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Résumé

Pour les cultures cellulaires, il est habituel de recourir a diverses solutions non définies
d’origine animale. A titre d’exemple, le sérum de veau feetal est utilisé pour la culture de
différentes cellules somatiques, le fluide folliculaire, pour la culture d’ovocytes, ou encore le
sérum de brebis en chaleur ou de vache superovulée. L’étude des facteurs de croissance, qui
sont parmi les constituants les plus actifs de ces solutions, devrait permettre d’élaborer des
solutions définies pour remplacer les sérums ou le fluide folliculaire et d’éliminer ainsi les
problémes liés a I’utilisation d’un liquide corporel.

Les effets des IGF-I et -II, du bFGF et de I’EGF sur la maturation ovocytaire in vitro (MIV)
d’ovocytes ovins ont été étudiés dans ce travail. Leurs actions sur le taux de maturation des
ovocytes et sur la stéroidogenese des cellules du cumulus ont été quantifiées, aprés mise au
point de divers aspects des techniques d’expérimentation (récupération des ovocytes,
maturation in vitro, capacitation du sperme).

La maturation ovocytaire in vitro n’est possible qu’en présence de FSH. Elle est fortement
stimulée par le fluide folliculaire et dans une méme mesure par I'IGF-I et ’EGF. L’IGF-II et
le bFGF sont moins efficaces. L’IGF-I, non les autres facteurs, permet de renforcer I’effet du
fluide folliculaire.

En absence de fluide folliculaire la production d’cestradiol est basse. Elle est faiblement, mais
significativement augmentée par IGF-I, non par les autres facteurs. Le fluide folliculaire est
sur ce point nettement plus actif que les facteurs de croissance.

Des expériences ultérieures détermineront I’effet des facteurs de croissance étudi€s, ou
d’autres, utilisés lors de la MIV sur la compétence des ovocytes a développer des embryons et
le role de ces facteurs dans les étapes successives de la FIVETE.
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Liste des abréviations

Pour faciliter la lecture du travail qui suit, voici une liste des abréviations utilisées :

Abréviation Signification

ADN Acide désoxyribonucléique

ADNCc Acide désoxyribonucléique complémentaire

aFGF Forme acide du facteur de croissance des fibroblastes

AIGF Facteur de croissance induit par les androgenes

AMH Hormone antimiillérienne

BDNF Facteur neurotrophique dérivé du cerveau

bFGF Forme basique du facteur de croissance des fibroblastes

bGCP-2 Protéine chémotactique des granulocytes bovins

BP Protéine liant...

BSA Albumine bovine sérique

CISO Centre d’insémination et de sélection ovine

COC Complexe ovocyte-cumulus

COX Cyclooxygénase

cPLA2 Phospholipase A2 cytosolique

CSF Facteur stimulant les colonies

CTGF Facteur de croissance du tissu conjonctif

DBB Dilueur de sperme de bouc et de bélier

EGF Facteur de croissance de I’épiderme

EPO Erythropoiétine

FCS Sérum de veau foetal

FF Fluide folliculaire

FGF Facteur de croissance des fibroblastes

FIV Fécondation in vitro

FIVETE Fécondation in vitro et transfert d’embryons

FSH Hormone stimulant les follicules

G-CSF Facteur stimulant les colonies de granulocytes

GDF Facteur de croissance et de différenciation

GF Facteur de croissance

GF-R Récepteur du facteur de croissance

GH Hormone de croissance

GH-BP Protéine liant I’hormone de croissance

GHRH Hormone stimulant la sécrétion d’hormone de croissance
| GHRP Protéine stimulant la sécrétion d’hormone de croissance
: GM-CSF Facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages
| HB-EGF Facteur de croissance de I’épiderme liant I’héparine

HBGF Facteur de croissance liant I’héparine




Liste des abréviations

hCG
HGF

ICSI
IFN
IGF
IGF-BP
IL
KGF
KL

LH
MAPK
M-CSF
MEC
MEK
MGF
MIV
NGF
NT
OPU
PD-ECGF
PDGF
PG
PGFS
PKC
PL
PIGF
PMSG
R

SCF
SOF
TCM
TGF
TIC
TIMP
TNF
VEGF

Gonadotrophine chorionique humaine

Facteur de croissance des hépatocytes
Gonadotrophine ménopausique humaine
Injection intracytoplasmique d’un spermatozoide
Interféron

Facteur de croissance de type insuline

Protéine liant les facteurs de croissance de type insuline
Interleukine

Facteur de croissance des kératinocytes

Ligand du récepteur kit (appelé aussi SCF)
Hormone lutéinisante

Protéine kinase activée par un mitogeéne

Facteur stimulant les colonies de macrophages
Matrice extracellulaire

Kinase des protéines kinases activées par un mitogéne
Facteur de croissance des mastocytes

Maturation in vitro

Facteur de croissance des nerfs

Neurotrophine

Pick-up ovocytaire (récolte des ovocytes)

Facteur de croissance des cellules endothéliales dérivé des plaquettes
Facteur de croissance dérivé des plaquettes
Prostaglandine

Synthase des prostaglandines F

Protéine kinase C

Lactogéne placentaire

Facteur de croissance du placenta
Gonadotrophine sérique de jument gestante
Récepteur

Facteur des cellules souches (ou KL)

Fluide oviducal synthétique

Milieu de culture tissulaire

Facteur de croissance transformant

Cellule interstitielle de la théque

Inhibiteur tissulaire des métalloprotéases

Facteur de nécrose des tumeurs

Facteur de croissance de I’endothélium vasculaire
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I. INTERETET BUT DE LA RECHERCHE.

De nombreuses expérimentations en biologie nécessitent des cultures de cellules. Ces
‘ cultures se font grace a un milieu de culture contenant divers sels et différentes matiéres
nutritives. Elles nécessitent souvent des facteurs de croissance et autres cytokines pour
stimuler la division, la croissance, la différenciation et 1’activité des cellules. C’est pourquoi
on ajoute en général un liquide corporel dans le milieu de culture : sérum de veau feetal pour
des cellules somatiques, fluide folliculaire pour les ovocytes en maturation, sérum de brebis

en chaleur pour les ovocytes en fécondation.

Si ces liquides sont intéressants pour leur richesse en facteurs de croissance et en
hormones, ils posent cependant divers problémes liés a leur origine animale : milieu mal
défini et donc variable, possibilités plus grandes de contamination, ... C’est pourquoi
différentes études ont été entreprises pour remplacer ces solutions par des milieux définis.
Ainsi, on essaie de déterminer la composition du fluide folliculaire, du sérum de brebis en
chaleur, et I’on teste des facteurs de croissance et des hormones pour voir si leurs effets sur
les cultures cellulaires permettraient de remplacer les milieux non définis.

