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Résumé

L’objectif de notre travail est d’étudier, la localisation et I'’évaluation de marqueurs
de l'apoptose au niveau de I'ovaire au cours du cycle cestral chez la vache par la technique
d’immunohistochimie. Un certain nombre d’articles bibliographiques sont utilisés pour
essayer de déterminer les résultats attendus sur les échantillons d’ovaires qui devraient étre
récoltées au niveau des abattoirs en dehors de la situation actuelle du covid-19. L’analyse
des résultats des différents travaux réalisés par des chercheurs montre que I'apoptose a été
localisée dans tous les types de cellules ovariennes a divers stades du cycle cestral, en
utilisant la détection de la caspase-3 active et l'intensité de I'immunomarquage des
protéines Fas, Bax et caspase-3 étaient les plus élevés au dicestrus et plus faible au
metoestrus. Par contre, I'intensité de 'immunomarquage du FasL et de la protéine Bcl-2 est
plus faible au dicestrus et augmente au metoestrus. En conclusion, dans toutes les structures
ovariennes examinées, des variations dans l'intensité de marquage des cellules apoptotiques
ont été observées aux différents stades du cycle cestral, indiquant l'influence de I'apoptose

au cours du cycle oestral.

Mots clés : Apoptose, immunohistochimie, vache, ovaire, cycle oestral.
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Abstract

The objective of our work was to study the localization and the evaluation of markers
of apoptosis in the ovary during the estrus cycle in cows by the technique of
immunohistochemistry. A number of bibliographic articles are used to try to determine the
expected results on ovarian samples that should be collected at slaughterhouse level outside
of the current covid-19 situation. Analysis of the results of the various works carried out by
researchers shows that apoptosis has been localized in all types of ovarian cells at various
stages of the estrus cycle, using the detection of active caspase-3 and the intensity of |
Immunostaining of Fas, Bax, and caspase-3 proteins were highest at diestrus and lowest at
metoestrus. On the other hand, the intensity of immunostaining of FasL and Bcl-2 protein is
lower at diestrus and increases at metoestrus. In conclusion, in all the ovarian structures
examined, variations in the intensity of labeling of the apoptotic cells were observed at
different stages of the estrus cycle, indicating the influence of apoptosis during the estrous
cycle. The Fas protein was detected in the granulosa and theca cells of preovulatory follicles
before and after the LH surge. Immunohistochemical analysis of Bax revealed increased
labeling in the perinuclear region of luteal cells during apoptosis induced by a luteolytic
agent. In conclusion, in all the ovarian structures examined, variations in the intensity of
labeling of the apoptotic cells were observed at different stages of the estrus cycle,
indicating the influence of apoptosis during the estrous cycle. The Fas protein was detected
in the granulosa and theca cells of preovulatory follicles before and after the LH surge.
Immunohistochemical analysis of Bax revealed increased labeling in the perinuclear region
of luteal cells during apoptosis induced by a luteolytic agent. In conclusion, in all the ovarian
structures examined, variations in the intensity of labeling of the apoptotic cells were
observed at different stages of the estrus cycle, indicating the influence of apoptosis during

the estrous cycle.

Keywords : Apoptosis, immunohistochemistry, cow, ovary, estrous cycle.
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Introduction

Dans les conditions normales, une bonne compréhension du cycle cestral chez les
bovins peut aider les éleveurs a relever les problemes de la reproduction que ce soit tant
chez les génisses que chez les vaches. Cette compréhension est également essentielle lors de
['utilisation des hormones pour contréler et synchroniser les cycles cestraux chez les bovins.

Le cycle cestral est complexe et régulé par plusieurs hormones et organes dont
certain favorisent I'ovulation et d’autres induisent I’atrésie folliculaire. En effet I'atrésie est
un mécanisme complexe contrélée par trois mécanismes, apoptose, nécrose et autophagie
(Drion et al., 1996). L'apoptose joue un réle actif et important dans les fonctions
physiologiques de I'ovaire (D'Haeseleer et al., 2006). Ce mécanisme pour étre controlée par
les protéines de la famille bcl-2 et des caspases (Okuda et al., 2004).

Une caractéristique tres importante de I'atrésie est la sensibilité des ovocytes et des
cellules de la granulosa (CG) a I'apoptose, qui change au cours de la folliculogenése. Dans les
follicules pré-antraux uniquement, elle est initialement observée dans I'ovocyte. A l'inverse,
dans les follicules antraux, ce sont les CG qui sont dégradées en premier. Le complexe
cumulus-ovocyte reste souvent sain et intact jusqu'aux derniers stades de |'atrésie. Ceci est
expliqué par le fait que la croissance des ovocytes se produit principalement avant la mise en
place de I'antrum (Picton, 2001) et la plus grande expansion du nombre de CG se produit au
début de la formation de I'antrum (Mcgee and Hsueh, 2000). En ce qui concerne les cellules
de la theque interne (Tajima et al., 2002), chez les bovins, les cellules apoptotiques ont été
initialement détectées aux premiers stades de I'atrésie lorsque ces cellules apoptotiques
étaient visibles dans les couches médianes de la granulosa (Nakayama et al., 2000). Le role
des cellules de la theque est de réguler le devenir des CG tout au long du processus de
maturation folliculaire en sécrétant des facteurs qui suppriment l'apoptose (Tajima et al.,
2002). L'objectif de notre travail est d’évaluer la caspase-3 active par immunohistochimie au
cours des différentes phases du cycle oestral chez la vache.

Apres une description d’une synthése bibliographique sur I'anatomie et la physiologie
de I'ovaire, la description du cycle oestral et les mécanismes régulateurs de la mise en place
de I'apoptose et leurs dysfonctionnements, nous décrirons le matériel animal et le protocole
de la technique d’'immunohistochimie utilisé pour mettre en évidence la caspase-3 active;
nos résultats, attendus sans la situation actuelle du Covid-19, seront discutés a la lumiere

des données bibliographiques.



Partie bibliographique



Chapitre | :
Ovaire et cycle cestral chez la
vache



I.1. Anatomie de I'appareil génitale

L'appareil reproducteur de la femelle a un réle non seulement d’élaboration des

gametes femelles et leur acheminement mais aussi c’est le lieu de rencontre du sperme. Si la

fécondation a lieu,

comprend deux ovaires et des voies génitales comme rapportées par les figures 1 et 2

(Leborgne et al., 2014).

le développement de I'ceuf se poursuit pour donner un nouveau-né. Il
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Fig. 1 : Localisation de I'appareil reproducteur chez la vache (Leborgne et al., 2014)
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Fig. 2 : Représentation schématique de I'appareil reproducteur de la vache (Leborgne et al.,

2014)
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1.2. Ovaire

L'ovaire est le principal organe de I'appareil reproducteur. Il a un réle a la fois
endocrinien par la production des hormones libérées dans la circulation sanguine et un réle
cytologique par les ovules libérées pendant I'ovulation(Frandson et al., 2013a). Du point de
vue anatomique, |'ovaire présente une forme ovalaire a circulaire, de surface bosselée par
des follicules antraux et parfois sur le c6té gauche ou droit il y a un corps jaune (Figure 3)
(Leborgne et al., 2014). En coupe longitudinale, il est composé de deux zones :
- une zone centrale, appelée médullaire (zone vasculaire), formée de tissu conjonctif, de

vaisseaux lymphatiques et sanguins et de nerfs.

- une zone périphérique, appelée cortex (zone parenchymateuse), composée de nombreux

follicules aux différents stades folliculaire(Linford and Nabors, 2014).
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Fig. 3 : Représentation schématique d’un ovaire de vache (Liebich and Budras, 2010), vue
externe (a) et coupe longitudinale (b)

1.3. Cycle cestral
Le cycle oestral représente le schéma cyclique de l'activité ovarienne qui permet aux
femelles de passer d'une période de non-réceptivité a une réceptivité reproductive

permettant finalement I'accouplement et I'établissement ultérieur de la gestation.



Le début des cycles cestraux survient au moment de la puberté. La durée
normale d'un cycle cestral chez les bovins est de 18 a 24 jours. Le cycle cestral est divisé
en plusieurs phases en fonction des changements de comportement ou des
changements structurels des organes génitaux internes et externes. Le proocestrus et
I'cestrus correspondent a la phase folliculaire ovarienne et son dominés par les
cestrogénes. Le metoestrus et le dicestrus correspondent a la phase lutéale et la

progestérone est la principale hormone stéroidienne (Frandson et al., 2013b) (Figure 4).

r

1: ovulation
2 : atrésie de follicules
3 : développement defcoTpSJaune B s
4: nouyellle vafgu? de follicules ME : Met-Estrus
- fa:;gs:le de Tllac.ules DE : Di-GEstrus
6: 9 ICUE.OVU atoire - PE: Pro-CEstrus
7 : régression de corps jaune
1 LH,FSH
2\ 3 B 5 6 7
4 X, ,/_
e ¢/:‘ I ¥ & <
v/ e vTe )
Progestérone
i w
-~
T T L L hedl
0 5 10 15 21
jours
ﬂm T ) ;;.-
E ME DE PE E

Fig . 4 : Evénements ovariens et concentrations plasmatiques d'hormones de la
reproduction au cours du cycle cestral chez la vache(Hyttel et al., 2009)

1.3.1. Folliculogenése

A niveau de chaque ovaire, des follicules primordiaux entrent en phase de croissance
chaque jour. lls deviennent des follicules primaires, secondaires puis tertiaires (ou cavitaires
ou antraux) (Figure 5) (Leborgne et al., 2014).

La croissance folliculaire est divisée en deux phases successives :
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Fig. 5 : Principales étapes du développement folliculaire et de la maturation ovocytaire
(Monniaux et al., 2009)

1.3.1.1. Folliculogenése basale
La folliculogenése basale est dite non gonado-dépendante car elle se déroule en
absence de FSH. Au cours de cette phase, il y a 'acquisition la capacité méiotique de

I’ovocyte (Monniaux et al., 2009).

1.3.1.2. Folliculogenése terminale

Elle est dite gonado-dépendante, elle nécessite la présence de I’hormone stimulateur
folliculaire (FSH). Au cours de cette phase, le follicule préovulatoire acquit les stades
terminaux de la maturation folliculaire, aprés I'apparition des récepteurs de I’hormone
lutéinisante (LH) sur les cellules de la granulosa et il devient apte a ovuler. Elle est contrélée
par des nombreux facteurs endocriniens (facteurs de croissance, matrice extracellulaire,
protéases, stéroides) agissant en synergie avec les gonadotropines pour réguler son
déroulement (Monniaux et al., 2009).

Au cours de chaque stade, un type de follicule acquit des caractéristiques qui sont

présentés dans le tableau 1.



Tab. 1 principales caractéristiques des follicules ovariens chez les bovins (Drion et al., 1996)

Stades Nombre de cellules | Structures en Dnarnetr.e Dlametr'e
) ] ] ] . folliculaire | ovocytaire
folliculaire | folliculaire formation
(um) (um)
Primordial -Quel_ques cellules Membrane basale 30-50 20-35
aplaties
Primaire -Une couche"de Mer_nbrar_me de 40-60 30-40
cellules cuboidales Salvjanski
-Plusieurs couches - Zone pellucide
Secondaire - Theques interne | 200-300 60
de cellules
et externe
Tertiaire - Couche multiples - Cumulus _ 100-130
de cellules oophorus

1.3.2. Notion de vagues de croissance folliculaire

Le développement folliculaire terminal se déroule se forme de vagues folliculaires,
composée d’une vague de croissance suivi par une vague de sélection d’un ou deux follicules
appelés dominants et de leur évolutions vers I'ovulation ou de leur régression dans les

conditions endocriniennes défavorables (Figure 6) (Monniaux et al., 2009).

