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La fécondabilité, c'est-a-dire la probabilité de concevoir par cycle, diminue avec l'age.
Ce constat, conjugué a l'augmentation de I'age de la grossesse chez la femme (30 ans en
France en 2010), permet d’appréhender pourquoi l'infertilité liée a I'dge constitue
actuellement une problématique prépondérante dans les consultations d'infertilité. La
baisse de la fertilité avec I'age est déterminée par la diminution a la fois quantitative et
gualitative de la réserve ovarienne [1]. A partir de 35 ans, on observe une diminution
accélérée de ce stock ovocytaire correspondant a un déclin de la fertilité. Chez certaines
patientes, cette diminution de la réserve ovarienne (DOR) survient prématurément avec une
altération précoce des marqueurs de la réserve ovarienne. Elle est généralement associée a
une mauvaise réponse a la stimulation ovarienne et a des chances de grossesse diminuées

en FIV [2, 3].

La mitochondrie, organite cytoplasmique quantitativement le plus important dans
I’ovocyte, pourrait intervenir a deux titres dans la pathogenése de cette DOR : d’'une part en
raison de son réle sur la qualité ovocytaire, et d’autre part du fait de son implication dans

I’atrésie folliculaire via son réle dans I'apoptose.

Au sein du follicule ovarien, le dialogue entre ovocyte et cellules folliculeuses joue un
réle majeur dans la croissance et la maturation de l'ovocyte, avec l'acquisition de sa
compétence a la méiose et au développement embryonnaire. Les cellules folliculeuses
fournissent nutriments et facteurs de croissance, tandis que parallelement, I'ovocyte sécréte
des facteurs paracrines appelés OSF (Oocyte-Secreted Factor), tels que le GDF-9 (Growth
Differentiation Factor 9) et le BMP-15 (Bone Morphogenetic Protein 15), supportant ainsi la

croissance, la prolifération et la différentiation des cellules folliculeuses.

Ce travail se base sur I'hypothese d’une implication de la mitochondrie dans les
processus de vieillissement ovarien, dont les cellules folliculeuses pourraient étre le témoin.
Apres quelques données épidémiologiques sur la fertilité, avec notamment I'importance du
critére de I'dge de la femme sur la fécondabilité, nous évoquerons le réle majeur des cellules
folliculeuses dans la biogenese ovocytaire, par un systeme de signalisation bidirectionnelle
entre I'ovocyte et la cellule folliculeuse. Puis, nous présenterons quelques rappels sur la
mitochondrie, et nous détaillerons leur importance dans la qualité ovocytaire et la genése de

I'infertilité. Dans un deuxieme temps, nous présenterons les différentes techniques utilisées
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afin de mener a bien ce projet, et nous exposerons les résultats obtenus. Enfin pour clore ce
travail, nous discuterons de I'enjeu de ce projet dans la compréhension du vieillissement

ovarien, avant d’exposer les perspectives que nous envisageons par la suite d'explorer.

A. FERTILITE ET VIELLISSEMENT OVARIEN

I. Epidémiologie de la fertilité

1. Définitions et étiologies

La fertilité se définit comme |'aptitude biologique a obtenir une naissance vivante,
tandis que la fécondité fait référence a un état, c'est-a-dire le fait d’avoir eu un enfant
vivant. En France, la prévalence de l'infertilité est estimée a 15 %, ce qui signifie qu’un
couple sur six consulte au moins une fois dans sa vie pour une difficulté a procréer, soit
60 000 nouveaux couples par an en France. Deux approches sont principalement utilisées
pour mesurer la fertilité : le Délai Nécessaire pour Concevoir (DNC), et la fécondabilité, c'est-
a-dire la probabilité de concevoir a chaque cycle. Les étiologies incriminées sont réparties
comme suit : facteur masculin prédominant (20 %), facteur féminin (33 %), facteur mixte a la
fois féminin et masculin (39 %), tandis que les étiologies idiopathiques représentent tout de
méme 8 % des cas [4]. L'age des couples désirant un enfant occupe une place prépondérante

et croissante parmi ces causes d’infertilité.

2. Importance de I’age sur la fertilité

En France, I'dge de la premiére maternité est de 28 ans en moyenne en 2010, soit
guatre ans plus tard qu’a la fin des années 1960, tandis que I'dge moyen des méres a
I'accouchement quel que soit le rang de naissance de I'enfant atteint 30 ans. Ce report
d'age, responsable d’une diminution relative de la fertilité, expliquerait, au moins en partie,
['augmentation du nombre de couples ayant recours aux techniques d’Assistance Médicale a
la Procréation (AMP). En effet, la fécondabilité naturelle d’un couple diminue avec I'dge : de

25 % par cycle a I’age de 25 ans elle passe a 12 % a 35 ans et seulement 6 % a 42 ans.

Avec l'effet cumulatif des cycles, a 25 ans, les chances de grossesse sont de 60 %
apres six mois d’exposition optimale, de 80 % apres un an, et de 90 % apres deux ans. Ces
valeurs sont diminuées de 50 % chez les femmes de 35 ans, et jusqu'a 75 % pour les femmes
de 42 ans. Ainsi, a cet age, la probabilité cumulée de grossesse n'atteint que 25 % apres deux

ans d’essai.
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Par ailleurs, la prévalence des fausses-couches spontanées augmente également avec
I’age : de 12 % de FCS a 25 ans, on passe a 35 % a 35 ans, jusqu’a prés de 50 % a 42 ans, en
raison probablement d’une chute de la réceptivité endométriale, associée a une diminution

de la qualité ovocytaire embryonnaire [5].

3. Place de ’AMP

D’apres le rapport de I'Agence de la Biomédecine, 141 277 tentatives d'AMP ont été
réalisées en 2011, avec environ 2 fois plus tentatives de FIV qu’il y a 10 ans (79 529 cycles de
FIV intraconjugales contre 37 946 en 1999 d’apreés le rapport FIVNAT). Selon l'indication, la
prise en charge du couple sera orientée vers la technique appropriée : llU (Insémination
Intra-Utérine), FIV (Fécondation In Vitro) classique, ICSI (IntraCytoplasmic Spermatozoide
Injection), TEC (Transfert d'Embryon Congelé) voire IMSI (Intracytoplasmic Morphologically-
selected Sperm Injection), don de gametes ou d'embryons, DPI (Diagnostic Pré-
Implantatoire), DPC (Diagnostic Pré-Conceptionnel), MIV (Maturation In Vitro)... Cependant,
malgré 'essor des techniques, les taux de succes en AMP restent relativement faibles,
puisqu’on estime le taux de grossesse échographique en FIV a 23 %, et le taux
d'accouchement a 19 % par ponction. L'age de la femme constitue également un facteur
péjoratif sur les taux de grossesse en AMP. L'dge moyen des patientes lors d’'un premier
recours a la FIV est de 34,7 ans en 2002 (FIVNAT 2002), alors que la proportion de FIV
entreprises chez des femmes apres 40 ans est en constante augmentation, passant de 12 %
en 1997 a 15 % en 2008. Or, la chute des taux de succes en FIV s"amorce dés 35 ans : le taux
d’accouchement par ponction passe de prés de 20 % avant 30 ans a 13.1% a 37 ans et a
6.5% a 42 ans (FIVNAT 2006). Selon le modele de Léridon, il est possible d’évaluer les
chances de succés d’un couple cherchant a avoir un enfant selon I’'dge de la femme en début

de grossesse [6] :

e Sur 100 femmes cherchant a concevoir a partir de 30 ans, 91 auront un enfant dans
les 4 ans sans recourir a I’AMP, 3 y parviendront ensuite grace a ’AMP et les 6 autres

resteront sans enfant ;

e Sur 100 femmes cherchant a concevoir a partir de 35 ans, 82 auront un enfant dans

les trois ans, 4 grace a ’AMP, et 14 resteront sans enfant ;



e A partir de 40 ans, 57 femmes réussiront a concevoir dans les deux ans, 7 en

recourant a 'AMP et 36 resteront sans enfant.

Le role prépondérant de la qualité ovocytaire dans la chute de la fertilité avec I'age
est illustré par le modele du don d'ovocyte. En effet, chez les receveuses agées (> 40 ans)
bénéficiant d'ovocytes issus de femmes jeunes, le taux de succes en AMP avoisine celui de

femmes jeunes effectuant une FIV en intraconjugal [7].

En conséquence, le College National des Gynécologues Obstétriciens Francais
(CNGOF) recommande de consulter aprés un an de rapports réguliers en |'absence de

grossesse, et des 6 mois si la femme a plus de 35 ans [8].

Il. Vieillissement ovarien

1. Atrésie folliculaire

Le pool ovocytaire est constitué dés le cinquieme mois de la vie intra-utérine. Puis,
physiologiguement, on observe une diminution de ce stock par apoptose, de facon
exponentielle avec I'age [9], avec un point d’inflexion a 35 ans. Au cinquieme mois de la vie
intra-utérine, 6 a 7 millions de follicules primordiaux sont présents, puis décroit aux
alentours de 1 million a la naissance, atteint 300 000 a la puberté, pour arriver a une valeur
critique de 25 000 a un age moyen de 37,5 ans ; et aboutir a environ 1 500 a la ménopause

(Figure 1) [10].
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Figure 1 : Modele de Wallace représentant le déclin des follicules primordiaux avec I'age [11]



De récentes études estiment que 95 % des femmes de 30 ans possedent moins de
12 % du stock initial de follicules et qu'a I'age de 40 ans, il reste moins de 3 % du stock initial

[12] (Figure 2).
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Figure 2 : Pourcentage de la réserve ovarienne en fonction de I'adge [11]

La diminution accélérée du stock ovocytaire s'accompagne d'une élévation de la FSH,
liée a une libération diminuée d'inhibine B par l'ovaire. On observe initialement un
raccourcissement des cycles menstruels, puis une irrégularité des cycles. Le stade suivant est
caractérisé par I'épuisement folliculaire, signant la ménopause. Celle-ci survient a 51 ans en
moyenne, mais 10 % des femmes seront ménopausées a I'age de 45 ans, 1 % avant 40 ans et
0,1 % avant 30 ans. On estime que l'infertilité précede d'environ 13 ans la survenue de la
ménopause, soit vers un age moyen de 41 ans, mais plus précocement chez un certain
nombre de femmes [12]. En supposant cet intervalle fixe de 13 ans entre le début du déclin
accéléré de la fertilité et la ménopause, une proportion importante de femmes d’une
trentaine d’années asymptomatiques serait a risque d’apparition précoce d’une
hypofertilité. Ainsi, chez certaines patientes, la diminution de la réserve ovarienne (DOR)
survient prématurément avec une altération précoce des marqueurs de la réserve
ovarienne. Elle est généralement associée a une moins bonne réponse a la stimulation

ovarienne et a des chances de grossesses diminuées en FIV [2, 3].
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Ce vieillissement précoce, touchant 10 % de la population générale, est a différentier
de I'Insuffisance Ovarienne Prématurée (IOP). Celle-ci est caractérisée par une aménorrhée
de plus de 4 mois, survenant avant I’age de 40 ans, et associée a un taux de FSH > 40 UI/L sur

au moins 2 prélévements [13]. Sa prévalence est estimée a 1-2 % de la population féminine.

2. Altérations qualitatives

En plus de la diminution du pool de follicules primordiau, il existe également une
accumulation d’anomalies qualitatives au sein des ovocytes restants : délétions et déplétions
de I'ADN mitochondrial [14], anomalies de formation du fuseau méiotique et non-
disjonctions méiotiques [15] a l'origine d’aneuploidies et de fausses couches, sclérose
vasculaire induisant une ischémie de l'ovaire... Grondahl et al. [16] ont montré que 342
génes sont exprimés dans les ovocytes différemment selon I'dge de la patiente, et
constituent donc des candidats potentiels prédictifs de la qualité ovocytaire. Une autre
étude menée sur 500 ovocytes en métaphase Il de souris a identifié sur 11 00 transcrits 5 %

de genes (530 genes) dont I'expression génique était significativement modifiée [17].

Par ailleurs, les cellules de la granulosa sont le siege de nombreuses modifications
lies a I'age : diminution de l'index mitotique, augmentation de I'apoptose, diminution de la
synthése des glycoprotéines, des stéroides, et des facteurs de croissance, avec une

perturbation de l'interaction entre |'ovocyte et les cellules folliculeuses.

De nombreux facteurs de signalisation sont impliqués dans la perte folliculaire : les
facteurs pro-apoptotiques bax [18] et Fas-Fas ligand [19], le facteur anti-apoptotique Bcl-2,
les facteurs de survie ovocytaire Kit ligand-c-kit [20, 21], le facteur de transcription FOXL2
[21] exprimé dans les cellules de la granulosa et inhibiteur de I'activation des follicules de la
réserve, ou la voie de signalisation PTEN-PI3K-Akt (Figure 4) [22]. Sont impliqués également
GDF9, BMP-4, BMP-7, BMP-15, I'AMH, la FSH, le récepteur nucléaire SF1 ou le LIF stimulant
la synthése du KL par les cellules de la granulosa (Figure 3)..Par ailleurs, alors que la
dégénérescence de I'ovocyte par apoptose est a I'origine de la disparition des follicules
primordiaux et primaires, dans les follicules a antrum, I’atrésie est initiée par I'apoptose des

cellules de la granulosa, puis des cellules de la theque [23].
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Figure 3 : Facteurs mis en jeu dans Figure 4 : Implications de la voie de PI3K
I'entrée en croissance du follicule dans I'activation ou le maintien au repos
primordial des follicules primordiaux [22]

3. Evaluation de la réserve ovarienne

L'évaluation de la réserve ovarienne par les dosages hormonaux constitue un
préalable incontournable a la prise en charge d’une infertilité. Le bilan hormonal sera
pratiqué au début du cycle menstruel (J2-J3 du cycle). Il comprendra le dosage de la FSH
plasmatique conjointement de celui de I'oestradiolémie, associé au dosage de ’AMH dont la
valeur est indépendante du cycle menstruel. Le Compte des Follicules Antraux (CFA) sera

ere

réalisé par échographie en 17 partie de cycle. L'AMH et le CFA, pour lesquels De Vet a
montré une bonne corrélation [24], constituent de bons marqueurs de la réponse ovarienne
a une stimulation ovarienne. lls permettent de définir potentiellement de bonnes ou de
mauvaises répondeuses, mais ont cependant une faible valeur prédictive de survenue de
grossesse [25]. En outre, le dosage de I'AMH, en tant que marqueur de la qualité ovocytaire

demeure largement controversé [26].

B. OVOCYTE ET MICRO-ENVIRONNEMENT FOLLICULAIRE

l. Ovogeneése

L'ovogenése représente I'ensemble des processus permettant la multiplication, la
croissance et la différentiation des cellules germinales femelles jusqu’au stade de I'ovocyte
mature. Ces phénomenes sont sous la dépendance du dialogue existant entre |'ovocyte et
les cellules folliculeuses. C'est un processus discontinu, se déroulant de la vie foetale, jusqu'a

la ménopause, et se déroulant selon la chronologie suivante (Figure 5 et annexe 1) [27] :
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. Multiplication : Les ovogonies se multiplient par mitose pendant la vie foetale, et
entrent en méiose jusqu'au stade d'ovocyte |, bloqué en fin de prophase de premiere
division (noyau sous forme de vésicule germinative). Les ovocytes | s'associent avec les
cellules périoovocytaires, pour former les follicules primordiaux.

. Croissance : Cette longue phase, débutant apres la naissance et se terminant lors de
la maturation finale du follicule, permet a I'ovocyte de passer d'une taille de 35-40 um a une
taille de 120 um de diameétre. Le noyau, au stade de vésicule germinative, voit son diametre
doubler de taille. L'ovocyte est alors le siege de phénomeénes de transcription et de
synthéses protéiques intenses (ZP1, ZP2 et ZP3, protéines du cycle cellulaire) et de
modifications cytoplasmiques (au niveau mitochondrial, de I'appareil de Golgi, des granules
corticaux, et de la zone pellucide). Au fur et a mesure de sa croissance, |'ovocyte pourra alors
acquérir sa compétence méiotique puis sa compétence au développement, se finalisant
apres la décharge ovulante de LH. A la fin de la phase de croissance, la chromatine se
réorganise au niveau périnucléolaire, et les activités de transcription s’estompent.

