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INTRODUCTION

La physiologie de la reproduction chez la chienne présente certaines particularités par
rapport aux autres mammiféres, notamment au niveau de la chronologie de la maturation
ovocytaire. En effet, les ovocytes sont ovulés a un stade immature (vésicule germinale) et
n’atteignent le stade métaphase II dans I’oviducte que deux a trois jours aprés 1’ovulation
(Tsutsui et al., 1989 ; Reynaud et al., 2005). De plus, I’environnement endocrinien est trés
particulier. En effet, une lutéinisation préovulatoire et des concentrations sanguines trés
élevées de progestérone sont observées pendant la phase pré-ovulatoire (Concannon et al.,
1989). Pendant longtemps il a été proposé que I’oviducte joue un simple réle mécanique de
transit de gametes et des embryons préimplantatoires. Cependant, il est considéré aujourd’hui
comme un microenvironnement complexe également nécessaire a la maturation ovocytaire et

au développement embryonnaire précoce.

Les roles de la progestérone dans la maturation ovocytaire et la fécondation ont été mis en
évidence par une expérience pharmacologique en utilisant un antagoniste des récepteurs
nucléaires de la progestérone : I’aglépristone (Reynaud et al., 2013). Cette injection induit un

important retard de reprise de méiose ovocytaire et un blocage du transit des spermatozoides.

La premiere partie de cette thése sera consacrée a la présentation des particularités
fonctionnelles oviductales chez la chienne, ainsi que les rdles de la progestérone déja décrits
dans la littérature au cours du cycle cestral. Une description de 1’aglépristone sera également
précisée. La deuxieme partie présentera une étude expérimentale au cours de laquelle nous
avons tenté de mettre en évidence le role de la progestérone sur les modifications de la
composition du fluide oviductal et plus particuliérement sur 1’expression et la localisation de 4
protéines oviductales d’intéréts : le CD 109, la céruloplasmine, la clusterine et la lactoferrine.
La conclusion exposera le bilan des connaissances apportées par cette étude et les

perspectives offertes.






PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

A- Anatomie et physiologie de I’oviducte des mammiféres

1. Rappels anatomiques et histologiques

Dérivés de la portion antérieure des canaux de Miller, les oviductes sont plus
communément appelés « trompes utérines » ou «trompes de Fallope ». lls constituent le
premier segment des voies génitales femelles reliant ’ovaire a 'utérus (Figure 1) et sont
divisés en trois parties :

Le pavillon, ou infundibulum est la partie proximale de I’oviducte qui capte les ovocytes au
moment de 1’ovulation.

L’ampoule est le lieu de la fécondation mais également de la maturation ovocytaire et du
transport de 1’ovocyte, permis par 1’activité de cellules ciliées (Croxatto, 2002).

L’isthme est la portion rétrécie de ’oviducte et constitue le réservoir spermatique. Il se
termine au niveau de la jonction utéro-tubaire. Il a été démontré chez la vache et la truie que
les spermatozoides sont arrétés et stockés dans la partie caudale de I’isthme avant 1’ovulation

(Hunter et Wilmut, 1984).



Figure 1: Anatomie de I’oviducte et de ses trois segments : le pavillon, I’ampoule et

I’isthme.
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La structure histologique de 1’oviducte est identique chez tous les mammiferes (Steinhauer
et al., 2004). Il est constitu¢ d’une muqueuse, 1’endosalpinx, d’une couche de fibres
musculaires lisses, le myosalpinx et d’une séreuse. L’endosalpinx, trés plissé, est entiérement
recouvert d’un épithélium comportant en proportions a peu pres égales de cellules ciliées et de
cellules sécrétrices non ciliées. C’est grace a I’activité contractile du myosalpinx que les

spermatozoides et I’embryon transitent au sein de 1’isthme.

La fonction de ’oviducte est complexe. Pendant longtemps, on lui a attribué un simple
réle mécanique de transit de gameétes et des embryons préimplantatoires. Cependant, la
réalisation des premieres fécondations in vitro dans les années 1960 et le nombre d’embryons
obtenus a mis en évidence un autre rdle de ce dernier : pendant la durée du transit tubaire,
I’oviducte est le siege d’échanges encore mal compris entre les cellules tubaires et les gamétes

ou I’embryon (Kolle et al., 2009).

2. Structure et variations fonctionnelles de I’oviducte au cours du cycle cestral

L’épithélium oviductal est constitué de deux types de cellules : les cellules ciliées et les

cellules glandulaires non ciliées (sécrétrices).
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La proportion de ces deux types de cellules dans 1’oviducte est similaire chez de
nombreuses especes domestiques, mais varie selon la région de 1’oviducte (Hunter, 2011) et
les phases du cycle (Fontaine et al., 2009) (Figure 2). Les cellules sécrétrices sont

responsables de la sécrétion du fluide oviductal.

Figure 2: Cellules épithéliales d’un oviducte canin, observées par microscopie
électronique a balayage. A. Oviducte en ancestrus. B. Oviducte a J+6.5 aprés ovulation. On

distingue les cellules ciliees et les cellules sécreétrices (cellules présentant des microvillosités a

leur surface).

3. Le fluide oviductal

Le microenvironnement tubaire résulte a la fois des synthéses de 1’épithélium et d’une
excrétion des facteurs issus du sérum et du liquide folliculaire aprés ovulation. Le fluide
oviductal se compose de substrats énergétiques (essentiellement du glucose, pyruvate et
lactate), d’ions, d’acides aminés et d’un grand nombre de protéines. Les concentrations en
lactate et en pyruvate sont nettement supérieures a celles du sérum et du liquide utérin chez la
plupart des mammiféres : cet environnement est favorable au métabolisme glucidique des
spermatozoides et de I’embryon jusqu’au stade blastocyste (Bavister, 2000 ; Hugentobler et
al., 2008). La concentration de potassium est deux a cing fois plus élevée dans le fluide
oviductal que dans le sérum (Menezo et al., 1997 ; Hugentobler et al. 2007 a ; Leese et al.,
2008).
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Certains ions comme le chlorure jouent un role important dans la formation du fluide
oviductal en créant un gradient osmotique, a 1’origine de ’entrée d’eau dans la lumiére de
I’oviducte (Leese et al., 2008). La concentration en acides aminés présents dans le fluide
oviductal est plus importante que celle du sérum (Aguilar et Ryley, 2005 ; Hugentobler et al.,
2007 b). La glycine et ’alanine sont les acides aminés majoritaires (Aguilar et Ryley, 2005 ;
Hugentobler et al., 2007 b) ; ils interviennent dans la régulation du pH intra-oviductal et dans
la protection de I’embryon vis-a-vis du stress osmotique (Leese et al., 2008). La concentration
en protéines est moins importante dans le fluide oviductal que dans le plasma (Aviles et al.,
2010). Les recherches sur les réles de I’oviducte sont relativement récentes et peu de données
sont disponibles sur la composition protéique du fluide oviductal. Néanmoins, des
glycoprotéines spécifiques de 1’oviducte (OVGP ou oviductine) ont été décrites chez plusieurs
especes, notamment chez la vache (Boice et al., 1990) et la truie (Buhi et al., 1993). Ces
glycoprotéines, présentes en grande quantité pendant la période péri-ovulatoire, participent a
I’adhésion des spermatozoides dans le réservoir spermatique de I’isthme, favorisent la
capacitation et facilitent la pénétration spermatique lors de la fécondation (Martus et al.,
1998).

B- Le modele canin : particularité de la fonction oviductale chez
la chienne

1. Généralités sur le modeéle canin

Le chien (Canis familiaris) est une espece moncestrale, polyovulante et non saisonnée. Le
cycle de reproduction se divise en quatre phases de durées différentes : le preestrus (en
moyenne 7-10 jours), ’cestrus (en moyenne 7-10 jours), le metcestrus suivi du dicestrus (2
mois) et I’ancestrus (4-6 mois) (Johnston et al., 2001). Le proestrus correspond au stade de la
croissance folliculaire et précéde le pic de LH; [D’cestrus correspond & la phase péri-
ovulatoire, entre deux jours avant I’ovulation et cinq a sept jours apres 1’ovulation et débute
avec le pic de LH. Les principaux événements intervenants pendant la période péri-ovulatoire

sont indiqués sur la Figure 3.
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Figure 3: Evolution de la concentration en progestérone pendant la période péri

ovulatoire chez la chienne (d’aprés Chastant-Maillard et al., 2011).
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Chez la chienne, les ovocytes sont libérés au stade immature de prophase | (stade vésicule
germinative) et deux a trois jours de maturation sont nécessaires pour atteindre le stade
métaphase Il (Tsutsui et al., 1989 ; Reynaud et al., 2005). Apreés la fécondation, les embryons

se développent dans I’oviducte jusqu’au stade morula-blastocyste, puis migrent dans 1’utérus.