1.3.2.1. Recrutement
Le terme recrutement s’applique aux follicules gonado-dépendants, formant alors

une cohorte qui comprend plusieurs follicules d'une méme taille et sensibilité différentes

aux gonadotrophines (Driancourt et al., 2001).

1.3.2.2. Sélection
C’est le moment ou le nombre de follicules en croissance s’ajuste au nombre de

follicules qui vont ovuler (Driancourt and Cognié, 1997) . Elle coincide avec 'apparition des
récepteurs de LH sur la granulosa, une réduction importante de IGFs contenue dans le

liquide folliculaire et une production élevé de I'inhibine (Driancourt et al., 2001).

1.3.2.3. Dominance

Pendant cette période de dominance, elle se déroule la croissance et la maturation
finale de follicules préovulatoires, En parallele, les autres follicules de la cohorte subissent de
I'atrésie et en méme temps se produit le blocage du recrutement de nouveaux follicules

(Driancourt et al., 2001).
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Fig. 6 : Vagues folliculaires et le développement du corps jaune au cours de cycle cestral
bovin(Paul et al., 2010)

1.3.2.4. Atrésie folliculaire
C’est la régression folliculaire jusqu’au sa disparition compléte dans le stroma ovarien

(Driancourt and Cognié, 1997).

1.3.3. Différentes phases du cycle oestral

1.3.3.1. Phase folliculaire

C'est une phase est composée de trois successives périodes : I'intervalle luteolyse-début
de l'cestrus, début de I'cestrus-pic LH et pic LH-ovulation (Driancourt et al., 2014). Ces

derniéres sont résumées comme suit :

1.3.3.1.1. Proocestrus
Le procestrus correspond a la période juste avant I'cestrus (Ball and Peters, 2004) .

C'est la phase ou le follicule ovarien augmente de taille et commence a sécréter des

cestrogénes sous l'influence de FSH et de la LH (Figure 4) Chez les espéces polyoestriennes,



le procestrus commence généralement dans un ou deux jours apres la régression du corps
jaune de cycle cestral précédent. Cette phase est caractérisée par I'apparition du mucus au

niveau de la vulve (Frandson et al., 2013b).

1.3.3.1.2. CEstrus
L’oestrus est la période de réceptivité sexuelle, correspond a JO du cycle oestral (jour

0) (Ball and Peters, 2004). Elle est initiée par I'élévation des cestrogenes libérés par les
follicules matures juste avant I'ovulation. L'ovulation se produit dans un jour ou deux aprés

le début de I'cestrus (Frandson et al., 2013b).

1.3.3.2. Phase lutéale

A cette phase lutéale on donne les termes de régression lutéale ou luteolyse
(Driancourt et al., 2014) désignant la période comprise entre I'ovulation et le recrutement
d’un nouveau follicule prét a ovuler (Barret, 2011). Cette phase comprend le metoestrus et

le dicestrus.

1.3.3.2.1. Metoestrus
Le metoestrus est la période post ovulatoire caractérisée par le développement

maximal du corps jaune et une valeur la plus élevée de la progestéronémie (Ball and Peters,
2004). Les modifications anatomiques de certaines partie de |'appareil génitale sont
observés au niveau de l'utérus dont le muscle utérin est a son maximum et les organes

génitaux externes reviennent a leur état avant I'cestrus (Frandson et al., 2013b).

1.3.3.2.2. Dicestrus
Les animaux polyoestriennes ont une courte période d’inactivité avant la phase

prooestrus du cycle, appelée le dicestrus(Frandson et al., 2013b). Au cours de cette période,
le corpus luteum est actif et est présent du 5 a 18 jours du cycle oestral (Ball and Peters,
2004).

Les principales caractéristiques de ses phases sont présentées dans le tableau 2.
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Tab. 2 : les principales caractéristiques de quatre phases de cycle oestral(Hyttel et al., 2009)

Phases Caractéristiques
- La phase précédant immédiatement |'cestrus.
Proocestrus . . . . \
- Les principales hormones produites dans I'ovaire sont les cestrogenes
- Période d'acceptation du male, dans des conditions naturelles.
CEstrus - Apparition de I'ovulation chez toutes les especes domestiques.
- Les principales hormones produites, en réponse a la FSH et LH, sont les
E2.
- La phase succédant a |'cestrus lorsque le male n'est plus accepté.
Metoestrus | - Période de formation du corps jaune.
- La principale hormone produite dans I'ovaire est la progestérone.
. - Période du corps jaune mature et fonctionnel.
Dioestrus . . . . ,
- La principale hormone produite dans I'ovaire est la progestérone.

1.3.4. Régulation physiologique du cycle oestral

Différentes hormones régulent le cycle cestral: la gonado-hormone de libération de la
gonadotropine (GnRH), qui est sécrétée par hypothalamus, stimule la sécrétion des deux
stimulateurs folliculaires hormone (FSH) et I'hormone lutéinisante (Santos et al., 2013),
progestérone (P4), cestradiol (E2) dans les ovaires; et la prostaglandine F2a (PGF) dans

l'utérus (Leung and Cheng, 2003) (Tableau 3 et Figure 7).

Tab.3 : Hormones impliquées dans le cycle oestral (Hyttel et al., 2009)

Hormones Origines Fonctions
Stimule la libération de FSH et de LH par
GnRH Hypothalamus L P
I'antéhypophyse.
, Stimule le développement des follicules
FSH Antéhypophyse pp.
ovariens
, Induit I'ovulation et soutient la formation et
LH Antéhypophyse . .
le maintien du corps jaune
R . . Stimule la sécrétion de GnRH par
(Estrogenes Follicule ovarien ,
I’hypothalamus
Prépare I'endometre a la gestation ;
Progestérone Corps jaune maintient la gestation et inhibe la libération
de GnRH par I'hypothalamus
Prostaglandines Utérus Induit la régression du corps jaune
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Fig. 7: Interrelations entre I’hypothalamus, hypophyse, ovaire et utérus(Driancourt et al.,
1991)

Le jour zéro (JO) de I'cestrus est induit par I'augmentation de E2. Ces concentrations
atteignent un seuil 10 a18 h avant le début de I'cestrus déclenchant ainsi une augmentation
préovulatoire GnRH. C’est le mécanisme endocrinien principal qui régule par conséquent
I’'augmentation de FSH et LH au cours de cycle cestral chez la vache.

Au début de cycle oestral, c’est-a-dire pendant la phase folliculaire, la concentration
de FSH augmente progressivement en stimulant la croissance des follicules primordiaux dans
I’ovaire. Egalement, la concentration de LH augmente durant cette phase.

D’autre part, le follicule en développement va sécréter E2 dans la circulation
sanguine. Durant cette phase, il y a une corrélation positive entre la concentration d’E2 et le
développement des follicules. Par ailleurs, E2 vont agir sur le développement du mucus
utérin d’une part, et agissent par un rétro-contréle négatif sur |‘hypothalamus et
I’hypophyse entrainant ainsi I'inhibition de la sécrétion de FSH et LH qui sont a |'origine de
leur sécrétion.

Au milieu de cycle, la taille de follicule est a son maximum et sécrete plus de E2 avec
une valeur seuil qui va provoquer un rétro-controle positif au niveau de I'antéhypophyse.
Cette derniére provoque la sécrétion de FSH et sur tout de LH devient trés importante, on

I'appelle "pic de LH" ce pic est indispensable pour I'ovulation.
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A l'ovulation, le follicule ne secréte plus de E2 et la concentration de E2 diminue.
Puis, aprés ovulation, E2 agissent par rétro-controle négatif sur I’hypothalamus et alors sur la
sécrétion des gonadotrophines ce qui conduit la diminution dans les concentrations de FSH
et LH au niveau ovarien.

A la fin de cycle, I'ovule non fécondé sera transporté vers le bas (I'utérus) par une

combinaison d’action et de contractions musculaires de 'oviducte (Ball and Peters, 2004).
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Chapitre Il :
Physiologie de I'apoptose et
altérations ovariennes
intra-folliculaires



I.L1.  Mort cellulaire

Le mécanisme par lequel les organismes éliminent les cellules non utilisables, est le
processus de la mort cellulaire. Il utilise plusieurs voies qui impliquent des événements
moléculaires complexes. Diverses études (Escobar et al., 2015) montrent que ce
phénoméne de mort cellulaire se produit morphologiqguement au moins par trois
programmes distincts qui ont été appelés mort cellulaire par apoptose, par autophagique et
par nécrose (Shen et al., 2011) (Figure 8) .
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Fig. 8 : Schéma représentatif les types de mort cellulaire, (a) apoptose, (b) autophagie, (c)
nécrose (Carella et al., 2015)
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11.1.1. Apoptose
11.1.1.1. Aspect morphologique de cellules apoptotiques

En microscopie photonique, la cellule apparait comme une masse ronde ou ovale, avec
un cytoplasme sombre et des fragments dense violets de la chromatine nucléaire (Elmore,
2007a) . Les étapes du I"évolution de I'apoptose sont les suivantes : au début du processus
on a un rétrécissement de la cellule et du noyau, une condensation de la chromatine
nucléaire en masses bien délimitées qui deviennent marginales contre les membranes
nucléaires. Plus tard, le noyau progressivement se condense et se décompose (caryorrhexie).
Par la suite, la cellule se détache du tissu environnant, mais les fines structures comprenant
des membranes et des mitochondries sont toujours bien conservées a l'intérieur des corps
apoptotiques. Ces derniers sont phagocytées rapidement par les cellules spécialisées, les

macrophages et les cellules parenchymateuses (Figure 9) (Saraste and Pulkki, 1999).

cellules parenchymateuses

\ =D (Jz N ‘: séparation \

Fig. 9 : Diagramme pour illustrer les caractéristiques morphologiques de I'apoptose (Kerr et
al., 1972)
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11.1.1.2. Mécanismes moléculaires de I’apoptose
L'apoptose est déclenchée par I'activation des protéases suite a la stimulation de

récepteurs de mort ou au relachement de cytochrome C de la mitochondrie. Les cellules ont
cependant la possibilité de survivre dans des conditions de stress en utilisant une série de
mécanismes permettant de bloquer ou de freiner |'activation des protéases (Widmann,
2005).
11.1.1.3. Caspases

Les caspases sont des protéases spécifiques de I'acide aspartique ; leur fonction est de
cliver les substrats cellulaires vitaux apres 'acide aspartique. Aujourd’hui, quatorze caspases
partagent certains caractéristiques entre eux, tel que la séquence d’acides aminés et la
structure moléculaire avec des fonctions biologiques différents. Les caspases 2, 3,6, 7, 8, 9
et 10 sont impliquées dans la mort cellulaire par I'apoptose. Elles sont trouvées sous forme
inactive dans le cytoplasme (sous forme des précurseurs ou zymogenes) ; leur fixation a des
sites spécifiques de la molécule induit leur clivage. Les caspases apoptotiques sont divisées
en deux groupes : les caspases initiatrices et les caspases d’exécution, qui au moment de
I"apoptose ils induisent les changements morphologiques au niveau de la cellule (Figure 10)

(Vazquez-Nin et al., 2011a).