. Maturation: Elle comprend une maturation cytoplasmique, nucléaire et
membranaire. La maturation cytoplasmique correspond a la capacité que posséde un
ovocyte mature a subir une fécondation ainsi qu'a soutenir un développement
embryonnaire normal, grace a l'accumulation de transcrits maternels. Au cours de la
croissance ovocytaire, l'acquisition de la compétence cytoplasmique reste difficilement
appréciable, en dehors de I'évaluation du diametre de I'ovocyte. Concernant la maturation
nucléaire, chaque mois et ce jusqu’a la ménopause, le pic préovulatoire de LH permettra a
un ovocyte de reprendre sa méiose (métaphase |, anaphase | et télophase ). L'ovocyte
expulse alors son premier globule polaire, sans subir d’interphase, puis débute sa deuxieme
division méiotique jusqu'au stade de métaphase Il. Seul le processus de fécondation lui
permettra de terminer sa méiose (anaphase Il et télophase ll), et d'expulser son deuxieme

globule polaire.
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Figure 5 : Schéma général de I'ovogenese [28]
Au niveau moléculaire, I'inhibition de la reprise de méiose au stade de prophase | est rendue
possible grace a des facteurs folliculaires comme I'OMI (Oocyte Meiotic Inhibitor), et grace
des facteurs ovocytaires comme une concentration élevée en AMPc. En revanche, la
décharge ovulante de LH va bloquer la transmission du signal OMI, induire une synthése de
Stérols Activateurs de Méiose (MAS) par les cellules du cumulus, une libération de calcium
intracellulaire, et diminuer la concentration d’AMPc, permettant ainsi la reprise de la
méiose. Celle-ci est également initée par un facteur cytoplasmique, le MPF (M-Phase
Promoting Factor), qui induit la phosphorylation de diverses cibles (histones 1, I’ARN
polymérase, protéines associées aux microfilaments...). Ces phénomeénes entrainent la
rupture de la vésicule germinative (GVBD), la condensation des chromosomes, le
remodelage du cytosquelette pour la mise en place du fuseau méiotique, ainsi que des
modifications de la synthese protéique. Le maintien de I'ovocyte en métaphase Il est alors
permis grace au facteur cytostatique CSF, kinase inhibant la dégradation des cyclines et

permettant le maintien d’un taux élevé de MPF.

Il. Folliculogenése

La folliculogenése correspond a la succession des différentes étapes du
développement folliculaire de la sortie de la réserve jusqu’a I'ovulation ou I'involution [27].
C’est un phénomene continu ou I'ovaire a une activité propre et une régulation locale, alors
que I'axe hypothalamo-hypophysaire ne régule,-a partir de-la- puberté et.de facon cyclique,

que les étapes de la folliculogenese terminale et de I'ovulation. L’évolution. folliculaire la plus
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commune est 'atrésie (99.9%), puisque sur un stock foetal de 7 millions de follicules, 400

follicules seulement iront jusqu’a |'ovulation.

1. Différents types histologiques de follicules

Au cours de son développement, un follicule va passer par différents stades (Figure 6 et
annexe 2) :

. Follicule primordial : Un follicule primordial est constitué d’'un ovocyte bloqué en fin
de prophase |, et d’'une couche de cellules folliculeuses endothéliformes aplaties. Les
follicules primordiaux représentent plus de 95 % de la population folliculaire totale de
I'ovaire, constituant la "réserve ovarienne".

. Follicule primaire : Un follicule primaire est constitué d’un ovocyte bloqué en fin de
prophase |, et d’une couche de cellules folliculeuses cubiques. La membrane de Slavjanski
devient visible, ainsi que le premier signe de formation de la zone pellucide.

. Follicule secondaire: Ce follicule est composé d’un ovocyte bloqué en fin de
prophase |, et de plusieurs couches de cellules folliculeuses cubiques, constituant la
granulosa.

. Follicule préantral : Ce follicule présente un nombre supérieur de couches de cellules
de la granulosa, tandis que les cellules du stroma s’organisent en theques interne et externe.
C'est a ce stade que le follicule devient sensible aux gonadotrophines.

. Follicule tertiaire ou cavitaire ou « a antrum » : A ce stade apparait une cavité riche
en liquide folliculaire, I'antrum. Les cellules folliculeuses s’organisent en cumulus oophorus
au niveau duquel fait saillie I'ovocyte (la couche cellulaire interne prenant le nom de corona
radiata), et en granulosa murale pour celles regroupées le long de la paroi folliculaire. La
théeque interne, tres vascularisée, est formée de cellules chargées d'aromatiser les
androgénes en estrogenes, tandis que la theque externe est constituée de cellules

stromales.
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Figure 6 : Représentation schématique des différents stades de la folliculogenése [29]

2. Chronologie

La folliculogenése suit la dynamique suivante (Figure 7) :

. Quiescence des follicules primordiaux

. Initiation de la croissance folliculaire de base
Cette étape correspond au passage du stade de follicule primordial a primaire. Le nombre de
follicules sortant de la réserve par jour est proportionnel a la réserve ovarienne. Chez une
femme de 20 ans, une vingtaine de follicules par jour initient ainsi leur croissance. L'ovocyte
augmente en taille, de méme que son noyau. A partir d’'une certaine taille, I’envoi de signaux
paracrines aux cellules péri-ovocytaires entraine leur transformation en cellules cubiques,
ainsi que leur multiplication. Les facteurs impliqués sont notamment le Kit-Ligand et son
récepteur c-kit, le LIF ; tandis que I'’AMH, produite par les cellules de la granulosa des
follicules primaires a antraux de 2-7 mm, exerce un rétrocontréle négatif en inhibant
I'initiation de la croissance des follicules primordiaux.

. Croissance folliculaire de base
Cette phase permet le passage du stade de follicule primaire au stade de follicule a antrum
de 2-5 mm de diametre. Elle implique des facteurs ovocytaires, tels que GDF9 et BMP15,
nécessaires a la croissance des follicules primaires et a la formation des follicules
secondaires.

. Développement folliculaire terminal
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Cette derniere phase se trouve sous la dépendance des gonadotrophines, avec par
conséquence un impact possible des traitements de stimulation de I'ovulation en FIV. D'une
durée de 15 jours, elle est activée des la régression du corps jaune du cycle précédent, et
permet le passage d’un follicule de 2 mm de diamétre au stade pré-ovulatoire de 20 mm,
avec une multiplication intense des cellules de la granulosa. Trois étapes successives sont a
distinguer [27] :

- Recrutement : Suite a la régression du corps jaune pendant la phase lutéale du cycle
précédent, la chute conjointe de I'estradiol et de I'inhibine A entraine par rétrocontrole
I'augmentation de la FSH. Les follicules antraux recrutables, c'est-a-dire sensibles aux
gonadotrophines, entrent alors en croissance terminale, constituant une cohorte de
follicules. Pendant la phase folliculaire précoce, I'augmentation progressive de la FSH permet
la multiplication des cellules de la granulosa, puis I'acquisition sur celles-ci de récepteurs a
FSH, induisant ainsi I'expression d’une activité aromatase convertissant les androgenes en
estrogenes.

- Sélection : En milieu de phase folliculaire, sous I'effet de 'augmentation progressive
de I'estradiol et de I'inhibine B sécrétés par les follicules recrutés, le taux de FSH diminue. La
chute brutale de la FSH n'est pas supportable par tous les follicules, et seuls les follicules
ayant le seuil de réponse a la FSH le plus bas - correspondant au nombre d'ovulation
caractéristique de I'espéce - poursuivent leur croissance.

- Dominance: Cette phase voit la croissance et la maturation du follicule
préovulatoire, la régression par atrésie des autres follicules de la cohorte, et le blocage du
recrutement de nouveaux follicules. Progressivement le follicule passe de FSH- a LH-
dépendant, par acquisition de récepteurs a LH sur la granulosa et pourra ainsi répondre a la
décharge pré-ovulatoire de LH.

. Ovulation
L'ovulation correspond a I'expulsion de I'ovocyte hors du follicule. L'augmentation
exponentielle de la sécrétion d’estradiol par le follicule dominant exerce un rétrocontrdle
positif sur la sécrétion de LH. L'ovulation survient alors environ 36 heures aprées le début du
pic de LH. De nombreux remaniements morphologiques interviennent, comprenant I'arrét
des divisions cellulaires des cellules de la granulosa, la rupture des jonctions perméables
entre les cellules de la granulosa, la dissociation des cellules du cumulus oophorus (sécrétion

importante d’acide hyaluronique) sous I'effet de facteurs ovocytaires tels GDF 9 et BMP 15,
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la pénétration des vaisseaux dans la granulosa, la tuméfaction de la theque externe,
I'aplatissement des cellules de I'épithélium ovarien, et enfin la contraction et la rupture
folliculaire, avec la libération du liquide folliculaire. De nombreux facteurs folliculaires ou
ovocytaires sont impliqués au moment de |'ovulation : I'estradiol et la progestérone, des
facteurs intervenant sur le systéme vasculaire et I'angiogenése (oxyde d'azote, endothéline,
systéme rénine-angiotensine, VEGF), des protéases (plasmine, collagénase, ADAM TS-1,

cathepsine L), et des facteurs pro-inflammatoires (TNF a, IL-1 B, histamine, bradykinine).
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Figure 7 : Folliculogenése, ovogenése et cycle ovarien

Ill. Communication bidirectionnelle ovocyte/cumulus

1. Mécanismes mis en jeu

Il existe un dialogue intense qui s'établit entre I'ovocyte et son microenvironnement
folliculaire, selon deux types de mécanismes : les jonctions communicantes et les signaux
paracrines. Ces échanges réciproques s’averent indispensables pour que les phénomeénes de
folliculogenése et d’ovogenese s’effectuent de maniere harmonieuse et coordonnée. Cet
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échange intéresse principalement les cellules du cumulus, qui malgré leur origine commune,
se comportent trés différemment des cellules de la granulosa murale. C'est a partir du stade
tertiaire que les cellules du cumulus - composées de 5 000 a 8 000 cellules - se différentient
des cellules de la granulosa et que s’intensifie le dialogue entre I'ovocyte et les cellules
folliculeuses. Les facteurs sécrétés par I'ovocyte (GDF9, BMP15, BMP6, et les activines)
seraient a l'origine de cette différentiation entre cellules du cumulus et cellules de la

granulosa murale [30, 31].

a) Jonctions communicantes

Les cellules de la corona radiata présentent a leur pole apical des prolongements
cytoplasmiques qui traversent la zone pellucide jusqu’a I'oolemme. A I'extrémité se trouvent
des jonctions communicantes permettant la diffusion de certaines substances, de poids
moléculaire inférieur a 1 kDa : ions, métabolites, seconds messagers (AMPc, GMPc),

nucléotides et certains acides aminés [32].

Structurellement, les jonctions communicantes sont formées de protéines de la
famille des connexines. Ces sous-unités protéiques s’assemblent en hexamére pour former
un connexon [33]. Un connexon est constitué d’un seul type de connexines (connexon
homomérique) ou de plusieurs types combinés ensemble (connexon hétéromérique).
Lorsque deux extrémités de connexons cylindriques provenant de cellules adjacentes se
touchent, ils forment un canal intercellulaire reliant les deux cellules. Si les deux connexons
sont identiques, la jonction est dite homotypique, en revanche, deux connexons différents
forment une jonction hétérotypique. Les connexines37 (Cx37) sont constitutives des
jonctions entre I'ovocyte et les cellules de la granulosa, tandis que les connexines 43 (Cx43)
composent les jonctions qui se mettent en place entre les cellules de la granulosa elles-
mémes. Au fur et a mesure de la croissance folliculaire, les jonctions communicantes
augmentent en nombre et en dimension [34]. A partir de I'ovulation, lors de la reprise de la
méiose, les prolongements cytoplasmiques se rétractent et les jonctions communicantes
entre I'ovocyte et les cellules du cumulus disparaissent (mais persistent entre les cellules du
cumulus elles- méme). Cependant, l'intégrité du complexe cumulo-ovocytaire reste
indispensable pour le transport de celui-ci dans I'oviducte, via des phénomeénes d’adhésion

aux cellules épithéliales tubaires. La régulation de la communication par I'intermédiaire des
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gap-junctions s’effectue par des réactions de phosphorylation des connexines, ainsi que par
I’endocytose et la dégradation protéolytique des connexons.

La zone pellucide constituant une barriére imperméable a certaines protéines et
sucres de haut poids moléculaire, les cellules du cumulus vont assurer un réle nutritionnel
essentiel a la croissance ovocytaire [35]. Les cellules du cumulus absorbent de nombreuses
substances et les transmettent a I'ovocyte via les jonctions communicantes. On estime
qu’environ 85 % des nutriments nécessaires a la croissance de I'ovocyte transitent par les
cellules folliculeuses [36]. De plus, les cellules du cumulus ont la capacité de métaboliser
préalablement certaines substances qui ne seraient pas directement assimilables par
I'ovocyte. Les cellules du cumulus transforment ainsi le glucose en pyruvate, celui-ci étant
ensuite acheminé a l'ovocyte et utilisé a des fins énergétiques. De la méme fagon, les
cellules du cumulus métabolisent la cystine en cystéine, ensuite transmise a I'ovocyte pour
la synthese du glutathion. Le glutathion est alors impliqué dans la rupture des ponts
disulfures permettant la décondensation de la chromatine du spermatozoide, dans le
remplacement des protamines par des histones [37], dans la formation des pronuclei, et

dans la protection anti-oxydante contre les radicaux libres.

b) Signaux paracrines [38, 39]

Des facteurs paracrines sont échangés de maniere bidirectionnelle entre I'ovocyte et
les cellules du cumulus, avec une boucle de régulation entre les deux partenaires. Les
signaux paracrines diffusent selon un gradient de concentration, et permettent la
différentiation des cellules folliculeuses les plus proches de I'ovocyte, créant alors un micro-

environnement spécialisé autour de I'ovocyte [40].

. Facteurs exprimés par I’'ovocyte

Le récepteur de type tyrosine-kinase c-kit est indispensable a l'initiation de la croissance
folliculaire du pool de follicules primordiaux, a la prolifération des cellules de la granulosa, a
la différentiation des cellules de la théque, et a la formation de I'antrum [41]. Le facteur Figa
(Factor in the germline a) régule la production de molécules d'adhésion permettant la
cohésion entre I'ovocyte et les cellules somatiques essentiels a I'organisation initiale des
follicules primaires [42], ainsi que I'expression coordonnée des génes ZP1, ZP2 et ZP3. Les
facteurs GDF9 et BMP15, membres de la famille du TGF-B, sont nécessaires a la

folliculogenése précoce, a la différentiation et a la prolifération des cellules de la granulosa.
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Ainsi, les femmes présentant une mutation hétérozygote de BMP15 dans la région
propeptide souffrent d’insuffisance ovarienne prématurée [43]. Par ailleurs, GDF9 intervient
dans la mise en place de la matrice extra-cellulaire d'acide hyaluronique [30], tandis que
BMP15 joue un role dans la protection des cellules du cumulus contre 'apoptose [44]. Au
moment de I'ovulation, GDF9 va également augmenter |'expression des genes codant pour la
cyclo-oxygénase-2 (Cox-2) et pour l'acide hyaluronique synthase-2 (Has-2). Par ailleurs,
BMP15 et GDF9 entretiennent un systeme de régulation en boucle avec les facteurs kit/kit-
ligand [41].

