500) and solid phase ELISA
(starting dilution 1:30, dilution range 1:30-1:3000)

AR (N-20) is also recommended for detection of AR in additional species,
including equine, canine, bovine and porcine

Suitable for use as control antibody for AR siRNA (h): sc-29204, AR siRNA (m)
sc-29203, AR shBNA Plasmid (h): sc-29204-SH, AR shRNA Plasmid (m)
sc-29203-SH, AR shRNA (h) Lentiviral Particles: sc-29204-V and AR
shRNA (m) Lentiviral Particles: sc-29203-V.

AR (N-20) X TransCruz antibody is recommended for Gel Supershift and ChiP
applications

Molecular Weight of AR: 110 kDa
Positive Controls: T-47D cell lysate: sc-2293 or ZR-75-1 cell lysate: sc-2241.

Figure 18 : Fiche technique d’un anticorps primaire anti-récepteurs aux androgénes
¢ Ringage PBS (x2).
e Application d'un anticorps secondaire anti-lapin biotinylé (réactif bleu du kit
Vectastain), produit chez le cheval, pendant 30 min a température ambiante.
¢ Ringage PBS (x2).
e Application du complexe Streptavidine-Peroxydase (Réactifs gris du kit Vectastain)
pendant 30 min a température ambiante.
e Ringage PBS (x2).
e Le chromogene utilisé (DAB) est déposé sur les différentes coupes et le controle de
I'immunomarquage est réalisé sous microscope photonique.
e Rincage al'eau distillée.

e Contre coloration a I'hématoxyline.
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e Ringage a l'eau du robinet (c’est le pH alcalin de I'eau du robinet qui fait bleuir

I’hématoxyline).

1.1.2.4. Montage des lames
Le montage entre lame et lamelle de la coupe histologique a été réalisé en utilisant le

liquide de montage « Eukitt» (Figure 17).

Figure 19 : Montage des lames avec le liquide de montage « Eukitt»

1.1.2.5. Observation au microscope photonique
Apres séchage des lames a l'air libre, les lames sont observées au microscope

photonique et des photos ont été prises a I'aide d’'un appareil photo (Figure 18).

Figure 20 : Observation au microscope photonique (photo personnel).

Validité de la technique d’immunohistochimie
L’anticorps utilisé est validé par les contrdles négatifs insérés au cours du protocole

d'immunohistochimie pour confirmer I'immunomarquage observé sur les prélevements.
34



DAOUDI Naima & DELLECI Manal ISV / Université de Blida-1

2022/2023

Les différentes étapes de la technique d'immunohistochimie sont présentées dans la

figure 19.

- Démasquage antigénique
- Blocage des peroxydases endogénes

Q - Blocage des sites non spécifiques

. —
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Figure 21 : Etapes de la technique d'immunohistochimie.
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1. Structures ovariens

Les résultats de l'immunomarquage des récepteurs aux androgénes (RA) sont

validés par le contrdle négatif (Figure 22 en insert) ou il n'y a aucune expression des RA.

Figure 22: Immunolocalisation des AR au stroma ovarien. x100. En insere un controle
négatif.

L’'immunolocalisation des RA a été trouvée dans le cytoplasme de tous les
compartiments cellulaires des structures ovariennes : les cellules folliculaires (Figure 23-
30), les ovocytes et des corps jaunes.

Dans le cortex ovarien, ces RA sont localisées dans les noyaux des cellules folliculaires
et stromales (Figure 2 3) tandis que les cellules stromales entourant les follicules

présentaient une faible coloration nucléaire pour AR.
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Figure 23 : Immunolocalisation des récepteurs aux androgenes au niveau du stroma.

a: x100; b : x400.

L’'immunoexpression des RA est également présente dans le cytoplasme de

I'endothélium des vaisseaux sanguins du stroma ovarien (Figure 24).

Figure 24 : Immunolacalisation des RA au niveau des vaisseaux sanguins a : x100 ;
b: x400.

Une intensité élevée des RA a été observée dans les ovocytes et dans le corps
jaune.La positivité pour AR a été trouvée dans les cellules du noyau interstitiel et la

coloration la plus forte a été observée dans les cellules de la theque (Figures 25-27).