Caspase 2 (CARD) o o o e
caspases Caspase 9 @ S— - -
initatrices Caspiass s o o E m

Caspase 3
caspases s —

d’exécution Caspase 6 H

Fig. 10 : Classification des caspases apoptotiques (Jin and El-Deiry, 2005)

1.1.1.3.1. Voies d’activation des caspases
Deux voies d'activation des caspases dans le processus de |'apoptose ont été bien

décrites : la voie extrinseque est initiée par I'activation des récepteurs de mort présents a la
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surface de la cellule et la voie intrinséque (la voie mitochondriale) (Widmann, 2005) (Figure
11).
Voie extrinséque

I facteurs de mort

| ! ( FasL, TRAIL, TNF)

v Recepteurs de mort @
Jl\ Fas, TNF-R, DR4/5 Voie intrinséque

F. i -
_j domaine de mort glucocorticoide, dommages de
[\'\ T I'ADN, retrait des cytokines
[ | domaine effecteur de la mort ‘.
- -
I — Bel-2/Bchil || |«=| BH3-only
o + (Bim, Bid, Puma, Maxa,
L — [ [ — Hik, Bidl, Brmf, Bad)

I-'n] Hax/Bak

itochondrie

Caspase 9 @ 2 -'@ [ Cytochrome c
] @
clivage de plus de 1,300 substrats

ICAD (inhibiteur de I'ICAD): dommages a I'ADN
ATP11A et 11C et XKRB: exposition au PtdSer
ROCK1: saignement membranaire

Fig.11 : Voies de signalisation apoptotique. (a) voie extrinseque, (b) voie intrinséque (Nagata,
2018)

1.L1.1.3.1.1.Voie extrinséque

Les récepteurs de la membrane plasmique déclenchant la signalisation de I'apoptose
externe appartiennent a la superfamille de récepteur du facteur de nécrose tumorale (TNF,
Tumor necrosis factor) qui comprend, Fas (Apo-1 ou CD95), TNF-R1 (Tumor necrosis factor
receptor) , récepteur de mort-3(DR-3 ou TRAMP-protéine médiatrice de I'apoptose liée au
récepteur TNF (ou Apo-3). Le récepteur de mort le mieux étudié est Fas. La liaison du ligand
FasL, conduit a la trimérisation de récepteur et au recrutement de protéines adaptatrices
spécifiques. Le récepteur interagit au niveau de son domaine de mort (Death Domain)
« DD » avec la protéine adaptatrice (Fas-Associated protein with Death Domain) « FADD »
formant un complexe de signalisation induit par le récepteur (death-inducing signaling
complex) «DISC». FADD contient un domaine effecteur de mort DED et cela, recrute la pro-
caspase-8 contenant du «DED» (death effector domain) dans le DISC. La procaspase-8 sera
activée protéolytiquement en caspase-8. Cette derniere, elle va activer les enzymes
effectrices des caspases en clivant en aval le procaspase-3 (Figure 11) (Vermeulen et al.,

2005) .
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1.1.1.3.1.2.Voie intrinséque

Elle est médiée par les mitochondries de l'induction de I'apoptose, impliquant
principalement la libération des protéines activant les caspases dans le cytosol(Riedl and Shi,
2004) . Dans cette voie, les protéines de la famille Bcl-2 comme Bax (Bcl-2—associated X
protein) et Bak (pro-apoptotiques) favorisent la perméabilité de la membrane externe
mitochondriale et la libération de facteurs apoptogénes, comme le cytochrome-c et les
facteurs induisant I'apoptose (AIF, Apoptosis-inducing factor ) dans le cytosol.
Le cytochrome-c est libéré de I'espace inter-membranaire de la mitochondrie provoquant
une oligomérisation du facteur-1 (Apaf-1, Apoptotic peptidase activating factor 1 ), activant
la protéase apoptotique, entrainant la formation d’apoptosome. La formation de ce dernier
est un processus qui nécessite la présence I'ATP (adénosine triphosphate).Enfin,
I'apoptosome active a son tours les caspases exécuteurs qui initient I'activité protéolytique

(Figure 11) (Vazquez-Nin et al., 2011a).

1.1.2. Autophagie

C’est une voie cellulaire hautement régulée pour la dégradation des protéines. C’est
la seule voie connue pour éliminer les organites cytoplasmiques endommagés et les
macromolécules dégradées (comme les protéines, le glycogéne, les lipides et les nucléotides)
par voie lysosomale (Grasso et al., 2015). L'autophagie est indispensable pour le recyclage
des constituants cellulaire qui vont étre réutilisés par la cellule elle-méme (Figure 8). C'est
pour cette raison, le mécanisme d’autophagie est considéré comme un systeme protecteur
des organismes. La mort cellulaire par autophagie s’accompagne d’une vacuolisation
cytoplasmique et d’une activation des enzymes lysosomales. Ce programme de mort
cellulaire est caractérisé par I'absence de réponse inflammatoire tissulaire (Vazquez-Nin et

al., 2011b).

1.L1.2.1. Macro-autophagie
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A l'étape initiale de la macro-autophagie, une structure membranaire dite
(membrane d’isolement) est formée ; cette derniére se développe pour former une vésicule
a double membrane contenant diverses protéines cytosoliques, ainsi des organites
cytosoliques dans la lumiere des autophagosomes. Ces autophagosomes fusionnent ensuite
avec des endosmoses avant de fusionner avec des lysosomes, puis avec des endosmoses ou
des lysosomes pour devenir des autophagosomes (Figures 12 et 13) (Vazquez-Nin et al.,

2011b).

/ \
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.u“ @ cA® .J‘A ) Autolysosome

Autophagosome Fusion de phagosome
-lysosome

Fig. 12: Représentation schématique de la voie autophagique : Macro-autophagie (Vazquez-
Nin et al., 2011b)
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Fig.13 : Représentation schématique de la formation des autophagosomes.

Le systeme de conjugaison (Autophagy —related) Atgl2 — Atg15 s'associe de maniére non covalente
a Atgl6. La formation d'autophagosomes nécessite en outre la participation du systeme de
conjugaison (light chain3-phosphatidyl ethanolamine) LC3-PE. La forme( light chain3 Il) LC3-II est
libérée dans le cytosol (Vazquez-Nin et al., 2011b).

1.1.2.2. Micro-autophagie

Dans cette voie, les portions cytoplasmiques comme le glycogéne et les
ribosomes sont séquestrés par une invagination de la membrane de lysosome par
enroulement d’une évagination en forme de lambeau et/ou une cloison de membrane

lysosomale. Ce processus est lié a des vésicules intra-lysosomales liées a la membrane, dans
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lequel le contenu est dégradé par des hydrolases lysosomales régie par des facteurs

environnementaux (Figure 14) (Vazquez-Nin et al., 2011b).

0-0-9-@

Lysosome Séquestration de ribosome par Dégradation de lysosome
la membrane lysosomal par les enzymes
lysosomales

Fig. 14 : Représentation schématique de la voie autophagique, micro-autophagie (Vazquez-
Nin et al., 2011b)

1.L1.2.3. Systeme d'autophagie médiée par un chaperon

Il est activé par des agents provoquant du stress, tel que la famine, I'exposition aux
toxines et stress oxydatif. Le mécanisme de cette voie initie par le transport des protéines a
travers la membrane lysosomale vers la lumiere lysosomale aprés avoir interagi avec le
chaperon hsc70 (protéine de choc thermique) (Figure 15). Le complexe substrat-chaperon se
lie a un récepteur de la membrane lysosomique. Puis, il permet le passage de substrat a
travers la membrane assisté par un chaperon trouvant dans la lumiére du

lysosome(Vazquez-Nin et al., 2011b).

S A e :
Q - = -
hsc70

Lysosome protéine transportée enzymes Sessssnsasosssasnnoncaes
par chaperon hsc70 lysosomales

Fig. 15 : Représentation schématique de la voie autophagique, systeme d'autophagie médiée
par un chaperon (Vazquez-Nin et al., 2011b)

11.1.3. Nécrose

La mort cellulaire causée par la nécrose est un événement non programmé qui se
produit sous I'épuisement total de I’ATP (Escobar et al., 2015). Contrairement a |'apoptose,
la nécrose est considérée comme une forme passive de mort cellulaire. Elle est déclenchée
principalement par des «accidents» cellulaires (Edinger and Thompson, 2004) qui résultent
de stimuli externes tel que le stress chimique, la chaleur, le choc thermique, le choc

osmotique et le stress mécanique (Escobar et al., 2015).
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La nécrose est caractérisée morphologiquement par la vacuolisation du cytoplasme,
la dégradation de la membrane plasmique et l'induction de l'inflammation autour de la
cellule mourante, attribuable a la libération du contenu cellulaire et des molécules pro-
inflammatoires (Figures 8 et 16) (Edinger and Thompson, 2004). Cette derniére, peut avoir
une signification adaptative évidente dans certaines conditions pathologiques (Escobar et

al., 2015).
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Fig. 16 : Représentation schématique de caractéristiques morphologiques de la nécrose
(Escobar et al., 2015)

11.2. Physiopathologie de I’apoptose

Dans les conditions normales, |'apoptose physiologique aide a maintenir
I'homéostasie cellulaire dans l'organisme. Le nombre de cellules peut augmenter ou
diminuer selon le type d’altération du processus apoptotique qui peut étre due soit a une
apoptose insuffisante ou soit a une apoptose excessive. Par conséquent, I'apoptose doit étre
étroitement régulée car trop peu ou trop de mort cellulaire peut conduire a des pathologies
comme des maladies auto-immunes, des maladies neurodégénératives ou des cancers
(ElImore, 2007b). Normalement I'apoptose élimine les cellules indésirables ou infectées mais
lorsque ce processus est perturbé des pathologies peuvent survenir (Vermeulen et al., 2005).

Actuellement, un grand nombre de composés synthétiques ou naturels se sont
révélés efficaces contre certaines maladies grace a l'induction de I'apoptose dans leurs
cellules cibles (Axay et al., 2017).

Dans les conditions pathologiques, il est apparait clairement aujourd’hui que la
cancérologie a largement bénéficié de I'apport de la compréhension de mécanismes de
I’apoptose cellulaire. Le blocage des programmes de la mort cellulaire participe aussi bien a
la génération de tumeurs qu’a leur dissémination métastasique ou a leur résistance aux

agents pharmacologiques (Mercié and Belloc, 2000).
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Les maladies associées a un déreglement des processus apoptotiques sont

nombreuses. Il peut y avoir deux cas :

- activation de I'apoptose : comme dans la maladie d’Alzheimer, la sclérose en plaque, la
maladie de Parkinson, I'infection par VIH et le diabete.
- inhibition de I'apoptose : comme dans les maladies astrocytaires, les lymphomes et les

mélanomes (Mercié and Belloc, 2000).

Il.L1. Physiopathologie de I’atrésie folliculaire ovarienne
L'ovaire des mammiféeres est un organe extrémement dynamique ou les follicules, en

exces ou défectueux, sont rapidement et efficacement éliminés du facon continue tout au
long de la vie reproductive (Lefevre, 2011) . La grande majorité des follicules (plus que 99%
de tous les follicules) n'atteignent pas le stade pré ovulatoire, mais subissent plutét le
processus dégénératif appelé atrésie folliculaire (Yu et al., 2004) . L'atrésie implique
I'apoptose des ovocytes, des cellules de la granulosa et des cellules de la théque. Le
développement folliculaire dépend de la présence de facteurs de survie qui favorisent la
croissance des follicules et protegent également les cellules de I'apoptose Ceux-ci incluent
des facteurs produits dans l'ovaire comme I'cestradiol, la progestérone, les facteurs de
croissance analogue a l'insuline IGF -1( insulin-like growth factor-1 ) ainsi que les
gonadotropines (Belotti et al., 2017) seule une petite proportion de follicules échappe a la
mort cellulaire programmée et arrivent a I'ovulation (Kiess and Gallaher, 1998) .

Cette forme d’atrésie est caractérisée en particulier par I'arrét de la prolifération et la
mort par apoptose des cellules de la granulosa, la fragmentation de la membrane basale qui
sépare les cellules de la granulosa des cellules de la théque interne, la perte des jonctions
perméables entre les cellules de la granulosa et la réduction de la vascularisation thécale
(Figure 17).