. Facteurs exprimés par les cellules du cumulus

Le facteur Kit Ligand KL intervient dans la croissance et la maturation ovocytaire, par son
role anti-apoptotique sur les cellules germinales primordiales. Les récepteurs a la LH (LHR) et
a la progestérone (PR) sont acquis par les cellules du cumulus lors de la maturation finale de
I'ovocyte, suite a I'activation des récepteurs a la FSH. L’activation des LHR entraine un influx
calcique intracellulaire provenant des cellules du cumulus et du milieu extracellulaire via les
jonctions communicantes. Les oscillations calciques sont indispensables a la rupture de la
membrane nucléaire (GVBD), a la reprise de méiose, au blocage de la polyspermie, et a la
décondensation du noyau male. La cyclo-oxygénase Cox2 induit la synthese de la
prostaglandine E2, qui elle-méme joue un role dans la rupture de la paroi folliculaire,
I'expansion du cumulus et la maturation de l'ovocyte. Has-2 induit la synthése d’acide

hyaluronique nécessaire a la formation de la matrice extra-cellulaire.

2. Implications : Les cellules folliculeuses pourraient-elles représenter des marqueurs

potentiels de la qualité ovocytaire ?

Cette hypothese a été étudiée en Fécondation In Vitro afin d'affiner les critéres de
sélection embryonnaire indirectement sur la qualité ovocytaire initiale. En effet, le choix des
embryons a transférer ou a congeler est actuellement fondé sur des critéres
morphologiques, subjectifs et imparfaits : cinétique d’évolution, nombre et régularité des
blastomeres, fragmentation, existence d’un clivage précoce, présence de blastomeéres
multinucléés. La politique actuelle de I'e-SET (elective-Single Embryo Transfer) vise a ne
sélectionner pour le transfert intra-utérin que les embryons de bonne qualité, en privilégiant
les transferts mono-embryonnaires afin de réduire le risque de grossesse multiple, tout en

préservant les chances de conception.
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En ce qui concerne la morphologie ovocytaire, certains criteres de mauvais pronostic
ont été proposés, comme les vacuoles d’endocytose, I'amas de SER, le bull’s eye, une zone
pellucide épaisse ou hérissée, un espace périvitellin élargi ou granuleux, un globule polaire
polylobé ou fragmenté.. mais ceux-ci se révelent également imparfaits. Ainsi, le
développement en routine de nouveaux marqueurs qui permettraient d’évaluer la qualité
ovocytaire semble crucial, I'objectif étant de mettre au point de nouveaux marqueurs non
invasifs et répondant aux critéres suivants : reproductibilité, facilité de mise en ceuvre,
rapidité de réponse compatible avec le délai du transfert embryonnaire, faible colt et

indépendance avec les autres criteres morphologiques.

L’étroite relation morpho-fonctionnelle qui existe entre les cellules folliculeuses et
I'ovocyte pendant I'ensemble des processus d’ovogenese et de folliculogenese laisse
supposer que les cellules folliculeuses pourraient représenter des marqueurs non invasifs de
la qualité ovocytaire. L'expression de certains genes dans les cellules folliculeuses serait liée
au profil DOR des patientes [45, 46], mais aussi a la maturité ovocytaire initiale [40, 47], a la
fécondabilité [40, 48], a la qualité et au développement embryonnaires [40, 49, 50], ainsi
gu’aux probabilités de grossesse [51, 52]. D’autres équipes ont montré que I'apoptose des
cellules du cumulus pourrait constituer un facteur prédictif négatif de la qualité ovocytaire et

de la survenue de grossesse [53].

D’autres approches enfin consisteraient a identifier une signature moléculaire du

liquide folliculaire ou du milieu de culture [54-56].

C. MITOCHONDRIE ET FERTILITE

l. Généralités sur les mitochondries

Les mitochondries sont des organites intracellulaires présents dans la plupart des
cellules eucaryotes aérobies (a I’exception des érythrocytes), dont le nombre peut varier de
qguelques unités a plusieurs milliers, en fonction du type cellulaire et des besoins
énergétiques de la cellule. Leur origine semble remonter a 1.5 milliards d’années, par
endosymbiose d’'une a-protéobactérie par une cellule procaryote. Elles jouent un role
central dans le métabolisme énergétique, en fournissant I'essentiel de I’ATP utilisé pour les
différents travaux cellulaires (72 kg d’ATP/jour pour un homme au repos), soit un rendement
17 fois supérieur a celui de la glycolyse. Une succession de réactions d’oxydo-réduction

ménagées (chaine respiratoire) permet la synthese finale d’ATP, couplée a la consommation
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d’02, définissant le principe de 'OXPHOS (Oxidative Phosphorylation) [57]. Véritable usine
énergétique de la cellule, et chef d’orchestre de diverses autres fonctions métaboliques, on
congoit des lors I'importance de cet organite et les conséquences pathologiques qui

résultent de son dysfonctionnement.

1. Organisation et structure

a) Organisation

Les mitochondries présentent une trés grande plasticité en ce qui concerne leur
taille, leur forme et leur distribution. Le nom de mitochondrie dérive d’ailleurs du grec
« mitos » (filament), et « chondros » (granule), en raison de I'aspect variable au microscope
optique. Leur taille peut varier de 0.5 a 1 um de diametre et de 2 a 10 um de long. Par
ailleurs, les mitochondries ne sont pas statiques. Elles se déplacent notamment dans les
zones trés demandeuses en énergie (zone périnucléaire par exemple) au moyen de
protéines associées au cytosquelette. Dans certains types cellulaires, elles restent localisées
a un site de consommation de I’ATP : enroulées en hélice autour de la piece intermédiaire du

spermatozoide, ou entre des myofibrilles adjacentes dans les cellules du muscle cardiaque.

b) Structure

La mitochondrie est limitée par une double membrane, membrane externe et
membrane interne, permettant de définir deux compartiments, I'espace matriciel, et

I’espace inter-membranaire (Figure 8).

Membrane extarmne Mambrana interng Chambre externe

Créta mitochondriale Chambre intarne Granutation
a) [ou espace matriciel) renfermant des cations

Figure 8 : a) Organisation schématique d’une mitochondrie, b) Coupe électronique

- La membrane externe : C'est une bicouche lipidique, dont la composition est proche de
celle de la membrane plasmique. Elle est perméable aux petites molécules grace a la
présence d’une protéine transmembranaire VDAC (Voltage-Dependant Anion Channel) et

aux plus grosses molécules grace auxs translocases TOM (Translocase of Outer Membrane).
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- L'espace inter-membrannaire : C'est un espace d’une épaisseur de 4 a 7 nm, qui contient
une forte concentration en protons mis en jeu dans les phénomenes de phosphorylation et
conférant a cet espace une charge positive. On y trouve également des molécules de

cytochrome c intervenant dans I'apoptose et des petites molécules inférieures a 10 kDa.

- La membrane interne : Cette membrane, composée d’environ 80 % de protéines et 20 % de
lipides, présente donc une organisation trés différente de celle des autres membranes
biologiques. En raison de sa richesse en cardiolipines, elle est trés peu perméable en ions et
le passage de molécules a travers cette membrane nécessite la présence de transporteurs,
comme I’ANT (Adenine Nucleotide Translocase) qui échange I’ATP mitochondrial en échange
de I'ADP cytosolique. Les protéines sont quant a elles importées via des translocases
nommeées TIM (Translocase of Inner Membrane). Par ailleurs, la membrane interne présente
de nombreuses crétes mitochondriales, correspondant a des replis projetés dans la matrice.
Dans ces crétes sont enchassés les complexes de la chaine respiratoire et ’ATP synthase. Les
crétes peuvent varier en nombre selon l'activité mitochondriale, et se présenter sous

différents aspects (lamellaires, tubulaires, sacculaires...)

- La matrice : Ce compartiment interne est le siege de nombreuses voies métaboliques,
comme le cycle de Krebs, la B-oxydation des acides gras, I'oxydation du pyruvate et contient
donc toutes les enzymes nécessaires a ces trois voies. Elle renferme également 'ADN

mitochondrial, des mitoribosomes, des ARN messagers et des ARNs de transfert.

2. Fonctions des mitochondries

a) Métabolisme énergétique

Le catabolisme des molécules énergétiques représentés par la glycolyse, la
transformation du pyruvate par la pyruvate déshydrogénase (PDH), la B-oxydation des acides
gras, et le cycle de Krebs, permet de fournir a la chaine respiratoire des équivalents réduits
sous forme de NADH+H*(Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit) et de FADH, (Flavine
Adénine Dinucléotide réduit). En fonction de leur potentiel d’oxydoréduction, les complexes
de la chaine respiratoire assurent le transport successif des électrons issus du NADH+H" et
FADH,; vers un accepteur final, I'oxygéne moléculaire (Figure 9). Le flux d'électrons est pris
en charge par le complexe | (NADH / ubiquinone oxydoréductase) ou par le complexe Il

(succinate déshydrogénase), puis successivement par la navette hydrasoluble ubiquinone, le
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complexe Il (ubiquinol /cytochrome c¢ réductase), le cytochrome c¢ de [Iespace
intermembranaire, le complexe IV (cytochrome c oxydase), et enfin I'oxygene moléculaire.
Au niveau des complexes |, lll et IV, le transfert des électrons s’accompagne d’'un pompage
de protons de la matrice vers |'espace intermembranaire, créant ainsi un gradient de pH
(ApH) et de potentiel de membrane mitochondrial (AWm). Le complexe V ou FO/F1-ATP
synthase permet de convertir cette force protomotrice en ATP, selon la théorie chimio-
osmotique. Ainsi, la partie FO, située dans la membrane interne, transfere les protons de
I’espace intermembranaire vers la matrice, tandis que la partie F1 située dans la matrice au
contact de la membranaire interne utilise le gradient de protons pour convertir ’ADP en

ATP.
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Figure 9 : La chaine respiratoire mitochondriale
b) Autres réles

- Les mitochondries sont impliquées dans la biosynthese des hormones stéroides, via les
cytochromes P450scc et P450aldo présents dans la matrice mitochondriale. En fonction de la
glande endocrine dans laquelle elle s’effectue, cette biosynthése pourra aboutir a la
formation de testostérone dans le testicule, de progestérone et d’estradiol dans |'ovaire, ou

de gluco- et de minéralo-corticoides dans la glande surrénale.

- La mitochondrie participe, conjointement avec le réticulum endoplasmique, a la régulation

de la concentration intracellulaire de calcium. Le transport de calcium s’effectue a travers

des canaux ioniques (échangeurs Na*/Ca®").
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- Les mitochondries jouent un role dans I'homéostasie du fer et I'assemblage des protéines
fer-soufre. Les centres Fer-Soufre sont des cofacteurs d’enzymes composés de Fe?*/** et S%.
lls sont impliqués dans le transfert d’électrons, notamment au sein des complexes de la
chaine respiratoire, dans la liaison de substrats et leur activation, et la régulation de
I'expression de geénes [58]. L'assemblage des centres FeS requiert |'assistance de la
machinerie mitochondriale ISC, et notamment de la protéine « échafaudage » ISCU (lron-
Sulfur Cluster scaffold protein U), qui permet I'assemblage transitoire d’un centre fer-soufre
avant son transfert a des protéines cibles acceptrices. ISCU est essentielle pour I'activité des
protéines fer-soufre mitochondriales, telles que la succinate déshydrogénase et |'aconitase.
La suppression de ISCU par siRNA inactive non seulement les aconitases, mais aussi perturbe
I'homéostasie du fer, notamment via l'activité des protéines régulatrices IRP (Iron Regulatory
Protein) [59]. Chez I'homme, certaines mutations du géne ISCU entrainent un déficit en
succinate déshydrogénase et en aconitase au niveau du muscle squelettique, a l'origine

d'une myopathie avec une sévére intolérance a I'exercice.

- Enfin, les mitochondries interviennent également dans |'apoptose, le vieillissement
cellulaire (réle qui sera développé plus tard), la thermogenése la synthese de I'heme et des

nucléotides.

3. Dynamique mitochondriale

a) Fusion et fission

Les mitochondries s’organisent dans la cellule selon un réseau dynamique de
mitochondries interconnectées [60, 61], subissant des phénomeénes continus de fusion et de
fission. La fusion est sous la dépendance de 3 GTPases : les mitofusines MFN1 et MFN2
médient la fusion au niveau de la membrane externe, tandis que OPA1 (Optic Atrophy 1) est
essentielle pour la fusion des membranes internes. La fission requiert quant a elle le
recrutement de FIS1 (Mitochondrial Fission 1 protein) et de la GTPase DRP1 (Dynamin-
Related Protein 1) (Figure 10) [62].
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Figure 10 : Remodelage mitochondrial, par les phénomeénes de fusion et de fission [63]

OPAl est une dynamine GTPase localisée dans |‘espace inter-membranaire
mitochondrial, ancrée a la membrane interne. Elle joue un réle dans la bioénergétique
mitochondriale. Ainsi, l'inhibition de I'expression de OPA1l par siRNA entraine une
diminution de la respiration endogéne [64]. Par ailleurs, cette protéine serait aussi impliquée
dans la maintenance de ’ADNmt. Elachouri et al. ont montré que la diminution de certaines
isoformes de la protéine OPA1l est corrélée a une diminution de 25 % de la quantité
d’ADNmt [65]. Enfin, OPAl exercerait un role anti-apoptotique en séquestrant le
cytochrome ¢ au niveau des crétes mitochondriales afin que celui-ci joue son role de
transporteur d’électrons au complexe IV. Des mutations dans le gene OPA1l sont

responsables de I’Atrophie Optique Dominante (AOD).

Les mitofusines MFN1 et 2 sont des dynamines GTPases également impliquées dans
la fusion mitochondriale. MFN2 est exprimée dans le cceur, les muscles squelettiques, et
dans de nombreux autres tissus a de plus faibles niveaux. Des mutations de MFN2
perturbent plusieurs processus cellulaires incluant le métabolisme oxydatif, la progression
du cycle cellulaire, la mort cellulaire, et sont a l'origine de la maladie de Charcot-Marie-
Tooth de type 2A (CMT2A). Les cellules dépourvues de MFN1 et MFN2 présentent une fusion
mitochondriale complétement altérée, ainsi qu'une faible croissance cellulaire, une
hétérogénéité dans leur potentiel de membrane mitochondrial, et une respiration cellulaire

diminuée [64].
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b) Mitophagie

Les mitochondries sont détruites par autophagie, processus sélectif de dégradation des
mitochondries endommagées par dégradation lysosomale, selon une demi-vie de 6 a 10
jours. Leur renouvellement est assuré par la scissiparité de mitochondries préexistantes en
mitochondries-filles plus petites, qui augmenteront ensuite de volume. Le mécanisme de

division est rapide (environ une minute), et indépendant du cycle cellulaire.

c) Voies d'import mitochondrial

Un systeme de transport efficace est nécessaire pour importer les protéines du
cytoplasme vers la mitochondrie. En effet, la majorité des protéines mitochondriales est
synthétisée sur les ribosomes cytoplasmiques, sous forme de précurseurs contenant des
signaux peptidiques d'absorption. Au niveau de la membrane externe, les protéines
structurées en feuillets B sont transportées a travers le complexe TOM, puis sont prises en
charge par une machinerie spécifique, le complexe SAM (Sorting and Assembling Machinery)
(Figure 11) [66]. Cet ensemble protéique permet le tri et 'assemblage des protéines de la
membrane externe. Il assure aussi le transport des protéines insolubles vers I'espace inter-
membranaire, ou elles seront prises en charge par des protéines chaperonnes ; pour prendre
place dans la membrane interne ou franchir le portail TIM22 les conduisant au sein de la

matrice.

Le complexe SAM est constitué principalement de trois protéines : SAM50, SAM35 et
SAM37. Plus particulierement, SAM50 s'organise en un large complexe protéique MIB
(Mitochondrial Intermembranespace Bridging), conjointement avec d’autres protéines de la
membrane interne (mitofilines et CHCHD3). Les expériences de knockdown ont montré
gu’au sein de ce complexe, SAM50 joue un role crucial dans I'assemblage des sous-unités
des complexes de la chaine respiratoire codées par la mitochondrie, mais aussi dans
I'intégrité structurale des crétes, le maintien de la forme des mitochondries et la régulation

du réseau mitochondrial [67].
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Figure 11 : Transport des protéines dans la mitochondrie [63]

4. Génome mitochondrial

a) Organisation

L'hypothése d’endosymbiose d’une cellule eucaryote par une protobactérie nous
éclaire sur une des caractéristiques fondamentales de cet organite : il posséde son propre
génome. Mais au cours de I'évolution, cet ADN mitochondrial aurait perdu la plupart de ses
genes, par insertion dans I’ADN nucléaire. Ainsi, la mitochondrie, organite semi-autonome, a

besoin de protéines codées par le génome nucléaire pour fonctionner.