Le but de ce mémoire est d’étudier 1’effet des facteurs de croissance (GF) sur la
maturation ovocytaire in vitro (MIV) dans le but de remplacer ultérieurement le fluide
folliculaire utilisé en MIV par un cocktail de GF. Nous testerons dans ce but les effets des
IGF-I et —II, du bFGF et de ’EGF. Ces effets seront quantifiés par la mesure des taux de
maturation et de la production d’cestradiol en présence ou en absence du GF étudié. L.’absence
ou la présence du fluide folliculaire dans les milieux testés devrait alors permettre d’évaluer
respectivement 1’effet du facteur de croissance seul et I’existence d’un effet additif du facteur
de croissance avec le fluide folliculaire.

II. PRESENTATION DU TRAVAIL.

Dans une premiére partie, une revue bibliographique sur le sujet a été réalisée. Le
premier chapitre propose une revue assez générale des différents facteurs de croissance
connus : on peut y trouver leurs caractéristiques structurales et biochimiques, la régulation de
leur expression et de leur sécrétion, les différentes formes existantes, leurs récepteurs et leurs
effets au niveau de quelques tissus. Le deuxieme chapitre explique plus en détail les effets de
ces facteurs de croissance au niveau du systéme reproducteur et plus particuliérement dans les
ovaires et dans I’utérus. Le chapitre trois expose la technique de FIVETE (Fécondation In
Vitro et Transfert d’Embryons) et le chapitre quatre résume les connaissances acquises au
point de vue de ’utilisation des facteurs de croissance dans cette technique.

B o
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La deuxiéme partie du travail décrit le matériel et les méthodes utilisés pour les
expériences réalisées dans ce travail. On y trouve ainsi les techniques mises en ceuvre pour la
maturation in vitro, la capacitation des spermatozoides, la fécondation in vitro et le dosage de
I’ cestradiol.

La troisiéme partie expose la mise au point préalable de certaines techniques puis les
résultats des expériences réalisées

Enfin, dans la quatriéeme partie, la discussion de ces résultats expérimentaux est
réalisée, et les conclusions et les perspectives sont définies.




PREMIERE PARTIE :

REVUE
BIBLIOGRAPHIQUE




Figure 1 : Structure de la GH humaine (hGH ; in : Guidebook

to cytokines and their receptors, 1994).
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CHAPITRE 1 :
L’HORMONE ET LES FACTEURS DE CROISSANCE.

I. L.’ HORMONE DE CROISSANCE.

1. Mode d’action.

1.1. Actions directes et indirectes.

L’hormone de croissance (GH pour Growth Hormone ; figure I) et la prolactine
définissent une famille d’environ 22 facteurs de croissance reprenant notamment les
lactogénes placentaires (PLs), les proliférines et la somatolactine. C’est aussi ’hormone la
plus abondante dans la glande pituitaire humaine qui joue le réle primaire de contrdle de la
croissance postnatale. Elle posséde deux grands types d’effets. Premiérement des effets - de
type insuline - de stimulation de la croissance des tissus musculaires et squelettiques, et
deuxiemement des effets - opposés a ceux de I’insuline- lipolytiques ainsi que sur le
métabolisme des carbohydrates dans le tissu adipeux.

En 1957, Salmon et Daughaday ont proposé une explication selon laquelle 1’hormone
de croissance agit par I’intermédiaire de facteurs présents dans le sérum. Les principaux
d’entre eux sont les somatomédines, appelées aussi Insuline-like Growth Factors ou IGF. Il
existe deux IGF appelées IGF-I (somatomédine-C) et IGF-II, ’IGF-I étant beaucoup plus
dépendant de la GH que I’IGF-II. Ces facteurs de croissance peuvent étre synthétisés par le
foie dans le cadre des effets de la GH et ont ainsi des actions de type endocrine mais ils sont
aussi synthétisés dans toute une série de tissus ou ils posseédent alors des actions paracrines
et/ou autocrines.

Les actions de la GH chez I’animal vivant peuvent donc étre classées comme directes
ou indirectes. Les actions directes sont celles sur le métabolisme des lipides et du tissu
adipeux qui sont en synergie avec le cortisol et opposées aux actions de I’insuline et des
somatomédines. Les actions indirectes anaboliques et sur la stimulation de la croissance de la
GH sont médiées par les somatomédines, et incluent la prolifération cellulaire et la synthése
protéique aussi bien dans les tissus squelettiques que non squelettiques (Williams, 1992).




Figure 2 : Structure du complexe hGH-(hGHBP); (in : Guidebook
to cytokines and their receptors, 1994).
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1.2. Récepteur et protéine liant la GH.

Le récepteur a la GH (GH-R) est présent dans de nombreux tissus (dont les
compartiments ovariens) et les cellules I’exprimant le plus sont les hépatocytes et les
adipocytes (Kelly et al., 1993).

I1 existe aussi une forme raccourcie et soluble de ce récepteur constituée du domaine
extracellulaire du GH-R (Chez le lapin : Ymer et Herington, 1985 ; chez ’homme : Baumann
et al., 1986) appelée protéine liant la GH (GH-BP pour GH-Binding Protein ; figure 2)
présente entre autres dans le sérum ovin (Amit et al., 1992 ; Bingham et al.,1994). Les rdles
de cette GH-BP sont multiples. Tout d’abord, elle protége I’hormone de la dégradation par
formation du complexe hormone-BP (Postel-Vinay et al., 1995) et permet ainsi la constitution
d’un réservoir circulant de GH. Ensuite, elle empécherait, suite a la liaison de ’hormone a son
récepteur, I’internalisation et la dégradation intracellulaire du complexe hormone-récepteur
(Baumann, 1993 ; Herington et al., 1994 ; Postel-Vinay, 1996). Enfin, la GH-BP pourrait soit
empécher la liaison hormone-récepteur par inhibition compétitive ou alors la faciliter et
favoriser ainsi I’action biologique de la GH (Bick et al., 1992).

Au niveau de la régulation du GH-R et de la GH-BP, on peut voir I’influence
d’hormones telles la GH (Ilkbahar et al.,1995), la thyroxine et les glucocorticoides (Le Cam et
Legraverend, 1993), I’cestradiol, I’insuline, la LH (Postel-Vinay et al.,1987 ; Kelly et al.,
1993 ; Maes et al., 1995 ; Juengel et al., 1997) ou encore la testostérone (Baumbach et
Bingham, 1995), mais aussi I’influence du stade de développement (Carlsson et al., 1993), de
I’état physiologique, du sexe (Massa et al., 1990) ainsi que de 1’alimentation de 1’animal (chez
I’ovin : Bauer et al., 1995).

2. Controles de la synthése et de la sécrétion.

La GH est principalement synthétisée et sécrétée par les cellules somatotropes de
I’adénohypophyse, a partir du géne GH-N (Brown, 1994). Elle est aussi synthétisée sous une
autre forme uniquement lors de la gestation, a partir du géne GH-V placentaire (Bauman,
1992). Elle est stockée dans des vésicules de sécrétion pouvant subir 1’exocytose suite a une
transduction du signal initiée par une interaction type hormone-récepteur.