Dans les follicules en croissance terminale, I'atrésie s’accompagne également de la
perte de I'expression et de I'activité de I'enzyme P450 aromatase et de la sensibilité aux
gonadotrophines FSH et LH des cellules de la granulosa, conduisant a la chute du rapport

cestrogénes/androgenes dans le liquide folliculaire (Monniaux et al., 1999) .
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Au début de I'atrésie folliculaire, les caractéristiques morphologiques apparaissent
dans les cellules de la granulosa situées dans la surface interne de la couche de la granulosa
et non dans les autres cellules folliculaires (cumulus oophorus, ovocyte, intra ou extra
theques), indiquant ainsi un roéle initiateur de la cellule de la granulosa dans l'atrésie
folliculaire. De nombreuses stimulations apoptotiques induisent les voies de signalisation
intracellulaires, qui se traduisent par des caractéristiques communes de I'apoptose, c'est-a-
dire l'activation de la caspase-3 (casp3) et la fragmentation ultérieure de I'ADN

internucléosomique (Matsuda et al., 2012).

membrane basale Giiiaea

ovocyte Théque
follicule sain

}

pycnoses

follicule atrétique

follicule en atrésie avancée

G : granulosa, T : theque
Fig. 17 : Représentation schématique des changements morphologiques caractéristiques de
I'atrésie des follicules a antrum et état histologique de la paroi de follicules a différents
stades d’atrésie chez la vache (Monniaux et al., 1999)
Des études ont rapporté de nombreuses molécules de signalisation apoptotiques a
I';euvre dans les cellules de la granulosa et ont révélé qu'elles s'affectent les unes les autres

au cours de la progression de I'apoptose comme les hormones/facteurs de
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croissance/cytokines, un systeme de récepteur ligand de la mort et lymphome/leucémie a

cellules B2 membres de la famille (Bcl-2) (Figure 18) (Matsuda et al., 2012).

from pituitrary

Healthy follicle Atretic follicle

Granulosa cell

Granulosa cell

Granulosa cell Granulosa cell

Fig. 18 : Modele schématique de la croissance des cellules de la granulosa. (a) : cellules de la
granulosa dans un follicule sain, (b) : cellules de la granulosa dans un follicule atrétique
(Matsuda et al., 2012)

Les seules cellules des follicules qui déterminent leur devenir soit vers la croissance
ou soit vers I'atrésie sont les cellules de la granulosa. De nombreuses les molécules sécrétées
par les follicules, les signaux apoptotiques de la surface cellulaire et les molécules de
signalisation intracellulaires sont elles-mémes responsables de son devenir. Par conséquent,
ces substances interagissent de maniére complexes les uns avec les autres dans les follicules
et au également au niveau des ovaires. Ainsi, I'équilibre entre ces facteurs devrait
déterminer le devenir des follicules (Matsuda et al., 2012).

La connaissance de l'anatomie et de la physiologie ovarienne est un prérequis
essentiel pour comprendre la pathologie fonctionnelle de I'ovaire (Bazot et al., 2016) . Les
contréles de qualité au moment de I'insémination artificielle (IA) ou la fécondation in vitro
(FIV) c’est pour éliminer les ovocytes contenant des anomalies méiotiques d’appariements
ou de recombinaisons chromosomiques (Monniaux, 2002).

Un dysfonctionnement de I'apoptose folliculaire, au bénéfice de I'expression des
génes proapoptotique, pourrait entrainer des pathologie ovariennes (Vasseur et al., 1999)
au niveau d’un ou plusieurs follicules ou du stroma ovarien. Les pathologies folliculaires
rencontrées peuvent étre monofolliculaire provoquant I'apparition des kystes folliculaires
simples ou hémorragiques. Elles sont aussi fréquemment plurifolliculaire pouvant étre a

I'origine de dystrophies ovariennes macropolykystiques ou micropolykystiques alors
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associées a des perturbations métaboliques ou endocriniennes (Bazot et al., 2016). Des
facteurs synthétisés et sécrétées par les cellules de la granulosa, I'ovocyte ou retrouver dans
le liquide folliculaire ont un impact direct sur I'apoptose des cellules de la granulosa. Les
facteurs de croissance GDF-9 (Growth Differentiation Factor-9), exprimé au niveau de
I'ovocyte, contréle la transition des follicules du stade préantral vers le stade antrale. lls
jouent un réle important dans la croissance folliculaire et la maturation de I'ovocyte chez
plusieurs especes de mammiferes. La diminution des GDF-9 induit I'activation de caspase-3,
provoquant I'apoptose des cellules de la granulosa ; cet effet peut étre atténué par I'apport
de GDF-9 exogene. Donc, les GDF-9 sont anti-apoptotique dans les follicules prénataux et de
ce fait ils protegent les cellules de la granulosa d’entrer en apoptose en activant la voie PI3-
kinase (Lefevre, 2011). La connaissance des mécanismes moléculaires et cellulaires qui
contrélent la survie ovocytaire permet de proposer des traitement pour préserver cette
réserve et lidentification récente des génes impliqués dans linsuffisance ovarienne
prématurée devrait permettre d’ouvrir rapidement de nouvelles perspectives (Monniaux,

2002).
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Chapitre Il :
Méthodes d’exploration de
I’apoptose



L'apoptose est un sujet d’intérét dans de nombreux laboratoires de recherche
biologique, des méthodes actuelles d'évaluation de I'apoptose dans les cellules cultivées
généralement nécessitent une fixation cellulaire, une lyse cellulaire ou élimination

immédiate des cellules testées(Hanson and Finkelstein, 2019) :

.1, Méthode d’immunohistochimie

L'immunohistochimie (IHC) est couramment utilisée pour montrer la présence de
cellules apoptotiques in situ (Newbold et al., 2014) . La détection par IHC des protéines liées
a I'apoptose est réalisée sur des coupes déparaffinées de 5 mm d'épaisseur (Bressenot et al.,
2009). Ces derniers sont incubés avec un anticorps spécifique. Le site de liaison de I'anticorps
est visualisé sous un microscope photonique ou a fluorescence par un marqueur tel qu'un
colorant fluorescent, une enzyme, un élément radioactif (or colloidal), qui est directement
lié a I'anticorps primaire ou a un anticorps secondaire approprié (Figure 19) (Duraiyan et al.,
2012).

Les marqueurs immunohistochimique de |'apoptose sont la cytokératine-18 clivée (c-
CK18), la caspase-3 clivée (c-cas-3), la lamine clivée A (c-lam-A), histone phosphorylée H2AX
(H2AX), poly (ADP ribose) polymérase clivée(c-PARP) et la translocation du facteur induisant
I'apoptose (AIF) (Holubec et al., 2005) .

4= Marqueur
‘= Marqueur

<= Anticorps secondaire
4= Anticorps primaire

<= Anticorps primaire
4= Antigéne cellulaire
. 4= Antigéne cellulaire

Fig. 19 : Représentation schématique du principe de technique de I'immunohistochimie.

(a) : Méthode directe : L’anticorps spécifique, marqué par un « révélateur chromogéne » se
fixe sur I’antigéne durant I'incubation ; (b) : Méthode indirecte : Sur I'anticorps(Genton,
2006)
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lll.2. Méthode de TUNEL

Le marquage terminal d’UTP Nick-end (TUNEL) (terminale désoxynucléotidyl
transférase dUTP nick end marquage) de I'ADN fragmenté permet aux chercheurs
d'identifier la Fragmentation de I'ADN au niveau unicellulaire (Crowley et al., 2016) . Le role
clé dans la méthode TUNEL est porté par une endonuclease, en particulier le
désoxynucléotidyl terminal transférase (TdT), catalysant I'attachement d'un analogue des
désoxynucléotides (dUTP) au groupement OH de la terminaison libre des ruptures de brin
d’ADN. Le protocole consiste a cultiver et récolter les cellules, fixer et perméabiliser les
cellules pour permettre la pénétration des réactifs de réaction TUNEL dans le noyau, liaison
des dUTP marqués sur les fragments -OH d’ADN fragmenté a |'aide de TdT et visualisation de
la dUTP (Figure 20). Selon I'étiquette, la visualisation peut étre fluorescent (le plus souvent)

ou enzymatique (Majtnerova and Rousar, 2018).
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Fig. 20 : lllustration schématique du méthode de TUNEL
un brin d'ADN rompt le marquage avec Br-dUTP en utilisant la désoxynucléotidyl transférase

terminale exogéne (TdT), (FITC) réactif largement utilisé dans les études sur la prolifération cellulaire
pour détecter Br-dU incorporé lors de la réplication de I'ADN (Darzynkiewicz et al., 2008)
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ll.3. Méthode d’hybridation in situ

L'utilisation de I'hybridation in situ (ISH) avec des sondes poly (A) marquées a la
disoxigénine pour détecter des cellules apoptotiques dans des coupes de tissus (Hilton et al.,
1997). Cette méthode a été comparée a I'évaluation morphologique conventionnelle dans
tous les tissus dans lesquels il y avait des signes d’apoptose. LISH marque
préférentiellement les noyaux rétrécis mais toujours intacts avec émargination de la
chromatine correspondant a un stade précoce de I'apoptose. Aprés dénaturation de I’ADN,
poly (A) sont hybridé aux noyaux des cellules des tissus ischémiques. HIS avec sondes
oligonucléotidiques poly (A) offre une alternative simple originaire d'ISEL pour la détection

des cellules aux premiers stades de I'apoptose (Hilton et al., 1997).

Il.4. Cryométrie en flux

Ce test a été largement utilisé pour |'évaluation de l'apoptose chez différents
modeles expérimentaux. Il est basé sur le principe d’utilisation d'un fluorochromes, tel que
I'iodure de propiduim (PI) capable de se lier et le marquage de I'ADN permet d'obtenir une
évaluation rapide et précise de I'ADN cellulaire contenu par analyses cryométrique en flux
et identification ultérieure des cellules hypodiploides. Le protocole original a amélioré la
capacité pour une mesure rapide et quantitative de I'apoptose cellulaire (Riccardi and

Nicoletti, 2006) .
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Partie expérimentale



Matériel et méthodes



I. Animal

Notre travail a porté sur I'ovaire de vaches adultes récoltées au niveau des abattoirs.
Chaque animal a fait I'objet d’'un examen général avant abattage pour relever les principales
caractéristiques : la race et I'dge (déterminé par la dentition ou par les cornes). Aprés
abattage, les prélevements sont transportés au laboratoire. Au laboratoire, aprés orientation
et examen macroscopique, les appareils génitaux sont classés selon les critéres de
détermination des différents stades de cycle cestral rapporté par Ireland Ireland et al. (1980)

: (Estrus, metoestrus, dicestrus et procestrus (Tableau 4).

Tab. 4 : classification des corps jaunes au cours de cycle oestral des vaches(Ireland et al.,

1980)
Stades de cycle cestral
Caractéristiques
du corps jaune Fin de I’cestrus Metocestrus Dicestrus Procestrus
- Clrouge .
, g - Le point de
- récemment
, rupture est
ovulé et le .
. couvert par CJ bronze ou CJ jaune
Externes point de ) r il 21s .
rubture non I’épithélium, orange claire vers
P - Apex de CJ blanc
couvert par
el 1 rouge ou brun
I'épithélium
- Cl rouge, de
temps en CJ rouge ou brun
temps rempli a l'apex
P P P CJ orange
Internes de sang, seulement, le CJ orange ,
vers jaune
- Cellules reste est
lachement orange
organisées
Diamétre (cm) 0,5-1,5 1,6-2 1,6-2 <1
Mémes que
(. dans le
.. Généralement .
Vascularisation .. IR metoestrus mais Non
Non visible limité a la ) . .
externe du CJ sriohérie lui couvriront visible
perip I'apex du CJ tard
dans cette étape
Follicules de
diametre Absent Présent Peut étre absent Présent
supérieur a 10mm
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Il. Méthodes utilisées
L’étude pratique a été réalisée au niveau de laboratoire de recherche de la fac central a
Alger.