2. Roles de I’oviducte dans la fonction de reproduction chez les mammiféres

2.1. Maturation des gameétes, stockage et capacitation du sperme

Chez la plupart des mammiféres, la question d’un rdle de 1’oviducte pour la maturation
ovocytaire ne s’est jamais posée car cette maturation est intra-ovarienne et I’ovocyte ovulé est
directement fécondable. Par contre, les roles de ’oviducte pour les spermatozoides ont été
largement étudiés. Ainsi, I’oviducte est considéré comme étant un site de sélection puis de
capacitation des spermatozoides (Austin, 1951 ; Chang, 1951 ; Ehrenwald et al., 1990).
Avant d’arriver dans 1’oviducte, les spermatozoides passent par la jonction utéro-tubaire ou

s’effectue une premicre sélection (Hunter, 2011).
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Chez certaines especes, notamment la lapine, la présence de mucus au niveau de la
jonction utéro-tubaire a été décrite. Chez la vache, il existe une barriére mécanique constituée
par les replis muqueux de la jonction utéro-tubaire, permettant ainsi de fermer totalement ou
partiellement la lumiére de la corne utérine (Suarez et Susan, 2008). La selection des
spermatozoides orchestrée par les oviductes est un phénomene drastique, puisque sur les
milliers de spermatozoides présents dans I’isthme, seuls quelques dizaines atteindront
I’ampoule (Hunter, 2005 ; Croxatto, 2002 ; Hunter, 2011). Une premicre sélection s’effectue
lors du passage de la jonction utéro-tubaire, gouvernée a la fois par la mobilité des
spermatozoides et par des interactions moléculaires entre la membrane des spermatozoides et
la jonction utéro-tubaire (Hunter, 2011). Chez la souris, le passage de la jonction utéro-tubaire
met en jeu des protéines de la famille ADAM (ADesintegrin And Metallopeptidase Domain),
molécules également impliquées dans la reconnaissance et la fusion des gameétes lors de la
fécondation (Hunter, 2011). Une seconde sélection s’effectue dans le réservoir de 1’isthme,
dont la capacité de liaison aux spermatozoides est régulée par des facteurs de qualité
spermatique identifiés chez plusieurs mammiféres, comme la présence d’un acrosome intact,
I’absence de capacitation, D’intégrit¢ de la chromatine ou [’absence d’anomalies
morphologiques (Suarez, 2008 ; Hourcade et al., 2010 ; Hunter, 2011). La portion caudale de
I’isthme semble étre le lieu de stockage des spermatozoides. En effet, chez la vache, la truie,
la jJument et la lapine, les cellules oviductales créent un environnement ou les gamétes males
se lient a 1’épithélium et sont immobilisés : cette portion est appelée le réservoir spermatique
(Suarez et Pacey, 2006 ; Suarez, 2008 ; Kolle et al., 2009). L’attachement des spermatozoides
a la monocouche des cellules épithéliales tubaire a été ainsi étudié (Gutierrez et al., 1993 ;
Dobrinski et al., 1996 ; Sidhu et al., 1998), et il apparait que des glycoprotéines sont
impliquées dans ’interaction entre les cellules épithéliales tubaires et les spermatozoides.
Cette liaison réversible a été bien étudiée chez les bovins ; elle met en jeu d’une part des
protéines du plasma séminal (protéines de la famille des BSP, ou Bovine Seminal Plasma)
lices a la membrane plasmique péri-acrosomale du spermatozoide et d’autre part des
groupements saccharidiques de protéines appartenant a la famille des annexines (ANXAL, -2,
-4, -5) présentes a la surface des cellules épithéliales de 1’oviducte (Suarez, 2008).

Outre les roles de I’oviducte dans le stockage et la survie des spermatozoides, il existe
également un réle oviductal dans la capacitation des spermatozoides. Le mécanisme complexe
de la capacitation englobe en particulier 1’acquisition par le spermatozoide de la capacité a

reconnaitre et a se fixer sur la zone pellucide de 1’ovocyte.
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Plus globalement, I’oviducte est a 1’origine d’une sécrétion de facteurs favorisant
I’ensemble des mécanismes de la capacitation, on peut citer : les changements de composition
membranaire permettant la fixation a la zone pellucide de I’ovocyte, 1’augmentation de la
perméabilité a I’ion Ca**qui facilite ainsi les mouvements des protéines membranaires et le
changement de mobilité du spermatozoide qui devient hyperactif. Ce sont les stéroides
ovariens (essentiellement la progestérone) qui permettent ou non la capacitation et modulent
son temps de réalisation (Suarez, 2008). Récemment chez I’homme, le mécanisme d’action a
été mis en évidence : il repose sur la présence d’un récepteur canal au niveau du flagelle des
spermatozoides : le canal CATSPER. En présence de progestérone, ce canal est activé et
permet le passage d’ion calcium au sein de la membrane des spermatozoides induisant leur
capacitation (Strinker et al., 2011 ; Lishko et al., 2011).

Les spermatozoides quittent ensuite progressivement le réservoir spermatique,
notamment par 1’intermédiaire d’un courant calcique qui permet le détachement entre le cil et
le spermatozoide et ainsi la reprise de la mobilité de ce dernier vers le site de fécondation.
Chez la vache, la libération des spermatozoides depuis le réservoir spermatique débute des
I’entrée du complexe ovocyte-cumulus dans 1’oviducte aprés 1’ovulation (Kolle et al., 2009).
Ce relargage progressif joue un réle dans le blocage de la polyspermie (Hunter, 2011 ; Suarez,
2008). Chez le porc, en augmentant le nombre de spermatozoides au niveau du site de

fécondation in vivo, la polyspermie est augmentée (Hunter et Leglise, 1971).

2.2.  Lieu de transport actif des gameétes

Outre son role dans le stockage et la capacitation des spermatozoides, 1’oviducte intervient
activement dans la rencontre des gametes : les contractions du myosalpinx et les battements
ciliaires de 1’épithélium créent en effet un flux de fluide oviductal contribuant au transport ou
a la sélection des gametes. Ce flux est orienté vers la cavité péritonéale au moment de
I’ovulation et pendant les trois jours qui suivent (Menezo et Guerin, 1997). Dés son expulsion
du follicule ovulatoire, le complexe ovocyte-cumulus est capté par I’infundibulum grace a des
contractions du myosalpinx (Hunter, 2012) et grace a un processus d’adhésion entre les cils de
I’oviducte et les cellules du cumulus, tous deux indispensables a la progression du complexe

ovocyte-cumulus vers I’ampoule (Lam et al., 2000 ; Kélle et al., 2009).
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Lorsque le complexe ovocyte-cumulus pénétre dans 1’ampoule, les spermatozoides sont
libérés du réservoir spermatique, sont capacités et passent a 1’état hyperactif, entamant une
remontée de 1’oviducte vers la jonction entre 1’ampoule et I’isthme ou se déroule la
fécondation (Lam et al., 2000 ; Hunter, 2012). Cette remontée des spermatozoides a contre-
courant s’effectue grace a I’action combinée des contractions du myosalpinx, d’un gradient de
température entre 1’ampoule et I’isthme, et d’un processus de chimiotactisme (Suarez, 2008 ;

Hunter, 2010).

2.3. Lieu de transport et de développement des embryons

Apres la fécondation, I’embryon migre vers ['utérus grice aux battements ciliaires de
I’épithélium et au flux des sécrétions tubaires, dirigé vers la cavité utérine (Croxatto, 2002).
Chez la femme, les cils de 1’épithélium tubaire ont une importance capitale dans le transport
de I'ovocyte et de I’embryon et leur absence ou déficience induit une infertilit¢ ou des
grossesses extra-utérines (Lyons et al., 2006). Le role de I’oviducte dans le développement
embryonnaire pré-implantatoire varie selon les espéces. Chez les mammiferes non primates,
le transfert dans 1’utérus d’embryons a des stades trés précoces n’est pas suivi d’une gestation
(Baudrillard, 1992). A I’inverse, chez les primates et la femme, il est possible d’obtenir une
gestation en injectant spermatozoides et ovocytes dans 1’utérus, ou en transférant un embryon
dés le stade zygote ou quatre cellules (Hunter, 1998). Cependant, I’impact de 1I’environnement
oviductal sur la qualité du blastocyste, longtemps ignoré a cause des succeés de la fécondation
in vitro, redevient un objet de recherche pour améliorer les taux de gestation obtenus aprés
transfert d’embryons produits in vitro (Ulbrich et al., 2010). En effet, des événements majeurs
du développement s’initient dans ’embryon au cours de son séjour dans l’oviducte :
I’épigenese, 1’activation du génome zygotique, la compaction, la cavitation et 1’établissement
des deux lignées cellulaires a 1’origine du feetus et du placenta.

Globalement, I’oviducte est le premier environnement immédiat de 1’embryon, ce qui en
fait la premicre interface entre la meére et ’embryon, et le premier lieu potentiel de

développement d’anomalies métaboliques (Leese et al., 2008).

2.4. Roles de ’oviducte chez la chienne

Dans I’espece canine, 1’oviducte a des rdles encore plus importants que chez les autres

mammiferes car il permet la maturation de 1’ovocyte.
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Il est le lieu de la reprise de la méiose et le stade métaphase Il est atteint entre 2 a 3 jours
apres 1’ovulation (Tsutsui et al., 1989 ; Reynaud et al., 2005). Bien que la fécondation soit
tres rarement possible in vivo avant I’expulsion du premier globule polaire, c’est trés
majoritairement quand 1’ovocyte est au stade métaphase Il qu’elle a lieu chez la chienne,
(Reynaud et al., 2005). L’oviducte abrite également les embryons pendant plusieurs jours et
tous ces événements oviductaux durent au total 8 a 9 jours sur 63 jours de gestation, donc une
durée proportionnellement trés longue par rapport a d’autres mammiféres comme la vache ou
la souris. Les facteurs impliqués dans la régulation de la reprise de méiose ovocytaire, la

fécondation et le développement embryonnaire chez la chienne ne sont pas connus.

2.5. Protéines du fluide oviductal

Plus de 160 protéines oviductales on été mise en évidence chez différentes espéces
(Aviles et al., 2010).

En 2011, une premiere étude sur I’analyse qualitative et quantitative des protéines du
fluide oviductal a été réalisée par Reynaud et al. (2011), sur un groupe de 3 chiennes a 3,5
jours apres 1’ovulation. Au total, 426 protéines ont été identifiées. Beaucoup sont communes
aux fluides de I’organisme mais, certaines sont spécifiques a 1’oviducte comme 1’oviduct
specific glycoprotein (OVGP, oviductine). Les 10 principales protéines identifiées sont

présentes dans le Tableau 1.

17

Rapport-gratuii.com @



Tableau 1 : Liste des protéines identifiées majoritairement dans le fluide oviductal canin

3.5 jours apreés ’ovulation (Reynaud et al., 2011).

Nom de la protéine Nombre de peptides
uniques
serum albumin precursor 117
phospholipid transfer protein 31
Serotransferrin 97
beta-actin 41
insulin-like growth factor binding protein 2 24
apolipoprotein A-I 49
complement C3 98
immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 8

heat shock protein HSP 90-alpha 33
oviduct-specific glycoprotein 31

Les protéines identifiées sont majoritairement de nature cytoplasmique (60,32 %) ou

membranaires (19,95 %) et impliquées dans des processus métaboliques (45,30 %) et de

régulation (34,03 %).

Au niveau de la fonction moléculaire, I’activité catalytique (41,54 %) semble étre la

plus importante (Figure 4). Enfin, le protéome de 1’ampoule est trés proche de celui de

I’isthme.
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Figure 4 : Analyse ontologique des genes issus des protéines identifiées dans le fluide
oviductal canin (Reynaud et al., 2011).

(A) Processus biologique. (B) Composant cellulaire. (C) Fonction moléculaire.