2. Follicules ovariens en développement

2.1. Follicule pré-antraux
Apres coloration histologique standard, les coupes montrent des différents stades
de follicules ovariens (Figures 25-27) observés au niveau du cortex des ovaires au
microscope photonique.
L’'immunolocalisation des RA a été observée dans les noyaux de tous les

compartiments cellulaires des ovaires (Figures 25-27).
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Une intensité de marquage trés élevée est observée dans les cellules du stroma,
tandis que dans les follicules pré-antraux montrent une faible intensité de marquage

(Figure 25).
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So: Stroma ovarien ; O : Ovocyte ; N: Noyau ; » : Cellule folliculaire aplatie ; » : cellule folliculaire
cubique. G: Granulosa; E.T: ébauche de théque; Ab: Albuginée; E: Epithélium de surface de
I'ovaire, 7 :Corona radiata.

Figure 25 : Histologies et immunolocalisation des récepteurs aux androgenes des follicules
ovariens préantraux. a, b, ¢ : coloration H&E ; d, e, f: DAB. G x100.
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Les résultats obtenus dans notre travail montrent que I'immunolocalisation des RA

la plus faible a été observée dans les follicules immatures (primordiaux et secondaires)

(Figure 25 d, f).

Les cellules de la granulosa et les cellules thécales des follicules secondaires (Figure

25 : f) présentaient une faible coloration nucléaire pour les AR.

2.2. Follicules antraux
Dans les cellules de la granulosa murale et du cumulus oophorus, ainsi que certaines
cellules thécales des follicules antraux montrent un immunomarquage des RA (Figure 26).

H&E Immunolocalisation des AR

PR e

Follicule de De Graaf

Figure 26: Histologies et immunolocalisation des récepteurs aux androgenes des follicules
ovariens antraux. a : coloration H&E ; b : DAB. Gx100; c: DAB x400.
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Au niveau des follicules pré ovulatoires, des RA sont observés dans les cellules de la

granulosa et des ovocytes (Figure 26 : c).

Dans les follicules dominants justes avant I'ovulation et apreés le pic de LH (Figure 26:
b). Les cellules de la granulosa présentaient une coloration nucléaire modérée pour AR. Les
cellules thécales présentaient une coloration nucléaire modérée a forte pour AR, plus forts

que celle des cellules de la granulosa (Figure 26 : c).

L’'immunomarquage est positif dans les cellules de la theque externe chez la vache

(Figure 26).

2.3. Follicule atrétique
Les cellules thécales des follicules atrétiques présentent une coloration nucléaire
modérée pour RA, un peu plus forte que celle observée dans les follicules antraux non

atrétiques (Figure 27).
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H&E Immunolocalisation des AR

Figure 27: Histologies et immunolocalisation des récepteurs aux androgénes des follicules
ovariens atrétiques.(a, b) : coloration H&E, DAB : (¢, d, e) G x100 et (f) G x400.
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3. Corps jaune
L'examen des ovaires aux deux stades de contréle du cycle a révélé une intensité de

coloration différente dans chaque type de corps jaune cavitaire (Figure 28) ou massif

(Figure 29).

Immunolocalisation des AR

Cv : Cavité ; CL: Cellules lutéales ; TE : Théque externe ; f septa de tissus conjonctif; _w: grande
cellule lutéale ; f : petite cellule lutéale ; / fibroblaste; :lymphocyte.

Figure 28 : Histologie (a, b, ¢, d) et immunolocalisation des récepteurs aux androgenes (e, f,
g, h) d’un corps jaune cavitaire. Coloration H&E (a, b) x100 ;(c) x400. DAB : (f, g) x100.(h)
x400.

43



DAOUDI Naima & DELLECI Manal ISV / Université de Blida-1 2022/2023

L'immunomarquage des RA dans les cellules lutéales dépendait de la fonctionnalité du

CJ (72).

La réaction a été observée dans les noyaux et le cytoplasme de la plupart des cellules

lutéales (Figures 28-30). Des RA sont présents dans le C] au cours de leur développement.