I1.1. Protocole de la technique d’histologie (Martoja and Martoja-Pierson, 1967)

11.1.1. Fixation

Les ovaires prélevés sont fixés, pendant plus de 24h, dans du formol du commerce

tamponné au PBS dilué a 10 %. Puis coupés longitudinalement et placés dans des cassettes
d’histologie portant les références de I'animal (Figure 21). Cette fixation a pour but la
conservation des structures tissulaires du prélevement dans un état aussi proche que

possible du vivant.

Fig. 21 : Prélevement ovarien dans une cassette d’histologie

11.1.2. Déshydratation et substitution (éclaircissement)

Les prélevements doivent étre entierement déshydratés avant I'inclusion dans la paraffine.
On procede a une double substitution car la paraffine n’est pas miscible dans I'alcool ;
pour cela on remplace, selon les étapes, soit I'eau par de l'alcool (on parle de
déshydratation) ou soit I'alcool par le xyléne (on parle de 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 xylene. La durée dans chaque bain est la suivante : Alcool 96° : 30 min. (x4) ;

Alcool 100° : 1h. (x2) ; Xyléne : 1h. (x3).

11.1.3. Inclusion

Les préléevements déshydratés sont immergés dans différents bains de paraffine
chauffée a 56° dans une étuve, une température dépassant juste son point de fusion. La
durée dans chaque bain de paraffine est la suivante : Premier et deuxieme bain de paraffine

: 30min. et le troisieme bain de paraffine : 1h.
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11.1.4. Confection des blocs de paraffine

La confection des blocs de paraffine (Figures 22, 23, 24) a consisté a :

- Mettre et a centrer le préléevement au fond du moule métallique,

- Couler la paraffine liquide dans le moule métallique contenant le prélévement,

- Déposer ensuite la cassette correspondante au prélevement sur le moule métallique.

Le bloc, ainsi constitué, est refroidi rapidement sur une plaque réfrigérée pendant environ
15 minutes. Apres refroidissement et solidification de la paraffine, le bloc de prélevement

est séparé du moule métallique.

Fig. 22 : Mise en place centrée du prélevement ovarien dans le moule métallique

Fig. 24 : Mise en place de I'’ensemble moule-

Fig. 23 : Remplissage du moule métallique
cassette sur un bain de glace

11.1.5. Réalisation et étalement des coupes
11.1.5.1. Réalisation des coupes

Les coupes tissulaires d’une épaisseur de 5 um ont été effectuées a I'aide d’un
microtome (Figure 25). Avant de commencer les coupes, on a reporté les références des

cassettes sur les lames d’histologie a I'aide d’un crayon.
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Fig. 25 : Microtome (a) et bain marie (b)

1.1.5.2. Etalement des coupes
e Afin de ne pas laisser de plis, les coupes sélectionnées sont déposées dans un bain-marie
(42°C) et sont récupérées sur des lames silanisées de type « Super Frost Plus » pour étre
utilisé en immunohistochimie. Ces lames permettent une adhésion sur le verre, grace a
laquelle les coupes de tissus sont d'abord attirées, puis fermement attachées a la surface de
la lame par des liaisons chimiques.
e Enfin, les lames sont séchées a I'étuve (60°C) pendant 2 heures pour étre utilisées en
immunohistochimie.
11.2. Technique de I'immunohistochimie
11.2.1. Principe

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

visualiser in situ un antigéne au niveau des ovaires a l'aide d’un anticorps marqué (Figure

% + Substratde I’enzyme

26).

Anticorps

. rimaire
Anticorps P

secondaire lié a .
une enzyme
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ﬂ Produitde laréaction
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Fig. 26 : Représentation schématique du principe de la technique d’immunohistochimie
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11.2.2. Protocole d’'immunohistochimie
Le protocole prévu pour mettre I'lmmunolocalisation de la caspase-3 active est celui
de Kassouri-Maouche et al. (2019). Il est divisé en deux étapes :

Premiére étape : Préparation des prélevements par la technique d’histologie jusqu’au

séchage des lames dans I'étuve (Voir ci-dessus).

Deuxiéeme étape : Avant de commencer I'immunoréaction indirecte, les coupes sont

déparaffinées et hydratées, puis rincées au PBS. L'exces de PBS est enlevé par égouttage
des lames sur du papier absorbant. Les différentes étapes sont les suivantes (Figure 27):

e Perméabilisation des coupes avec le mélange saponine (Fischer Scientific UK) et
protéinase K (Eurobio) (0,2 mg/ml), a température ambiante.

e Blocage des peroxydases endogénes par un mélange PBS (0,1 M ; pH = 7,2) et peroxyde
d’hydrogéne (H202) a 3% a température ambiante.

® Ringage PBS (x2).

e Les coupes sont entourées avec une résine hydrophobe (Dako-pen) et placées dans une
chambre humide sur un agitateur va et vient.

e Blocage des sites non spécifiques avec du sérum de cheval (réactif jaune du kit
Vectastain).

e Incubation des coupes pendant une heure avec un anticorps primaire anti-caspase-3
active monoclonal (ab32042, Abcam, Cambridge, UK), produit chez le lapin, dilué au
1/100. Sur certaines coupes, I'anticorps primaire est remplacé par le sérum de cheval ;
ces coupes sont utilisées comme des controles négatifs.

¢ Ringage PBS (x2).

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

produit chez le cheval, pendant 1h a température ambiante.

e Rincage PBS (x2).

e Application du complexe Streptavidine-Peroxydase (Réactifs gris du kit Vectastain)

pendant 1h a température ambiante.

e Rincage PBS (x2).

e Le chromogéne utilisé, le 3 ;3’-diaminobenzidine-tétra-hydrochloride (DAB) est déposé

sur les différentes coupes et le contrble de I'immunomarquage est réalisé sous microscope

photonique.
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e Ringage a l'eau distillée.

e Contre coloration a ’hématoxyline.

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

e Déshydratation des lames dans des bains d’alcool a concentration croissante (70, 96 et
100°) et éclaircit dans le xyléne.

e Montage des lamelles avec une goutte de liquide de montage « Eukitt ».

e Les lames montées sont séchées a I'air libre puis observées au microscope photonique.

- Démasquage antigénique
- Blocage des peroxydases endogénes
- Blocage des sites non spécifiques

Q— Blocage des Biotines

| O S—
~< " -—\. l
Anticorpsprimaire N+
e ——
Anticorps secondaire A {,,A,_, -
. S—
Q‘ l
Streptavidine HRP o ——
k\;A-—;fA’—iz—;; ;:\;
Chromogeéne (DAB)* - ) - l !
R e — 4-¥_ E "'\
e eee————
Contre coloration a l
1"hématoxiline

* Surveiller I'intensité du marquage des tissus au microscope

Fig. 27 : Validité de la technique d’'immunohistochimie

L'anticorps utilisé est validé par des controles négatifs insérés au cours du protocole

d’immunohistochimie pour confirmer I'immunomarquage observé sur les prélevements.
11.2.3. Montage des lames

Avant de réaliser le montage des lames, une déshydratation et un éclaircissement

des lames a été réalisé (Figure 28).

38



Fig. 28 : Batterie de déshydratation et d’éclaircissement

11.2.4. Déshydratation

La déshydratation a consisté a faire passer les lames dans des bains d’alcool a
concentration croissante (70°, 96°,100°) pendant 3 minutes par bain.
11.2.5. Eclaircissement

L’éclaircissement a consisté a faire passer les lames dans deux bains de xyléne ; le
premier bain d’'une durée de quelques secondes et le second bain d’'une durée de 10

minutes.

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

liquide de montage « Eukitt» (Figure 29).

Fig. 29 : Montage de la coupe histologique (a) ; liquide de montage « Eukitt» (b)

11.2.7. Observation au microscope photonique
Apres séchage des lames a l'air libre, ces dernieres ont été observées au microscope

photonique et des photos ont été prises a I'aide d’un appareil photo de marque Sony.
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Fig. 30 : Observation au microscope photonique
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Résultats et discussion



L'objectif de notre travail est d’étudier, au niveau de l'ovaire, la localisation et
I’évaluation de I'apoptose ainsi que les mécanismes régulateurs intervenant dans la mise en
place de ce phénomeéne qui peut étre physiologique ou pathologique. L’évaluation du
pourcentage des noyaux apoptotiques nous permet d’indiquer le stade de I'apoptose. Au
stade précoce des follicules atrétiques, I'apoptose se produit uniquement dans les cellules
de la granulosa, tandis qu’au stade tardif des follicules atrétiques, I'apoptose se produit dans
les cellules de la theque interne. Pour cela, un certain nombre d’articles bibliographiques
sont utilisés pour essayer de déterminer les résultats attendus sur les échantillons qui
devraient étre récolté en dehors de la situation actuelle du covid-19.

La description des résultats attendus dans notre travail et leurs discussions seraient
comparables aux données des travaux réalisés chez la méme espéce (vache) par D'Haeseleer
et al. (2006). Ces auteurs rapportent que I'apoptose a été localisée dans tous les types de
cellules ovariennes a divers stades du cycle cestral, en utilisant la détection de la caspase-3
active. Tres peu de cellules apoptotiques ont été trouvées dans les follicules sains (follicules
primordiaux, primaires, secondaires et tertiaires). Par contre, I'apoptose dans les follicules
tertiaires atrétiques était beaucoup plus fréquente, et des scores apoptotiques élevés ont
été enregistrés lors de I'utilisation de la technique TUNEL et des scores inférieurs avec le test
de la caspase-3. Dans les corps jaunes, les grandes et petites cellules lutéales avaient des
scores intermédiaires a élevés en utilisant la caspase-3 active et des scores intermédiaires a
faibles en utilisant le test TUNEL. En déduit que dans toutes les structures ovariennes
examinées, des variations des scores apoptotiques ont été observées aux différents stades

du cycle oestral (Figure 31), suggérant une influence dépendant du cycle sur lI'apoptose .
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Fig. 31 : Détection de I'apoptose (fleches) a I'aide du test TUNEL