(A) (B)

u Cellular process (288) u Metabolic process (193)

u Biological regulation (145) B Unknown (99) ® Cytoplasm (257) ® Intracellular organelle (206)

¥ Localization (80) B Establishment of localization (68) ® Organelle part (104) ® Unknown (94)

W Response to stimulus (64) m Developmental process (60) ® Nucleus (87) ® Membrane (85)

® Multicellular organismal process (48) ~ ® Multi-organism process (24) ® Extracellulor organelle (56) ¥ Plasma membrane (54)

= Immune system process (19) u Biological adhesion (11) u Cytoskeleton(53) 8 Organelle membrane (27)
Reproduction (6) Reproductive process (6) u Golgi apparatus (25) ¥ Mitochondrion (20)
Locomotion (4) Cellkilling (3) Endoplasmic reticulum (16) Ribosome (15)
Growth (1) Endosome (6)

(©)
B Molecular function (369) m Binding (304)
B Catalytic activity (177) B Unknown (56)
B Structural molecule activity (37) B Enzyme regulator activity (36)
B Transporter activity (26) W Molecular transducer activity (11)
B Antioxydant activity (9) W Transcription regulator activity (9)
® Motor activity (7) Electron carrier activity (5)

Translation regulator activity (5)

En 2013, Harichaux et ses collaborateurs ont travaillé sur les variations du protéome
du fluide oviductal au moment de la reprise de la méiose et de la fécondation apres
I’administration d’aglépristone, un antagoniste de la progestérone. Les 15 chiennes utilisées
dans le protocole expérimental étaient également toutes au stade J+3,5 (soit 3,5 jours apres
I’ovulation).

Au total, 1535 protéines ont été identifiées. Suite a 1’administration d’aglépristone,
I’expression de 157 protéines sur les 1535 a été modifiée. Le Tableau 2 répertorie les
protéines différentiellement exprimées, connues a ce jour pour étre impliquées dans la
fonction de reproduction.
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Tableau 2 : Protéines impliquées dans la fonction de reproduction et leurs différences

d’expression suite au traitement a I’aglépristone (Harichaux et al., 2013).

T-Test

Nom de la protéine Ratio
(P-Value)
Lactotransferrine 2,3E-06 Abser]ce ghez les
témoins
protein-arginine deiminase 5E-06 336
type-2
§|gnal transduce_r and 2 4E-04 9.4
activator of transcription 3
gluco_se-6-phosphate 1.3E-04 43
B isomerase
Proteines
surexprimees sous
L creatine kinase B-type 8,9E-04 4,1
Aglépristone
isocitrate dehydrogenase
[NADP] cytoplasmic 7,4E-03 3
myosin-9 2,4E-03 2,3
owduct-spec_lflc 1.6E-07 9
glycoprotein
peroxiredoxin-6 4,8E-05 2
CD109 antigen 1,9E-07 18,2
pantetheinase precursor 2,2E-06 16,1
mucin-1 precursor 2,5E-03 15,8
Protéine sous clusterine precursor 1,3E-08 15,3
exprimée sous
Aglépristone idvl-alvci -
glep p_ept@yl glycine alpha 7.9E-04 42
amidating monooxygenase
zinc-alpha-2-glycoprotein 1,8 E-02 3,4
Céruloplasmine 4,5E-06 2,4
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Les résultats de 1’étude menée par Harichaux et al. (2013) sur les modifications
d’expression de certaines protéines du fluide oviductal apres 1’injection d’un antagoniste de la
progestérone en periode péri-ovulatoire laisse suggérer le réle prépondérant de cette hormone

dans les processus de régulation d’expression protéique.

C- Roles de la progestérone au cours du cycle cestral

Les deux hormones stéroidiennes ovariennes (17p-cestradiol et progestérone) ont des roles
importants de régulation de la morphologie et des fonctions de ’oviducte des mammifeéres,
incluant la motilité et les secrétions oviductales (Croxatto, 2002 ; Aguilar et Reyley, 2005 ;
Hunter, 2011).

1. Généralités
La progestérone est une hormone stéroidienne dont la structure de base dérive de celle du

cholestérol plasmatique (Figure 5).

Figure 5 : Formule chimique de la progestérone, d’aprés Hoechst-Roussel, 1996.

CH3

O _/ o -
PROGESTERONE

La progestérone est un intermédiaire important de la biosynthese stéroidienne dans
I’ensemble des tissus Sécréteurs d’hormones stéroidiennes. Les complexes circulants
principaux de la progestérone sont ceux liant la progestérone a 1’albumine (80 %), ou a la

transcortine (18 %). Environ 2 % se trouve sous forme libre.
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La sécrétion des hormones stéroidiennes par les ovaires se fait sous la dépendance de deux
hormones gonadotropes: la LH (hormone lutéinisante) et la FSH (hormone folliculo-
stimulante). Ces deux hormones sont libérées dans la circulation générale par
I’adénohypophyse, lobe antérieur glandulaire de I’hypophyse, sous 1’action de la GnRH
(Gonadotropin Realeasing Hormone), libérée par 1’hypothalamus. Ces hormones
gonadotropes agissent sur les gonades via des récepteurs transmembranaires et provoquent la
mobilisation du cholestérol, précurseur des hormones stéroidiennes, son entrée dans la
mitochondrie et induisent une activation des enzymes de la stéroidogénése. La GnRH est
I’activateur essentiel de la sécrétion de LH qui induit la synthese de progestérone.

Le follicule ovarien contient deux types de cellules stéroidogenes : les cellules de la
théque interne et les cellules de la granulosa, capables de secréter de la progestérone a partir
du cholestérol plasmatique. Cependant, une coopération entre ces deux types de cellules est
nécessaire pour permettre la sécrétion de I’ensemble des stéroides.

Chez les mammiferes, le pic de LH précéde de 24 a 48 heures 1’ovulation et provoque la
luteinisation, c'est-a-dire la transformation structurale et fonctionnelle des cellules de la
granulosa et de la theque. Ceci entraine une transformation du follicule ovulé en corps jaune,

structure de sécréetion massive de progestérone.

2. Roles de la progestérone pour la fonction de reproduction chez la chienne

La progestérone est donc sécrétée majoritairement par le corps jaune pendant le dicestrus
et agit a plusieurs niveaux de I’axe gonadotrope afin de réguler la fonction de reproduction.
Elle exerce en particulier un rétrocontréle négatif sur la synthése et la sécrétion des hormones
gonadotropes FSH et LH. Au niveau périphérique, elle agit sur les cellules ovariennes,
oviductales, utérines et mammaires. Elle posséde donc un rdle prédominant dans le contrdle
neuro-endocrinien du cycle ovarien, de la mise en place et du maintien de la gestation
(Chabbert-Buffet et al., 2005).

2.1. Lutéinisation pré-ovulatoire et maturation ovocytaire

Une des grandes particularités de la chienne est la lutéinisation précoce des follicules pré-
ovulatoires qui secretent de la progestérone pendant plusieurs jours avant que 1’ovulation ne

se produise (Concannon et al., 1989).
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Les concentrations plasmatiques de progestérone, qui augmentent lentement en période
pré-ovulatoire, suivent ensuite une courbe avec une pente ascendante brutale autour de
I’ovulation, puis atteignent un plateau a des concentrations élevées en quelques jours (Figure
3).

Par comparaison, quelques jours aprés I’ovulation, une vache ou une femme présente une
concentration d’environ 5 ng/mL de progestérone contre 20 a 60 ng/mL chez la chienne. Au
dela des concentrations periphériques, les concentrations intra-ovariennes sont trés élevées et
les concentrations dans le liquide folliculaire peuvent atteindre 2000 a 3000 ng/mL au stade
pré-ovulatoire (Fahiminiya et al., 2010). L’ovocyte canin achéve donc sa maturation
cytoplasmique dans un micro environnement dominé par la progestérone. Les roles éventuels

de cette hormone sur 1’ovocyte canin sont encore a préciser.

2.2. Implantation et survie de I’embryon

La progestérone exerce un rdle primordial pour I’implantation embryonnaire et la
placentation chez la chienne (Concannon et al., 2001).

Le processus d’implantation nécessite une interaction coordonnée entre le blastocyte et
I’endometre sur une courte période. L’implantation en elle-méme est gouvernée par des
modulateurs a action endocrine, paracrine et autocrine, d’origine maternelle ou feetale. Une
concentration sanguine suffisante de 17B cestradiol et de progestérone en période post-
ovulatoire est requise et la rapidité de I’élévation de la concentration plasmatique en
progestérone est un facteur important qui conditionne le développement sécrétoire de
I’endometre. La progestérone permettrait la production et I’action de cytokines, ainsi que
I’activation de génes nécessaires a I’implantation embryonnaire (Funk et De Mayo, 1999).
L’activité de ces hormones stéroides dépend a la fois de leur concentration et de 1’expression
de leurs récepteurs. D’autres hormones (ou facteurs hormonaux) influent sur leur action
(Chang, 2008).

2.3. Roles de la progestérone pour la physiologie de I’oviducte
La croissance et la multiplication cellulaires des tissus reproducteurs sont étroitement
corrélées avec les niveaux d’hormones stéroides. Ainsi I’histologie tubaire est fortement
modifiée selon le stade du cycle sexuel de I’animal. Chez la brebis, sous I’effet de la
progestérone, les cellules ciliées de 1’épithélium oviductal se différencient et leur proportion

diminue (Fontaine et al., 2009).
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Chez la vache, la progestérone module la composition du liquide tubaire, notamment en
acides aminés (multiplication par deux de la concentration en glycine) (Hugentobler et al.,
2010) et diminue la fréquence des battement ciliaires (Wessel et al., 2004). Chez la rate, la
progestérone inhibe les contractions du myosalpinx et la vitesse de transport des embryons
(Croxatto, 2002). Enfin, une administration de progestérone seule sur des chiennes
ovariectomisées ayant été préalablement implantée avec des embryons a permis le maintien

de la gestation jusqu’au terme.

3. Les récepteurs a la progestérone

Dans I’oviducte, la progestérone exerce une role médiateur dans la maturation méiotique
de I’ovocyte par I’intermédiaire de récepteurs spécifiques (Zhu et al., 2003 ; Fernandes et al.,
2005 ; Chapman et al., 2006 ; Nutu et al., 2007, 2009 ; Romero et al., 2008).