Les cellules lutéales du corps jaune présentaient une coloration nucléaire modérée a
forts pour RA (Figure 28). L'intensité de la coloration pour AR était la plus forte dans la
phase lutéale précoce, juste apres l'ovulation, et diminuait au fur et a mesure que la

lutéinisation avancait.

Les récepteurs des androgénes culminaient pendant le métoestrus et atteignaient

une valeur modérée pendant I'cestrus.
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H&E Immunolocalisation des AR

CL: Cellules lutéales ; F: Follicule ; Ci: zone de cicatrice ; TE : Theque externe;

Vs : vaisseaux sanguin ; * septa ou cloison de tissus conjonctif; pwrésidus de liquide
cavitaire; _» :Grande cellule lutéale; = : petite cellule lutéale ; ~ : fibroblaste
;lymphocyte

Figure 29 : Histologie (a, b, c, d) et immunolocalisation des récepteurs aux androgénes (d,
e, f) d’'un corps jaune massif. Coloration H&E : (a, b) x100 ;(c) x400; DAB: (f, g) x100 ;(h)
x400.
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H&E Immunolocalisation des AR

CL: Cellules lutéales ; Fb : fibroblastes ; Vs : vaisseaux sanguin ; 7: septa de tissus
conjonctif.

Figure 30: Histologie et immunolocalisation des récepteurs aux androgenes d’un corps
jaune en régression. Coloration H&E : (a, b) et DAB :(c, d).G x400.
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Les résultats obtenus ont montré que les récepteurs aux androgeénes étaient tres
faibles dans le corpus albicans (Figure 31).

H&E Immunolocalisation des AR

; S ' S gt

CA : Corpus albicans ; Vs : vaisseaux sanguins ; SO : Stroma Ovarien.

Figure 31: Histologie et immunolocalisation d'un corpus albicans des récepteurs aux
androgenes. Coloration H&E :(a) ; DAB : (b). G x100.
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Structures ovariens

Dans notre étude, La comparaison mentionnée fait référence a des résultats
similaires observés chez les femmes(77). Cela signifie que dans le cortex ovarien des
femmes(77), tout comme chez les vaches, les RA sont localisés dans les noyaux des cellules
folliculaires et stromales. De plus, les cellules stromales qui entourent les follicules chez les
femmes(77) présentent également une faible coloration nucléaire pour les RA, ce qui
suggeére une similarité dans la localisation des RA entre les deux especes. Cette
comparaison renforce l'idée que certaines caractéristiques de 1'ovaire et de la régulation
hormonale peuvent étre partagées entre les especes, et offre ainsi des informations
supplémentaires pour mieux comprendre le fonctionnement de l'ovaire chez les

mammiféres en général.

Il a été observé une intensité élevée des RA dans les ovocytes et les corps jaunes
chez la vache. Cependant, des études menées sur la souris (73) ont montré des niveaux

faibles de RA dans les ovocytes et les corps jaunes de cette espece.

Cette différence d'expression des RA entre la vache et la souris (73) souligne les
variations potentielles dans la régulation hormonale et les mécanismes de signalisation des
androgenes dans les ovaires des différentes especes. Ces résultats suggeérent que les voies
de signalisation des androgenes peuvent étre régulées de maniére distincte dans les

ovocytes et les corps jaunes en fonction de I'espéce.

Chez différentes especes telles que I'écureuil (75), les primates (76) et la chatte (69),
il a été observé que la couche de cellules de la theque, le stroma, les régions de I'épithélium
de surface de l'ovaire ainsi que les cellules de la granulosa a tous les stades de
développement folliculaire présentaient une positivité pour les récepteurs aux androgenes
(RA). De plus, les cellules du noyau interstitiel ont également montré une positivité pour

les RA.

Ces résultats indiquent que les cellules des différentes composantes de 1'ovaire chez
ces especes expriment les RA. Cela suggeére que les androgeénes peuvent avoir un role
régulateur dans divers processus cellulaires au sein de l'ovaire, tels que le développement
folliculaire, la fonction des cellules de la granulosa et les interactions entre les différentes

couches cellulaires.