L’ADN mitochondrial (ADNmt) est une petite molécule circulaire de 16 569 paires de
bases, double brin, et dépourvue d’histones (Figure 12). Il représente environ 1 % de I’ADN
cellulaire total et toute I'information génétique portée par ’ADN mitochondrial est dévolue
a la chaine respiratoire. Il comprend 37 genes, parmi lesquels les 13 génes de structure
codant pour les sous-unités de la chaine respiratoire, 2 ARNs ribosomaux et 22 ARNs de
transfert indispensables pour la traduction des 13 geénes de structure au sein des

mitochondries.
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Figure 12 : Le génome mitochondrial humain [68]

Cet ADNmt double brin, posséde un brin lourd (Heavy ; H) et un brin léger (Light ; L).

La plupart de I'information est contenue par le brin lourd (Tableau 1).

Transcrits chaine lourde (H) Transcrits chaine légére (L)

14 ARNts 8 ARNts

12 ARNms 1 ARNm

- ND1, ND2, ND3, ND4, NDA4L et ND5 (Complexe 1), - ND6 (complexe I)

- Cytochrome b (Complexe Il1) Amorces ARN pour la réplication de la chaine lourde

- COl, COll, COlll (Complexe 1V)
- ATPase 6 et ATPase 8 (Complexe V)

2 ARNrs

- ARNr 12S et ARNr16S

Tableau 1 : Différents transcrits de I'ADN mitochondrial

Cependant, la grande majorité de l'information est codée par I'ADN nucléaire. L’ADN
nucléaire code ainsi pour les autres génes des sous unités protéiques des complexes de la
chaine respiratoire (notamment la totalité des sous-unités du complexe ll), et pour les génes
impliqués dans la maintenance de I’ADN mitochondrial, la synthése, la régulation,

I’adressage, et 'assemblage des sous-unités entre elles (Tableau 2).
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Complexes Nom Sous-unités Sous-unités codées
codées par le par le génome
génome mitochondrial
nucléaire
[ NADH:ubiquinone oxydoréductase 36 7
Il Succinate déshydrogénase 4 0
1] Ubiquinol-cytochrome c réductase 10 1
v Cytochrome c oxydase 10 3
\Y% ATP synthase 12 2

Tableau 2 : Double origine génétique des sous-unités de la chaine respiratoire
mitochondriale

L’ADN mitochondrial n’est pas réparti de facon homogéene dans la mitochondrie, mais
se concentre au niveau de structures nucléo-protéiques nommées nucléoides. Ces structures
apparaissent avant la phase S de la méiose, possedent des points d’ancrage au niveau de la
membrane interne mitochondriale et sont impliquées dans la maintenance de I’ADN
mitochondrial.

Le génome mitochondrial posséde plusieurs particularités. Son code génétique est
légerement différent de celui de ’ADN nucléaire. Quatre codons sont concernés, comme les
codons arginine AGA et AGG qui deviennent des codons stop. Une autre caractéristique est
I'absence d’introns. Les genes se trouvent contigus et parfois méme chevauchants. Le seul
segment non codant est une région régulatrice de 1121 pb en triple brin, nommée D-loop
(Displacement Loop). Dans cette région sont localisés les sites d’initiation et les promoteurs

de la transcription des deux brins ainsi que I'origine de réplication du brin H.

b) Réplication

Les mitochondries sont désynchronisées du cycle cellulaire. La réplication,
indispensable au maintien du génome mitochondrial, n’est pas concomitante a la réplication
de I’ADN nucléaire (phase S), mais se produit pendant tout le cycle cellulaire. De plus, les
mitochondries et leurs génomes sont distribués de facon aléatoire aux cellules filles, selon le

mécanisme de ségrégation réplicative.

La réplication des brins H et L de I’/ADN mitochondrial s’effectue de facon asynchrone
et asymétrique [69] a partir de deux origines de réplication distinctes Oy et O, (Figure 13).

Elle fait intervenir des facteurs codés par le génome nucléaire, et ensuite importés dans la
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mitochondrie, comme I'ADN y-polymérase (POLG) spécifique de la mitochondrie, et le
facteur de transcription TFAM (Transcription Factor A Mitochondrial). POLG, enzyme
hétérodimérique, se compose d’une sous-unité catalytique a ainsi que d’une sous-unité I se
liant a 'ADN et permettant ainsi d’augmenter I'affinité de I’enzyme pour 'ADN et sa
processivité. La sous-unité a possede de plus une activité 3’-5’ exonucléase. TFAM est
impliqué quant a lui dans la modulation du contenu en ADNmt, via son association a
’ADNmt au sein des nucléoides et par sa fonction de régulation de la transcription et de la

réplication [70].

La réplication commence tout d’abord par la synthése du brin lourd [71]. A cet effet,
une amorce ARN est produite par transcription du brin léger, sous le contréle du facteur de
transcription mitochondrial TFAM. L’amorce synthétisée forme un hybride ARN/ADN stable,
appelé R-Loop, au niveau des régions CSBI a lll (Conserved Sequence Box) de la région D-
Loop. L'amorce ARN est clivée en aval de CSBI par la RNase MRP (Mitochondrial RNA
Processing). L'ADN y-polymérase allonge alors le brin lourd a partir de cette amorce.
L’élongation du brin H néosynthétisé crée une boucle de déplacement au niveau de laquelle
le brin lourd se trouve sous forme simple brin. Lorsque cette boucle parvient au niveau de
I'origine de réplication Oy, celle-ci adopte une conformation en épingle a cheveux reconnue
par une ADN primase chargée de synthétiser une amorce ARN. L’élongation de la majorité
des brins H néosynthétisés s’arréte rapidement au niveau de séquences TAS (Termination
Associated Sequence), pour former une structure ADN triple brins a I'origine de la D-Loop.
Cet arrét d’élongation permettrait de réguler le nombre de copies d’ADN mitochondrial.

Displaced heavy strand (D-loop)

Heavy strand Nascent heavy
origin strand

Heavy strand
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Transcription
factor binding
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/ (stem-loop)

Figure 13 : Sites nécessaires a la réplication et a la transcription de TADNmt [72]



c) Transcription

Initiation

L'initiation de la transcription s'effectue au niveau de promoteurs spécifiques des
brins lourd et léger (respectivement HSP et LSP), situés dans la D-loop et orientés en sens
inverse. Pour la transcription du brin lourd, il existe un deuxiéme promoteur H2, situé dans
le géne de I’ARNtphe. La transcription de I’ADN mitochondrial s'effectue par une ARN
polymérase mitochondriale (ARNPOLmt) peu sélective, tandis que des cofacteurs comme
TFAM conferent une spécificité de fixation de I'enzyme a ses promoteurs. En se fixant sur
des séquences situées en amont des promoteurs HSP et LSP, TFAM entraine une
modification de conformation de I'ADN mitochondrial, ouvrant ainsi I'acces de la polymérase
aux sites d'initiation de la transcription. Un autre facteur de transcription mtTFB, a été décrit
comme capable de lier 'ADN mitochondrial de manieére non spécifique et d’activer la
transcription du brin léger en présence de TFAM.
Elongation

Le brin léger est transcrit sous forme d’un ARN polycistronique unique, tandis que la
transcription du brin lourd génere 2 types de transcrits différents selon le site d'initiation
utilisé : Le site d'initiation H1, le plus actif, produit de courts transcrits qui se terminent en
aval du gene de I’ARNr 16S au niveau du gene de I’ARNtLeu. Cet arrét de la transcription est
provoqué par un facteur de terminaison appelé mTERM qui se fixerait a cet endroit. En
revanche, H2 géneére, a une moindre fréquence, des transcrits correspondant a I'ensemble
de la séquence codante du brin lourd.

Modifications post-transcriptionnelles

Deux endonucléases clivent d'abord respectivement les ARNt a leurs extrémités 5’ et
3’. Puis, la maturation des ARNt est complétée par ajout d'une séquence CCA en 3’, tandis

que les ARNm et les ARNr sont maturés par une queue poly A en 3’.

d) Régulation transcriptionnelle de la biogenése mitochondriale

Divers facteurs font le lien entre la demande métabolique de la cellule et la biogenése

mitochondriale [73] :

Le facteur de transcription NRF-1 (Nuclear Respiratory factor 1) est un élément clé
dans le contrble exercé par le noyau sur la mitochondrie pour activer et coordonner les

différents systemes dont dépend la phosphorylation oxydative. Le spectre d’action de cet
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activateur transcriptionnel s’étend a des génes codant pour des sous-unités de la chaine
respiratoire, mais aussi pour des protéines mitochondriales indirectement associées a la
phosphorylation oxydative, impliquées dans la réplication et transcription de I’ADN
mitochondrial, assemblage du complexe IV de la chaine respiratoire [74]. Il régule aussi
I'expression d’enzymes cytosoliques participant a la biosynthése de I’heme, principal
constituant des cytochromes. Huo et al. ont montré que les embryons de souris invalidés
pour le géne NRF1 meurent entre le 3° jour et le 6° jour de vie, avec une déplétion de

I'ADNmt [75].

PGC-1a (PPAR Gamma Coactivator-la) est un coactivateur transcriptionnel de
récepteurs nucléaires tel le récepteur PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor),
dont I'expression est induite par des signaux extracellulaires liés a la thermogeneése, la
gluconéogenese ou la prolifération cellulaire. Il augmente I'expression de genes nucléaires
impliqués dans la biogenése et les fonctions mitochondriales. Ainsi, PGC-1a, par son
interaction avec NRF-1, accroit la capacité de ce dernier a activer la transcription de ses
génes cibles [76]. Il augmente également 'expression de NRF-1 et NRF-2, des enzymes de la
chaine respiratoire, des protéines de découplage UCPs, d’enzymes de la gluconéogeneése, et
de la R-oxydation des acides gras par l'intermédiaire du facteur PPARa [77]. Par ailleurs,
PGC-1a serait impliqgué dans le systeme de défense des ROS [78]. En effet, les souris
invalidées pour le géne PGC-la présentent un systeme de protection réduit contre les
radicaux libres, alors qu'un ARN interférent dirigé contre PGC-1a abolit I'augmentation de
I'expression des genes des superoxdes dimutases, de la catalase et de la glutathion

peroxydase, normalement induits par a un traitement par le peroxyde d'hydrogene[78].

PGC-1R possede une forte homologie avec PGC-1a sur I'ensemble de sa séquence.
PGC-1B se lie a NRF-1 et entraine une augmentation de la transcription des genes impliqués
dans la biogenése mitochondriale [77]. Tout comme PGC-1a, PGC-1B semble impliqué dans
la détoxification des ROS, en stimulant I'expression de la superoxyde dismutase et de la

glutathion peroxydase.

Les sirtuines (Silent Information Regulator) sont des désacétylases NAD'-
dépendantes. Membres de la classe Il des HDACs (Histone désacétylases), elles utilisent le
NAD" comme substrat et catalysent I'élimination d'un-groupement. acétyle & partir des

résidus de lysine de protéine.cibles. Les sirtuines constituent des médiateurs clés entre le
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métabolisme énergétique et la signalisation cellulaire, par détection des taux de
NAD*/NADH. Il existe 7 types de sirtuines (SIRT1-7) chez I’lhomme. SIRT1 joue un rdle dans un
certain nombre de fonctions biologiques et de maladies humaines liées a I'age, comme la
prolifération cellulaire, I'apoptose, I'inflammation, la résistance au stress, la production
d'insuline, I'hnoméostasie du glucose et des lipides. Cet effet s'effectue via la désacétylation
directe ou la régulation de cibles incluant p53, Bax, PPARY, PGCla, UCP2 et NFkB. Exprimée
dans la mitochondrie, SIRT3 est aussi impliquée dans la régulation des protéines
mitochondriales telle que I'acétyl-CoA synthase 2 (AceCS2). Sa fonction serait déterminante
dans le potentiel de développement de I'embryon préimplantatoire. Ainsi, I'inactivation de
SIRT3 par siRNA dans les ovocytes de souris augmente la production de ROS, conduisant a

une activation de p53 et a une altération du développement pré-implantatoire in vitro [79].

e) Pathologies mitochondriales et transmission

Les pathologies mitochondriales sont des maladies métaboliques héréditaires dues a
un dysfonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. Elles comptent parmi les
maladies métaboliques les plus fréquentes, avec une incidence de 1/5 000 naissances. Leurs
présentations cliniques sont tres diverses, systémiques ou bien restreintes a un seul organe.
Tous les tissus peuvent étre atteints mais ceux ayant les besoins énergétiques les plus
importants le sont en priorité : muscle squelettique, systéme nerveux central, rétine, coeur
et rein... A partir d’associations de symptomes, plusieurs grands phénotypes ont été définis
et validés par la découverte de leur cause génétique. Parmi ceux-ci, on peut citer le
syndrome MELAS (Mitochondrial Encephalopathy, Lactic Acidosis, and Strokelike episodes),

ou le syndrome MERRF (Myoclonic Epilepsy with Ragged-Red-Fibers).

La transmission des maladies mitochondriales dépend du géne impliqué et peut donc
revétir tous les modes selon qu’il s’agit d’un géne nucléaire (autosomique récessif,
autosomique dominant, lié a I’X) ou mitochondrial (sporadique, maternel). Depuis leur
premiere description en 1988, plus d’une centaine de mutations pathogenes de I’ADN
mitochondrial sont répertoriées et de nouvelles mutations sont régulierement identifiées.
Les modifications du génome comprennent des remaniements (dont la délétion commune
de 4.9 kb), des mutations ponctuelles ou des déplétions de I'ADNmt. Le mode de
transmission des maladies mitochondriales est par ailleurs modulé par deux phénoménes

[80]. Le premier est le tres faible taux de transmission des remaniements de grande taille de
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’ADNmt. La grande majorité des patients porteurs de ce type d’altération sont en fait
sporadiques. Le deuxiéme phénomene est celui de I'hétéroplasmie. La proportion des
molécules mutées est directement responsable de la sévérité du déficit et donc de la gravité
des symptomes. Elle varie souvent de fagcon considérable d’une cellule a I'autre et donc d’un
organe a l'autre. Cette hétérogénéité de la répartition tissulaire de I’hétéroplasmie est

source de difficultés dans le diagnostic, le pronostic et le conseil génétique.

Il. Devenir des mitochondries pendant |'ovogenése et I'embryogenése

a) Mitochondrie et ovogenése

Au cours de I'ovogeneése, parallelement a la croissance cytoplasmique, se produit une
variation majeure du pool mitochondrial. La théorie du goulot d'étranglement génétique
"bottleneck" (Figure 14) [81] décrit une restriction initiale du pool mitochondrial suivie d'une
intense amplification par expansion clonale d'un tres petit nombre d’ADNmt sélectionnés.
Ce goulot génétique permet a I'ovocyte de transmettre au nouvel individu une population
homoplasmique d’ADNmt. Si certains auteurs situent la bottleneck pendant I'embryogenese
précoce [82], d'autres suggerent qu'elle se produirait pendant la folliculogenéese en période

post-natale [83].
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Figure 14: Goulot d'étranglement génétique mitochondrial
Les cellules germinales primordiales (CGP) ne contiennent qu’une dizaine de copies
d'ADNmt, alors qu’au niveau des crétes génitales, elles en contiendraient un nombre proche
de 100, avoisinant 200 apres différentiation en ovogonies. Le nombre de mitochondries
augmente ensuite facon exponentielle : aux alentours de 6 000 pour un ovocyte au stade de
prophase | d'un follicule primordial [82], contre quelques centaines de milliers pour un

ovocyte mature [84] (Figure 15).
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Figure 15 : Evolution du taux d’ADN mitochondrial pendant I'ovogenese et I'embryogenese
précoce

Conjointement a cette augmentation du contingent mitochondrial, des modifications
ultra-structurales se produisent, probablement en lien avec le taux de production d’ATP [85].
En outre, les mitochondries se réorganisent dans différentes zones cellulaires en fonction
des demandes énergétiques. Pendant la maturation ovocytaire, les mitochondries sont
retrouvées en clusters a proximité du reticulum endoplasmique, tandis qu'au stade de
vésicule germinative, elles sont groupées autour du noyau, puis migrent a la périphérie de
I'ovocyte apres la GVBD. Dans les ovocytes en métaphase ll, les mitochondries sont surtout
présentes au niveau du fuseau méiotique (s’accumulant autour des pronucléi aprées la
fécondation, et se maintenant prés du noyau jusqu'au stade de morula).