Deux peptides hypothalamiques contrdlent la synthése et la sécrétion de la
GH (figure 3): La GHRH (GH-Releasing Hormone) stimulante pour la synthése et la
sécrétion, et la somatostatine (SS) inhibant la sécrétion (Kahn et al., 1992). Un troisi¢éme
intervenant, la GHRP (GH-Releasing Protein), un hexapeptide dérivé des enképhalines,

semble stimuler la sécrétion de la GH par une autre voie que la GHRH (Howard et al., 1996 ;
Pong et al., 1996).




Rétro- ___ 5,

inhibition

A

Hypothalamus
GHRP Somatostatine

+i l

Glande pituitaire : Hormone de croissance

IGF-1

Stimulati_on indirecte Actions directes Actions
de la croissance directes-
indirectes ?
Foie et € Effets ?
Autres organes Y
i, OVAIRES

Effets sur Effets sur
squelette Autres structures
Formation de Synthése Lipides : Métabolisme des glucides :
cartilage, protéique, Augmentation Elévation glycémique
Croissance Prolifération dela Autres effets anti-insuliniques
squelettique cellulaire lipolyse

Figure 3 : présentation schématique des multiples sites d’action de la GH
(Perrad, 1998).
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Au niveau des facteurs endocriniens, il existe un « feed-back » de régulation faisant
intervenir la GH, I’IGF-I, la GHRH et la SS. Au niveau pituitaire, I’IGF-I supprime
I’émission basale de GH ainsi que son émission induite par la GHRH (Silverman et al., 1989)
et diminue I’expression du géne de la GH (chez I’homme : Yamashita et al., 1986). Au niveau
hypothalamique, I’IGF-I module la synthése et/ou I’émission de GHRH et de SS, son mode
d’action variant selon les espéces. On peut signaler en outre un contrdle exercé par I’insuline,
les stéroides ovariens (cestradiol, androgénes), les peptides ovariens (activine, inhibine) ainsi
que la mélatonine.

Enfin, différents facteurs environnementaux interviennent dans le contrdle de
I’émission de GH. Premiérement, 1’ingestion d’aliments diminue les concentrations
plasmatiques (Bassett, 1974 ; Perrad et al., 1998) alors qu’une sous-alimentation les augmente
(Vance et al., 1992 ; Bauer et al., 1995 ; Barker-Gibb et Clark, 1996). Cet effet inhibiteur de
la prise d’aliments est obtenu rapidement, avant méme toute variation de la concentration des
métabolites ou d’autres hormones dans le sang. Les acides gras volatils produits par la
microflore du rumen des ruminants possédent eux un effet inhibiteur sur la synthése de GH
stimulée par la GHRH, sans intervenir au niveau de 1’émission de SS (Matsunaga et al.,
1997). Le glucose (Hartman et al., 1993), I’insuline (Driver et Forbes, 1981) et I'IGF-I (Hua
etal., 1992 ; Pell et al., 1993 ; Bauer et al., 1995) sériques participent également a 1’inhibition
de la synthése de la GH. Pour terminer, on peut signaler un effet du rythme veille-sommeil et
des rythmes annuels sur I’émission de la GH (Perrad et al., 1998).

3. Effets physiologiques.
Au niveau de I’organisme, la GH stimule la croissance corporelle, I’activité et le

développement de divers organes, influence les métabolismes lipidique et glucidique et exerce
un effet anabolisant sur le métabolisme protéique.

Au niveau du systéme reproducteur en particulier, la GH posséde toute une série
d’effets qui seront détaillés au chapitre suivant.

II. LES FACTEURS DE CROISSANCE.

La plupart des facteurs de croissance peuvent stimuler soit la prolifération cellulaire,
soit leur différenciation. Certains d’entre eux, comme le TGF (Transforming Growth Factor
B) sont bifonctionnels et sont capables de stimuler ou d’inhiber la croissance, selon le
contexte dans lequel ils agissent. Les facteurs de croissance ont été classés dans différentes
superfamilles dont les principales sont la famille des somatomédines, la famille des EGF
(Epidermal Growth Factors), la famille des FGF (Fibroblast Growth Factors), la famille des
PDGF (Platelet-Derived Growth Factors) et la famille des TGF (Williams, 1992).




Figure 4 : Structure d’une forme particulieére de I’'IGF-I, le
long-(Arg’)-IGF-I (Laajoki et Keniry, 1999).

Insulin Receptor IGF-I-Receptor IGF-1I/M6P-Receptor
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Figure 5 : Récepteurs des IGF (in : Guidebook to
cytokines and their receptors, 1994).
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1. Les somatomédines ou IGF.

L’IGF-I ou somatomédine-C (figure 4) est un peptide de 70 acides aminés
homologue de la proinsuline humaine. L’IGF-II est un peptide de 67 acides aminés
homologues de I'IGF-1. L’IGF-I est plus dépendant de la GH et stimule plus la croissance que
I’IGF-II, tandis que I’IGF-II a plus d’activité de type insuline que I’'IGF-I (Williams, 1992).

1.1. Récepteurs aux IGF.

I1 existe deux types principaux de récepteurs aux IGF (IGF-R) : 'IGF-RI et I'IGF-
RII (figure 5). L’IGF-RI lie préférentiellement I’IGF-I, puis I’IGF-II et dans une moindre
mesure I’insuline. Ce récepteur, ainsi que le récepteur a I’insuline, est un hétérotétrameére avec
deux sous-unités oo (130 kDa) extracytosoliques liantes et deux sous-unités B (90 kDa)
intracytosoliques a domaine tyrosine kinase qui permet d’initier la transduction du signal. Ces
IGF-RI sont distribués dans tout le corps. Des récepteurs chimériques composés d’une sous-
unité af type IGF-RI liée de fagon covalente a une sous-unité off type récepteur a I’insuline
ont également été décrits. L’IGF-II se lie plus souvent avec le récepteur de type II (220 kDa),
qui lui ne posseéde ni sous-unités dissociables, ni activité tyrosine kinase. Ce récepteur a peu
d’affinité pour I’IGF-I et ne lie pas du tout I’insuline. Il est pratiquement identique dans sa
composition en acides aminés au récepteur au manose-6-phosphate cation-indépendant
(Williams, 1992).

1.2. Protéines liant les IGF.

Il y a 6 protéines de 200-300 acides aminés liant les IGF (IGF-BP) numérotées de 1 a
6 (figure 6). Les deux premiéres possédent un motif RGD (motif de trois acides aminés, Arg-
Gly-Asp, reconnu par les intégrines qui sont des récepteurs cellulaires permettant une
adhérence a la matrice extracellulaire et aux cellules voisines) tandis que les 4 derniéres sont
glycosylées.

L’IGF-BP1 lie I'IGF-I et I'IGF-II ; elle est exprimée principalement au niveau de la
décidue, de I’endometre et du foie feetal. L’ IGF-BP2 (exprimée dans le foie feetal, et chez
I’adulte dans les reins, I’estomac, les poumons et le cerveau) possede une affinité trois fois
plus forte pour ’IGF-II que pour I’'IGF-I. L’IGF-BP3, sécrétée en plus grande concentration
dans le foie adulte et dans le sérum, et dans une moindre mesure dans les reins, 1’estomac, le
placenta, ’utérus et les ovaires, posséde une affinité trés forte pour les IGF-I et —II. L’IGF-
BP4, synthétisée surtout par le foie, lie les deux IGF avec la méme affinité. L’IGF-BP5 (dans
’ovaire, le placenta, les reins, le foie et les fibroblastes) a une affinité pour les IGF beaucoup
plus grande que toutes les autres IGF-BP et valant 50 fois celle de I’'IGF-RI. Enfin, L’IGF-
BP6 (dans le sérum, les ovaires et le placenta) a 10 & 100 fois plus d’affinité pour I’'IGF-II que
pour 'IGF-I.