49



DAOUDI Naima & DELLECI Manal ISV / Université de Blida-1 2022/2023
Dans notre étude, nous avons également observé une coloration intense des RA

dans les cellules de la theque, ce qui est cohérent avec les résultats précédemment
rapportés chez les primates (76). Cette observation renforce la similarité entre nos
résultats et ceux obtenus dans d'autres études, suggérant que les cellules de la theque sont

particulierement sensibles aux androgénes dans différentes especes.

La coloration intense des RA dans les cellules de la théque suggére un role
important des androgenes dans la régulation des fonctions spécifiques de ces cellules,
telles que la production de facteurs de croissance et de signalisation nécessaires au
développement folliculaire et a la maturation des follicules. Ces résultats soulignent
I'importance des androgenes dans la physiologie ovarienne et la régulation des processus
reproductifs chez les primates et suggérent que des mécanismes similaires peuvent étre

présents chez d'autres especes.
Follicules ovariens en développement

Follicule pré-antraux

L'immunolocalisation des RA a été observée dans les noyaux de tous les
compartiments cellulaires des ovaires, ce qui est comparable aux résultats rapportés chez
la chatte (69). Une intensité de marquage tres élevée a été observée dans les cellules du
stroma, tandis que les follicules pré-antraux ont montré une faible intensité de marquage,
contrairement aux résultats rapportés chez la jument (72). Dans d'autres espéces, les RA
sont principalement localisés dans les noyaux des cellules de la granulosa chez la truie (68)

et chez la chevre (74).

Ces observations soulignent la variabilité potentielle dans la distribution des RA
dans les différentes especes et soulévent la question des différences fonctionnelles
associées a ces variations. Les variations dans la localisation des RA peuvent refléter des
adaptations spécifiques a chaque espece en termes de régulation des voies de signalisation

androgéniques dans l'ovaire.

Les résultats de notre étude indiquent que l'immunolocalisation des RA était plus
faible dans les follicules immatures, tels que les follicules primordiaux et secondaires
(Figure 25 d, f). Cela differe des observations faites chez la truie (68) et chez la souris (73)

ou les follicules immatures présentent une intensité de marquage plus élevée.
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Nous avons également constaté une faible coloration nucléaire des RA dans les

cellules de la granulosa et les cellules de la théque des follicules secondaires. Ces résultats
sont comparables a ceux rapportés chez la femme (77). Ces variations dans 1'expression
des RA dans les follicules immatures et les cellules de la granulosa peuvent refléter des
différences spécifiques entre les especes. Les mécanismes régulant la signalisation des
androgenes dans ces cellules peuvent différer en fonction du contexte physiologique et des

exigences spécifiques de chaque espece.

Follicules antraux

Nos résultats ont montré un immunomarquage des RA dans les cellules de la
granulosa murale et du cumulus oophorus, ainsi que dans certaines cellules de la théeque
des follicules antraux (Figure 26). Ces résultats sont cohérents avec ceux rapportés chez la
truie (68). L'immunomarquage des RA dans les cellules de la granulosa et du cumulus
oophorus suggere que ces cellules sont sensibles aux androgenes et peuvent étre
impliquées dans la réponse aux signaux androgéniques. Ces résultats renforcent l'idée que
les androgenes jouent un réle régulateur dans la fonction ovarienne et la maturation des

follicules.

Dans notre étude, nous avons observé la présence de RA dans les cellules de la
granulosa et les ovocytes des follicules pré-ovulatoires. Ces résultats different de ceux
obtenus chez la souris (73), ou les RA sont absents des cellules de la granulosa et des
ovocytes. Dans les follicules dominants justes avant I'ovulation et apres le pic de LH, nous
avons également constaté une coloration nucléaire modérée des RA dans les cellules de la
granulosa. Les cellules de la théeque présentaient une coloration nucléaire modérée a forte
des RA, plus intense que celle observée dans les cellules de la granulosa. Ces résultats
different des observations faites chez la femme (77), ou les cellules de la theque externe ne

présentaient pas de RA.

Il convient de noter que nos résultats indiquent également la présence de RA dans
les cellules de la theque externe chez la vache, tandis que ces cellules étaient dépourvues

de RA chez la chevre (74).