Au cours de la maturation ovocytaire, le potentiel de membrane mito (AWm)
augmente significativement [86], reflet d'une augmentation du métabolisme oxydatif. Les
ovocytes avec des niveaux élevés d'ATP présentent des taux de fécondation et des taux de
blastulation significativement plus élevés [87]. Plus précisément, un minimum de 2 pmol
d’ATP par ovocyte serait nécessaire pour soutenir la fécondation, le développement de

I'embryon et I'implantation [88].
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b) Transmission maternelle a I'embryon

La transmission maternelle de I’ADN mitochondrial le dogme quasi général. Ainsi,
apres la fécondation, seules les mitochondries apportées par I'ovocyte sont conservées et
serviront de réserve pour I'embryon au stade clivé. La transmission uniparentale de ’ADNmt
implique I’élimination spécifique des mitochondries paternelles dans I'ovocyte, selon un
mécanisme d’ubiquitinylation d’'une protéine membranaire mitochondriale, la prohibitine,
dont les domaines sont masqués pendant le transit épididymaire [89]. Cette sélection
permettrait de minimiser la transmission de mutations survenant dans le sperme exposé aux

ROS pendant la spermatogenese [90].

Comme on le verra, I’ADN mitochondrial mute tres vite, mais la plupart des variations
de séquence sont des polymorphismes neutres. Ceux-ci s’accumulent séquentiellement dans
les lignées maternelles du fait de la transmission uniparentale de I’ADNmt. Ils peuvent alors
se fixer dans les générations suivantes, et définir des groupes de populations appelés
haplogroupes [91]. Ces variants mitochondriaux permettent de retracer I'évolution des
populations et leurs migrations. En Europe, 10 haplogroupes englobent 99 % des ADN

mitochondriaux.

c) Embryogenése précoce

Apres la fécondation et jusqu'au stade blastocyte, le contenu global en ADNmt du
conceptus ne change pas, puisque il n'y aurait pas de réplication ou au moins un équilibre
jusqu'a l'implantation [92, 93]. La répartition du contingent mitochondrial entre les
différentes cellules impligue qu'au stade blastocyste, le contenu en ADNmt se situe autour
de 1000 copies par cellule, avec un contenu mitochondrial plus dense dans le
trophectoderme que dans le bouton embryonnaire. Cette chute du contenu en ADNmt
diminue progressivement la capacité a générer de I'ATP via le mécanisme d'OXPHOS. Au
stade huit cellules, I'existence d'un switch entre la phosphorylation oxydative et la glycolyse
aurait comme effet de diminuer l'influence des mutations de 'ADNmt aux stades précoces

de développement de I'embryon.

La régulation du contenu en ADNmt apres les premiers stades embryonnaires se
ferait par l'intermédiaire de TFAM, puisque les expériences de transgenese chez la souris

montrent que les embryons invalidés pour TFAM présentent une diminution importante de
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’ADNmt, avec une abolition de la phosphorylation oxydative. Les embryons mutants

meurent alors avant le dixieme jour de leur évolution [94].

11l. Mitochondries et vieillissement ovarien

a) Role dans I'apoptose

Les mitochondries sont impliquées dans I'apoptose, élément central des phénomenes
d'atrésie folliculaire, et donc de vieillissement ovarien. Deux grands mécanismes d'action
sont a distinguer : le premier est déclenché par la liaison des molécules de mort a leurs
récepteurs de surface, tandis que l'autre est généré par des signaux intra-cellulaires et

médié par la mitochondrie (Figure 16) [95].

Apoptose médiée par les récepteurs de mort cellulaire (voie extrinséque)

Ces événements sont initiés par la fixation des ligands a leurs récepteurs de mort de
la surface cellulaire, tels Fas, TNF-R1, IFN et TRAIL-R (TNF-related apoptosis-inducing Ligand
Receptors), ce qui induit la transmission du signal apoptotique et I'activation des

procaspases en caspases (caspases 8).
Apoptose médiée par la mitochondrie (voie intrinseque)

L'intégrité de la membrane mitochondriale externe est strictement régulée par des
interactions entre différents membres pro- et anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Ainsi,
selon ce mécanisme, |'activation de Bax et Bak entraine la perméabilisation de la membrane
mitochondriale externe (MOMP), permettant la fuite de cytochrome c, de l'espace inter-
membranaire vers le cytosol. Cette perméabilisation induit une entrée anormale d’eau et
d’électrolytes dans la matrice mitochondriale (ballonisation de la mitochondrie), ainsi que la
dissipation du gradient de protons, et donc la chute du potentiel de membrane AW, le

découplage de la phosphorylation oxydative et I'arrét de la synthése d'ATP.

Cascade des caspases et assemblage de I'apoptosome

La libération de cytochrome c dans le cytosol induit la formation d’'un complexe
nommé apoptosome, formé de cytochrome c, d'APAF-1 (Apoptotic Protease Activating
Factor-1), de procaspase 9 et d'ATP. Ce complexe induit le recrutement et I'activation en

cascade des caspases, permettant le clivage des protéines et enzymes essentielles a la
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viabilité de la cellule, tandis que la translocation nucléaire des facteurs pro-apoptotiques AIF
(Apoptosis Initiating Factor) et CAD (Caspase Activated Dnase) permet de dégrader la

chromatine.
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Figure 16 : Deux grandes voies de I'apoptose [95]

Régulation de I'apoptose

Un équilibre subtil existe entre molécules pro- et anti-apoptotiques pour la bonne
régulation de la survie ou de la perte folliculaire. De nombreuses voies de signalisation sont
impliguées dans I'atrésie folliculaire, incluant comme on I'a vu le systeme Bax/Bcl-2, les

caspases, le TNFa, Fas, mais aussi le TGF B, p53, la prohibitine, c-myc, et les endothélines.

Le role du systeme Bcl-2/Bax dans la survie/atrésie folliculaire est soutenu par divers
résultats expérimentaux : les souris invalidées pour Bcl-2 entraine une diminution du
nombre de follicules primordiaux [96], alors que la surexpression de Bcl-2 induit une
réduction de I'apoptose des larges follicules antraux et une augmentation de la
folliculogenése [97]. De plus, les souris déficientes en Bax présentent des follicules
anormaux avec un exces de cellules de la granulosa [98], alors que I'expression de Bax est

élevée dans les cellules de la granulosa de follicules atrétiques [99].

b) Mitochondries et théorie du vieillissement

Anomalies mitochondriales
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Des anomalies mitochondriales apparaissent au fur et a mesure du vieillissement,

dans différents types cellulaires, et notamment au niveau ovoctyaire.

Sur le plan général, le nombre de mitochondries décroit avec I'dge dans les cellules
hépatiques murines et humaines, tout comme le nombre de copies d'ADNmt et les taux
protéiques mitochondriaux. En outre, la capacité de la chaine respiratoire est diminuée
jusqu’a 40 % dans les mitochondries d'hépatocytes de rats agés [100]. Chez I'homme, une
diminution similaire de la fonction de la chaine respiratoire a été rapportée dans le foie, le

cceur et les muscles squelettiques [101].

Au niveau ovocytaire, Hamatani et al. ont mis en évidence des différences
d'expression génique liées a l'age, pour différents genes impliqués dans la fonction
mitochondriale (mt-Nd3 et mt-ATP6), le stress oxydatif (SOD1 et TXN1) (mais aussi dans
d'autres fonctions comme |'organisation du cytosquelette, la structure de la chromatine, la
méthylation de I'ADN, la stabilité du génome, et le cycle cellulaire) [17]. Ces modifications de
la fonction mitochondriale coincident avec une diminution du taux d'ATP et du potentiel de
membrane retrouvée dans les ovocytes &agés [102]. Par ailleurs, des modifications
morphologiques seraient également associées : un gonflement anormal des mitochondries,
et une perturbation de la morphologie des crétes sont retrouvés dans les ovocytes de

femmes d’un age reproductif avancé [103].
Stress oxydatif et mutations de ’ADNmt

La mitochondrie est le lieu de production principal des especes réactives de I'oxygene
(ROS). Les radicaux libres provoquent des dommages oxydatifs au niveau des différentes

structures cellulaires (ADN, lipides et protéines).

Le taux de mutation de I'ADNmt est 10 a 20 fois supérieur a celui des genes
nucléaires, notamment dans la région contréle, mais la plupart des mutations sont des
polymorphismes neutres. L'apparition d'une variation de séquence dans I'ADNmt aboutit a
un mélange intracellulaire de molécules normales et mutées : I’'hétéroplasmie. En dehors de
tout contexte pathologique, un individu est homoplasmique, mais voit progressivement
s'accumuler des mutations au cours du temps. La proportion d’ADN muté par rapport a

I’ADN normal peut varier selon les tissus. Si ce taux dépasse une valeur critique spécifique du
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tissu considéré, des caractéristiques cliniques vont se manifester, il s’agit de I'effet seuil

[104].

Ce taux de mutation résulterait de I'absence d’histones, d’un systeme de réparation
de I’ADN incomplet (systéme de réparation BER Base-Excision Repair), et d’une exposition
continuelle aux radicaux libres générés par la chaine d’électrons. Par ailleurs, le génome
mitochondrial étant majoritairement codant, chaque mutation est potentiellement capable

d'altérer la fonction mitochondriale.

La production mitochondriale de ROS a été a l'origine de la théorie des radicaux libres

mitochondriaux sur le vieillissement (MFRTA, Mitochondrial Free Radical Theory of Aging)

Au cous du vieillissement, les mutations somatiques induites par les radicaux libres
de I'oxygene s’accumulent, conduisant en un déclin de la fonction mitochondriale et des
capacités énergétiques [12]. Selon un cercle vicieux, les mutations de I'ADNmt en induisant
une dysfonction de la chaine respiratoire, accentuent elles-mémes la production de ROS et
I'accumulation de nouvelles mutations. Le stress oxydatif est considéré comme le facteur
majeur du déclin général des tissus associés a I'age, les maladies dégénératives, la mort

cellulaire programmeée et le cancer [105].

Le modele de la souris « Mutator » illustrerait cette relation entre mutations de
I'ADNmt et vieillissement. Dans ce modeéle, I’ADN polymérase mitochondriale POLG présente
une activité polymérase intacte (réplication normale), mais se trouve mutée dans son
domaine d’activité exonucléase (absence de correction des erreurs de réplication). La
conséquence est une accumulation de mutations, une instabilité des complexes de la chaine
respiratoire par substitution de certains acides aminés, ainsi qu'une diminution de I'activité
de la chaine respiratoire. Ces souris voient leur fertilité diminuée de fagon notoire des 20
semaines, alors qu'a 25 semaines, age du jeune adulte, elles présentent un tableau de
sénescence (ostéoporose, anémie, cyphose, alopécie, diminution du tissu adipeux et

hypertrophie cardiaque), avec une espérance de vie divisée par deux.
Les ovocytes seraient particulierement sujets au stress oxydant

Tout d'abord, du fait d'une phase de quiescence particulierement longue, les
ovocytes sont susceptibles d'accumuler de nombreuses mutations (dont la délétion

commune de 4 977 pb). Kitagawa a constaté que l'incidence des mutations de I'ADNmt dans
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le tissu ovarien augmente apreés |'age de 45 ans [106]. De plus, Keefe et al. ont montré que
les ovocytes non fécondés de femmes de plus de 38 ans ont 3,3 fois plus de risque de
présenter des mutations [107], mais ces résultats restent toutefois débattus [108, 109]. Des
résultats récents ont montré que les cellules du cumulus seraient des sources potentielles de
radicaux libres, puisque les cellules de cumulus de souris agées peuvent induire I'apoptose

ovocytaire [110].
La protection anti-oxydante diminue avec le temps

Ensuite, pour lutter contre les agressions dues au stress oxydatif, les ovocytes ainsi
gue les cellules folliculeuses sont pourvus d'antioxydants et d'enzymes détoxifiantes, dont la
superoxide dismutase mitochondriale a manganése MnSOD, et la catalase. La MnSOD,
mitochondriale (a différentier de son isoforme cytosolique CuZnSOD) réduit |'anion
superoxide en peroxyde d’hydrogene et en oxygene. La catalase catalyse quant a elle la

transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau.

Les défenses anti-oxydantes diminueraient néanmoins avec l'age. Certains auteurs
ont mis en évidence une diminution des défenses anti-oxydantes des cellules folliculeuses
avec I'age. Les travaux de Tatone et al. ont montré que chez les femmes agées (> 38 ans),
I'expression de la SOD, et de la catalase dans les cellules folliculeuses est significativement
plus faible que chez les femmes jeunes (< 32 ans) [111, 112]. Parallelement a cette
diminution du taux d'ARNm dans les cellules folliculeuses, les taux protéiques de ces deux

enzymes sont également diminués.
Pondération de la théorie MFRTA

Cependant, la théorie des radicaux libres mitochondriaux sur le vieillissement a été
récemment nuancée. Ahlqvist et al. ont montré que le phénotype de vieillissement
prématuré des souris mutator ne serait pas di a une surproduction de ROS, mais serait, au
moins en partie, imputable a un dysfonctionnement des cellules souches somatiques dés le
stade embryonnaire [113]. Par leur impact sur la capacité bioénergétique mitochondriale et
I'état redox de la cellule, les mutations de 'ADNmt affecteraient la qualité et la quantité de
cellules souches et diminueraient leur capacité d’auto-renouvellement. Les mutations de
I'ADNmt pourraient ainsi provoquer un phénotype de vieillissement sans augmenter le stress

oxydatif.
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Un autre de type de modeéle de souris transgénique remet également en cause cette
théorie. Les souris mutées dans le gene de I'hélicase mitochondriale (Twinkle) présentent
une accumulation de délétions et un dysfonctionnement de la chaine respiratoire, mais avec
cependant une durée de vie normale [114]. Ainsi, I'accumulation de mutations et la
dysfonction de la chaine respiratoire pourraient ne pas suffire a expliquer le phénotype de

vieillissement prématuré.

L'absence de corrélation claire entre le taux de production de ROS [115] ou
I'efficacité des défenses anti-oxydantes [116] d’une part, et la durée de vie d’autre part, met
également en doute le réle des dommages oxydatifs dans le processus de vieillissement.
Ainsi, un équilibre entre oxydants et antioxydants semble essentielle : les mitochondries
pourraient faire face a des niveaux physiologiques de dommages oxydatifs, tandis qu’un

exces d’apport de compléments alimentaires antioxydants pourrait étre délétere.
L'intervention de la mitochondrie dans le vieillissement se ferait par d'autres voies

Les modifications liées a I'age de la fonction mitochondriale pourraient aussi étre
secondaires a d'autres mécanismes, comme la fibrose, les modifications de vascularisation,
la diminution de certains taux hormonaux (hormones thyroidiennes, ocestrogénes,
glucocorticoides) [117, 118]. De nombreuses études relient la fonction mitochondriale aux
voies de signalisation qui régulent la durée de vie et le processus de vieillissement, comme
les voies de détection des nutriments insuline/IGF-1 et la voie mTOR [119, 120]. En accord
avec cette hypothése, l'activité physique et la restriction calorique pourraient réduire les

dommages oxydatifs et améliorer la fonction mitochondriale [121, 122].