IGFBP Human chromosome rnRNA size (kb) Molecular mass (kDa) Special features

IGFBP-1 7p12-p13 1.6 26 RGD

IGFBP-2 2g33-q34 1.4 30 RGD

IGFBP-3 7 2.5 28 N-glycosylated
IGFBP-4 17 2.6 25 N-glycosylated
IGFBP-5 5 6.0 28

IGFBP-6 12 1.3 21 O-glycosylated

Figure 6 : Différents IGF-BP, localisation chromosomique du géne, taille du mRNA, masse
moléculaire de la protéine et motifs spéciaux d’acides aminés (in : Guidebook to
cytokines and their receptors, 1994).
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Comme pour la GH-BP, les IGF-BP ont différentes actions au niveau de la
modulation de I’action des IGF. L’intérét de ces IGF-BP au niveau de ’ovaire et du
développement folliculaire sera expliqué au chapitre suivant. La syntheése de I'IGF-BP3 est
stimulée par la GH par I’intermédiaire de I’'IGF-I ainsi que par le TGFf. La concentration en
IGF-BP2 diminue si celle en GH augmente, par contre I’IGF-I stimule sa synthése.
L’expression de I’IGF-BP4 est inhibée ou stimulée par I’IGF-I/II suivant les tissus. Enfin, la
concentration en IGF-BP5 augmente in vitro en présence d’IGF-I/II car ceux-ci forment un
complexe avec elle et empéchent alors sa dégradation par une protéase (Cohick et Clemmons,
1993).

1.3. Régulation des IGF hépatiques.

Dans le sang, les teneurs totales en IGF-I et IGF-II (respectivement 200 et 600 pg/l
chez un adulte normal) dépendent des concentrations en IGF-BP qui permettent le maintien
de taux élevés et stables (Williams, 1992).

On sait déja que la GH stimule la production d’IGF-I. Par contre, une sous-
alimentation qui a tendance a augmenter la concentration circulante de GH va plutdt diminuer
la concentration en IGF-I ainsi que la liaison de la GH a ses récepteurs hépatiques.

Les taux d’IGF-I/II varient aussi suivant le stade de développement feetal ce qui
indique probablement un rdle important des IGF dans ce développement (Cohick et
Clemmons, 1993). Ces taux diminuent a la naissance et durant les premiéres années de vie de
I’enfant pour ensuite augmenter jusqu’a la puberté et pendant la puberté (taux 2,5 a 3 fois plus
hauts que chez 1’adulte). Ces augmentations semblent d’ailleurs étre liées a la puberté elle-
méme car les pics de concentration d’IGF-I sont corrélés aux dges respectifs de la puberté
chez les filles et chez les gargons (11-13 et 13-15 ans). Cette augmentation de concentration
d’IGF-I est probablement provoquée par celle de GH. L’IGF-II augmente légérement durant
I’enfance mais il n’y a pas de variation particuli¢re lors de la (Williams, 1992).

La régulation particuliére des IGF au niveau du systéme reproducteur sera abordée
dans le chapitre suivant.

1.4. Actions générales des IGF.

Les IGF sont présents dans beaucoup de tissus, avec des concentrations toutefois
moindres que dans le sang. Les somatomédines agissent en premier lieu comme des
mitogénes dans quelques tissus, stimulent la différenciation cellulaire sans prolifération dans
d’autres, et stimulent la production de substances cellulaires caractéristiques du tissu dans
tous les tissus sensibles. Les IGF-I et —II augmentent la synthése d’ADN et la prolifération




Figure 7 : Structure de ’EGF (Hommel et al., 1992).
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cellulaire dans des cellules de diverses origines embryologiques et dans des organismes allant
des invertébrés a ’homme.

En vrac, la GH et donc I’IGF-I stimulent I’hématopoiese, et les IGF stimulent
I’action des CSF (Colony Stimulating Factor, qui interviennent dans la formation des
différents éléments figurés du sang). L’IGF-I agit en synergie avec la thyrotropine pour
stimuler la division des cellules folliculaires thyroidiennes. Dans les muscles, les IGF
augmentent la prolifération et la différenciation des myoblastes. L’IGF-I permet la médiation
de la stimulation de la croissance par la GH dans le squelette,... (Williams, 1992). Les effets
au niveau du systéme reproducteur seront analysés au chapitre suivant.

2. Les EGF.

2.1. Les membres de la famille EGF.

Le premier EGF a avoir été identifié, I’EGF murin, a été découvert en 1962 ; il est
composé de 53 acides aminés. Il a été extrait de glandes salivaires de souris et est un
hétérotétrameére composé de deux molécules d’EGF et de deux protéines liantes de 29 kDa.
Son homologue humain (figure 7) possede 37 acides aminés identiques a I’EGF murin et est
aussi appelé urogastrone.

Le TGFa est un autre membre de la famille des EGF. C’est un peptide de type EGF
sécrété par beaucoup de tumeurs et capable d’interagir avec le récepteur aux EGF de cellules
normales. Il fait 50 acides aminés et posseéde 35 % d’homologie de séquence avec ’EGF. Le
TGFa est aussi produit par des cellules normales telles que celles de la décidue, du systéme
nerveux central ou encore de la peau.

Enfin, il y a I’amphiréguline qui est une glycoprotéine de 78 acides aminés identique
a ’EGF pour 38 % de sa séquence (Williams, 1992), et ’HB-EGF (Heparin-Binding EGF)
dont le précurseur est un composant du récepteur a la toxine diphtérique (Massagué et
Pandiella, 1993).

2.2. Structure et fonctions.

Au point de vue de la régulation chez la souris, la concentration en EGF dans les
glandes salivaires dépend des androgenes : les glandes salivaires males contiennent 15 fois
plus d’EGF que les glandes salivaires femelles. Dans la peau, la concentration en EGF est
aussi régulée par les hormones thyroidiennes, surtout lors des 5 premiers jours de vie.

Le récepteur a ’EGF (EGF-R) posséde un poids moléculaire allant de 160 a 190 kDa
dans différents tissus suivant sa glycosylation. La liaison de ’EGF a son récepteur est suivie




Tyrosine
kinase

Protein kinase
cascade

Figure 8 : Modéle de I’activation de ras a partir de ’EGF-R
(in : Guidebook to cytokines and their receptors, 1994).
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Figure 9 : Relation entre les FGF du point de vue de I’évolution
(in : Guidebook to cytokines and their receptors, 1994).
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de I’internalisation du complexe EGF-récepteur et d’une régulation du nombre d’EGF-R a la
surface de la cellule. L’EGF-R liant ’EGF va dimériser, se transphosphoryler via des
domaines intracytosoliques a activité tyrosine kinase et ainsi démarrer une cascade de
transduction du signal (figure 8) passant notamment par la protéine Ras et les MAP kinases
(pour Mitogen Activated Protein Kinase). Cette cascade aboutit finalement & différents
facteurs de transcription qui vont ainsi modifier I’expression de certains génes (in : Biologie
Moléculaire de la Cellule, 1997). Il existe un autre EGF-R pouvant lier I’amphiréguline.