Les différences observées dans la présence et I'expression des RA entre les especes

peuvent étre attribuées a plusieurs facteurs.
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De plus, les différences peuvent étre influencées par les caractéristiques
physiologiques et reproductives propres a chaque espece. Chaque espéce a des cycles
reproducteurs spécifiques et des exigences particulieres en termes de régulation
hormonale et de développement folliculaire. Ces différences peuvent entrainer des
variations dans l'expression et la distribution des RA dans les différentes cellules de
l'ovaire. les différences peuvent également étre liées a des facteurs environnementaux et
hormonaux spécifiques a chaque espece. Les interactions complexes entre les hormones
sexuelles, les facteurs de croissance, les cytokines et d'autres molécules peuvent influencer
I'expression et la fonction des RA. Les variations dans l'environnement hormonal et les
facteurs de régulation peuvent donc conduire a des différences dans l'expression des RA

entre les especes.

Follicule atrétique

Dans notre étude, nous avons observé une coloration nucléaire modérée des RA
dans les cellules thécales des follicules atrétiques, qui était légerement plus intense que
celle observée dans les follicules antraux non atrétiques. Ces résultats sont similaires a
ceux rapportés chez la femme (77), indiquant une expression similaire des RA dans les

cellules thécales des follicules atrétiques entre les deux espéces.

Cependant, il convient de noter que chez la chevre (74), les cellules thécales internes
ont perdu l'expression des RA. Cette différence inter-especes souligne les variations
spécifiques a chaque espéce dans la régulation des voies de signalisation androgéniques.
Ces différences peuvent étre attribuées a des facteurs génétiques spécifiques a chaque
espece, a des mécanismes de régulation différentielle des RA dans les cellules thécales ou a

des facteurs environnementaux et hormonaux spécifiques a chaque espeéce.

Corps jaune

Lors de notre examen des ovaires aux deux stades de contréle du cycle, nous avons
observé une différence d'intensité de coloration dans les différents types de corps jaune,
qu'ils soient de type cavitaire ou massif, indépendamment du stade du cycle cestral. Ces
résultats contrastent avec ceux obtenus chez les primates (76), ou des variations

d'intensité de coloration des corps jaunes ont été observées en fonction du stade du cycle.
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Ces différences inter-especes peuvent étre attribuées a divers facteurs. Tout
d'abord, il est possible que les mécanismes de régulation de la formation et de la fonction
des corps jaunes different entre les espéces. Les interactions complexes entre les
hormones, les facteurs de croissance et les récepteurs hormonaux et des facteurs
environnementaux et hormonaux spécifiques peuvent varier d'une espece a l'autre,

entrafnant ainsi des différences dans l'intensité de coloration des corps jaunes.

Il est important de noter que chaque espéce a des caractéristiques reproductives et
hormonales spécifiques, ce qui peut entrainer des variations dans la formation et la
régulation des corps jaunes. Par conséquent, il est nécessaire de considérer ces différences
dans le contexte global de la physiologie ovarienne et de la fonction reproductrice de

chaque espece pour une interprétation précise des résultats.

L'immunomarquage des récepteurs aux androgenes (RA) dans les cellules lutéales
du corps jaune dépend de la fonctionnalité du corps jaune lui-méme. Cette observation met
en évidence une relation entre l'activité hormonale du corps jaune et I'expression des RA.
Les résultats obtenus montrent que l'immunomarquage des RA est présent dans les noyaux
et le cytoplasme de la plupart des cellules lutéales, ce qui est similaire a ce qui a été
rapporté chez la chatte (69) et le macaque (71). De plus, il a été constaté que les RA sont
présents dans le corps jaune au cours de son développement, ce qui est comparable aux

observations faites chez la chatte domestique (69) et la truie (68).