Il a été identifié deux types d’action de la progestérone : une action génomique lente via
des récepteurs nucléaires (PR) (Graham et Clark, 1997) et une action non génomique rapide
via des récepteurs membranaires (PGRMC-1 et PGRMC-2) (Gellersen et al., 2009) (Figure
6). D’autres récepteurs, mPr, ont été mis en évidence plus récemment.

La progestérone requiére la présence préalable ou simultanée d’cestrogenes qui stimulent
la production des récepteurs a la progestérone. Ainsi, les deux classes d’hormones agissent
souvent de fagon synergique, bien qu’elles puissent aussi agir de fagon antagoniste (Funk et
De Mayo, 1999 ; Granner, 2002).

Figure 6 : Différents types de récepteurs a la progestérone mis en évidence dans
I’oviducte (Fernandes et al., 2008).
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3.1. Les récepteurs nucléaires : médiateurs de I’action génomique de la progestérone

Les récepteurs nucléaires (PR) existent sous deux formes : PR-A et PR-B, qui résultent de
I’utilisation de promoteurs différents au sein du méme géne référence.

Leur structure comprend un domaine d’activité dont 2 a 3 domaines de régulation
transcriptionnelle (AF), un domaine de liaison a I’ADN (DBD) et un domaine de liaison au
ligand (LBD). L’isoforme A est plus court que 1’isoforme B car il ne posseéde pas de troisiéme
domaine d’activité transcriptionnelle (AF3). Ce domaine permet a 1’isoforme B de fixer un
certain nombre de co-activateurs et d’exercer des fonctions biologiques différentes. Certaines
études menées suggerent que la forme A régule de facon négative la forme B (Gellersen et al.,
2009).

Ainsi, la proportion relative entre les deux isoformes dans les cellules cibles déterminerait
si un gene spécifique sera transcrit ou non dans ces cellules lors de stimulation hormonale. Le
récepteur PR-A est majoritairement présent dans 1’ovaire et le tractus génital. Le récepteur
PR-B est exprimé dans la glande mammaire (Blanchard, 2006). Récemment, ces récepteurs
nucléaires (ARNm et protéines) ont ét€¢ mis en évidence au sein de I’ampoule, de 1’isthme et
de la jonction utéro-tubaire dans I’oviducte canin (Tahir et al., 2013). Des études ont montré
une diminution de I’expression des récepteurs PR depuis le procestrus jusqu’au metcestrus
dans I’oviducte canin (Lessey et al., 1981 ; Vermeirsch et al., 2002 ; Tahir et al., 2013). Une
diminution similaire de I’expression du géne PR dans 1’oviducte a aussi été observée chez la
vache (Ulbrich et al., 2003 ; Kenngott et al., 2011) et chez la femme (Horne et al., 2009). De
plus, I’expression des genes codant pour ces récepteurs PR est régulée par les hormones
stéroidiennes : en effet, les cestrogénes favorisent la synthése des récepteurs alors que la

progestérone 1’inhibe (Graham et Clarke, 1997).

3.2. Les récepteurs membranaires : action non génomique de la progestérone
La découverte des récepteurs membranaires a la progestérone est récente et remonte a une
dizaine d’années. Ces récepteurs permettent une action rapide de la progestérone dans les
cellules qui expriment ou non les récepteurs nucléaires. Deux types de récepteurs
membranaires sont impliqués dans cette action non génomique : les membrane Progesterone
Receptors (mPRs) et les Progesterone Receptor Membrane Components 1 et 2 (PGRMC-1 et

PGRMC-2). L’action non génomique pourrait aussi étre médiée par des récepteurs nucléaires.
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3.2.1. membrane Progesterone Receptors (mPRs)

Initialement, ces récepteurs ont été découverts dans les ovaires de poissons et
ultérieurement identifiés chez plusieurs mammiferes, incluant la femme (Zhu et al., 2003). I
s’agit de protéines de 40 kDa appartenant a la famille des Progesterone and Adiponectin
Receptor (PAQR).

Ces récepteurs existent au moins sous trois isoformes différentes : mPRa (PAQR VII),
mPRB (PAQR VIII) et mPRy (PAQR V). Le récepteur mPRa est impliqué dans I’induction de
la maturation ovocytaire et de I’hypermobilité du spermatozoide par la progestérone chez le

poisson (Thomas, 2008).

3.2.2. Progesterone Receptors Membrane Components (PGRMC)

Il existe deux isoformes PGRMC : PGRMC-1 et PGRMC-2, qui appartiennent a la
famille des Membrane Associated Progesterone Receptors (MAPR). PGRMC-1 est une
protéine de petite taille (24 kDa) mise en évidence dans la membrane interne des
spermatozoides du porc (Gellersen et al., 2009), dans les cellules de la granulosa et les

cellules lutéales de souris (Peluso et al., 2006).

L’expression de PGRMCI1 a été démontrée dans les cellules du cumulus chez la vache
(Luciano et al., 2010 ; Aparicio et al., 2011) et au sein des cellules de la granulosa chez la
femme (Elassar et al., 2012), laissant suggérer un role potentiel de ces récepteurs dans la
maturation de I’ovocyte. L’expression de ces récepteurs a été détectée également dans le
complexe ovocyte-cumulus et les cellules oviductales chez la chienne (Tahir et al., 2013). Les
informations sur PGRMC-2 sont rares. Il s’agit d’une protéine de petite taille (32 kDa) dont
les fonctions biologiques sont & ce jour inconnues. Sa capacité de liaison a la progestérone n’a
pas été étudiée. L’expression des génes codant pour PGRMC-1 et PGRMC-2 est
géneralement opposée a celle de PR dans I’ampoule et dans 1’isthme et 1’cestradiol inhibe
I’expression des génes codant pour les récepteurs membranaires alors que la progestérone la
favorise (Gellersen et al., 2009). L’expression différente de PR et des PGRMC laisse penser

que ces deux types de récepteurs pourraient avoir des fonctions différentes.

Afin de mieux connaitre les roles de la progestérone pendant la période péri-ovulatoire,
nous avons utilisé une approche pharmacologique utilisant un antagoniste des récepteurs

nucléaires de la progestérone : 1’aglépristone.
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D- L’aglépristone

1. Généralités et propriétés pharmacologiquese chez la chienne

L’aglépristone, également appelée RU 46 534, est un antagoniste par liaison aux
récepteurs nucléaires de la progestérone. Stéroide de synthése a action anti-progestative,
I’aglépristone se lie aux récepteurs nucléaires de la progestérone avec une affinité trois fois
supérieure a celle de la progestérone endogene chez la chienne (Commission Nationale de
Pharmacovigilance Vétérinaire, 2007). L’aglépristone annule 1’action de la progestérone sur
les cellules cibles.

C’est actuellement le seul anti-progestatif utilisé en médecine vétérinaire pour
I’interruption de la gestation (Chabbert-Buffet et al., 2005).

La structure chimique de 1’aglépristone est trés similaire a celle de la progestérone,

expliquant ainsi son affinité pour ses récepteurs (Figure 7).

Figure 7 : Comparaison de la structure chimique de la progestérone et de I’aglépristone,

d’aprés Hoechst-Roussel, 1996.
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L’action abortive de cette molécule est bien décrit. En revanche, ses actions sur la
croissance folliculaire, la maturation de I’ovocyte et le développement embryonnaire sont
actuellement inconnues. Le role central de la progestérone pour la préparation et le maintien
de la gestation va conditionner les domaines d’indications de 1’aglépristone. De nombreuses
applications sont ainsi déja reconnues en médecine vétérinaire et concernant 1’espéce canine,
I’aglépristone est surtout utilisée dans I’avortement et dans le traitement du pyomeétre. Si le
traitement est effectué avant la nidation des embryons dans I’endométre, celle-ci est empéchée

et les embryons sont résorbés.
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L’aglépristone peut étre utilisée sur les chiennes jusqu’a 45 jours apreés une saillie non
désirée. Lors du traitement d’une chienne dont la gestation a été diagnostiquée, un avortement

dans un intervalle de 7 jours est observé dans 85 % des cas référence.

2. Effet de ’aglépristone sur la période péri-ovulatoire chez la chienne

Trés peu d’études se sont penchées sur I’action de 1’aglépristone sur la fonction
oviductale. Récemment, Reynaud et al., (2013) ont réalisé une étude sur 1’administration
d’aglépristone sur des chiennes en période péri-ovulatoire, plus particulierement sur ses effets
sur I’oviducte.

Quarante trois chiennes Beagle (25 témoins et 18 traitées) ont été incluses dans cette étude
et le suivi des chaleurs a été réaliseé par frottis vaginal et dosage de la progestéronémie. Une
premiére injection d’aglépristone (10 mg/mL) a été réalisée juste avant le pic de LH (la
concentration de progestérone étant inférieur a 0.5 ng/mL) et une seconde injection a été
réalisée 24 heures plus tard. La croissance folliculaire et 1’ovulation ont été suivies par
échographie.

Deux jours aprés I’ovulation, certaines chiennes (3 témoins et 5 traitées) ont été
inséminées. Toutes les chiennes ont été ovariectomisées a différents stades aprés 1’ovulation.

Les résultats de cette étude ont révélé que chez la chienne 1’administration d’aglépristone
en période péri-ovulatoire chez la chienne ne modifie ni la croissance folliculaire ni
I’ovulation. Par contre, 1’aglépristone a eu des effets trés importants sur la maturation
ovocytaire et le transit des spermatozoides.

En effet, la maturation ovocytaire a été retardée : chez les chiennes traitées a 1’aglépristone,
les ovocytes collectés étaient tous au stade de vésicule germinative entre 79 heures et 141
heures aprés 1’ovulation, tandis que chez les chiennes non traitées, les ovocytes récoltés entre
83 heures et 126 heures apres ovulation étaient déja au stade de métaphase 1l de la méiose. De
plus, aucun des ovocytes des chiennes traitées a 1’aglépristone n’avait atteint le stade de
métaphase Il méme 10 jours aprés 1’ovulation.

Au niveau des gametes males, il a été observé une diminution du transport et de la
survie des spermatozoides dans le tractus chez les chiennes traitées et inséminées, aucun
spermatozoide n’a été retrouvé dans I’oviducte. En 1’absence de fécondation, aucun embryon

n’a été observé.
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Ces résultats tres récents posent la question du mode d’action de 1’aglépristone. Il est
possible qu’elle ait des effets directs sur les gamétes (Spermatozoides et ovocyte expriment
des récepteurs nucléaires a la progestérone) ou indirects, via les cellules oviductales et le
fluide oviductal dans lequel baignent et maturent les ovocytes.