(a — d), détection immunohistochimique de la caspase-3 (e— f) et coloration DAPI (g — h) dans les
différents types de cellules ovariennes bovines.(a)Follicule tertiaire kystique au début du dioestrus
avec de nombreuses cellules positives TUNEL dans la couche de granulosa (1), les cellules du
cumulus oophorus (2) et la couche de théque interne (3). Barre = 50 mm. (b) Vue d'ensemble d'un
follicule tertiaire atrétique oblitératif a I'oestrus montrant des cellules positives TUNEL dans les
couches thécales effondrées (4). Barre = 100 mm. (c) cellules positives TUNEL dans I'épithélium de
surface (5) et la tunique albuginée (6) au début du dioestrus; le stroma superficiel (7) et les follicules
primaires (8) sont négatifs. Barre = 50 mm. (d) Positivité TUNEL dans les cellules lutéine du corps
jaune (9) a l'oestrus. Barre = 50 mm. (e) Follicule tertiaire kystique a l'oestrus avec de nombreuses
cellules positives a la caspase-3 dans la couche de granulosa (10) et des nombres inférieurs dans les
couches theques (11). Barre = 50 mm. (f) Vue d'ensemble d'un corps jaune pendant le prooestrus
avec un nombre élevé de cellules de lutéine positives a la caspase-3 (12). Barre = 500 mm. (g)
Follicule atrétique kystique pendant le prooestrus avec un nombre élevé de cellules apoptotiques
dans la granulosa (13), des niveaux modérés dans la théque interne (14) et de faibles niveaux dans la
theque externe (15). Coloration DAPI, barre = 50 mm. (h) Vue d'ensemble d'un follicule tertiaire
atrétique oblitérant pendant le prooestrus avec des cellules apoptotiques (fleches) dans les couches
thécales effondrées (16). Coloration DAPI, barre = 100 mm (D'Haeseleer et al., 2006)
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Le méme travail a été réalisé chez la ratte par Slot et al. (2006) en utilisant les mémes
marqueurs de |'apoptose ovarienne (Fas, FasL, Bcl-2, Bax and caspase-3 mRNA). Les résultats
obtenus sont présentés par les figures 32 -35 et le tableau 5. lls montrent que l'intensité de
I'immunomarquage des protéines Fas, Bax et caspase-3 étaient les plus élevés au diocestrus
et ont diminué par la suite vers le metoestrus. Par contre, FasL et de protéine Bcl-2 étaient
les plus bas au dicestrus et augmentaient vers le metoestrus. L'immunohistochimie a révélé
que la coloration de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 était plus prononcée dans les
follicules pré-antraux sains que dans les follicules atrétiques. En revanche, les protéines pro-
apoptotiques Fas, Fas ligand, Bax et la caspase-3 active étaient plus principalement
présentes dans les follicules atrétiques. Dans [|'épithélium de surface ovarien (ESO),
I'immunocoloration Fas, procaspase-3 et Bcl-2 est apparue indépendante de la phase du
cycle cestral. La coloration du ligand Fas et du Bax a été détectée en particulier pendant le
procestrus dans les cellules ESO entourant les follicules ovulatoires, tandis que la caspase-3
active n'a été observée que dans les cellules ESO au site postovulatoire pendant |'cestrus. La
proportion de cellules lutéales qui se sont colorées positivement pour Fas, Bax et caspase-3
a augmenté avec I'age du corps jaune, tandis que I'immunocoloration du ligand Fas et de Bcl-
2 était la plus forte dans les corps jaunes nouvellement formés et a diminué par la suite. En
conclusion, les composants de la voie de signalisation Fas ont été exprimés de maniére
différentielle tout au long du cycle cestral dans une variété de types de cellules ovariennes,

ce qui peut correspondre a des mécanismes de survie hormonodépendants.
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Fig. 32 : Expression de Fas, ligand Fas, ARNm
et protéine Bcl-2, Bax et caspase-3 dans des
ovaires de rat entiers tout au long du cycle
cestral déterminé par Western blot
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Fig.33 : Localisation immunohistochimique de diverses protéines impliquées dans |'apoptose

dans les follicules pré-antraux de rats cyclistes.
Une coloration positive est représentée par une coloration brune du cytoplasme des cellules (A — C)
Follicules pré-antraux sains; L'immunocoloration Fas (A) a été trouvée dans les cellules de la theque
mais pas dans les cellules de la granulosa, tandis que la procaspase-3 (B) et la Bcl-2 (C) ont été
observées dans les cellules de la granulosa et de la theque. (D-F) Dans les follicules pré-antraux
atrétiques; moins de cellules immunopositives Bcl-2 ont été observées (D), tandis que
I'immunocoloration des ligands Bax (E) et Fas (F) était maintenant également présente dans
certaines cellules de la granulosa des follicules atrétiques modérément (E) et séverement (F). Les
expériences de marquage immunohistochimique ont été répétées au moins six fois avec des
résultats similaires. Cellules theques (TC; fleches), cellules de la granulosa (GC; pointes de fleches),
ovocytes (0o), OSE (pointes de fleches ouvertes). Barre = 20 m (A —C, E, F) ou 40 m (D) (Slot et al.,
2006)
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Tab. 5: Localisation et I'évaluation de I'intensité de marquage de diverses protéines
apoptotiques dans l'ovaire de rat (Slot et al., 2006)

Intensité de la coloration immunohistochimique: absente (-), faible (- / +), modérée (+),
élevée (++).

Fas Fas ligand Bd-2 Bax Pro-caspase-3 Active caspase-3

Preantral follicles

Healthy granulosa - - + — I+ F+ _

Health theca -+ - + + ++

Atretic granulosa -+ —/+ —/+ — I+ T+

Atretic theca ++ ++ —/+ ++ ++ — it
Antral follicles

Healthy granulosa —/+ + — I+ 1t

Health theca - - + + ++

Atretic granulosa + — |+ — |+ —/+ T+

Atretic theca ++ ++ — I+ ++ ++ i+
OSE

Surface + -+ + — i+ i+

At postovulatory site + + + + +

Corpora lutea
1st and 2nd generation + ++ + -+ + — I+
3rd and later generations ++ -+ —/+ ++ ++ 1+




Fig.34 : Localisation immunohistochimique de diverses protéines impliquées dans I'apoptose dans les
follicules antraux de rats cyclistes

Une coloration positive est représentée par une coloration brune du cytoplasme des cellules. (A — B)
Follicules antraux sains; L'immunocoloration du ligand Fas (A) a été observée uniquement dans les
cellules thécales, bien qu'a procestrus, un certain ligand Fas ait été observé dans les cellules de la
granulosa murale des follicules préovulatoires proches de la membrane basale (insert), alors que
Bcl-2 (B) était présent dans les deux granulosa. et les cellules théques. (C — F) Follicules pré-antraux
atrétiques; L'immunocoloration Fas (C) et procaspase-3 (D) est présente a la fois dans les cellules de
la granulosa et de la théque; la coloration pour la caspase-3 active (E) et le marquage TUNEL (F) est
souvent observée dans la granulosa avec des noyaux condensés ainsi que dans certaines cellules
theques apoptotiques. Les expériences de marquage immunohistochimique ont été répétées au
moins six fois avec des résultats similaires. Cellules théques (TC; fleches), cellules de la granulosa
(GC; pointes de fleches), ovocytes (0o), OSE (pointes de fleches ouvertes). Barre = 20 m (C-E) ou 40
m (A, B, F)(Slot et al., 2006)
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Fig. 35 : Localisation immunohistochimique de diverses protéines impliquées dans

I'apoptose dans les cellules épithéliales de surface ovarienne (OSE) de rats cyclistes
Une coloration positive est représentée par une coloration brune du cytoplasme des cellules.(A-E)
Sur la surface ovarienne; Les cellules OSE plates a colonnes montrent une immunocoloration
positive claire pour Fas (A), Fas ligand (B), Bcl-2 (C) et procaspase-3 (E), tandis que
I'immunoréactivité pour Bax (D) était principalement limitée a OSE cellules au site postovulatoire
pendant I'cestrus. (F) Au moment de I'cestrus, au site postovulatoire, certaines cellules OSE étaient
désormais également immunopositives pour la caspase-3 active (voir également I'encart). (G) Coupe
ovarienne témoin incubée avec du sérum de lapin normal au lieu de l'anticorps primaire. Les
expériences de marquage immunohistochimique ont été répétées au moins six fois avec des
résultats similaires. Cellules theques (TC; fleches), cellules de la granulosa (GC; pointes de fleches),
ovocytes (0o), OSE (pointes de fleches ouvertes), corps jaunes (CL). Barre = 10 m (A-E et insert de F),
40 m (F) ou 100 m (G)(Slot et al., 2006)

Les paramétres intervenant dans la régulation des mécanismes apoptotiques sont
expliqués par les résultats de certains travaux utilisant toujours I'ovaire de la vache.

Les résultats rapportés par Carou et al. (2015) décrivent en détail les aspects
morphologiques de I'apoptose induite in vitro par un analogue de la GnRH dans 2 types de
cellules de la granulosa (CG) bovine, CPGB (Primary culture of bovine granulosa cells) et
BGC-1 (Bovine granulosa Cell line), par I'utilisation de la coloration a I’"hématoxyline, par la
méthode TUNEL et par immunocytochimie (ICC). Ces résultats démontrent que I'agoniste de
la GnRH exerce diverses actions sur les CG au cours de la croissance folliculaire. L'un régule a
la baisse (down regulation) la prolifération des CG dans les follicules immatures ainsi que la
stéroidogenése dans les follicules matures, et l'autre régule a la hausse (up regulation)
I'apoptose des CG indépendamment des stades de la croissance folliculaire. Deux principaux
types d'images d'apoptose sont observées, le type A et le type B. La différence entre les

images d’apoptose est la taille du corps apoptotique (CA) (Figures 36-39) dont l'induction

est significative dans les cellules BGC-1 par rapport a CPBG.
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Fig. 36 : Apoptose dans les cellules de Ia
granulosa bovine

(a-1) Cellule BGC-1 en prophase avec un
volumineux (CA) phagocyté
(hématoxyline).Apoptose dans les cellules de
la granulosa bovine. (a-1) Cellule BGC-1 en
prophase avec un volumineux (CA) phagocyté
(hématoxyline). (a-2 et b-2) Apoptose de
type B dans les cellules CPGB montrant de
plus petites portions de cellules apoptotiques
(avec ou sans matiére nucléaire) compactée
pour former divers CA qui sont phagocytés
par les cellules voisines (hématoxyline-
éosine : H&E). (b-1) Apoptose de type A en
culture CPGB avec la cellule entiere
compactée formant un seul CA (H&E). (c)
Ségrégation chromosomique aberrante dans
une cellule CPGB (ICC pour récepteur GnRH).
(d) nucléophagie dans les cellules CPGB
(hématoxyline) (Carou et al., 2015)

Fig. 37 : Images de phagocytose
homologue observée dans des GC en
culture
(a) ICC pour la caspase-3 active. (b) ICC pour
Bax (quadrant inférieur droit, contréle
négatif). (c) ICC pour GnRHr (Récepteur de
GnRH). Image représentative montrant
I'expression de GnRHr dans toutes les
cellules sur CPGB (Carou et al., 2015)
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Fig. 38 : La coloration a I'huile rouge
(ORO : oil red O) des CG contrastait avec
I'hématoxyline

montrant des gouttelettes de lipides
cytoplasmiques comme  produits de
dégradation des CA engloutis apres
traitement des cultures avec 100 nM LA
pendant 48 h : (a et b) CPGB, (c et d) BGC-
1(Carou et al., 2015)

Fig. 39 : (a) Phagocytose observée dans
| les cultures de CG colorées avec H et E
(a-3) CG en métaphase avec une CA
phagocytée. (b)phagocytose homologue
observée dans les cultures de CG colorées
par le test TUNEL (b-1 et b-2) avec une
contre coloration au vert de méthyle; (b-3 et
|| b-4) contre coloration a I'hématoxyline
(Carou et al., 2015)

Apreés avoir donnée les résultats de |'effet de la GnRH au niveau de I'ovaire au cours
de I'apoptose des CG. Les travaux de Porter et al. (2001) sont réalisés afin de déterminer si
I'exposition au pic de LH modifie la sensibilité des cellules folliculaires bovines a I'apoptose.
Pour cela, des CG et de la theque ont été isolées a partir des follicules préovulatoires bovins
avant et 14 h apreés l'injection de GnRH pour induire un pic de LH. Les marqueurs de
I'apoptose, Fas et CD45, sont mis en évidence par IHC; sachant que |'antigéne Fas est un
récepteur membranaire qui induit I'apoptose lorsqu'il est lié par un ligand Fas (FasL). Les
résultats montrent que la protéine Fas a été détectée dans les CG et de la theque des
follicules préovulatoires avant et apres le pic de LH. L'immunomarquage de Fas était plus
intense dans CG que cellules thécales (Figure 40). Les cellules de la théque étaient sensibles
a I'apoptose médiée par Fas avant et aprés le pic de LH. La résistance a I'apoptose des CG
des follicules préovulatoires apres le pic de LH peut étre importante pour une ovulation et

une lutéinisation normale.
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Post-LH