Une autre voie de régulation passe par un équilibre entre biogenése mitochondriale
et dégradation. Ainsi, la constitution et le maintien d’un pool sain mitochondrial dépend
d’une balance entre biogenése et dynamique mitochondriale (fusion et fission), équilibre
rompu lors du vieillissement. La dérégulation de la dynamique mitochondriale pourrait ainsi
étre une des causes intrinseques de la dysfonction mitochondriale, observée durant le
processus de vieillissement [123]. En effet, il a été montré que l'expression de MFN2
diminue avec l'age dans le muscle squelettique [124]. En outre, une perte excessive de
mitochondries par mitophagie est reliée a une variété de maladies neurodégénératives, mais
en revanche, une mitophagie inefficace peut .conduire. a |'accumulation d’organites

endommagés, contribuant a une dysfonction métabolique globale.
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La biogenése mitochondriale est particulierement importante pendant I'ovogenése,
permettant le maintien d'un pool d'’ADNmt efficient pour le développement embryonnaire
précoce. Le nombre de copies d’ADNmt, extrémement variable selon le type cellulaire (entre
10 et 10° copies par cellule), est maximal dans I'ovocyte, puisque celui-ci contient 200 000
copies d'ADNmt en moyenne. Une corrélation directe entre le contenu en ADNmt et la
gualité ovocytaire d'une part [125], et I'dge des patientes d'autres part [107, 126] a été mise
en évidence, confortant le role de la biogenése mitochondriale dans le vieillissement
ovocytaire. De la méme maniére, la diminution de la réserve ovarienne (DOR) est associée a
des taux diminués d'ADNmt, potentiel reflet d'une altération de la biogenese mitochondriale

durant la croissance folliculaire [126].
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2/ Vieillissement ovarien
et mitochondrie

Objectifs de ce travail
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La DOR, qui s'inscrit dans le cadre du vieillissement ovarien, s'accompagne d'une
baisse de la qualité ovocytaire essentielle au développement embryonnaire précoce [2]. La
mitochondrie, organite cytoplasmique ovocytaire quantitativement le plus important,
pourrait intervenir a deux titres dans la pathogenése de cette DOR. D'une part, elle a été
clairement reliée a la qualité ovocytaire : le transfert de mitochondries d'un ovocyte jeune a
un ovocyte agé est capable de prévenir |'apoptose ovocytaire [127], et la masse
mitochondriale est significativement moindre chez les patientes présentant une DOR [126].
D'autre part, la mitochondrie est directement impliguée dans les processus de
vieillissement, et notamment de vieillissement ovarien et d'atrésie folliculaire en lien avec

son role dans I'apoptose [128, 129].

Les ovocytes des follicules primordiaux, bloqués en prophase de premiére division
méiotique depuis la vie embryonnaire, reprennent leur croissance apres la puberté. Durant
cette phase de la folliculogenése, I'ovocyte va passer d'une taille de 30 um a 120 um avec
une accumulation massive de protéines, d'ARNs messagers et d'organites cellulaires. La
masse mitochondriale d'un ovocyte primaire d'un follicule primordial est estimée a 6 000
copies d'ADNmt [82], contre 200 000 copies pour un ovocyte ovulé [84]. La biogenese
mitochondriale, prépondérante au cours de cette période, pourrait étre cruciale a
I'acquisition de la compétence ovocytaire. Elle pourrait étre altérée dans le processus de
DOR et rendre compte alors de l|'altération de la qualité ovocytaire en lien avec des

anomalies mitochondriales.

Au sein du follicule ovarien, un systeme de signalisation bidirectionnelle entre
I'ovocyte et les cellules folliculeuses qui I'entourent permet I'acquisition de la compétence
ovocytaire [30]. Les cellules folliculeuses supportent la croissance et la maturation
ovocytaire par le biais de I'apport de nutriments et de facteurs de croissance. Inversement
I’ovocyte contrdle la différentiation, la prolifération et les fonctions des cellules folliculeuses
via la sécrétion de facteurs paracrines appelés OSF (Oocyte-Secreted Factors) [130]. La
qualité de l'ovocyte résulte de la coopération étroite entre ces deux types cellulaires.
L’étude des cellules folliculeuses est considérée comme une des meilleures approches non
invasive de la qualité ovocytaire et des processus dont elle découle. En particulier,
I’expression de certains génes serait liée a la qualité ovocytaire [40, 52], mais aussi au profil

ovarien des patientes notamment celles présentant une DOR [45, 46]. Il est probable qu’une
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altération de la biogenése mitochondriale, ou des fonctions mitochondriales, si elle est en
cause dans le processus de DOR ait une répercussion sur le fonctionnement des cellules
folliculeuses. Certains auteurs ont d’ailleurs mis en évidence une diminution des défenses
anti-oxydantes des cellules folliculeuses avec I'dge, notamment une altération de
I’expression de MnSOD1 et 2 [111, 112]. Etudier I'expression par les cellules folliculeuses des
génes mitochondriaux pourrait permettre d’appréhender les réles de la mitochondrie dans

I"acquisition de la compétence ovocytaire au cours de la folliculogenése.

Nous pensons que la biogenése mitochondriale au cours de la folliculogenése et/ou
des fonctions mitochondriales ovocytaires seraient altérées dans la DOR et que les cellules

folliculeuses pourraient en étre le témoin.

OBJECTIFS

Les travaux présentés ici, en s'intégrant dans la continuité des travaux effectués par
I'équipe de recherche INSERM 1083, ont pour but d'étudier le role potentiel de la
mitochondrie dans le vieillissement ovarien. Plus exactement, ils visent a évaluer
I'implication de la biogenese mitochondriale au cours de la folliculogenése et des
dysfonctions mitochondriales ovocytaires sur ['altération de la compétence ovocytaire

observée chez les patientes présentant une diminution de la réserve ovarienne.

Dans ce travail, nous comparerons la masse mitochondriale et I'expression des genes
relatifs a la mitochondrie dans les cellules folliculeuses de patientes DOR (réserve ovarienne
diminuée) versus NOR (réserve ovarienne normale). La masse mitochondriale sera évaluée
par quantification de I'ADNmt, tandis que |'étude de I'expression génique concernera les
génes impliqués soit dans les fonctions mitochondriales - protection anti-oxydante (SOD,,
catalase), apoptose (cytochrome c), homéostasie ferrique (ISCU) -, soit dans la biogenese
mitochondriale (POLG, TFAM, NRF1, PGC-1a et B, SIRT1 et SIRT3) et sa maintenance (OPA1,
MFN2, SAM50). Nous tenterons ensuite de corréler ces données a la quantité d'’ADNmt dans

I'ovocyte.
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3/ Matériels et méthodes



A. ENCADREMENT

Il s'agit d'une recherche non interventionnelle, avec constitution d'une collection
concernant les ovocytes immatures et les cellules folliculeuses. La constitution de cette collection
intitulée "Fertilité et Qualité ovocytaire" a regu I'aval du comité d’éthique du CHU d'Angers en

Novembre 2010 (numéro CB 2010-06).

B. POPULATION ETUDIEE

I. Description

La population étudiée correspond aux patientes prises en charge dans le centre d'AMP du

CHU d'Angers, et ayant signé un consentement de facon éclairée.

Il. Modalités de recrutement et d'information

L'information est donnée au cours de I'entretien biologique réalisé avant toute tentative
d'AMP. Les patientes sont informées oralement et par écrit de la nature des échantillons prélevés,
des analyses génétiques potentiellement réalisables, des bénéfices attendus, des contraintes et
risques prévisibles, ainsi que du droit au patient de refuser de participer a cette collection ou de
demander la destruction de ses échantillons biologiques a tout moment. A l'issue de I'entretien,

les lettres d'information et de consentement sont remises aux patientes.

L'accord (ou le refus) de la patiente de participer a I'étude est connu le jour de la tentative,
le consentement daté et signé étant rendu ce jour-la au laboratoire. Le consentement est remis au
biologiste, qui en cas d'accord de la patiente, l'inclut ou non en fonction des criteres de sélection.

Si la patiente est sélectionnée, une copie du consentement lui est adressée.

Les données utilisées dans le cadre de cette étude sont recueillies dans les dossiers
médicaux des patients suivis dans le service d'AMP du CHU d'Angers, dans le cadre de leur prise en
charge de routine. Aucune procédure supplémentaire de traitement, de diagnostic ou de

surveillance n'est proposée dans le cadre de cette étude.

I1l. Critéres de sélection

Pour étre incluses les patientes doivent avoir signé le consentement de participation a I'étude et

entrer dans l'une des deux catégories :

+* Patientes avec un profil de diminution de la réserve ovarienne (DOR = Diminished

Ovarian Reserve) avec au moins un des critéres suivants :

=  FSH > 8UI/L,
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= CFA < 10 pour les deux ovaires,
= AMH < 2pug/L,
= Le tout corrélé a une mauvaise réponse a la stimulation ovarienne.

¢ Patientes contrdles avec un profil ovarien normal (NOR = Normal Ovarian Reserve),

avec tous les criteres suivants :
= FSH < 8UI/L,
= CFA210,
= AMH >2pug/L.

IV. Nombre de patientes incluses

Vingt-huit patientes, soit 14 patientes présentant une diminution de la réserve ovarienne

(DOR) et 14 témoins avec une réserve ovarienne normale (NOR) sont incluses dans le protocole.

C. ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

Les ovocytes utilisés pour cette étude sont recueillis au cours de cycles de fécondation in

vitro réalisés au CHU d'Angers entre septembre 2012 et avril 2013.

La stimulation ovarienne nécessaire a ces cycles de fécondation in vitro utilise des
gonadotrophines exogenes recombinantes (Purégon®, Organon, Gonal F®, Merck Serono,
Pergoveris® Merck Serono) ou des gonadotrophines urinaires ménopausiques d'origine humaine
(Ménopur®, Ferring). Le blocage de Il'ovulation est assuré soit par un agoniste du GnRH
(Décapeptyl®, Ipsen Biotech) débuté en milieu de phase lutéale, soit par des antagonistes du GnRH
(Orgalutran®, Organon, Cétrotide®, Merck Sérono). Le déclenchement de I'ovulation par 6 500
unités d'hCG recombinante (Ovitrelle®, Merck Serono) est décidé sur les critéres échographiques

(= 5 follicules d’au moins 17 mm de diametre) et biologiques (oestradiol plasmatique)

La ponction folliculaire est réalisée par voie transvaginale 36 heures aprés le
déclenchement de l'ovulation. L'examen des liquides de ponctions folliculaires a la recherche des
complexes cumulo-ovocytaires (CCO) est effectué a l'aide d'une loupe binoculaire munie d'une
platine chauffante maintenue a 37°C. Les CCO recueillis sont ensuite placés a I'étuve a 37°C sous
5% de CO, dans l'air, dans un milieu de culture approprié (Flushing Medium®, Origio, Malov,

Danemark).

61



La décoronisation est réalisée ovocyte par ovocyte, par une exposition de 30 secondes
environ a 50 pl de Hyaluronidase® (80 Ul/mL, FertiPro, Beernem, Belgique) diluée au quart avec du
Ferticult®, puis par micro-pipetage a I'aide d'une pipette stripper calibrée a 125 um (Origio, Malov,
Danemark). Les cellules folliculeuses de chaque cumulus isolé sont reprises dans 500 puL de
Ferticult® et séparées en deux fractions équivalentes. Ces fractions sont ensuite lavées par
centrifugation 10 min a 1200g, et les culots asséchés de cellules folliculeuses sont congelés

immédiatement dans |'azote liquide.

Les ovocytes immatures sont habituellement jetés, n'étant pas aptes a étre fécondés et a
permettre un développement embryonnaire. Les 43 ovocytes immatures recueillis pour cette
étude sont bloqués soit en prophase de premiére division méiotique (stade de vésicule
germinative, n = 14), soit avant d'avoir atteint le stade de métaphase Il (absence de globule
polaire, n = 29). Chaque ovocyte immature est repris dans 3 uL de milieu de culture (Ferticult®,
FertiPro, Beernem, Belgique) et congelé dans un tube Eppendorf® par immersion directe dans

I'azote liquide.

Les ovocytes et les cellules folliculeuses sont ensuite conservés a -80°C jusqu'a extraction
d'ADN ou d'ARN, réalisée de maniere groupée apres réception de I'ensemble des échantillons

d'intérét.

D. QUANTIFICATION DE L'ADN
. Extraction de I'ADN

L'extraction de I’ADN de I'ensemble des échantillons est réalisée sur colonne avec
membrane de silice avec le kit « Nucleospin® Tissue » de Macherey-Nagel, Diiren, Allemagne
(Figure 17). Dans un premier temps, la lyse cellulaire est obtenue par incubation, a 70°C pendant
10 min, de chaque échantillon avec 200 uL de tampon T1 de SDS (agent détergent), de 25 ulL de
protéinase K (protéase inactivant DNases et RNases) et de 200 uL de tampon B3 de chloride de
guanidine (agent chaotropique). L'ajout de 210 uL d’éthanol absolu permet d’ajuster les
conditions de fixation de I’ADN, et celui-ci, chargé négativement, peut alors se fixer sur le filtre
d’une colonne chargé positivement. Aprés une premiere centrifugation d’une minute a 11 000 g,
un premier lavage par 500 pL de tampon BW (guanidine + isopropanol) est effectué, suivi d’une
nouvelle centrifugation d’'une minute a 11 000 g, puis un deuxieme lavage par 600 pL de tampon
B5, suivi a nouveau d’une centrifugation. Enfin I’ADN fixé sur la colonne est élué par 60 uL de
tampon d’élution BE (5mM Tris/HCl, pH 8.5) préchauffé a 70°C. Le volume élué est repassé sur la

colonne et centrifugé une nouvelle fois pour augmenter le rendement de |’extraction.
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2 Pre-lyse sample 200 wm
25 L Proteinase K
3 Lyse sample 200 pL B3
70°C,
10 min
4 Adjust DNA
binding conditions 210 pl 96-100 % ethanol
= Bind DMNA
Load all
11,000 x g,
6:} 1 min
6 Wash silica membrane -
1% wash 500 pL BW
B 2~ wash G600 pL B
: 11,000 x g,
and2e €5 i
7  Dry silica membrane 11,000 x g,
@3 1 miin
B Elute highly pure DMA : 60 pLBE
[70°C)
] AT,
) 1 min
ﬁa ::fj' 11,000 x g,
s 1 min

Figure 17 : Protocole d’extraction de I’ADN avec le kit NucleoSpin® Tissue de Macherey-Nagel

Il. Optimisation des conditions de PCR

1. Définition des amorces

Le design des couples d'amorces, validé par des travaux antérieurs dans le laboratoire, a
été élaboré grace au logiciel « Beacon Designer », Applied Biosystems (Premier Biosoft
International, Palo Alto, CA, USA), en choisissant de travailler sur des amplicons de petite taille (80
a 300 pb), a des températures d'hybridation proches (autour de 60°C), a une concentration de
MgCl, définie. Le meilleur couple d'amorce est celui :

- Permettant une amplification pour les échantillons tests et une absence d'amplification (ou
tardive) pour le témoin négatif,

- Présentant une bonne spécificité, caractérisée par la courbe de fusion. L'augmentation
progressive de la température en fin de PCR permet de dissocier séquentiellement les ADN double
brin en fonction de leur taille et de leur composition. La dénaturation a pour conséquence de

libérer la molécule de SYBR Green® en solution et de provoquer une chute brutale de Ia
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fluorescence. La dérivé de la courbe de dissociation fait apparaitre un pic spécifique dont la
position sur I'axe des températures est caractéristique de I'amplicon cible (courbe de fusion), sans
pics parasites. Le cas échéant, les pics parasites (dimérisation d'amorces, formation de structures
secondaires, cible non spécifique) consomment de la Taq polymérase, et de ce fait entrainent des

biais dans les quantifications.

2. Choix des amorces

La quantification de I'ADNmt dans |'ovocyte se faisant sur cellule unique, la quantité
d'ADNmt obtenue dans le volume d'élution correspondra au nombre de copies présentes dans un
ovocyte. En revanche, en ce qui concerne les cellules folliculeuses, la quantification de I'ADNmt
doit étre rapportée a la quantification d'un gene nucléaire, géne de ménage, témoin du nombre

de cellules folliculeuses.