Dans le but de caractériser d’éventuelles modifications de 1la composition du fluide
oviductal, nous avons préleve ce fluide chez des chiennes témoins et traitées a I’aglépristone.
Dans un deuxieme temps, nous avons cherché a détecter et a localiser quatre protéines
differentiellement exprimées lors du traitement a I’aglépristone dans 1’étude menée par

Harichaux et ses collaborateurs (2013).
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DEUXIEME PARTIE: ETUDE EXPERMENTALE

Le réle de I’oviducte est donc particuliérement important pour assurer la fécondation et le
développement précoce de I’embryon chez la chienne contrairement a ce qui se passe chez la
plupart des mammifeéres. Ces deux événements se fon chez la chienne dans un environnement
riche en progestérone. Notre étude expérimentale a eu pour objectif d’explorer les effets
potentiels de la progestérone sur la composition protéique du fluide oviductal en période péri-

ovulatoire chez la chienne.

A.Objectifs

Le but de notre travail était d’analyser les effets de la progestérone sur la sécrétion et la
localisation cellulaire de protéines d’intéréts exprimées dans 1’oviducte et potentiellement
régulées par cette hormone en période péri-ovulatoire.

Le choix des quatre protéines d’intérét étudiées au cours de cette thése a été basé sur I’analyse
protéomique du fluide tubaire réalisée par 1’équipe de Harichaux et al. en 2013 et selon deux
critéres : profil d’expression connu dans différentes especes et la fonction décrite dans la
littérature.

Nous avons utilisé un antagoniste de la progestérone, 1’aglépristone, pour inhiber les effets

potentiels de la progestérone chez les chiennes traitées durant toute la période péri-ovulatoire.

B. Matériel et méthodes
1. Schéma expérimental

1.1. Animaux

Pour réaliser cette étude, les oviductes de 8 chiennes adultes pubeére, de 1 a 5 ans ont été
collectés sur le site de 1’Ecole nationale vétérinaire d’Alfort (ENVA) entre 2009 et 2013
(Tableau 3). Ces chiennes étaient de race Beagle et provenaient du laboratoire de reproduction
de I’Ecole nationale vétérinaire d’Alfort. Les 8 chiennes ont été divisées en deux lots : un lot
témoin (n = 4) et un lot de chiennes traitées a I’aglépristone (n = 4). Elles ont ensuite été

ovariectomisées et hystérectomisées pendant leurs chaleurs, 4 jours aprés 1’ovulation.
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Tableau 3: Nombre de chienne Beagle utilisé dans cette étude, stade ovarien et

concentration en progestérone plasmatique a J+4.

Concentration plasmatique en progestérone a
Nombre Stade ovarien I’ovariectomie (ng/mL)
d’animaux mzsd
[min-max]
+
8 4 joqusL;prés ol2+ 218
) . [31,2-112,7]
I’ovulation

1.2. Injection d’aglépristone

Les chiennes entrées en chaleur et ayant une progestéronémie inférieure ou égale a 0,5
ng/mL ont été incluses dans le protocole et traitées a 1’aglépristone (RU 46 534), un
antagoniste de la progestérone, commercialisé sous le nom ALIZINE ®.

Le protocole d’administration a prévu en deux injections de 10 mg/kg a 24 heures
d’intervalle, par voie sous cutanée, conformément a la posologie utilisée pour induire un
avortement. La premiére injection est intervenue quatre a cing jours aprés I’entrée en chaleur
de la chienne et sur le critére d’une progestéronémie inférieure a 0,5ng/mL. Si besoin, une
injection 7 jours aprés la premiere injection a été réalisée pour maintenir une concentration
efficace en aglépristone jusqu’a J+4. Hormis un épaississement au niveau du point d’injection
qui a disparu en quelques jours, aucun effet secondaire n’a été observé. La concentration
plasmatique en aglépristone atteint une concentration maximale deux jours apres 1’injection et

reste efficace six jours (Commission Nationale de Pharmacovigilance Vétérinaire, 2007).

1.3.  Choix des protéines étudiées

Nous avons concentré notre travail sur quatre protéines mises en évidence dans I’analyse
protéomique réalisée par 1’équipe de Harichaux et al. (2013). I s’agit des protéines suivantes :

CD 1009, ceruloplasmine, clusterine et lactoferrine (Tableau 4).
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Les critéres de sélection ont été les suivants :

- différence significative d’expression suite au traitement a 1’aglépristone (p < 0,05) dans
1’étude de Harichaux et al., (2013) ;

- role déja décrit dans la littérature pour la survie et la protection des cellules (antioxydant,

immunitaire, anti-apoptotique).

Tableau 4 : Proteines candidates étudiées, potentiellement régulées par la progestérone

dans ’oviducte canin, d’aprés Harichaux et al., 2013.

Nature ou réle

Nom de la . T-Test (P- Effet de . .
protéine iﬂjﬁ;ggi value) I’aglépristone Bibliographie
. Protéine E-07 Diminution .
CD109 antigen membranaire 1,9 (x18,2) Schilsky et al., 1992
. . . E-06 Diminution Zwain et Amato, 2000
Céruloplasmine | Anti-oxydante 4,5 (x2.) Fahiminyia et al., 2010
Clusterine | Anti-apoptotique | 1,3 D'(T '{éug)on Jenne et Tschopp, 1992
Défense Uniquement
Lactoferrine immunitaire 2,35% | présente sous | Zumoffen et al., 2013

aglépristone

1.4.

Stratégie expérimentale

Dans un premier temps, 1’expression des protéines candidates chez les deux lots de

chiennes a été validée par western-blot. Dans un second temps, la localisation des protéines

candidates a été validée par immunohistochimie mais par manque de temps, seulement pour le

lot témoin (Figure 8).
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Figure 8 : Stratégie expérimentale simplifiée utilisee dans cette étude.

Choix des protéines étudiées,
d’apres la bibliographie et Harichaux
etal., 2013
CD 1009, céruloplasmine, clusterine
et lactoferrine

la progestéronémie
Témoins (n=4), Traitées a
I’aglépristone (n=4)

Début des

Inclusion des chiennes sur critére de

chaleurs, suivi des

chiennes (frottis :
vaginaux, dosage

progestéronémie)

Récolte du matériel biologique 4
jours apres I’ovulation par ovario-
hystérectomie

Etude de I’expression des
protéines oviductales d’intéréts
Par western-blot

Etude de la localisation des
protéines oviductales d’intéréts
Par immunohistochimie

2. Determination des périodes du cycle eestral

Les cycles ovariens des chiennes ont été suivis par frottis vaginaux hebdomadaires et

coloration de Harris-Shorr (Réactifs RAL, CML, Nemours, France) (Figure 9). Des I’entrée

en cestrus un dosage quotidien de la progestérone a été réalisé (analyseur Elecsys 2010,

Roche, Meylan, France). En effet, en raison de la lutéinisation des follicules préovulatoires, le

dosage de la progestérone plasmatique est utilisé pour déterminer le moment du pic de LH,

quand la progestérone plasmatique est & 2 ng/mL, et le moment de 1’ovulation, quand la

progestérone atteint 6 ng/mL (Reynaud et al., 2009). Apres 1’ovulation, une prise de sang a

été réalisée chaque jour afin de mettre en| évidence

endocrinologique entre les 2 groupes.

une éventuelle différence
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Figure 9 : Détermination de la période du cycle par frottis vaginal chez la chienne
(d’apres Service CERCA, ENVA).

A : frottis d’ancestrus ; B : frottis de pro-cestrus ; C : frottis d’cestrus ; D : frottis de métcestrus.

” ’ -t - 5
'

3. Prélevement du matériel biologique

Les ovaires et les oviductes ont été prélevés lors d’une ovario-hystérectomie. Ils ont
ensuite été disséques juste apres exérese chirurgicale (Figure 10).

Apreés retrait de la bourse ovarique et dissection, les oviductes ont été rincés avec 100 pL
de PBS (Phosphate Buffered Saline) et ce fluide oviductal dilué a été centrifugé a 500 g pour
retirer d’éventuelles cellules en suspension. Le fluide a été congelé immédiatement a -18° C.
Un segment d’ampoule et un segment d’isthme de 1 cm de longueur ont été fixés
(paraformaldehyde 4 % dans PBS) pour réaliser des coupes histologiques ; le segment du

milieu a été congelé pour extraire les protéines et effectuer les western-blots.
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Figure 10 : Anatomie de I’oviducte canin : A: dans la bourse ovarique; B: apres
dissection. 1: ovaire (dans la bourse ovarique) ; 2 : oviducte; 3: utérus; JUT : jonction
utéro-tubaire. Les cadres jaunes désignent les segments utilisés pour 1’immunohistochimie ;

le cadre rouge désigne le segment utilisé pour le western-blot.

Pour la préparation des coupes histologiques en vue de I’immunohistochimie, les
segments d’oviducte ont ensuite été inclus en paraffine : apres déshydratation par deux bains
successifs dans 1’alcool a 70 % puis a 100 %, les tissus ont été incubés dans du butanol. Enfin,
les tissus ont été incubés dans trois bains successifs de paraffine a 56°C avant d’étre placés

dans des moules en plastiques remplis de paraffine et conservées a température ambiante.

Des coupes histologiques d’une épaisseur de 7 pm ont été réalisées puis déposées sur
des lames de verre préalablement traitées au 3-aminopropyl-triéthoxy-silane dilué a 5 % dans

I’acétone (coating).

4. Western-blot
4.1. Principe de la technique
Le western-blot est une technique de biologie des protéines utilisant I'électrophorese sur
gel de polyacrylamide pour séparer selon leur masse des protéines préalablement dénaturées.

Ces protéines sont ensuite transférées depuis le gel sur une membrane de nitrocellulose, ou
elles sont exposées a un anticorps spécifique de la protéine d'intérét (Burnette, 1981).