Les actions de I’EGF se basent surtout sur sa capacité a stimuler la prolifération des
couches de cellules basales de I’ectoderme. L’EGF posséde des effets sur d’autres processus
prolifératifs et développementaux, notamment sur le développement feetal pour I’EGF et le
TGFa (Williams, 1992).

3. Les FGF ou GF liant ’héparine.

3.1. Découverte et formes existantes.

Les FGF furent a I’origine découverts dans des extraits de cerveau et de glande
pituitaire. Deux formes ont tout d’abord été isolées : une forme acide (pl 4,5) appelée aFGF
(acid FGF) et une forme basique (pI 9,6) appelée bFGF (basic FGF). La forme basique se
trouve dans une série de tissus dérivés du mésoderme et du neurectoderme, tandis que la
forme acide est plus confinée aux tissus nerveux et a la rétine. Maintenant, on connait 9
membres dans la famille des FGF (figure 9), possédant entre eux de 30 a 70 % d’identité au
niveau de la séquence en acides aminés. On y retrouve notamment le KGF (Keratinocyte
Growth Factor ou FGF-7 ; Burgess et Maciag, 1989 ; Basilico et Moscatelli, 1992) et le AIGF
(Androgen-Induced Growth Factor ou FGF-8 ; Tanaka et al., 1992).

Les FGF ont une propriété unique de liaison a I’héparine d’ou le classement dans la
famille des FGF d’autres GF liant ’héparine portant le nom d’HBGF (Heparin-Binding
Growth Factor). Des HBGF ont été isolés d’une grande variété de cultures cellulaires,
d’extraits d’organes et de tumeurs (Williams, 1992).

3.2. Récepteurs.

Il existe 5 génes codant pour 5 récepteurs aux FGF (FGF-R) numérotés de 1 a 5.
Chaque FGF-R posséde lui-méme plusieurs variants. FGFR-1 (figure 10), -2, -3 et —4 sont
exprimés dans différents tissus embryonnaires. Ils sont aussi exprimés, avec le FGFR-5, dans
toute une série de tissus adultes.

La liaison du FGF a son récepteur provoque soit la prolifération, la différenciation,
I’inhibition de la différenciation ou encore le maintien d’un phénotype suivant le type




I1Ib IlIb IlIb Illc Illa

Figure 10 : Différentes formes de structure protéique des FGFR.

(a) forme la plus longue des FGFR-1, 2, 3,4 et 5 avec trois
domaines Ig-like (forme IIlc pour le troisiéme),

(b) K-sam’, variant du FGFR-2 (forme IIIb pour le troisiéme
domaine Ig-like),

(¢) K-sam, autre forme du FGFR-2 tronquée coté C-terminal
(d) KGFR, autre forme du FGFR-2 ayant perdu le premier
domaine Ig-like et la séquence acide,

(e) Bek’, autre variant du FGFR-2 a deux domaines Ig-like
(premier domaine perdu, forme Illc pour le troisiéme),

() variant du FGFR-I sécrété avec le domaine acide et les
domaines Ig-like 2 et 3 (forme Illa pour le troisiéme),

(in : Guidebook to cytokines and their receptors, 1994).

»

PDGF-AA PDGF-AB PDGF-BB

SO P O N |

a-rec  a-rec a-rec B-rec B-rec B-rec

Figure 11 : Interaction des isoformes du PDGF aux complexes homo- ou
hétérodimériques des récepteurs o et p du PDGF
(in : Guidebook to cytokines and their receptors, 1994).
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cellulaire (Burgess et Maciag, 1989). L héparane sulfate, un protéoglycan qui lie les FGF
avec une faible affinité semble jouer un réle important au niveau de la liaison des FGF a leurs
récepteurs a haute affinité (Kiefer et al., 1990 ; Yayon et al., 1991). La liaison ligand-
récepteur provoque la dimérisation du récepteur (avec FGFR-1, -2 ou -3, formant des homo-
ou des hétérodimeéres) qui résulte en une activité tyrosine kinase permettant une
transphosphorylation du récepteur dimérisé (Bellot et al., 1991 ; Ueno et al., 1992).

3.3. Effets physiologiques.

Les FGF sont des mitogeénes pour une large gamme de types cellulaires provenant du
mésenchyme ou du neurectoderme. D’autre part, le aFGF et le bFGF induisent 1’angiogenése
in vivo et ont des effets chémotactiques et mitogéniques sur les cellules endothéliales in vitro
(Basilico et Moscatelli, 1992).

Les FGF sont aussi impliqués dans le processus de différenciation de beaucoup de
cellules. Ils stimulent notamment la croissance de neurites de cellules ganglionnaires
rétiniennes. La présence des aFGF, bFGF et FGF-5 en abondance dans différents tissus
nerveux adultes (cerveau, motoneurones,...) suggere que les FGF jouent un r6le important
dans la physiologie neurale chez 1’adulte (Tanaka et al., 1992 ; Basilico et Moscatelli, 1992 ;
Elde et al., 1991).

I1s sont aussi fort présents dans différents tissus embryonnaires et feetaux, indiquant
ainsi une fonction probable dans le développement (in : Guidebook to cytokines and their
receptors, 1994). Ils peuvent enfin retarder la sénescence de cellules en culture parfois de
plusieurs dizaines de générations, comme pour les cellules de granulosa (Williams, 1992).

4. Les PDGF.

4.1. Découverte et formes existantes.

Le PDGF a été découvert comme étant une substance libérée par les plaquettes lors
d’une lésion, et agissant comme une hormone de blessure pour stimuler la prolifération des
fibroblastes et des cellules musculaires lisses.

Le PDGF est un peptide homo- ou hétérodimérique de 30kDa hautement basique. I
existe deux chaines constitutives appelées A et B ayant 60 % d’identité de séquence. Il y a
d’autre part deux variantes de la chaine A. On peut donc trouver naturellement trois formes
possibles de PDGF (figure 11) : AA, AB et BB (Williams, 1992).
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4.2. Récepteurs.

Deux types de récepteurs a haute affinité pour les PDGF d’environ 170 kDa sont
présents dans beaucoup de types cellulaires, surtout d’origine mésenchymateuse. Ces
récepteurs sont nommés o et 3. Lorsqu’un des monomeéres se lie a un récepteur o ou P (figure
11), il pourra de par sa forme dimérique induire la dimérisation du récepteur (le récepteur oo
liant plutdt AA, AB et BB, le récepteur ofy liant AB et BB et le récepteur B liant seulement
BB). Cette dimérisation va permettre une transphosphorylation des domaines
intracytosoliques des récepteurs qui possédent une activité tyrosine kinase. La voie de
transduction du signal (figure 12) passe comme pour le récepteur & ’EGF par I’activation de
Ras et de la voie des MAP kinases pour aboutir a différents facteurs de transcription qui vont
étre activés (in : Biologie Moléculaire de la Cellule, 1997).