Pour quantifier I'ADN mitochondrial, nous avons testé les couples d'amorces F1R1, et
mtLEU (géne tRNA-Leu). Pour quantifier I'ADN nucléaire, les couples d'amorces testés sont AIB F/R
(géne NCoA3, Nuclear receptor CoActivator 3) et actine F/R. Nous avons également testé plusieurs

températures d'hybridation (58°C, 60°C) et finalement retenu les amorces F1R1 et AIBF/R a 58°C

(Tableau 3).
Gene amplifié Amorces Séquence des amorces Taille de
['amplicon
F1R1 F1 GAACCAACACCTCTTTAC 217 pb
R1 GGCAATGAATGAAGCGAA
AIB1 AIB F GGAGTTTCCTGGACAAATGA 108 pb
AIB R AGGACTGGCGTTTATGTCTT

Tableau 3 : Description des amorces utilisées pour la gPCR

3. Préparation des standards

La préparation des standards externes est réalisée a partir d'ADN de fibroblastes humains.
Des réactions de PCR sont effectuées pour chaque géne étudié a l'aide du thermocycler PTC 200
(MJ research, Ramsey, USA) et du kit de PCR Hot Gold Star d'Eurogentec, Seraing, Belgique. Le
milieu réactionnel est constitué de 25 uL de Premix (Tag polymérase, dNTPs 200 uM, MgCl,
1.5 mM et tampon), 1 uL deMgCl, 25 mM, 1 uL d’amorce sens 20 uM, 1 pL d’amorce antisens
20 uM, 20 pL d'eau, auxquels sont ajoutés 2 uL d’ADN. Des témoins négatifs sont également
réalisés pour chaque fragment amplifié. Aprés activation de la Tag polymérase a 94°C pendant
10 min, trente cing cycles sont effectués. Ils comprennent une étape de dénaturation de

45 secondes a 94°C, une étape d'hybridation 'de 45 secondes a 58°C et une étape d'élongation de
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2 minutes a 72°C. Enfin, I'élongation finale est obtenue a 72°C pendant 3 minutes. Apres
amplification, les produits de PCR sont purifiés sur colonne en utilisant le « High Pure PCR Product
Purification kit » (Roche Diagnostics, Basel, Suisse) selon les recommandations du fournisseur

(Figure 18).

100 ul PCR K|  Add 500 l Binding Buffer

v

Mix well and apply mixture
to a High Pure Fiter Tube,

A | centrifuge at max. speed for
30-60 s.

Discard flowthrough + K Add 500 pl Wash Buffer

Centrifuge at
K| 13000 = gfor 1 min

Discard flowthrough + Y Add 200 pl Wash Buffer

Centrifuge at 13 000 = g
K or 1 min

Discard flowthrough + K| Add50-100 pl Elution Buffer

Centrifuge at 13 000 x g
or 1. min

v

Puriflied PCR product

Figure 18 : Protocole de purification des produits de PCR avec le kit « High Pure PCR Product
Purification kit » de Roche Diagnostics

10 ul de chaque échantillon sont ensuite déposés sur gel d'agarose 1.5 %. La visualisation
des bandes sous rayonnement UV apres imprégnation au GelRed® (Interchim, Montlucon, France)
permet de vérifier la bonne amplification des fragments sous forme d’'une bande unique, ainsi que
I’'absence de bande dans le témoin négatif (absence de contamination) (Figure 19). Pour chaque
standard, la concentration en ng/uL est calculée en comparant la résolution des bandes a celle du
marqueur de taille GeneRulerLow Range DNA ladder de Thermo Scientific® (Waltham, USA), puis
convertie en nombre de copies/uL, connaissant la taille de chaque fragment amplifié, pour une
masse molaire d'ADN double brin de 650 g/mol. Une dilution des échantillons obtenus est alors
réalisée pour obtenir une concentration de 10 copies/ul pour chacun des standards. Les
standards sont préparés de maniere a avoir des quantités d'ADN suffisantes pour toutes les
manipulations, afin d'éviter le biais liés a des qPCR réalisées a des moments différents. lls sont

aliqguotés en volume de 10 uL, stockés a -80°C et décongelés une seule fois, le jour de la
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manipulation. La gamme de dilution des standards est choisie de telle facon qu'elle couvre les

concentrations du méme gene pour les échantillons patients.

LR

FART ned pTLeu Meg

Aot Heg

F1R1:217 pb
¢ = 1.73.10" copies/uL

a)

Figure 19 : a) Quantification des standards d’ADNmt par rapport au marqueur de taille
« GeneRulerLow Range DNA ladder ». La taille des fragments en paire de base (pb) et leur

concentration en nombre de copies/uL sont indiquées, b) Témoins négatifs

4. PCR quantitative

a) Protocole opératoire

L’ADN mitochondrial est quantifié en duplicate pour chaque échantillon, par gPCR sur le
thermocycleur Chromo 4 de BIORAD® (Hercules, USA). Le SYBR®green supermix (BIORAD®) est
utilisé dans un volume réactionnel final de 20 ul avec des amorces a 0,5 uM, et 3 ul d'ADN a
guantifier, ou témoins ou points de gamme préalablement constitués. Les réactions se déroulent
ainsi : une étape de dénaturation initiale a 95°C pendant 10 minutes, puis 50 cycles a 95°C
pendant 45 secondes, 58°C pendant 1 minute, et 72°C pendant 45 secondes. La fluorescence est
mesurée a la fin de chaque étape d'élongation. Une courbe de fusion est réalisée
systématiquement en augmentant la température d'un degré par seconde de 55°C a 95°C avec

une lecture continue de la fluorescence.

b) Controles

Dans chaque série sont inclus un controle négatif (H,O distillée a la place de I'ADN, témoin
de non-contamination), et un contréle positif (ADN de fibroblaste humain, témoin de bonne

amplification), tous deux passés en duplicate.

c) Gamme d'étalonnage
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Les standards sont dilués extemporanément avec de I'eau stérile afin d'obtenir quatre

points de gamme 107, 10%, 10* et 10° copies/uL.

d) Quantification

Le nombre de copies d'ADN contenu dans chaque échantillon est obtenu grace aux valeurs
des Ct ou "Cycle treshold", cycle pour lequel I'amplification de la cible est détectée pour la
premiére fois (figure 14a). Le nombre de Ct est inversement proportionnel au logarithme du
nombre de molécules d'ADN cibles initialement présentes dans I’échantillon. L'expression des Ct
en fonction de la concentration initiale connue de chaque point de gamme permet la construction
d'une droite d'étalonnage. Le nombre de copies d'ADNmt et d'ADN nucléaire pour chaque

échantillon est alors déterminé en rapportant les Ct obtenus a cette gamme d'étalonnage.

I1l. Validation des résultats

Pour chaque réaction, les coefficients de corrélation r des droites d’étalonnage,
témoignant de la linéarité de la technique et de la répétabilité des points de gamme, sont

supérieurs a 0,998 (Figure 20b).

La spécificité de la réaction est appréciée pour chaque PCR par l'analyse de la courbe de

fusion des produits de PCR (Figure 20d).
Le seuil de sensibilité de la technique est estimé autour de 10 copies d’ADN.

La précision intra-essai de notre technique est vérifiée par comparaison des duplicates.

Pour chacun d’entre eux, une moyenne est effectuée.
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Figure 20: Plaque « F1rl ovocyte » : Quantification de ’ADN mitochondrial dans les ovocytes. a)
Courbe de fluorescence des standards en fonction du nombre de cycles, b) Gamme d’étalonnage
des standards, c) Courbe de fluorescence des échantillons en fonction du nombre de cycles, d)

Courbe de fusion des échantillons.

E. QUANTIFICATION DES TRANSCRITS
I. Extraction de I'ARN

L'extraction de I’ARN est réalisée sur colonne avec membrane de silice grace au kit
« Nucleospin® RNA XS » de Macherey-Nagel, Diren, Allemagne (Figure 21). Dans un premier
temps, la lyse cellulaire est obtenue par ajout de 100 uL de tampon RA1l de thiocyanate de
guanidine 30-60 % (agent chaotropique, inactivateur de RNases) et de 2 uL d'agent réducteur TCEP
Tris(2-carboxyethyl)phosphine. 5 uL de Carrier RNA (sel de potassium poly(-A) RNA: poly (A)) est
ajouté pour améliorer le rendement de fixation de I'ARN, puis le mélange est filtré et centrifugé a
11 000 g pendant 30 secondes. L’ajout de 100 pL d’éthanol a 70 % permet d’ajuster les conditions
de fixation de I’ARN, et celui-ci, chargé négativement, peut alors se fixer sur le filtre d’'une colonne
chargé positivement. Aprés une centrifugation de 30 secondes a 11 000 g, un premier lavage par
100 pL de tampon MDB (thiocyanate de guanidine 1-15 % et éthanol 5-20 %) est effectué, suivi
d’une nouvelle centrifugation de 30 secondes a 11 000 g, puis d'une digestion de I'ADN pendant
15 min a température ambiante par 25 uL de rDNase. Trois lavages successifs sont effectués,
respectivement par 100 pL de tampon RA2 (thiocyanate de guanidine 30-60 % et éthanol 20-35 %)
pendant 2 min a température ambiante, 400 pL de tampon RA3, et 200 uL de trampon RA3,
chacun étant suivi d'une centrifugation a 11 000 g. Enfin I’ARN fixé sur la colonne est élué par
10 uL d'eau RNase-free, par centrifugation 30 secondes a 11 000 g. L’ARN obtenu est quantifié
(Nanodrop ND-1000) et qualifié (Bioanalyzer 2100 et RNA6000 Pico kit-Agilent, Etats-Unis), pour

confirmer I'absence d’ADN contaminant et conservé a -20°C jusqu'a rétrotranscription.
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1 Supply sample Use up to 10° cultured cells
or 3 mg tissue samples

2 Lyse and homogenize cells 100 pL RAT

2 ul TCEP
Mix

working solution

Mix

3  Add Carrier RNA U 5 pL Carrier RNA

4 Filtrate lysate Jfoptional)

63 11,000 x g,
— 30s
5 Adjust RNA 100 pL 70 % ethanol
binding condition Mix
6 Bind RNA Load lysate
i:? 11,000 x g,
30 =
T Desalt silica membrane 100 pL MDB
€3 11,000 % g,
30 =
8 Digest DNA 25 uL DNase
reaction mixture
AT, 15 min
9 Wash and dry silica 1*wash 100 pL RA2
membrans AT, 2 min
11,000 x g, 30 5
€5 2% wash 400 pl BA3

11,000 x g, 30 =
3= wash 200 pyL RA3
11,000 = g, 2 min

10 Elute highl RMA
= highly pure 10 pL RNass-free H,O
= €S 11,000 % g,

14 30 5
=

Figure 21 : Protocole d’extraction de I’ARN avec le kit NucleoSpin® RNA XS de Macherey-Nagel

Il. Reverse Transcriptase-quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR)

La rétrotranscription de I’ARN de chaque échantillon est réalisée a I'aide du kit Super Script
Vilo (Invitrogen SARL, France). 10 puL d’ARN de chaque échantillon sont mélangés a 2ulL d’enzyme
SuperScript® 10X (SuperScript® Il RT, et RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor), 4 pL
de Mix Reaction 5X Vilo ® (MgCl,, primers et dNTPs) pour un volume final de 20 pL. Le mélange
préparé dans la glace est incubé 10 minutes a 25°C, puis 1 heure a 42°C pour permettre la rétro-
transcription de I'ARN, et finalement chauffé a 85°C pendant 5 minutes pour dénaturer la rétro-

transcriptase. L'ADNc obtenu est ensuite conservé a -20°C puis les échantillons sont transmis a
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IntegraGen® (Evry, France). La PCR quantitative est réalisée en sixtuplate pour chaque échantillon
par méthode micro-fluidique sur le systéme Biomark (Fluidigm Europe B.V.). Les 14 transcrits

sélectionnés sont amplifiés grace aux amorces décrites dans le Tableau 4.

Transcrit , ITaiIIe.de
amplifié Amorces Séquence des amorces ['amplicon
(pb)
POLG F CAAGGAGCCTTTGGTGAGTTCAA 82
R CATGGATTGTAAAACCCCTTCCA
TEAM F GCTGAAGACTGTAAAGGAAAACTGGA 120
R GATCCTTTCGTCCAACTTCAATCA
NRE1 F GTCCAAGATGCTAATGGCCTGGT 54
R CACAGTCTGGTACATGCTCACAGG
PGC-1a F TCATCTGAGTTTGAATCTAGGTCTGC 66
R GTACTTTTGTGGACGCAAGCAAT
PGC-1p F GCCCAGATACACTGACTACGATTCC 78
R TCCATGGCTTCATACTTGCTTTTC
SIRTL F GTAGGCGGCTTGATGGTAATCAG 75
R AATATACCTCAGCGCCATGGAAA
SIRT3 F TTTGTCTGGTCCATCAAGCTTCC 70
R TCTGGGCTGGACAGAAGAGATG
OPA1 F CATGCTTGCTATCACCGCAAATA 83
R CACCATCTTCAGCAAAATCTTCCA
MEN2 F GCAAAGCTGCTCAGGAATAAAGC 73
R GCTGCAGGTACTGGTGTGTGAAC
CAT F CAATGCTGAGAAGCCTAAGAATGC 53
R GAGATCCGGACTGCACAAAGG
SOD2 F GCAGTGGAATAAGGCCTGTTGTT 76
R GAACGGGGACACTTACAAATTGC
cYCS F TGCCTTTCTCAACATCACCCATA 104
R GGCGTGTCCTTGGACTTAGAGAG
ISCU F CTCTGCCTTCCTCCCGTGAAAC 57
R CTTGATTGCATCTTCAGCCAGCA
SAMSO F GCAACATCGCTCGGTTGGA 46
R CTCCAAACTGGACGCCATCAC

Tableau 4 : Description des amorces utilisées pour la RT-gPCR

F. ANALYSES STATISTIQUES

Les calculs statistiques sont réalisés avec le logiciel SPSS (SPSS Inc, Chicago). Pour la
comparaison des variables quantitatives, nous avons utilisé un test non paramétriqgue de Mann-
Whitney et le test Khi-deux de Pearson pour les variables qualitatives. Les données sont

considérées comme statistiquement significativement différentes si p < 0.05. En ce qui concerne
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I'expression relative des génes, les valeurs des Ct obtenues a l'issue de la gPCR sont analysées par

la méthode des delta-delta de Ct.
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4/ Résultats



A. POPULATION

Nous avons recueilli 43 ovocytes au cours de cycles de stimulation de 28 patientes, répartis

entre le groupe DOR (n=23), et le groupe NOR (n=20).

Les deux groupes de patientes sont comparables pour I'lMC, la consommation de tabac, et
la durée d'infertilité (Tableau 5). En revanche, la moyenne d’age est significativement plus élevée
dans le groupe DOR, illustrant le phénoméne de diminution de la réserve ovarienne liée a l'age
[12]. Le bilan hormonal (FSH, E2, AMH), et échographique (CFA) ayant permis de définir les deux
entités de patientes, ces critéres different donc significativement entre les deux groupes. D'autre
part, les patientes DOR présentent classiqguement un tableau de "mauvaise réponse a la
stimulation ovarienne". Dans ce groupe, la dose initiale et totale de gonadotrophines (FSH)
utilisées au cours de la stimulation sont significativement supérieures. De la méme maniere, le
nombre d’ovocytes recueillis par ponction est significativement plus faible. A noter que le type de
protocole et le type de FSH utilisés ne different pas significativement entre les deux groupes. De
méme, il n'est pas observé de différence significative dans le contenu en ADNmt entre les
ovocytes bloqués en prophase | (VG) et ceux bloqués entre la prophase | et la métaphase Il (GP),

ce qui nous permet de comparer les différents groupes sans tenir compte du type d'immaturité

nucléaire.