L'intensité de la coloration pour les RA dans les cellules lutéales du corps jaune
varie en fonction du stade du cycle cestral. Plus précisément, l'intensité de la coloration est
la plus forte dans la phase lutéale précoce, juste apres l'ovulation, et diminue
progressivement au fur et a mesure que la lutéinisation avance. Ces observations sont en
accord avec ce qui a été rapporté chez la femme (77). Il est intéressant de noter que les
récepteurs des androgenes culminent pendant le métoestrus et atteignent une valeur
modérée pendant l'cestrus comme chez la brebis (70) .En résumé, l'expression des
récepteurs aux androgénes dans les cellules lutéales du corps jaune est étroitement liée a la
fonctionnalité du corps jaune lui-méme. Les variations d'intensité de coloration observées
au cours du cycle cestral refletent les changements hormonaux et les différentes phases du
corps jaune. Ces observations mettent en évidence l'importance des RA dans la régulation

des fonctions du corps jaune et de la reproduction chez les différentes especes animales.
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Les résultats de notre étude ont révélé une faible présence des récepteurs aux
androgenes dans le corpus albicans, une structure présente dans les ovaires apres la
dégénérescence du corps jaune. Cette observation differe de ce qui a été observé chez la
souris (73), ou une présence modérée a forte des récepteurs aux androgenes a été
rapportée dans cette structure. De plus, il a été constaté que les récepteurs aux androgenes
sont absents chez la femme (77) dans le corpus albicans. Ces variations d'expression des
récepteurs aux androgenes dans le corpus albicans peuvent étre attribuées a des
différences entre les especes et a des spécificités liées a chaque systeme reproducteur. Il est
possible que la fonction du corpus albicans differe d'une espece a l'autre et que les
récepteurs aux androgénes ne soient pas impliqués dans les processus de régulation

observés chez certaines espéces.
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CONCLUSION

L'immunolocalisation des récepteurs d'androgenes dans l'ovaire de la vache au
cours du cycle cestral montre que ces récepteurs sont présents dans les cellules de la
theque interne de l'ovaire, ou ils régulent la production d'androgénes tels que la
testostérone. Les androgénes sont ensuite convertis en estradiol dans les cellules de la
granulosa, qui contiennent également des RA et dans le corps jaune, ou ils régulent la
production de la progestérone. Les androgenes peuvent étre produits localement dans le

corps jaune et leur action par le RA peut stimuler la synthese de la progestérone.

Les récepteurs d'androgenes ont un rdéle important dans la régulation de la
production d'hormones stéroides chez la vache. Ces résultats peuvent étre utiles pour
mieux comprendre la régulation de la fonction ovarienne chez la vache, ainsi que pour

développer des traitements pour les troubles de la fertilité chez les bovins.
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LES ANNEXES



ABSTRACT



Introduction

During the estrous cycle of the cow, there are different phases characterized by
hormonal changes and modifications in the cow's reproductive structures. Among the main

hormonal players in the cow's estrous cycle are the androgens.

Androgens are steroid hormones, mainly represented by testosterone, which play an

important role in regulating the estrous cycle in mammals, including cows.

In the female, they are produced by the ovaries and adrenals in small quantitiesand
knowledge of the mechanism of action of androgens on the ovaries, whether for their
inhibition or stimulation, has played a major role in research into reproductive function, in

order to determine the mechanisms influencing fertility and infertility .

But androgens mainly exert their effects by binding to and activating a specific receptor

that is expressed in most cells.

The aim of our work is to demonstrate the immunolocalization of androgen receptors in

the ovaries during the estrous cycle in cows, using immunhistochemistry.
Our work comprises two parts:

J A bibliographical section devoted to the study of the estrous cycle and the
histological and physiologicalexamination of the ovaries.

e An experimental part based on the immunhistochemistry technique.
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CHAPTER I: THE SEXUAL CYCLE IN COWS

1. ESTROUS CYCLE IN COWS

The estrous cycle is the period of time between two estrus, lasting 21 days on

average, but varying between 18 and 24 days.