4.3. Robles dans la croissance cellulaire.

Le PDGF est dans le sang concentré dans les granules o des plaquettes ou il est
séquestré jusqu’a ce qu’une blessure ou un autre stimulus conduise a la dégranulation
plaquettaire. Le PDGF rend ainsi les cellules compétentes a faire de la synthése d’ADN, mais
nécessite I’intervention d’IGF et d’autres substances qui vont permettre a ces cellules
compétentes de passer la phase G1 du cycle pour entrer en phase de synthése d’ADN.

Lors de blessures, le PDGF est un puissant agent chémotactique qui recrute des
macrophages pour ensuite stimuler la prolifération des fibroblastes et des cellules
endothéliales (Williams, 1992).

L’expression spécifique du PDGF et de ses récepteurs dans différents tissus lors du
développement embryonnaire et foetal suggeére que le PDGF régule la croissance et la
différenciation des cellules dans le feetus et dans le placenta (Palmieri et al., 1993).

5. Les TGFQ.

La superfamille des TGFp reprend trois membres homologues (TGFB1, TGFB2 et
TGFB3) et un groupe de polypeptides apparentés reprenant I’hormone antimiillérienne
(AMH), I’inhibine, I’activine,... Récemment, un nouveau membre de la famille TGFp a été
isolé et cloné chez la souris (Dong et al., 1996) puis chez les ovins et les bovins (Bodensteiner
et al., 1999). Il est appelé GDF-9 pour facteur de croissance et de différenciation numéro 9.

'5.1. Les différents TGFp.

Les trois peptides matures ont environ 75 % d’homologie et ils forment des dimeres
de 25 kDa composés de deux monomeres identiques. L’inhibine, I’activine et ’AMH ont de
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Figure 13 : Structure du complexe inactif de TGFp : un homodimére
de la portion mature C-terminale de la molécule est entouré

par des segments précurseurs dont 1’un est associé a une
forme latente de la TGFB-BP (in : Guidebook to cytokines
and their receptors, 1994).
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Figure 14 : Représentation schématique des trois récepteurs des TGFpB
(différentes associations en homo- ou en hétérodiméres
peuvent étre observées) (in : Guidebook to cytokines
and their receptors, 1994).
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20 a 40 % d’homologie avec les TGFp. En culture cellulaire, les TGFP sont sécrétés sous une
forme inactive (figure 13) et peuvent alors étre activés soit par une association acide-chaleur
ou encore par un traitement avec une protéase telle que la plasmine ou la cathepsine. Les
inhibiteurs de la plasmine vont donc inhiber une partie des actions paracrines médiées par les
TGFB (Williams, 1992).

5.2. Récepteurs.

Trois protéines glycosylées situées en membrane cellulaire et liant les TGF3 ont été
identifiées (figure 14). Leurs masses respectives sont de 55, 85 et 280 kDa. La protéine de
type 3, plus lourde, est en partie constituée d’héparane sulfate et de chondroitine sulfate. Les
récepteurs de type 1 (TGFB-R1) et 2 sont tous les deux des sérines/thréonines kinases
transmembranaires, et le signal ne passe que si le TGFP se fixe a un hétérodimere composé de
ces deux protomeéres. Le mécanisme de transduction du signal n’est pas encore élucidé. Le
récepteur de type 3 ajusterait ’acces du TGFf a I’hétérodimére TGFB-RI/II transducteur du
signal. Il joue donc un rdle modulateur important (in : Biologie Moléculaire de la Cellule,
1997).

5.3. _Rdles physiologiques.

Les membres de la famille TGFP sont particuliérement intéressants a cause de leur
bifonctionnalité. Le TGFf est un inhibiteur potentiel de la croissance, et la production par des
cultures de cellules en monocouches de TGFB2 peut étre responsable de I’inhibition de la
croissance dépendant de la densité. Le TGFp peut ainsi inhiber la croissance d’a peu prés tous
les types cellulaires, mais son effet le plus important reste celui qu’il exerce sur les cellules
épithéliales. Dans certaines circonstances, le TGFB stimule la prolifération de cellules
dérivées du mésenchyme telles que les fibroblastes et les ostéoblastes.

En réalité, le TGF illustre le fait que la réponse d’une cellule a un signal hormonal
puisse étre déterminée plus par les conditions environnementales dans lesquelles la cellule se
trouve plutdt que par le signal lui-méme. En effet, la croissance de fibroblastes en culture est
stimulée par le TGF en présence de PDGF mais est inhibée en présence d’EGF (Williams,
1992).

Une autre série des actions du TGFB comprend celles qui affectent la matrice
extracellulaire (MEC). En effet, ce facteur augmente la sécrétion de plusieurs protéines de la
MEC et la production d’intégrines et autres récepteurs cellulaires qui lient ces protéines.
Enfin, il diminue la synthése de protéases dégradant les protéines de la MEC, telles que les

métalloprotéases, et augmente la production d’inhibiteurs de protéases notamment les
inhibiteurs tissulaires (TIMP). Ainsi, I’effet principal du TGFp sur la MEC est d’en
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Figure 15 : Représentation schématique du monomere du NGF
(in : Guidebook to cytokines and their receptors, 1994).
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augmenter la production et de stimuler I’interaction des cellules avec leur substrat (Derynck,
1994 ; Massagué, 1990 ; Roberts et Sporn, 1990).

Enfin, le TGFp a un réle important dans la différenciation du systéme immunitaire,
et agit en tant qu’immunosuppresseur (Derynck, 1994 ; Roberts et Sporn, 1990 ; Kehrl, 1991).
Il est aussi essentiel pour la réparation tissulaire aprés une blessure (Amento et Beck, 1991).
La distribution étendue du TGFp et de ses récepteurs durant le développement suggére qu’il
soit un des acteurs cytokiniques intervenant dans I’embryogenéese (Pelton et al., 1991). Pour
terminer, le TGFB1 est produit dans beaucoup de tumeurs, et stimule la croissance tumorale in
vivo (Arteaga et al., 1993).

5.4. Autres membres homologues de la famille des TGF.

L’AMH a été premic¢rement décrite par Jost comme un facteur testiculaire
responsable de la régression prénatale des canaux miillériens chez les embryons males.
L’AMH a ensuite été identifiée comme étant homologue au TGFp. Elle est présente dans
I’ovaire feetal ainsi que postnatalement dans les follicules de De Graaf matures. Chez les
filles, I’AMH agit comme un inhibiteur de la maturation ovocytaire.