4.2. Préparation des échantillons (dosage des protéines)

Les 8 oviductes prélevés aux stades J+4 ont été broyés dans 1’azote liquide puis dilués
dans du tampon de lyse (KCI 10 mM, Tris 10 mM, EDTA 0,5 mM, IGEPAL CA-630 1 %,
inhibiteurs de protéases 1 % ; pH 7,2).
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Apres centrifugation, un dosage des protéines selon la méthode de Bradford a été effectué
(Bio-Rad Protein Assay®, Bio-Rad, Marnes-La-Coquette, France), afin de déposer sur les
gels la méme quantité de protéines pour chaque échantillon. Cette méthode est basée sur la
modification de la longueur d’onde d’absorption du bleu de Coomassie G-250 en milieu acide
apres sa fixation sur les acides aminés (Bradford, 1976).

La valeur obtenue pour chaque animal a été comparée a une courbe standard établie avec
des concentrations connues de BSA (Bovine Serum Albumin). La photo 1 ci-dessous illustre

le dosage protéeique des échantillons dans une plaque 96 puits par la méthode de Bradford.

Photo 1 : Dosage protéique par la méthode de Bradford, plaque 96 puits avec la gamme

BSA (Bovine Serum Albumin) et les échantillons a doser.

Plaque >
96 puits

< Echantillons a
doser

Gamme BSA —— 5| 48

4.3. Electrophorese

Les protéines de I’échantillon ont ensuite été séparées selon leur taille par €lectrophorese

sur gel d’acrylamide 10 % (Tableau 5).
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Tableau 5 : Composition du gel d’acrylamide lors de I’électrophoreése.

Nature du gel Mini gel (20 mL)

1,5 M Tris-HCL pH8,8 5mL

Acrylamide 30 % 5mL
Sodium dodecyl sulfate (SDS) 10 % 200 pL

Gel de separation a 10 %

Persulfate d'ammonium (APS) 10 % 100 pL

Temed 20 pL

Eau déminéralisée 9,7 mL

Pour chaque animal, 50 pg de protéines ont été mélangées a du tampon Laemmli 2X (Tris
240 mM, SDS 700 mM, glycérol 30 %, pH 6,8, bleu de bromophénol) et du B-mercapto-
éthanol 5mM puis chauffés 5 min a 95°C au bain-marie a sec. Les échantillons ont ensuite été
poseés sur glace puis chargés pour migration dans un mini-gel SDS-PAGE a 10 % (migration
sous ampérage constant 40 mA et a 4°C pendant environ 2h) (Figure 11).

Figure 11 : Principe de la séparation du gel d’électrophorése SDS-PAGE (d’aprés :

Biotech Rouen).

I ” Gel sur support

1 Migration 2 heures

A —— epo : i
Dépdt des echaqtlllons 3 40mA constant
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—=— Tampon de migration '
Anode (+) = Cathode
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Générateur

Séparation des protéines

en bandes
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4.4. Transfert sur membrane

Afin de rendre les protéines accessibles a la détection par les anticorps, elles ont été
transférées depuis le gel sur une membrane de nitrocellulose dans un tampon de migration
(Tableau 6). Le transfert s’effectue sous voltage constant 40V et a 4°C toute la nuit (Bio-
Rad).

Tableau 6 : Composition d’un litre de tampon de migration utilisé lors du transfert sur

membrane de nitrocellulose.

o 14,4 g Glycine A diluer dans
Tampon de migration 3 g Tris-glycine 1 litre d’eau
1gSDS distillée

Le lendemain, la membrane a été colorée au rouge Ponceau pendant 15 min pour vérifier

le bon transfert des protéines, puis rincée au PBS-Tween 20 0,1 % pendant 20 min.

4.5. Blocage

Des précautions ont été prises pour minimiser les interactions non spécifiques entre les
protéines présentes sur la membrane et les anticorps utilisés. La membrane a été incubée
pendant 1h a 37°C dans une solution de lait écrémé en poudre dilué a 5 % dans le PBS-Tween
(pH 7,4) afin de saturer les sites non spécifiques.

4.6. Détection et révélation

La membrane a ensuite ét¢ incubée 1h30 a 37°C avec ’anticorps associé¢ a la protéine
d’intérét dans un mélange lait 5 % / PBS-Tween. Apres un lavage dans du PBS-Tween, puis
une nouvelle saturation de 30 min a 37°C dans le lait 5 % / PBS-Tween, la membrane est
incubée 1h a 37°C avec I’anticorps secondaire associé¢ couplé a la peroxydase. Nous ne
disposons pas d’anticorps spécifique des protéines canines. Des anticorps produits chez le
lapin et chez la chévre et dirigés contre des protéines humaines ou murines ont été testés sur

nos echantillons comme indiqué dans le Tableau 7.
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Pour les anticorps primaires de lapin, un anticorps secondaire anti lapin, couplé a la

péroxydase a été utilisé au 1/1000°™ (Sigma-Aldrich A6154). Pour les anticorps primaires de
chévre, un anticorps secondaire anti chévre, produit chez le lapin, a été utilisé (Jackson

Laboratories 305-035-00).

Tableau 7: Liste des protéines et des anticorps primaires associés (Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Allemagne), conditions et concentrations testées en Western-

blot.

Protéines Role ou na,t_ure Anticorps primaire Concentration
de la protéine
- Anticorps polyclonal de lapin dirigé
CD 109 mepr:]%tg;];re contre une partie interne de la CD109 0 41/50/(r)nL
humaine, H-91 sc-98793 4 HY
Anticorps polyclonal de chévre dirigé
Céruloplasmine | Anti-oxvdante contre la partie N-terminale de la 1/500
P y céruloplasmine humaine, N-20 sc- 0,4 pg/mL
21240
Anticorps polyclonal de chévre dirigé
: : 1/500
contre la partie C-terminale de la 0.4 ua/mL
. Anti- clusterine de souris, M-18 sc-6420 1O
Clusterine . - ——
apoptotique Anticorps polyclonal de lapin dirigé 1/500
contre la partie C-terminale de la 0.4 ua/mL
clusterine humaine, H-330 sc-8354 1Y
_ Défense Anticorps polyclon_al _de chévre dirigé 1/500
Lactoferrine immunitaire contre une partie interne de la 0.4 ua/mL
lactoferrine humaine, N-20 sc-14431 K9

La révélation a été effectuée par chimioluminescence : la membrane a été mise en contact

1 min avec le substrat luminal de la peroxydase (SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Thermo Fisher Scientific), puis avec un film autoradiographique (Amersham GE
Healthcare, Vélizy-Villacoublay, France). La présence des proteines a éte identifiée grace a

des anticorps produits par des lapins ou des chévres.

5.  Immunohistochimie

Aprés préparation des coupes histologiques, les lames ont été déparaffinées dans deux
bains successifs de toluéne durant 10 min, puis réhydratées par deux lavages a I’éthanol a 100

% puis 50 % durant 5 min, avant rincage dans le PBS.
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Les lames ont ensuite été pré-incubées dans une solution de citrate de sodium 40 mM
bouillant pendant 10 min dans le but de démasquer les épitopes. Apreés ringage dans le PBS,
les lames ont été incubées pendant 20 min a température ambiante dans du sérum de cheval
(kit ImmPRESS anti-goat IgG Peroxidase, Vector Laboratories, CliniSciences, Nanterre,

France) afin de minimiser la liaison non spécifique.

Puis les lames ont été incubées toute une nuit a 4°C avec l’anticorps primaire
correspondant a la protéine étudiée a une concentration de 2 pg/mL dans un mélange lait 5 %
/ PBS-Tween.

Pour vérifier la spécificité du marquage, certaines coupes histologiques ont été
incubées avec des IgG de I’animal ayant produit 1’anticorps primaire (Tableau 8) a la méme

concentration que ce dernier.

Tableau 8 : Liste des IgG (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) utilisées pour

verifier la spécificité du marquage, suivant I’anticorps primaire utilisé.

Anticorps primaire IgG purifiées correspondantes

IgG purifiées a partir de sérum de chevre, I-

anticorps polyclonal de chévre ] )
5256, Sigma-Aldrich

IgG purifiées a partir de sérum de lapin, I-

anticorps polyclonal de lapin
Pe PO P 5006, Sigma-Aldrich

Le lendemain, les lames ont été rincées deux fois au PBS-Tween pendant 5 min, puis
incubées 10 minutes a température ambiante dans de I’eau oxygénée a 0.3 %, dans le but
d’épuiser la peroxydase endogéne. Aprés 2 nouveaux lavages, une incubation de 45 min a

température ambiante avec 1’anticorps secondaire couplé a la peroxydase a été réalisée.

Enfin, apres deux derniers lavages au PBS-Tween, le substrat de la peroxydase
(ImmPACT NovaRED Peroxidase Substrate, Vector Laboratories) a eté ajouté pendant

quelques minutes (suivi de la révélation au microscope) avant ringage a I’eau distillée.
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Apres une contre-coloration par I’hématoxyline de Shandon (Réactifs RAL)
ammoniaquée (ammoniaque 3 % dans éthanol), les échantillons ont été montés entre lame et
lamelle dans le milieu Immu-mount (Thermo Fisher Scientific, Cergy-Pontoise, France) et
observés aux grossissements x200 et x1000 au microscope Olympus BX41 (Zeiss, Rungis,
France).
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C.Résultats

1. Détection des protéines d’intérét par western-blot
1.1. Expression de la protéine CD109

La Figure 12 présente le film obtenu apres immunomarquage de la protéine CD 109 par

western-blot.

Figure 12 : Détection de la protéine CD109 par western-blot dans les fluides oviductaux

de 4 chiennes témoins et 4 chiennes traitées a I’aglépristone au stade J+4.
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Une bande au poids moléculaire attendu (170kDa) a été observée chez les 4 chiennes
traitées a 1’aglépristone et chez les 4 chiennes témoins. Pour une chienne témoin, une bande
de tres forte intensité a été observée, tandis que les 3 autres bandes témoins étaient d’intensité

plus faible.
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1.2.

Expression de la protéine Céruloplasmine

La figure 13 présente le film obtenu aprés immunomarquage de la protéine céruloplasmine

par western-blot.

Figure 13 : Détection de la protéine céruloplasmine par western-blot dans les fluides

oviductaux de 4 chiennes témoins et 4 chiennes traitées a I’aglépristone au stade J+4.
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Une bande a été observée aux alentours de la taille attendue (130 kDa) pour I’ensemble

des échantillons témoins et traités a 1’aglépristone mais nous avons pu observer aussi des

bandes non spécifiques de différents poids moléculaires, allant de 35 kDa a 55 kDa. Les

bandes a 55 kDa correspondent probablement a une fixation non spécifique de 1’anticorps sur

I’albumine.
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1.3. Expression de la protéine Clusterine

Deux anticorps ont été testés afin de détecter la protéine clusterine par western-blot :
I’anticorps 6420 et I’anticorps H330. La figure 14 présente le film obtenu apres

immunomarquage avec I’anticorps 6420.