Sexual activity begins at puberty, when the animal is between 6 months and 1 year
old and has reached 40 to 45% of its adult weight. This activity varies according to breed,

with dairy heifers being more precocious than suckler heifers.
2. Progression of the estrous cycle:

e Pro-estrus: [s the transition period between the end of one cycle and the beginning
of the next.

e Estrus (heat): Is the period of sexual receptivity that lasts from eight to thirty hours
and marks the first day of a cycle.

e Metoestrus: During this period, the follicle is ejected from the ovary into the
oviduct (ovulation) 10 to 14 hours after the last signs of heat.

e Dioestrus: Lasts 12 to 15 days (days 6 to 18 of the cycle). The duration of this phase
is the most variable and therefore determines the length of the cycle (from 18 to 24

days).
3. OVARIAN CYCLE IN COWS

The ovarian cycle can be defined as the interval between two successive ovulations

at a characteristic duration for each species, it has two phases :
Follicular phase: It is characterized by high production of ovarian estrogen.

Luteal phase: This phase corresponds to luteogenesis and luteotrophy. The onset of this

phase just after ovulation.
CHAPTERII: HISTOLOGY OF THE OVARY

1. Structure of the ovary
The structure of the ovary is made up of three different regions: the cortex, the
medulla and the hilum. The cortex of the ovary contains two main cell types, follicular cells

B
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and stromal cells. The cortex also contains corpora lutea and remnants of corpus albicans.
The medulla is composed of blood vessels and nerves, and the hilum contains the main
blood vessels to the ovary.

2. Ovarian structures
Depending on their evolution, ovarian structures can be divided into :

2.1. Follicles

Follicles are the ovarian structure responsible for the development and maturation of
the female gamete, the oocyte. Follicles undergo several stages of evolution (primordial,

primary, secondary, tertiary and Graafian follicle).
2.2 .Corpus luteum

Histologically, the different phases of the estrous cycle are determined by the stage
of development of the corpus luteum observed. The corpora lutea observed on histological
sections show two cell types: steroidal (large and small luteal cells) and non-steroidal

(fibroblasts, endothelial cells and lymphocytes).
CHAPTER III: PHYSIOLOGY OF THE OVARY

1. Development process of oocyte production: It is the result of three events:

ovogenesis, folliculogenesis and ovulation.

1.1. Ovogenesis: begins during intrauterine life and resumes at puberty, with maturation
of I oocytes surrounded by follicular cells. Only a few hundred I oocytes reach full

maturation and emit a second polar globule during fertilization.

1.2. Folliculogenesis: is the process of developing follicles, the sac-like structures in the
ovaries. It comprises three phases: multiplication, growth and maturation. The majority of
growing follicles eventually degenerate, with only 10% reaching the stage of maturation

and ovulation.
2. Dynamics of follicular growth:

Follicular growth in the cow takes place in waves, with the emergence of several follicles,
among which a dominant follicle develops. Oestrous cycles in the cow may comprise 2 to 3
follicular waves, with the ovulatory follicle usually originating from the last wave. The

process involves recruitment, selection and dominance of follicles, leading to ovulation,
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while follicular atresia regulates the rate of ovulation by eliminating the majority of

follicles present in the ovary.
3. Hormonal regulation of the ovary:

Hormonal regulation of the ovary during the estrous cycle of the cow involves several
hormones such as LH, FSH, estradiol, progesterone and androgens. FSH and LH are
produced by the anterior pituitary in response to GnRH produced by the hypothalamus.
Androgens, mainly testosterone, are produced by ovarian theca cells and play a role in
follicular maturation and the expression of sexual behavior. Androgen receptors bind to

androgens and regulate gene expression in target cells.
4. Role of androgen receptors:

Androgen receptors enable the body to respond appropriately to these hormones.
Receptors are present in many body tissues, where they bind to androgens. The resulting
androgen-receptor complex then binds to DNA and regulates the activity of androgen-
sensitive genes. By activating or deactivating genes as required, the androgen receptor

helps direct the development of sexual characteristics.

EXPERIMENTAL PART

MATERIALS AND METHODS

1. Animal model: 3 cow genital tracts, aged from 3 to 10 years, harvested at the
Eucalyptus slaughterhouse were used in our work. A general examination was carried out
on each animal before slaughter to determine age based on dentition and general

condition. Samples were transported to the LBRA laboratory.

2. Methods used: The method used in our work is immunohistochemistry to localize

androgen receptors in the ovaries.