L’inhibine est présente a la fois dans les testicules et dans les ovaires. C’est un
hétérodimére avec deux sous-unités o et 3 liés de fagon covalente par des ponts disulfures. La
sous-unité B a des homologies de séquence avec le TGFP et I’AMH. L’activine est composée
de deux sous-unités B liées de fagon covalente. Inhibine et activine ont des effets opposés au
niveau de la glande pituitaire et des gonades (Williams, 1992).

6. Les facteurs de croissance spécifiques.
En contraste avec les superfamilles de facteurs de croissance qui stimulent la
prolifération de toute une série de cellules, d’autres facteurs de croissance sont plus ou moins

spécifiques pour des types cellulaires.

6.1. Le facteur de droissance des nerfs.

Les membres de la famille des NGF (Nerve Growth Factor), aussi appelés
neurotrophines sont de petites protéines basiques qui permettent la survie neuronale. On y
retrouve le NGF (figure 15), le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF pour Brain-
Derived Neurotrophic Factor), la neurotrophine-3 (NT-3) et les neurotrophines 4/5 (NT-4/5)
qui se lient toutes les deux au méme récepteur (Ip et al., 1993).

Le NGF a été découvert en 1951 par Montalcini et Hamburger chez ’embryon de
poulet. Comme I’EGF, on retrouve du NGF en grande quantité dans les glandes
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submaxillaires de souris. Le NGF comprend trois types de sous-unités et a un poids
moléculaire de I’ordre de 140 kDa.

Il existe deux types de NGF-R (Récepteur aux NGF) aux niveau des cellules
nerveuses (figure 16). Le récepteur au neurotrophines p75 posséde un motif de cystéines
répétées du coté extracellulaire. Les récepteurs trk sont activés par les neurotrophines par un
mécanisme impliquant I’homodimérisation. Chaque récepteur trk est spécifique : trkA lie
le NGF, trkB lie plutét le BDNF et la NT-4, et trkC lie préférentiellement la NT-3 (in :
Guidebook to cytokines and their receptors, 1994).

Les effets biologiques du NGF sont de promouvoir la survie, la différenciation et la
croissance axonale des ganglions sympathiques. Vu que les neurones ne peuvent plus se
diviser aprés s’étre différenciés, le NGF n’a pas de role de mitogéne pour le systéme nerveux
mature. Par contre, c’est un faible mitogéne pour les tissus lymphoides et pour le tissu
nerveux de jeunes embryons. Le NGF accélére aussi la différenciation biochimique et
morphologique des cellules souches au niveau des neurones sensoriels et sympathiques.
Enfin, le NGF est un chémoattractant pour les leucocytes neutrophiles (Williams, 1992).

6.2. Le facteur de croissance de ’endothélium vasculaire.

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) a été identifié la premiére fois en
1989. Les études réalisées depuis ont montré 1’importance du VEGF dans les processus
angiogéniques normaux et pathologiques. Il existe toute une famille de VEGF et de récepteurs
(VEGF-R) a activité tyrosine kinase produits sélectivement par les cellules endothéliales
vasculaires. ‘

Le VEGF est un facteur angiogénique puissant pour la cornée de lapin et la
membrane chorio-allantoidienne de poulet. L’ajout de VEGF a des cellules endothéliales
vasculaires induit une réponse pléiotrope (prolifération, production de métalloprotéases et de
sérines protéases) qui contribue a la formation de néovaisseaux. Le VEGF est aussi connu
comme étant un facteur de perméabilité (VPF pour Vascular Permeability Factor).

Le facteur VEGF est une glycoprotéine homodimérique de 34-36 kDa liant
I’héparine dont la séquence présente de faibles analogies avec les chaines A et B du PDGF.
Quatre formes du peptide sont produites grace a un épissage alternatif du méme géne qui
comporte huit exons. Ces 4 formes comprennent respectivement 121, 165, 189 et 206 acides
aminés, cette derniére forme ne se retrouvant que dans les tissus embryonnaires. Chez
I’adulte, VEGF est produit dans de nombreux tissus normaux, en particulier les reins, le cceur
et les poumons.
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Les différentes formes de VEGF reconnaissent deux types de récepteurs a activité
tyrosine kinase de la famille Fms. La protéine Flt-1 est un récepteur de forte affinité et la
protéine KDR (ou son homologue murin Flt-1) est un récepteur de basse affinité qui serait
responsable des effets mitogénes du peptide. Il existe également une forme soluble du
récepteur Flt-1 (sFlt-1) ne comprenant que la partie extracellulaire du récepteur Flt-1.

L’ADNc du facteur PIGF (Placenta Growth Factor), le premier analogue de VEGF,
a été cloné a partir de placenta humain en 1991. Deux formes de PIGF peuvent étre
synthétisées par épissage alternatif. Le PIGF présente 53 % d’identité avec le VEGF, et se lie,
sous une forme homodimérique, aux récepteurs Flt-1 qu’il partage avec le VEGF. Il peut
former des hétérodimeres avec VEGF165, ce qui favoriserait sa liaison aux récepteurs KDR.

Il y a encore le VEGF-B possédant 167 acides aminés et 30 a 43 % d’homologie
avec VEGF et PIGF. Il peut aussi former des hétérodiméres avec VEGF165. VEGF-C
reconnait deux récepteurs a activité tyrosine kinase : Flk-1/KDR et L1t-4. La production de ce
dernier est limitée a I’endothélium lymphatique et veineux (Frelin et al., 1997).

L’exposition de différentes cultures cellulaires a une faible pression partielle
d’oxygéne stimule la production de VEGF. EGF, TGF-B et KGF (Keratinocyte Growth
Factor) induisent la production de VEGF dans les cultures de kératinocytes (Ferrara, 1996).

Enfin, d’autres facteurs angiogeénes ont été identifiés : le FGF-1, le FGF-2, le TNF-a.,
’angiogénine, les TGF-o/p, le PD-ECGF (Platelet-Derived Endothélial Cell Growth Factor),
la pléiotrophine et I’interleukine-8 (IL-8) (Klagsbrun et D’ Amore, 1996).

6.3. Le facteur de croissance des hépatocytes.

Le « scatter factor », le mitogéne pulmonaire humain dérivé des fibroblastes,
I’hépatopoiétine A, 1’hépatotrophine, le facteur cytotoxique des tumeurs : tous ces noms
désignent une méme molécule que I’on appelle le facteur de croissance des hépatocytes ou
HGF.

Le HGF est un hétérodimeére composé d’une grosse sous-unité oo de 60 kDa et d’une
petite sous-unité B de 32 ou de 36 kDa reliées par un pont disulfure. Ces sous-unités
proviennent du clivage protéolytique d’un seul précurseur de 92 kDa (Miyazawa et al., 1991 ;
Nakamura et al., 1989 ; Weidner et al., 1991 ; Rubin et al ., 1991). Le HGF posséde une
structure homologue a celle du plasminogeéne avec lequel il a 38 % d’homologie de séquence

primaire (figure 17).

Le HGF est produit par les cellules non-parenchymateuses du foie, des reins et des
poumons. Les cellules parenchymateuses de ces tissus expriment le récepteur au HGF (HGF-
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R) a de hauts niveaux (Gherardi et Stoker, 1991). Le clivage protéolytique du précurseur, qui
permet 1’activation du HGF (Naka et al., 1992 ; Naldini et al., 1992) peut étre effectué par
I’urokinase qui agit comme une convertase pro-HGF (Naldini et al., 1992).