Figure 14 : Détection de la clusterine (anticorps 6420) par western-blot sur les fluides

oviductaux de 4 chiennes témoins et 4 chiennes traitées a I’aglépristone au stade J+4.
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Une bande au poids moléculaire attendu (40 kDa) a été observée sur 3 chiennes témoins et

HCN-T3 I
#CN-T4 I
#CN-AglI
#CN-AgZI

#CN-AgQ3 I
#CN-Ag4 I

2 chiennes traitées. La qualité du film rend difficile la visualisation précise des bandes pour
les autres échantillons.
La détection de la clusterine avec 1’anticorps H330 n’a pas fonctionné pour 1’ensemble des

échantillons testés et aucune bande n’a été observée.
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1.4, Expression de la protéine Lactoferrine

Toutes nos séries de western-blot pour détecter la lactoferrine ont échoué. Nous n’avons
jamais visualisé de bande au poids moléculaire attendu. De nouvelles tentatives avec un gel a

pourcentage d’acrylamide différent seront réalisées au laboratoire.

2. Détection des protéines oviductales d’intérét par immunohistochimie

2.1. Difficultés rencontrées

En raison des contraintes de temps et de difficultés rencontrés lors de la contre-
coloration par I’hématoxyline de Shandon, seulement 2 chiennes témoins sur les 4 ont été

utilisées en immunohistochimie.

La détection de la lactoferrine n’a pas fonctionné (aucun marquage spécifique) pour

les 2 essais effectués

2.2. Expression de la protéine CD109

La protéine CD109 a été détectée spécifiquement dans les cellules ciliées et les
cellules non ciliées de 1’épithélium tubaire au stade J+4 sur I’ensemble des coupes
histologiques (2 chiennes témoins, Figure 15). Pour Vérifier la spécificité du marquage, une
coupe histologique « controle » a été incubée avec des IgG spécifiques de 1’animal ayant

produit I’anticorps primaire a la méme concentration que 1’anticorps (Figures 15B et 15F).

Son expression ne semble pas dépendre du type de cellule puisque les cellules ciliées
et non ciliées sont marquées (Figure 15D). Cependant, nous avons observé un marquage
hétérogéne des cellules ciliées : certaines d’entre elles ne sont pas marquées. Les cellules
ciliees les plus marquées étaient celles situées en périphérie. Enfin, aucune différence
d’expression de la CD 109 n’apparaissait selon la région considérée, puisque 1’isthme et

I’ampoule étaient marqués de la méme fagon.
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Figure 15: Expression de la protéine CD 109 dans I’oviducte (ampoule et isthme) au
cours du stade J+4 chez la chienne. (A, B, C, D) : Ampoule ; (E, F, G, H) : Isthme ; (B, F) :
Contrdles (IgG non specifiques).

m: couche musculaire ; s : stroma ; e : épithélium
cc : cellules ciliées ; cnc : cellules non ciliées
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2.3. Expression de la protéine Céruloplasmine

Les résultats obtenus aprés détection par immunohistochimie de la céruloplasmine sont

présentés sur la Figure 16.

La protéine céruloplasmine est détectée seulement dans les cellules ciliées de 1’épithélium
(Figure 16D) au stade J+4 sur I’ensemble des coupes histologiques utilisées. Son expression
ne semble pas étre modifiée suivant la région considérée puisque 1’ampoule et 1I’isthme sont
marqués de la méme facon. Pour vérifier la spécificité du marquage, une coupe histologique
« controle » a été incubée ave 1'IgG spécifique de 1’animal ayant produit 1’anticorps primaire

utilisé a la méme concentration que ce dernier (Figures 16B et 16F).
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Figure 16 : Expression de la protéine céruloplasmine dans ’oviducte (ampoule et
isthme) au stade J+4 chez la chienne. (A, B, C, D) : Ampoule ; (E, F, G, H) : Isthme ; (B,
F) : Contrbles (IgG non spécifiques).

m: couche musculaire ; s : stroma ; e : épithélium
cc : cellules ciliees ; cnc : cellules non ciliées 49



2.4. Expression de la protéine Clusterine

La protéine clusterine (anticorps 6420) a été detectée dans le tissu oviductal au stade J+4
sur I’ensemble des coupes histologiques utilisées (Figure 17). Pour verifier la spécificité du
marquage, une coupe histologique « contréle » a été incubée avec 1’lgG spécifique de

I’animal ayant produit I’anticorps primaire (Figures 17B et 17F).

Une différence d’expression a été observée. Dans I’isthme, seul la majorité du
cytoplasme des cellules sécrétrices de 1’épithélium était marqué (Figure 17H), tandis que dans
I’ampoule, trés peu de marquage était observé, a part dans le stroma (Figure 17C). Cependant,

la qualité de I’'image rend difficile I’appréciation exacte.
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Figure 17 : Expression de la protéine clusterine dans ’oviducte (ampoule et isthme) au
stade J+4 chez la chienne. (A, B, C, D) : Ampoule ; (E, F, G, H) : Isthme ; (B, F) :

m: couche musculaire ; s : stroma ; e : épithélium
cc : cellules ciliées ; cnc : cellules non ciliées
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D. Discussion

Dans cette étude, nous avons cherché a analyser les effets de la progestérone sur
I’expression et la localisation cellulaire de protéines d’intéréts présentes dans 1’oviducte et
potentiellement régulées par cette hormone au stade J+4, moment clé du passage de I’ovocyte
au stade métaphase Il fécondable. Le choix des quatre protéines d’intérét étudiées a été basé
sur une analyse protéomique du fluide tubaire réalisée par I’équipe de Harichaux et al. (2013).
Dans cette étude, suite a I’administration d’un antagoniste de la progestérone (1’aglépristone),
une sur ou une sous-expression de certaines protéines (variant d’un facteur allant de 2 & 25)
suggérait un role de la progestérone sur leur expression.

Deux lots d’animaux au stade J+4 ont été comparés: un lot témoin n’ayant
préalablement recu aucun traitement (n = 4) et un lot traité par I’aglépristone (n = 4) pendant
une période d’environ 7 a 10 jours autour de I’ovulation. La technique du western-blot nous a
permis de confirmer I’expression de ces quatre protéines a la fois chez les animaux traités et
chez les animaux témoins. La technique d’immunohistochimie nous a permis de localiser leur
expression (protéine secrétée ou excrétée) au sein du tissu oviductal. Cependant, par mangue
de temps, seuls les animaux témoins ont été testés en immunohistochimie.

Dans notre étude, nous avons détecté 1’expression de la protéine CD109 chez les

animaux témoins et chez les animaux traités a 1’aglépristone. L’immunohistochimie nous a
permis de révéler la présence de la protéine CD109 dans les cellules ciliées et non ciliées de
I’épithélium tubaire de I’ampoule et de I’isthme chez les chiennes témoins. Cette protéine
pourrait donc étre secrétée par 1’épithélium tubaire ou également diffuser depuis le sérum via
la vascularisation de I’oviducte.
Dans 1’étude menée par Harichaux et al. (2013), I’expression de la protéine CD109 a été
divisée par un facteur dix-huit suite au traitement a 1’aglépristone. La progestérone semble
donc augmenter I’expression de cette protéine, identifiée comme un nouveau membre de la
famille des macroglobulines (Lin et al., 2002). Bien que sa fonction précise ne soit pas encore
connue, des études ont montré que la protéine CD109 était impliquée dans 1’inhibition de la
signalisation de TGF-B (Transforming Growth Factor f) par sa fixation sur le recepteur TGF
B1 (Finnson et al., 2006 ; Audran, 2012). Une dérégulation de la signalisation du TGF-$
induit des anomalies au cours du développement embryonnaire et le développement de
processus néoplasiques comme le cancer du sein ou des carcinomes épidermoides (Hashimoto
et al., 2004 ; Zhang et al., 2004 ; Sato et al., 2007 ; Hasegawa et al., 2007 ; Hagiwara et al.,
2008).
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Dans ce travail, nous avons étudié I’environnement tubaire au stade J+4 durant lequel
I’ovocyte termine la métaphase II et devient fécondable. 11 est possible qu’une augmentation
de la sécrétion de CD109 par la progestérone a ce moment clé du cycle permette de diminuer
les risques de déregulation de la voie de TGF-B et par conséquent, diminue le risque
d’apparition d’anomalies. Ainsi, cette régulation d’expression de la protéine CD109 par la
progestérone permettrait la mise en place d’un microenvironnement tubaire sain, propice a
une fécondation et un développement embryonnaire précoce (pour rappel, I’embryon canin
passe entre 5 et 6 jours dans I’oviducte avant implantation dans 1’utérus). Des études sur
I’association entre la protéine CD109 et la voie de signalisation de TGF-p chez la chienne
pourraient étre intéressantes pour mieux caractériser ce role.

Nous avons détecté I’expression de la protéine céruloplasmine a la fois chez les
animaux témoins et chez les animaux traités. Une différence d’expression a été observée selon
le type cellulaire chez les chiennes témoins : elle apparaissait uniquement dans les cellules
ciliées et pas dans les cellules non ciliées sécrétrices. La céruloplasmine est une protéine de
transport du cuivre dans le sang, d'origine hépatique et appartenant a un groupe de protéines
appelées alpha 2 globulines. L’étude de Harichaux et al. (2013) a révélé que I’expression de la
céruloplasmine était divisée par un facteur deux suite au traitement par 1’aglépristone. La
progestérone aurait donc un réle activateur sur son expression. Néanmoins, notre étude nous a
montré que les cellules non ciliées sécrétrices n’étaient pas marquées donc, la céruloplasmine
a probablement une origine extra-tubaire et n’est pas produite au sein méme de 1’oviducte.
Elle pourrait diffuser depuis la circulation générale. Chez 1’homme, des études ont montré son
expression dans le placenta, les testicules (Aldred et al., 1987) et les glandes mammaires
(Jaeger et al., 1991). Il semblerait aussi que 1’utérus puisse a la fois étre a I’origine d’une
sécrétion de forme active de céruloplasmine mais également que les cellules de I’épithélium
utérin soient capables d’incorporer le cuivre transporté par cette derniére (Shilsky et al, 2007).