3. Immunohistochemistry protocol: The immunohistochemistry protocol is divided into

two stages:

- Step 1: Preparation of ovaries by histological technique (fixing, Inclusion, Dehydration
and substitution, Production of kerosene blocks, Cutting and spreading, Blade assembly,

Dewaxing, Hydration).



DAOUDI Naima & DELLECI Manal ISV / Université de Blida-1 2022/2023
- Step 2: Immunohistochemistry proper (Unmasking antigenic sites, blocking endogenous

peroxidases, blocking non-specific sites....)

4. Photonic microscope observation: After air-drying, the slides are observed under a

photonic microscope.

Validity of the immunohistochemistry technique : The antibody used is validated by
negative controls inserted during the immunohistochemistry protocol to confirm the

immunostaining observed on the samples.
RESULTS AND DISCUSSION

1. Ovarian structures

Androgen receptors are present in different cellular compartments of the cow ovary,
including follicles, oocytes and corpora lutea. Receptor expression was not observed in
negative control sections. In the ovarian cortex, receptor proteins were localized in the
nuclei of follicular and stromal cells, and also in the cytoplasm of the endothelium of the

blood vessels of the ovarian stroma, results similar to those found in women.
2. Developing ovarian follicles:

Androgen receptors are present in the various cell compartments, but with weaker staining
in pre-antral follicles. Antral follicles show positive staining, while atretic follicles show

moderate staining for androgen receptors.
3. Corpus luteum:

Results showed variations in AR staining and immunostaining between species, with
differences between mare, cat, macaque, mouse and sow. Androgen receptors were present
at all stages of the cycle, but varied in intensity. In the cat, receptors were highest during
metestrus, while in the ewe, they were moderate during estrus. In the early luteal phase,
AR coloration was strong, decreasing thereafter. Significant differences were observed in
the expression of androgen receptors in the C] between species and stages of the ovarian

cycle.
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CONCLUSION

In conclusion, immunolocalization of androgen receptors in the cow ovary
during the estrous cycle shows that these receptors are mainly present in active endocrine
tissue, such as the ovaries. Androgen receptors are present in the cells of the inner theca of
the ovary, where they regulate the production of androgens such as testosterone.
Androgens are then converted to estradiol in the granulosa cells, which also contain
androgen receptors, and in the cow's corpus luteum, where they regulate progesterone
production. Androgens, such as testosterone, can be produced locally in the corpus luteum,

and their action on androgen receptors can stimulate progesterone production.

Androgen receptors have an important role in regulating steroid hormone production in
the cow, as well. These results may be useful for better understanding the regulation of
ovarian function in the cow, as well as for developing treatments for fertility disorders in

cattle.
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Immunolocalisation des récepteurs aux androgeénes au niveau de
I'ovaire chez la vache au cours du cycle cestral

Résumé :

Les androgenes ovariens agissent localement pour moduler la fonction folliculaire et
lutéale chez diverses especes. Le but de notre étude est I'immunolocalisation des récepteurs
aux androgénes (AR) au niveau de I'ovaire, au cours du cycle cestral, chez la vache. Les ovaires
obtenus de la vache mature « Bos taurus » ont été récoltés au niveau du l'abattoir d’Eucalyptus
puis immédiatement fixés dans la solution de formol dilué a 10% dans le PBS, des coupes ont
été réalisées et utilisées pour l'analyse immunohistochimique durant la période du 02 Mai au
15 Juin. Les résultats obtenus ont montré que les récepteurs aux androgenes sont localisés au
niveau du cytoplasme: 1/ des différents compartiments de 1'ovaire et a différents stades des
follicules ainsi que les ovocytes et des corps jaunes; 2/ de l'endothélium des vaisseaux
sanguins et du stroma ovarien. Une faible intensité de marquage est observée dans les follicules
préantraux (primordiaux et secondaires) par rapport aux follicules antraux. 3/des cellules
luthéales des différents corps jaune pleins et cavitaires. En conclusion, les récepteurs aux
androgenes ont un role important dans la folliculogénése aux différents stades du cycle cestral

chez les mammiferes.

Mots clés : Ovaire, vache, immunohistochimie, récepteurs aux androgénes.