Fig. 40 : Immunolocalisation
de Fas et CD45 dans la paroi
du follicule bovin isolé des
follicules préovulatoires
avant (Pré-LH) ou 14 h aprées
(Post-LH) d’injection de
GnRH
La couche de cellules de la
granulosa (gc) apparait a
gauche et est séparé de la
couche de cellules thécales
(tc) par une membrane
basale. (a-b) :
immunoréactivité pour Fas;
(c-d) : immunoréactivité pour

CD45 (Porter et al., 2001)

La composition du milieu intérieur joue un réle vital pour toutes les cellules de
I'organisme, en particulier, la teneur en oxygene. Les perturbations de I'environnement
peuvent modifier le fonctionnement des cellules. Ainsi, les travaux de Nishimura et al.
(2008) sur des ovaires de buffles sains et non gravides et sur les ovaires de vaches Holstein
ayant pour but d’examiner si une faible teneur en oxygene induit I'apoptose des cellules
lutéales par une culture de ces cellules en atmosphére et en hypoxie par la méthode TUNEL
et le test de cytotoxicité par PCR. Les résultats de la méthode TUNEL montrent que la
fragmentation de I'ADN est produite dans la plupart des cellules cultivées sous état
hypoxique pendant 48 h (Figure 41). L’'analyse PCR en temps réel a montré que |'hypoxie
n'avait pas un effet significatif sur les expressions de 'ARNm Bcl2 et BAX, mais les
expressions de I’ARNm de la caspase 3 est plus élevée a 24 et 48 h de culture en hypoxie. Ces
résultats indiquent que I'hypoxie induit la mort de la cellule lutéale par I'augmentation de
I'expression de la caspase 3. De plus, comme |'hypoxie inhibe la production de P4 au niveau
les cultures des cellules lutéales bovines, nous suggérons qu'une carence en oxygene causée
par une diminution de l'apport sanguin est nécessaire pour la progression de la luteolyse

fonctionnelle et structurelle chez les bovins.
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Fig. 41 : Détection de la
fragmentation de I'ADN dans
les cellules lutéales bovines
par microscopie a
fluorescence
(Nishimura et al., 2008)

20% O:-TUNEL

Pour mieux comprendre les effets des prostaglandines (PGF 2a), hormones utilisés dans la
synchronisation des chaleurs. Yadav et al. (2005) ont menées des travaux pour caractériser
les changements dans la signalisation apoptotique aboutissant a |'apoptose des cellules
lutéales du corps jaune au cours de la lutéolyse. A 4, 12 et 18 h apreés l'injection de PGF2aq,
les ovaires sont collectés et les corps jaunes sont prélevés. L'apoptose est mise en évidence
par IHC et RT-PCR. Les résultats d’analyse montrent une augmentation de cellules
apoptotiques 18 h apreés injection des PGF 2a (Figure 42). Analyse immunohistochimique de
Bax a révélé une augmentation de I'apparence ponctuée des cellules lutéales (en la région
périnucléaire) pendant l'apoptose induite par PGF 2a, un parameétre qui confirme la
localisation accrue de protéines aux mitochondries (Figure 43). Cette étude fournie des

preuves pour la régulation de I'expression de Bax par PGF 2a dans le corps jaune .
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Fig. 42 : Apoptose induite par la prostaglandine F2 dans le corps jaune bovin
(A), représentation schématique de la procédure expérimentale pour le traitement PGF2 et la
collecte du corps jaune chez les vaches buffles (B. bubalis).L'astérisque indique le moment de la
collecte du corps jaune. (B), corps jaune collectés sur les vaches buffles a différents moments apres
le traitement PGF2 ont été traités pour une analyse d'apoptose in situ en utilisant un kit de
détection de mort cellulaire in situ (Roche Diagnostics). Les fleches indiquent les noyaux
apoptotiques. Grossissement : x100 (Yadav et al., 2005)

Fig. 43 : Coupes représentatives des corps jaunes de coloration immunohistochimique pour
Bax

Des coupes de corps jaunes du tissu lutéal collectées avant et a différents moments apres le

traitement par PGF2 ont été réhydratées et incubées avec un anticorps Bax .Les coupes ont été

montées dans du glycérol et visualisées sous un microscope confocal a 100 (Zoom 1,5). L'encart

montre l'immunocoloration observée avec des IgG de lapin (contrdle négatif) (Yadav et al., 2005)

Les résultats rapportés par Albamonte et al (2019) sur des biopsies ovariennes des
adolescentes ayant recu ou non une chimiothérapie pré-chirurgicale montrent un
immunomarquage des follicules ovariens de I'expression de la anti-apoptotique Bcl2 (Figure
44) les protéines de la voie extrinséque Fas/ FasL (Figure 45). Egalement, I'expression de
ces derniéres et la pro-caspase-3 été détecté dans les CG (Figure 46), ceci peut étre dd a la

possible d’augmentation de l'activité des cellules souches ovariennes en réponse a la

chimiothérapie et/ou le cancer extragonadal (Albamonte et al., 2019).
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Fig. 44 : Détection de la protéine Bcl2 anti-apoptotique
dans I'ovaire humain adolescent

(A) follicule primordial et (B) Follicule primordial/primaireBcl2
positif. Bcl-2 était distribué de maniere hétérogene dans une
localisation para-nucléaire dans le cytoplasme de I'ovocyte
(tétes de fleche) (1000X). (C) Follicules secondaires présentent
Bcl-2 dans les CG et dans la cellule germinale proprement dite
(200X). (D)  Follicule antrale (vue partielle), Bcl-2 est
détectable dans les CG (1000X)(Albamonte et al., 2019)

Fig. 45 : Immunocoloration pour les deux protéines Fas /
FasL dans I'ovaire adolescent humain

(a) Follicule primaire (400X) et (b) Follicule secondaire (400X)
étaient positifs pour la protéine Fas. Dans le dernier, il était
détectable dans les cellules des ovocytes et CG. (c) Follicule
primordial positif pour le FasL dans un ovocyte cytoplasme
(1000X). (d) Follicule secondaire positif pour le FasL dans les
cellules d'ovocytes et de CG (400X). O: ovocyte; GC: cellules de
la granulosa (Albamonte et al., 2019)

53



GC

Fig. 46 : Immunodétection pour caspase-3 et TUNEL dosé

dans I'ovaire humain

(A) Follicules primordiaux positifs (téte de fleche) et négatifs
pour la pro-caspase-3 (400X). (B) Vue partielle d'un follicule
antrale atrétique négatif pour la pro-caspase 3 (200X). C Vue
panoramique de l'ovaire cortex montrant |'abondance de
follicules primordiaux positifs pour la protéine caspase-3 clivée
(100X). (D) un follicule atrétique antrale était positif pour la
caspase-3 clivée dans la granulosa et les cellules thécales
(200X). (E) Des cellules apoptotiques ont été détectées dans la
granulosa et les cellules thécales des follicules antraux (400X).
(F) Vue partielle d'un follicule antrale atrétique avec des cellules
de granulosa TUNEL positives (1000X). A: antrum; GC: cellules
de la granulosa, IT: theque interne (Albamonte et al., 2019)

Tab. 6 : Tableau comparatif des résultats des articles synthétisés

Espéce | Méthodes Localisation de I'apoptose Références
GC GT CL ESO Oo
TUNEL
+ + + + -
IHC + + + ) ) D'Haeseleer et
al. (2006)
Bovine DAPI + + ] ] _
IHC Porter et al.
+ + - - -
(2001)
IHC Carou et al.
+ - - - -
(2015)
TUNEL i i N i i Nishimura et
al.(2008)
IHC Yadav et al.
- - + - -
(2005)
Humain TUNEL + + ) ) ) Albamonte et
al, (2019)
IHC
+ - - - -
Rat IHC Slot et al.
+ + + + =
(2006)

(+):présent, (-):absent
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Conclusion



L'immunolocalisation des facteurs régulateurs de I'apoptose (Fas, FasL, caspase-3,
Bcl2, Bax) dans I'ovaire chez certains mammiféres a montré le marquage des différentes
parties structures ovariennes en fonction du stade du cycle cestral : cestrus, metoestrus,
dicestrus et procestrus.

L'ensemble des résultats obtenus de différents travaux montre que les marqueurs
apoptotiques (Fas, Bax, caspase-3, Bcl-2) sont retrouvés dans les différents types de cellules
ovariennes au cours des différents stades du cycle cestral. L'intensité de I'immunomarquage
varie également en fonction du type de follicules et avec le stade du cycle.

Le phénomene d’apoptose affecte I'ensemble des structures cellulaire ovariennes
aux différents stades du cycle cestral chez les bovins.

La connaissance de I'anatomie et de la physiologie ovarienne, ainsi le mécanisme
d’action des facteurs régulateurs de I'apoptose au niveau de cet organe, est un prérequis
essentiel non seulement pour comprendre la pathologie fonctionnelle de l'ovaire au
moment de l'insémination artificielle (1A) ou la fécondation in vitro (FIV), pour éliminer les
ovocytes contenant des anomalies méiotiques d’appariements ou de recombinaisons
chromosomiques, mais aussi pour exploiter ce mécanisme pour améliorer la thérapie en

cancérologie, les maladies neurodégénératives, et auto-immune.
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Annexe 01 :

Titre : Cell-specific localisation of apoptosis in the bovine ovary at different stages of the oestrous
cycle

Auteurs : M.D’haeseleer G.CocquytS. VanCruchtenP.SimoensW. Van DenBroeck

Revue : Theriogenology Volume 65, Issue 4, 1 March 2006, Pages 757-772

Mots clés : Bovin, Ovaire, Apoptose, Stades du cycle

Résumé :

L'apoptose a été localisée dans tous les types de cellules ovariennes de 23 vaches a divers
stades du cycle cestral, en utilisant la détection de la caspase-3 active, le marquage d'extrémité in
situ (TUNEL) et la coloration fluorescente de I'ADN (DAPI). Tres peu de cellules apoptotiques ont été
trouvées dans les follicules tertiaires primordiaux, primaires, secondaires et vitaux. En revanche,
I'apoptose dans les follicules tertiaires atrétiques était beaucoup plus fréquente, et des scores
apoptotiques élevés ont été enregistrés lors de |'utilisation de la technique TUNEL et des scores
inférieurs avec le test de la caspase-3. Les follicules atrétiques kystiques ont montré en général un
score apoptotique plus élevé que les follicules atrétiques oblitérant, avec des scores intermédiaires a
élevés dans les cellules de la granulosa et des scores inférieurs dans les cellules thécales. Dans les
corps jaunes, les grandes et petites cellules de lutéine avaient des scores intermédiaires a élevés en
utilisant le test de la caspase-3 et des scores intermédiaires a faibles en utilisant le test TUNEL.
Indépendamment de la méthode de détection, les scores étaient plus élevés dans les cellules de
lutéine que dans les cellules de stroma capsulaire. Dans toutes les structures ovariennes examinées,
des variations des scores apoptotiques ont été observées aux différents stades du cycle, suggérant
une influence dépendant du cycle sur I'apoptose, bien que les corrélations avec les concentrations
plasmatiques de progestérone soient faibles.

Annexe 02 :

Titre : Estrous cycle dependent changes in expression and distribution of Fas, Fas ligand, Bcl-2, Bax,
and pro- and active caspase-3 in the rat ovary

Auteurs : Slot, K.A.; Voorendt, M.; Boer-Brouwer, de M.; Vugt, van H.H.; Teerds, K.J.