Nous avons détecté la présence de la protéine clusterine chez les animaux témoins et
chez les animaux traités a 1’aglépristone. Une différence d’expression a été observée suivant
la région étudiée sur les chiennes témoins. Dans I’ampoule, la clusterine se situe dans le
stroma. Dans 1’isthme, elle se situe dans les cellules sécrétrices. Ces premiers résultats nous
orientent donc vers une origine sécrétoire de la clusterine par 1’épithélium tubaire de 1’isthme

dans le fluide oviductal.
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L’expression de la clusterine a été diminuée d’un facteur quinze suite au traitement a
I’aglépristone au stade J+4 dans 1’étude menée par Harichaux et al. (2013). La progestérone
aurait donc un réle fortement stimulant sur sa sécrétion. Jomary et al. (1999) ont montré chez
I’homme qu’une forte expression de clusterine sous forme sécrétée était anti-apoptotique au
cours du développement. Ainsi, a la vue de nos résultats et de ceux obtenus par Harichaux et
al. (2013), une sécrétion accrue de clusterine sous I’influence de la progestérone au sein de
I’oviducte au stade J+4 pourrait permettre de maintenir un équilibre physiologique via la
production de facteur anti-apoptotique, créant ainsi un environnement favorable a la
fécondation et au développement embryonnaire précoce.

Nous n’avons pas réussi a détecter la présence de la lactoferrine par western-blot et
immunohistochimie suite a des probléemes de spécificité de 1’anticorps. Nous allons donc
tester d’autres anticorps et insister pour analyser cette protéine d’intérét. L’étude de
Harichaux et al. (2013) a révelé la présence de cette protéine dans le fluide oviductal et une
surexpression par un facteur 25 suite au traitement a 1’aglépristone. La progestérone aurait
donc un effet fortement inhibiteur sur sa sécrétion. Une étude récente chez I’homme menée
par Zumoffen (Zumoffen et al. 2013) a révélé que la lactoferrine, isolée du fluide oviductal
humain, pourrait interagir avec les spermatozoides et les ovocytes afin de moduler leur

interaction, notamment dans la régulation de la polyspermie.

Cette étude nous a donc permis d’effectuer une premiere analyse du fluide oviductal
en nous focalisant sur I’expression et la localisation de quatre protéines d’intérét, au stade
J+4, suite a un traitement avec un antagoniste de la progestérone (I’aglépristone). Ce travail
s’inscrit dans un projet plus global visant & comprendre les r6les de la progestérone dans la
maturation ovocytaire, la fécondation et le développement embryonnaire précoce. Afin de
valider les résultats de protéomique obtenus par Harichaux et al. (2013), d’autres anticorps

vont étre testés au sein du laboratoire afin de compléter ce travail.
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CONCLUSION

L’¢tude du microenvironnement tubaire dans I’espéce canine a pour but de mieux
connaitre les conditions propices a la maturation ovocytaire, la fécondation et le
développement embryonnaire précoce afin de pouvoir éventuellement les reconstituer in vitro.
L’oviducte est aujourd’hui considéré comme un microenvironnement complexe nécessaire a
la maturation ovocytaire et au developpement embryonnaire précoce. Les particularités de la
physiologie de la reproduction chez la chienne par rapport aux autres mammiféres en font un
modéle particulierement intéressant. L’environnement endocrinien, et notamment les
concentrations plasmatiques de progestérone sont a I’origine d’une lutéinisation pré-
ovulatoire et une concentration sanguine trés élevée en progestérone est observée pendant la
phase préovulatoire chez la chienne. L’injection d’un antagoniste de la progestérone induit un
important retard de reprise de méiose ovocytaire et un blocage du transit des spermatozoides.
Cette injection induit aussi des modifications du protéome oviductal.

L’objectif de notre étude était d’explorer les effets de la progestérone sur la sécrétion
et la localisation de quatre protéines oviductales (CD 109, céruloplasmine, clusterine et
lactoferrine) en utilisant un inhibiteur de la progestérone : 1’aglépristone. Ces effets ont été
explorés 4 jours aprés 1’ovulation chez 4 chiennes témoins et 4 chiennes traitées. L’expression
des protéines a été analysée plus finement par western-blot et la localisation cellulaire de ces
protéines a été explorée par immunohistochimie. Seules des chiennes témoins ont été utilisées
en immunohistochimie. Ceci ne permet donc pas de comparer les deux lots afin d’observer
d’éventuels modifications de lieux de sécrétion induites par le traitement a I’aglépristone.

L’étude quantitative menée par Harichaux et son équipe (2013) a montré que ces 4
protéines avaient une régulation modifiée suite a I’administration d’aglépristone, laissant sous
entendre un role régulateur de la progestérone sur leur sécrétion. Trés peu d’étude sont
consacrées aux fonctions exactes de ces protéines dans 1’espece canine. Notre étude a
confirmé leur présence dans le fluide oviductal en période péri-ovulatoire mais nous n’avons
pas observe, sur notre petit échantillon, d’effet quantitatif significatif de 1’aglépristone sur leur
expression. Les protéines étaient localisées dans I’ampoule et dans 1’isthme. Nous avons
observé que la CD109 et la clusterine étaient localisées dans les cellules sécrétrices de
I’épithélium tubaire tandis que la céruloplasmine était localisée sur les cellules ciliées

uniguement.
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De telles données nous encouragent a étudier la fonction précise de ces protéines dans
la fonction de reproduction chez la chienne afin de comprendre pourquoi la progestérone
intervient dans la régulation de leur expression. Les biotechnologies in vitro dans I’espece
canine restent encore inefficaces par rapport aux autres especes (taux de maturation in vitro
inférieur a 10 %) ; comprendre les variations de la composition du microenvironnement
tubaire sous I’effet de la progestérone constitue donc un enjeu biotechnologique important.

Ce travail est une premiére ébauche qu’il conviendra de compléter afin de mieux
caractériser la sécrétion des protéines oviductales chez la chienne et le r6le de la progestérone
sur celles-ci pour mieux comprendre les variations de la composition du microenvironnement

tubaire.
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EFFET D’UN ANTAGONISTE DE LA PROGESTERONE SUR
L’EXPRESSION DE QUATRE PROTEINES D’INTERETS DANS
L’OVIDUCTE EN PERIODE PERI-OVULATOIRE CHEZ LA
CHIENNE

Laure Vialle

Résumé

La physiologie de la reproduction chez la chienne présente certaines particularités par rapport
aux autres mammiferes. Les ovocytes sont ovulés a un stade immature (vésicule germinative) et
n’atteignent le stade métaphase II dans 1’oviducte que deux a trois jours aprés 1’ovulation. Une
lutéinisation et des concentrations tres élevées de progestérone sont observées pendant la phase
préovulatoire. L’ importance de la progestérone pour la|maturation ovocytaire et la fécondation a
¢t¢ mise en évidence par I’injection d’un antagoniste des récepteurs nucléaires de la
progestérone. Cette injection induit un important retard de reprise de méiose ovocytaire et un
blocage du transit des spermatozoides. Une analyse protéomique du fluide oviductal en période
péri-ovulatoire a permis de mettre en évidence un role de la progestérone dans la régulation de
I’expression des protéines du fluide oviductal.

L'objectif de notre étude etait de caractériser I’effet de la progestérone sur les niveaux
d’expression de quatre proteines oviductales (céruloplasmine, clusterine, lactoferrine et CD 109)
et de localiser les lieux de synthése de ces protéines en période péri-ovulatoire chez la chienne.
Les fluides oviductaux issus de 8 chiennes ovariectomisées ont été analysés 4 jours apres
I’ovulation. Les chiennes étaient divisées en deux lots : 1 lot témoin (n = 4) et 1 lot traité par
I’aglépristone en période péri-ovulatoire (n = 4). L’expression des quatre protéines d’intéréts a
été analysée par la technique du western-blot. La localisation des protéines a été analysée par
immunohistochimie. Les premiers résultats montrent une expression des protéines chez les deux
lots d’animaux. Les protéines étaient localisées dans I’ampoule et dans 1’isthme. Nous avons
observé que la CD109 et la clusterine étaient localisées dans les cellules sécrétrices de
I’épithélium tubaire tandis que la céruloplasmine était localisée sur les cellules ciliées
uniquement. Cependant, certains anticorps testés ne semblent pas croiser chez le chien. Des
recherches sont encore nécessaires afin de mieux caractériser les effets de la progestérone sur
I’expression des protéines oviductales chez la chienne en période péri-ovulatoire.
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THE EFFECT OF A PROGESTERONE ANTAGONIST ON
THE EXPRESSION OF FOUR PROTEINS OF INTEREST IN
THE OVIDUCT DURING PERIOVULATORY PERIOD IN
BITCHES

Laure Vialle

Summary

The reproductive physiology of female dogs differs from that of other mammals, particularly
regarding oocyte maturation. Indeed, in bitches, immature oocytes (germinal vesicles) are
released and become metaphase Il oocytes in the oviduct, two to three days after ovulation.
Furthermore, the endocrine environment is unique: as a result of pre-ovulatory luteinisation, high
progesterone concentrations are found during the ovulatory phase. The role of progesterone in
oocyte maturation and fertilization (intra-oviduct events) has been demonstrated by injection off
progesterone nuclear receptor antagonists. These injections lead to a significant delay in meiosis
and to a restriction in the flow of spermatozoa.

This study was designed to characterize the effect of progesterone on the expression levels of
four oviductal proteins (céruloplasmine, clusterine, lactoferrine and CD 109 antigen) and to
locate the sites of synthesis of these proteins in the periovulatory period. Oviductal fluids from
female dogs were analyzed four days after ovulation. The dogs were split into two groups: a
group (n = 4) treated with aglépristone during the periovulatory period and a control group (n =
4) left untreated. The expression of the four proteins was analyzed by the western-blot technique.
The localization of the proteins was determined by immunohistochemistry. Preliminary results
show a protein expression in both groups. We observed that CD109 and clusterin were localized
in the secretory cells of the tubal epithelium, while ceruloplasmin was found in ciliated cells
only. However, it may be that some tested antibodies do not cross in dogs. Oviductal proteins
characterization in bitches warrants further investigation.
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