Population DOR NOR Significativité
Nombre de patientes 28 14 14
Age moyen (ans) 323 35 29.8 p<0.0001
IMC 23.5 23.7 23.4 p=0.961
Tabac (% de fumeuses) 14.8 15 14 p=0.28
Durée d’infertilité (années) 3.8 4.1 3.6 p=0.193
FSH (UI/L) 7.7 9.4 5.9 p<0.0001
AMH (ug/L) 3.1 1.5 4.6 p<0.0001
CFA 16 10 22 p<0.0001
LH suppression p =0.062
-Ganirélix n=7 n=2 n=5
-Cétrorélix n=18 n=11 n=
-Triptoréline n=3 n=1 n=2
Type de FSH p =0.058
rFSH n=22 n=10 n=12
uFSH + ulLH n==6 n=4 n=2
Dose initiale de FSH (Ul) 263 184 342 p<0.0001
Dose totale de FSH (Ul) 2684 3629 1739 p<0.0001
Nombre d'ovocytes recueillis | 6.9 5.8 8.1 p =0.002
Proportion de VG/GP- 67% 78% 55% p =0.097

La différence entre les 2 groupes est significative si p<0.05

Tableau 5 : Caractéristiques des deux types de population "DOR" et "NOR"
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B. QUANTIFICATION DE L'ADN MITOCHONDRIAL

I. Quantification de ’ADNmt ovocytaire

Un taux moyen de 122 000 copies par ovocyte est retrouvé dans le groupe DOR, tandis qu'il
s'éleve a 140 000 copies pour le groupe NOR (Figure 22). Cette différence abonde dans le sens de

publications antérieures [126]. Néanmoins, cette tendance n’est pas significative (p = 0.2).

1. Quantification de I’ADNmt dans les cellules folliculeuses

Nous retrouvons un taux d'ADN mitochondrial situé entre 400 et 600 copies par cellule.
Toutefois, nous ne dégageons pas de différence selon le profil ovarien (p = 0.4), puisqu'on
retrouve une moyenne de 533 copies dans les cellules folliculeuses du groupe DOR, contre 556

copies pour le groupe NOR (Figure 23).
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PROFIL PROFIL

Figure 22 : Comparaison du taux d'ADNmt

Figure 23 : Comparaison du taux d'ADNmt
ovocytaire selon le profil DOR ou NOR

dans les cellules folliculeuses selon le profil
DOR ou NOR

I1l. Corrélation ADNmt folliculaire / ADNmt ovocytaire

Aucune corrélation n’est mise en évidence entre la quantité d'ADN mitochondrial dans les

ovocytes et celle retrouvée dans les cellules folliculeuses (corrélation de Pearson, p=0.6).

C. EXPRESSION GENIQUE DANS LES CELLULES FOLLICULEUSES

Concernant les génes impliqués dans les fonctions mitochondriales (défense contre le
stress oxydant, apoptose, et homéostasie du fer), nous avons mis en évidence une augmentation
significative de I'expression de la catalase dans le groupe DOR (p=0.01) (Figure 24). En revanche,
aucune différence significative n’a été démontrée en ce qui concerne I'expression de SOD2 (p=0.2)

(Figure 25), du cytochrome c (p=0.5) et d'ISCU (p = 0.6).
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Figure 24 : Comparaison de I'expression de la Figure 25 : Comparaison de I'expression de la
catalase selon le profil DOR ou NOR SOD; selon le profil DOR ou NOR

Au sujet des genes impliqués dans la biogenése mitochondriale et dans sa
maintenance, aucune différence significative n’est retrouvée pour POLG (p = 0.8), TFAM (p =
0.5), NRF1 (p = 0.8), PGC-1a (p = 0.3), OPA1 (p = 0.7), MFN2 (p = 0.3) et SAMS50 (p = 0.8). Une
diminution de I'expression de PGC1-B (p = 0.06) (Figure 26), et une augmentation de
I’expression de SIRT1 (p = 0.1) (Figure 27), et SIRT3 (p = 0.2) (Figure 28), se dégage pour le

groupe DOR, sans toutefois de significativité au seuil 0.05.

1,000=

p = 0.06

0,800=

0,600=

moyPPAR1B

0,400

0,200=

iDOR NOR
PROFIL

Figure 26 : Comparaison de I'expression de PGC-1p selon le profil DOR ou NOR
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5/ Conclusion -
Perspectives



Par sa prévalence, 'infertilité constitue de nos jours un véritable probléeme de santé
publigue. On estime en effet qu’un couple sur six est amené a consulter au moins une fois
pour cette problématique. Le bilan diagnostique permettra le plus souvent de rapporter une
étiologie précise de l'infertilité (20 % masculine, 33 % féminine, 39 % mixte). Dans un certain
nombre de ces situations, I'Assistance Médicale a la Procréation fournira une solution
thérapeutique adéquate et efficace ; comme I'ICSI peut permettre de remédier a une oligo-
asthéno-tératospermie, méme sévere. Cependant, pour une part non négligeable de cas
(environ 10 %), l'infertilité reste idiopathique. Le vieillissement ovarien, problématique
récente a laquelle nous sommes de plus en plus confrontés dans les consultations
d’infertilité, sous-tend certainement un bon nombre des infertilités, restées jusque-la mal
étiquetées. L'évolution de notre société a nettement fait reculer I'age de la premiere
grossesse, et de plus en plus de femmes présentent une diminution accélérée de leur
réserve ovarienne, de facon non corrélée a leur &ge. De nombreux facteurs
environnementaux (tabac, mode de vie, environnement intra-utérin) et génétiques ont été
incriminés dans ce phénomene, sans pour autant I'expliguer complétement. La diminution
de la réserve ovarienne (DOR), se révélant lors d’un désir de grossesse du couple, peut étre
mis en évidence par les marqueurs quantitatifs de la réserve ovarienne (CFA, AMH, FSH et
E2, réponse a la stimulation ovarienne). Cette DOR, qui s'inscrit dans le cadre du
vieillissement ovarien, s'accompagne d'une baisse de la qualité ovocytaire essentielle au
développement embryonnaire précoce [2], mais dont [’évaluation reste a ce jour

inaccessible en pratique.

La pratique de I'AMP restant essentiellement palliative, et les taux de succes
relativement faibles, particulierement chez les femmes avec un capital ovarien diminué, il
semble capital de s'intéresser aux mécanismes impliqués dans le vieillissement ovarien afin
d’améliorer la prise en charge de l'infertilité. Diverses équipes s’attachent actuellement a
définir de nouveaux marqueurs non invasifs prédictifs de la qualité ovocytaire et de

I’évolutivité embryonnaire, au niveau des cellules du cumulus ou du liquide folliculaire.

Les mitochondries constituent des organites clés du métabolisme énergétique
cellulaire, en fournissant I'essentiel de I'énergie sous forme d’ATP par I'intermédiaire des
oxydations phosphorylantes. L’ovocyte constituant la cellule la plus riche en mitochondries,

avec un pool mitochondrial transmis a I'embryon sans amplification jusqu’a I'implantation
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[93, 131], on congoit des lors que des anomalies mitochondriales sont susceptibles
d’entrainer des troubles de la qualité gamétique et du développement embryonnaire. La
mitochondrie étant en outre impliquée dans I'atrésie folliculaire par le biais de son réle dans
I'apoptose et dans le vieillissement en général, il est logique de penser que le vieillissement

ovarien puisse passer par une dérégulation des fonctions mitochondriales.

L'objectif initial de cette étude était de procéder a une évaluation quantitative et
qualitative des altérations mitochondriales impliquées dans le vieillissement. Cette
démarche s'inscrit dans la continuité des études entreprises dans notre laboratoire, mais en
nous focalisant cette fois-ci sur I'étude des cellules folliculeuses. Le premier volet de ce
travail a consisté a évaluer la masse mitochondriale dans les ovocytes et les cellules
folliculeuses. Si la mitochondrie est directement colorable par différentes méthodes (vert
janus ou fluorochrome MitoTracker®), la quantification du pool mitochondrial est
difficilement accessible par ces méthodes, en raison de la grande plasticité de ces organites.
Nous avons donc choisi d’évaluer le pool mitochondrial indirectement par quantification du

taux d’ADN mitochondrial.

1) Le taux d'ADN mitochondrial ovocytaire est connu pour étre lié a la qualité ovocytaire
[84, 125] et a été montré diminué dans les ovocytes de patients DOR [126]. Dans
notre étude, nous avons observé un taux moyen d'ADNmt effectivement inférieur
dans le groupe DOR, mais sans significativité, probablement en raison de notre

effectif.

2) Devant l'importance des cellules folliculeuses dans l'acquisition de la compétence
ovocytaire, nous avons voulu évaluer la masse mitochondriale de ces cellules. Cette
derniere, reflet du potentiel énergétique des cellules folliculeuses, nous semblait
pouvoir étre modifiée dans les processus de vieillissement. Le vieillissement ovarien
est en effet responsable d'une baisse de la qualité ovocytaire possiblement en lien
avec une modification de I'expression des cellules folliculeuses, en particulier des
geénes de la phosphorylation oxydative [132]. Nous avons estimé le nombre de copies
d'ADNmt autour de 400 a 600 copies par cellule folliculeuse, sensiblement équivalent
aux résultats des travaux de Tsai et al. [133], mais sans mettre en évidence de

différence significative entre les deux statuts de patientes DOR versus NOR.
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Le deuxieme volet de ce projet a consisté a étudier les cellules folliculeuses comme

témoins d'un dysfonctionnement mitochondrial au cours de la pathogenése de la DOR,

pouvant indirectement impacter la qualité ovocytaire. Pour ce faire, nous avons évalué, dans

les cellules folliculeuses, I'expression de certains génes clés, impliqués soit dans les fonctions

mitochondriales (défense anti-oxydante, apoptose, homéostasie du fer), soit dans la

biogenese mitochondriale.

1)

2)

3)

4)

En ce qui concerne l'expression des genes liés aux défenses anti-oxydantes, nous
avons mis en évidence une surexpression de la catalase chez les insuffisantes
ovariennes. Ces résultats vont a I'encontre des travaux de Tatone [111, 112], qui font
ressortir une diminution des défenses anti-oxydantes des cellules folliculeuses avec
I’age, par le biais d'une altération de |'expression de MnSOD;, MnSOD, et de la
catalase. Cependant, son étude se base également sur de faibles effectifs, puisque
seulement dix patientes ont été incluses dans chaque groupe. Nous postulons en
revanche que la surproduction d'enzymes anti-oxydantes que nous avons mise en
évidence dans notre étude pourrait représenter une réponse a une surproduction de
ROS. Ces résultats reposent sur I'implication des radicaux libres générés lors du
fonctionnement de la chaine respiratoire, dans I'accumulation de mutations de
’ADNmt durant la vie, a l'origine des processus de vieillissement humain et des
maladies dégénératives [134-136]. L'intensification des processus de défense anti-
oxydante constituerait alors un mécanisme compensateur pour pallier a cette

agression.

La mitochondrie constituant une figure majeure de |'apoptose, le phénomene de
DOR pourrait étre lié a une dérégulation des phénomenes apoptotiques impliquant
les mitochondries [137]. Nous n'avons cependant pas mis en exergue de différence

d'expression du cytochrome c selon le profil DOR ou NOR des patientes.

La mitochondrie joue également un role dans I'homéostasie du fer, mais nous
n'avons cependant pas mis en évidence de différence d'expression du géne ISCU

entre les deux groupes.

Concernant la biogenése et la dynamique mitochondriales, nous pensions qu'elle
pourrait étre altérée au cours de la folliculogenese chez les patientes DOR, rendant

compte de la chute du contenu en ADNmt des ovocytes de ces femmes. L’étude des
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genes impliqués dans la réplication de ADNmt et sa maintenance n’a pas montré de
différence d'expression entre les DOR et les NOR pour les génes POLG, TFAM, NRF1,
PGC-1a, OPA1, MFN2 et SAMS50 tandis qu’il existe une différence a la limite de la
significativité pour I'expression de PGC-1, SIRT1 et SIRT3 chez les DOR.

Les résultats présentés ici sont encourageants. L'étude de I'expression génique
mitochondriale dans les cellules folliculeuses semble particulierement intéressante en ce qui
concerne les genes impliqués dans la défense contre le stress oxydant. Afin de comprendre
ces mécanismes plus en profondeur, il parait nécessaire d’élargir notre cohorte. La difficulté
de recrutement des patientes nous a en effet contraints a étudier une population limitée de
patientes. Néanmoins, nous avons déja recueilli un nombre conséquent d’échantillons
supplémentaires, pour lesquels nous envisageons de continuer ces recherches. D'autre part,
en raison de l'importance des évenements post-transcriptionnels, il pourrait étre intéressant
d'étudier les taux protéiques de ces enzymes dans les cellules folliculeuses des patientes

DOR.

D’importants progrés ont été réalisés au cours des derniéres années concernant la
compréhension des mécanismes impliqués dans la qualité ovocytaire et le vieillissement
ovarien. Le développement de certaines techniques, comme le procédé éthiquement
controversé du transfert d'ooplasme, constituent des avancées encourageantes pour
remédier a cette problématique de qualité ovocytaire. Cette technique, ayant permis
I’'obtention d’une trentaine d’enfants dans le monde, a cependant été interdite en raison de
I’"hétéroplasmie mitochondriale induite chez les enfants en étant issus. Le transfert de
mitochondries purifiées appuie I'hypothése de l'implication de la mitochondrie, puisque
I'injection intracytoplasmique de mitochondries normales peut permettre de surmonter une
dysfonction mitochondriale [138], de prévenir |'apoptose ovocytaire [127], et d'augmenter
les taux de fécondation [139]. Du fait de I'existence I’existence de cellules souches
ovocytaires (Oogonial Stem Cells OSC) dans les ovaires de souris adultes [140, 141], la
technique AUGMENT (Autologous Germline Mitochondrial Energy Transfer) pourrait
permettre de fournir une source d’extrait cytoplasmique ou de mitochondries purifiées a
partir de ces cellules autologues. Etant donné leur relative quiescence, ces cellules souches
seraient plus susceptibles d'étre a I'abri des dommages mutationnels cumulatifs par rapport

aux cellules somatiques.
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Une autre approche enfin pour surmonter les déficits énergétiques dans I'ovocyte
serait d’identifier de nouvelles entités biologiques et chimiques qui permettraient
d’augmenter le nombre de mitochondries ou l'efficacité de production d’ATP dans les
ovocytes. Les résultats en AMP pourraient ainsi bénéficier de I'utilisation de ces activateurs

mitochondriaux [142].

Parmi les facteurs impliqués dans le vieillissement ovarien, notamment prématuré,
nous pensons que la mitochondrie pourrait occuper une place centrale. L'étude de ce réle

est le défi que nous souhaitons relever.
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6/ Annexes



ANNEXE 1 : Différents stades de I'ovogenése

Différents stades de I’'ovogenése observés en microscopie optique

Ovocyte en prophase | : 1. Noyau sous

p cicul e Ovocyte Il : Présence du 1% globule polaire
orme' de vésicule ger'mmatlve, 2. Zone dans I'espace périvitellin
pellucide, 3. Corona radiata

Ovocyte fécondé : 1. Présence des deux
globules polaires dans I'espace périvitellin,
2. Pronoyaux male et femelle

Représentation schématique de la croissance ovocytaire en fonction du stade de la
folliculogenése
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ANNEXE 2 : Différents stades de la folliculogenéseet

Coupes histologiques d’ovaire de lapine, microscopie photonique, coloration HES (Rose)

Follicule primordial : 1.Noyau d'un ovocyte

d'ordre | (nucléole proéminent et fins Follicule primaire : 1. Assise simple de
amas chromatiniens), 2. Cytoplasme, 3. cellules cubiques, 2. Membrane basale de
Assise unique de cellules folliculeuses Slavjanski, 3. Stroma ovarien

pavimenteuses

Follicule secondaire : 1. Zone pellucide, 2.
Cellules folliculeuses formant deux a trois
assises cellulaires, 3. Membrane de
Slaviansky, 4. Ebauche de Ila theque
interne

Follicule cavitaire : 1. Antrum, 2. Theéque
interne, 3. Vaisseaux sanguins, 4. Théque
externe

Follicule mlr de De Graaf : 1. Antrum, 2.
Ovocyte, 3. Granulosa, 4. Cumulus

oophorus, 5. Corona radiata, 6. Theque Corps jaune : 1. Exsudat fibrineux coagulé,
interne, 7. Théque externe 2. Cellules endocrines lutéales, 3. Cellules

paralutéales
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