Revue : Journal of Endocrinology, Vol 188(2), 179 - 192. ISSN 0022-0795

Mots clés : cellules épithéliales de surface, acide ribonucléique messager, cellules immunitaires
lutéales, facteur de croissance i, corps jaune, cellules de la granulosa, atrésie folliculaire, apoptose
induite, gonadotrophine chorionique, corps jaunes

Résumé :

Dans la présente étude, la localisation des protéines impliquées dans I'apoptose ovarienne a
été étudiée tout au long du cycle cestral en présence de taux d'hormones fluctuants. L'expression et
les protéines de I'ARNm Fas, Fas ligand, Bcl-2, Bax et caspase-3 ont été détectées dans tous les
extraits de tissu ovarien, bien que la quantité de protéine varie avec la phase du cycle cestral. Les
taux de protéines Fas, Bax et caspase-3 étaient les plus élevés au dicestrus et ont diminué par la suite
vers le metoestrus. En revanche, les taux de ligand Fas et de protéine Bcl-2 étaient les plus bas au
dicestrus et augmentaient vers le metoestrus. L'immunohistochimie a révélé que la coloration de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 était plus prononcée dans les follicules pré-antraux sains que dans
les follicules atrétiques. En revanche, les protéines pro-apoptotiques Fas, Fas ligand, Bax et la
caspase-3 active étaient plus principalement présentes dans les follicules atrétiques. Dans
I'épithélium de surface ovarien , l'immunocoloration Fas, procaspase-3 et Bcl-2 est apparue
indépendante de la phase du cycle cestral. La coloration du ligand Fas et du Bax a été détectée en
particulier pendant le procestrus dans les cellules OSE entourant les follicules ovulatoires, tandis que
la caspase-3 active n'a été observée que dans les cellules OSE au site postovulatoire pendant
I'cestrus. La proportion de cellules lutéales qui se sont colorées positivement pour Fas, Bax et
caspase-3 a augmenté avec I'age du corps jaune, tandis que I'immunocoloration du ligand Fas et de
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Bcl-2 était la plus forte dans les corps jaunes nouvellement formés et a diminué par la suite. En
conclusion, les composants de la voie de signalisation Fas ont été exprimés de maniéere différentielle
tout au long du cycle cestral dans une variété de types de cellules ovariennes, ce qui peut
correspondre a des mécanismes de survie hormonodépendants.

Annexe 03 :

Titre : Apoptosis in ovarian granulosa cells of cattle: Morphological features and clearance by
homologous phagocytosis

Auteurs : Maria Clara Carou , Paula Romina Cruzans, Alejandro Maruri, Juan Carlos Stoc kert , Daniel
Marcelo Lombardo

Revue : Acta Histochemica Volume 117, Issue 1, January 2015, Pages 92-103

Mots clés : Apoptose, Cellules de la granulosa bovine, phagocytose homologue, BGC-1GnRH

Résumé :

L'apoptose est impliquée dans de nombreux processus physiologiques de I'ovaire, tels que le
recrutement de cellules germinales prénatales, I'atrésie folliculaire, I'ovulation et la lutéolyse. Sur la
base de la nécessité de l'implication des cellules phagocytaires pour atteindre la clairance de
I'apoptose et que l'atrésie folliculaire est déclenchée par de faibles stimuli apoptotiques, nous
postulons que les cellules de la granulosa corps apoptotiques engloutis (AC) doivent effectuer ce
processus macrophagique. L'apoptose ayant été définie au début en termes d'aspects
morphologiques, nous décrivons ici I'apoptose induite par un analogue de la GnRH (acétate de
leuprolide, LA) au niveau histologique sur les cellules de la granulosa bovine (culture primaire, CPGB,
et une lignée cellulaire établie, BGC-1). Nous avons observé deux principaux types d'apoptose. Dans
le type A, la cellule entiére ou la majeure partie est compactée en un seul grand courant alternatif
qui est ensuite englouti par les cellules voisines ou simplement détaché. Dans le type B, de petites
portions de cellules, avec ou sans matiere nucléaire, deviennent des AC qui sont également
phagocytées. L'apoptose et la phagocytose homologue ont été confirmées par TUNEL et
Immunocytochimie pour Bax et la caspase active 3. L'induction de I'apoptose était significative dans
les cellules BGC-1 traitées pendant 24 h avec 100 nM LA. Les cellules CPGB ont montré deux types de
réponse avec différentes doses de LA. Le sérum de veau foetal était nécessaire pour trouver
I'apoptose induite par LA.

Annexe 04 :

Titre : Susceptibility of ovarian granulosa cells to apoptosis differs in cells isolated before or after the
preovulatory LH surge

Auteurs : Dale A. Porter, Rebecca M. Harman, Robert G. Cowan, Susan M. Quirk

Revue : Molecular and Cellular Endocrinology 176 (2001) 13-20

Mots clés : Apoptose; Antigene Fas; Surtension LH; Follicule; Ovaire

Résumé :

La poussée de I'hormone lutéinisante initie les dernieres étapes du développement du
follicule ovarien et induit I'ovulation et lutéinisation des follicules préovulatoires. Examiner si
I'exposition a la poussée de LH modifie la sensibilité des cellules folliculaires a des cellules
d'apoptose, de granulosa et de théque ont été isolées a partir de follicules préovulatoires bovins
avant et 14 h apres l'injection de GnRH a induire une surtension de LH. Les cellules de granulosa
isolées avant le pic de LH étaient sensibles a I'apoptose induite par le ligand Fas soluble ou retrait de
sérum, tandis que les cellules isolées apres le pic de LH étaient résistantes a I'apoptose. La résistance
a I'apoptose médiée par Fas était non associé a une diminution des taux d'ARNm ou de protéines de
Fas. Prétraitement des cellules de la granulosa isolées aprés le pic de LH avec le cycloheximide,
inhibiteur de la synthése des protéines, a rendu les cellules sensibles a I'apoptose médiée par Fas,
indiquant que l'inhibition de I'apoptose était médiée par |'expression de facteurs de survie labiles.
Les cellules Theca étaient sensibles a I'apoptose médiée par Fas avant et aprés une exposition a la
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surtension de LH. La résistance a I'apoptose des cellules de la granulosa des follicules préovulatoires
apres le pic de LH peut étre important pour |'ovulation et la lutéinisation normales.

Annexe 05 :

Titre : Hrypoxia Promotes Luteal Cell Death in Bovine Corpus Luteum

Auteurs : Ryo Nishimura, Junichi Komiyama, Yukari Tasaki, Tomas J. Acosta, and Kiyoshi Okuda2
Revue : Biology of reproduction Vol 78, 529-536 (2008)

Mots clés : apoptose, corps jaune, progestérone, transduction du signal, hypoxie

Résumé :

Un faible taux d'oxygéne causé par une diminution de l'apport sanguin est connu pour
induire diverses réponses des cellules, y compris I'apoptose. la présente étude a été menée pour
examiner si une faible teneur en oxygene conditions (hypoxie) induisent I'apoptose des cellules
lutéales chez les bovins. Cellules médio-utéales bovines incubées sous hypoxie (3% 02) ont montré
beaucoup plus de mort cellulaire que ceux incubés sous normoxie (20% 02) a 24 et 48 h de culture,
et avait des niveaux de progestérone (P4) significativement plus bas a partir de 8 h. Caractéristiques
de l'apoptose, telles que noyaux rétrécis et fragmentation de I'ADN, ont été observés dans des
cellules cultivées sous hypoxie pendant 48 h. L'hypoxie a augmenté les expressions d'’ARNm de BNIP3
et caspase 3 a 24 et 48 h de culture. L'hypoxie n'avait pas effet significatif sur les expressions de
I'ARNm BCL2 et BAX. L'hypoxie a également augmenté la protéine BNIP3 et activé la capsase-3.
Traitement de la mort cellulaire atténuée P4, ARNm de la caspase-3 expression et activité caspase-3
sous hypoxie. Résultats globaux de la présente étude indiquent que I'hypoxie induit la cellule lutéale
I'apoptose en augmentant l'expression de la protéine proapoptotique, BNIP3, et en activant la
caspase-3, et que l'induction de I'apoptose par hypoxie est partiellement causée par une diminution
de P4 production. Parce que I'hypoxie supprime la synthese de P4 chez les bovins cellules lutéales,
nous suggérons que la carence en oxygene causée par un la diminution de I'apport sanguin dans le
corps jaune bovin est I'un des les principaux facteurs contribuant a la fois au fonctionnement
lutéolyse.

Annexe 06 :

Titre : Prostaglandin F2a mediated Activation of Apoptotic SignalingCascades in the Corpus Luteum
during Apoptosis
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Revue : The journal of biological chemistry Vol. 280, No. 11, Issue of March 18, pp. 10357-10367,
2005

Résumé :

Il a été démontré que la prostaglandine F2 (PGF 2a) agissant via un récepteur couplé a la
protéine G induit I'apoptose dans le corpus luteum de nombreuses espéces. Des études ont été
réalisées pour caractériser les changements dans la ou les cascade (s) de signalisation apoptotique
aboutissant a I'apoptose du tissu lutéal pendant PGF 2a - lutéolyse induite chez les espéces bovines
dans lesquelles l'initiation de I'apoptose était démontrable 18 h aprés traitement exogéne PGF 2a.
Une analyse des bras d'éléments de la cascade de signalisation apoptotique révélé cette PGF 2a
injection a déclenché une augmentation du rapport de Bax a Bcl-2 dans le tissu lutéal des 4 h aprées le
traitement qui est resté élevé jusqu'a 18 h. Cette augmentation était associée a I'élévation de la
caspase-9 active et -3 niveaux de protéines et activité (p <0,05 a 4-12 h, mais a une poussée
d'activité n'a été observée qu'a 18 h apres le traitement qui n'a pas pu étre expliquée par les
changements dans le Rapport Bax / Bcl-2 ou changements de translocation de Bax a mitochondries.
Examen du tissu lutéal pour FasL / Fas la cascade des récepteurs de la mort a révélé une expression
accrue de FasL et Fas a 18 h accompagné d'un important (p <0,05) induction dans l'activité caspase-8
et niveaux de Bid tronqués. De plus, I'administration intrabursale d'inhibiteurs spécifiques de la
caspase, en aval du cascades de signalisation apoptotique extrinséque et intrinséque, dans un
modele de rat pseudo-enceinte a révélé une plus grande importance de la cascade de signalisation
apoptotique extrinseque dans la médiation de I'apoptose du tissu lutéal pendant le traitement par
PGF 2a. La DNase responsable de I'apoptose induite par PGF 2a .La fragmentation de I'ADN s'est
avérée étre une DNase dépendante du Ca2 / Mg2, sensible a la température et active de maniére
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optimale dans des conditions de pH neutre. Cette DNase putative a été inhibée par l'inhibiteur
recombinant de la DNase activée par la caspase, et I'immunodéplétion de la DNase activée par la
caspase a partir des lysats lutéaux a aboli I'activité de fragmentation de I'ADN. Ensemble, ces
données démontrent pour la premiere fois des changements temporels et spatiaux dans les cascades
de signalisation apoptotique au cours de |'apoptose induite par PGF 2a dans le corps jaune .
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Titre : The ovarian germinal reserve and apoptosis-related proteins in the infant and adolescent
human ovary
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Résumé :

L'ovaire pubertaire normal présente tous les stades de développement folliculaire et un
rapport de protéine BAX / BCL2 biaisé en faveur de la protéine BAX proapoptotique comparable a
I'ovaire adulte. Cependant, les adolescents souffrant d'une maladie extra-gonadique maligne
présentent un développement folliculaire limité aprés un traitement médicamenteux cytotoxique et
une capacité réduite de croissance folliculaire in vitro. Nous avons évalué I'expression des membres
pro- et anti-apoptotiques de la famille des génes BCL2, les protéines FAS / FAS-L de la voie de
I'apoptose extrinseque, le marqueur spécifique aux cellules germinales VASA, le marqueur de
pluripotence OCT3 / 4 et les marqueurs de apoptose précoce et tardive de l'ovaire de patients
pubertaires atteints d'une maladie extra-gonadique maligne, ayant recu ou non une chimiothérapie
pré-chirurgicale, entrant dans un programme de cryoconservation.
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