Le HGF-R est un hétérodimére de 190 kDa formé de deux sous unités . La sous-
unité o est extracellulaire tandis que la sous-unité B posséde une portion extracellulaire
impliquée dans la liaison du ligand ainsi qu’une portion intracellulaire a activité tyrosine
kinase possédant des sites de phosphorylation régulant son activité. Les deux sous-unités
dérivent de la glycosylation et du clivage protéolytique d’un précurseur commun.

Le HGF est mitogéne pour les hépatocytes en culture primaire (Nakamura et al.,
1984) et est considéré comme étant le médiateur majeur de la régénération du foie in vivo. Il
est un facteur multi-fonctionnel pour plusieurs types de cellules épithéliales. Il stimule la
croissance de I’épithélium tubulaire de rein et des kératinocytes, des cellules endothéliales et
des mélanocytes (Rubin et al., 1991 ; Bussolino et al., 1992). Il provoque la dissociation des
couches de cellules épithéliales (effet « scatter ») et augmente leur motilité et leur invasivité
(Stoker et al., 1987 ; Weidner et al., 1990). Il est enfin un facteur angiogénique potentiel qui
stimule la motilité et la croissance endothéliale (Bussolino et al., 1992).

6.4. 1.’érythropoiétine.

L’EPO (Erythropoiétine) est une glycoprotéine de 30,4 kDa produite par le rein et
stimulant la formation des précurseurs des érythrocytes au niveau de la moélle osseuse rouge.
Le stimulus majeur provoquant la production d’EPO est une anoxie provenant d’une anémie,
de I’altitude ou encore d’une hypoventilation. Méme si I’oxygénation des artéres rénales est le
facteur majeur dans la régulation « feed-back », la production d’EPO est aussi sous contrdle
des androgénes et de la GH.

Le role de la GH est d’ajuster la production de globules rouges en fonction de la
masse corporelle, et un exces de GH peut provoquer une polycythémie. Cet effet de la GH est
médié par I’IGF-I qui stimule a la fois la production et I’action au niveau cellulaire de I’EPO.
Dans certaines conditions, comme chez un patient anéphrique, I’IGF-I peut se substituer a
I’EPO et devenir le facteur érythropoiétique circulant majeur.

L’effet des androgénes peut étre observé au niveau de 1’augmentation des taux de
globules rouges chez le méle apres la puberté, et chez les femelles possédant de hautes
concentrations plasmatiques de testostérone (Williams, 1992).

Les récepteurs a I’EPO (EPO-R) sont exprimés dans plusieurs types cellulaires
comprenant les progéniteurs érythroides du foie feetal et de la moelle osseuse. Un de ces
récepteurs a été cloné : c’est une glycoprotéine transmembranaire faisant partie de la famille




Factor Size (in mouse) Target Cells Producing Cells
Granulocute/ 23,000 daltons GM progenitor cells T lymphocytes,
macrophage CSF endothelial cells,
(GM-CSF) fibroblasts
Granulocyte CSF 25,000 daltons GM progenitor cells macrophages,
(G-CSF) and neutrophils fibroblasts
Macrophage CSF 70,000 daltons GM progenitor cells fibroblasts,
(M-CSF) (dimer) and macrophages macrophages,

endothelial cells

Figure 18 : Tableau reprenant les différents CSF, leur taille, leurs cibles
cellulaires et les cellules productrices (in : Guidebook

to cytokines and their receptors, 1994).
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Figure 19 : Différentes formes de TNF et récepteurs aux TNF
(in : Guidebook to cytokines and their receptors, 1994).
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des récepteurs aux cytokines. La transduction du signal passe par I’homodimérisation et
’activation de la janus kinase 2 (Jak-2) (in : Guidebook to cytokines and their receptors,
1994).

6.5. Les facteurs stimulant les colonies (CSF).

Les facteurs stimulant les colonies de granulocytes et/ou de macrophages (CSF)
reprennent différentes glycoprotéines stimulant la différenciation des précurseurs de cellules
sanguines. On a le granulocyte-macrophage CSF (GM-CSF), le granulocyte CSF (G-CSF), le
macrophage CSF (M-CSF), appelé aussi facteur 1 stimulant les colonies (CSF-1) et le multi
CSF qui est identique a ’interleukine 3 (figure 18). La principale source de CSF sont les
lymphocytes T activés par un antigéne, mais les monocytes, les fibroblastes et les cellules
endothéliales en produisent aussi aprés une stimulation appropriée (Williams, 1992).

6.6. Le facteur de nécrose des tumeurs.

Il y a deux facteurs de nécrose des tumeurs (TNF) : le TNFo et le TNFp (figure 19).

Le facteur de nécrose des tumeurs o0 (TNFa) est une protéine de 17 kDa produite
par les macrophages en réponse a une variété de stimuli incluant les mitogénes, les bactéries,
les virus et les parasites. Le TNFo est aussi produit par les lymphocytes B et T, les
fibroblastes, les cellules musculaires lisses, les seins, les ovaires, les astrocytes, les cellules de
Kupffer, les cellules de 1’épiderme, les adipocytes et les cellules de la granulosa (Aggarwal,
1992 ; Spriggs et al., 1992). In vivo, le TNFa est une cytokine multipotentielle avec une large
gamme d’effets biologiques. Il posséde une activité anti-tumorale contre certaines tumeurs
solides, mais induit aussi la tumorigenése. Il peut se lier a deux récepteurs (TNF-R) appelés
p60 et p80. Les principales actions du TNF sont médiées par le récepteur p60. Un des rdles du
récepteur p80 est de moduler la croissance de certaines cellules.

Le TNFP est une protéine de 25 kDa produite par les lymphocytes suite a différents
stimuli antigéniques ou viraux. Outre sa forme sécrétée, il peut s’associer avec une protéine
transmembranaire, LT3, pour former un complexe membranaire hétérodimérique. Il peut se
lier au deux TNF-R avec des affinités comparables a celles de TNFa (in : Guidebook to
cytokines and their receptors, 1994). Le TNFP a un spectre d’activités allant de la cytotoxicité
a I’induction de I’expression de genes cellulaires ou viraux et la promotion de la prolifération
et/ou de la différenciation cellulaire (Paul et Ruddle, 1988). Ces activités multiples affectent
beaucoup de types cellulaires, allant des lymphocytes aux cellules endothéliales, osseuses ou
nerveuses.
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6.7. Le facteur des cellules souches.

Le SCF (pour Stem Cell Factor) est une glycoprotéine de 30 kDa qui posséde des
activités biologiques trés variées incluant les cellules hématopoiétiques, les mélanocytes, et
les cellules germinales primordiales. Un autre nom pour ce facteur est le Kit-ligand car il se
lie a un récepteur portant le nom de Kit. Il existe deux formes pour le SCF : une qui est
sécrétée et ’autre qui est membranaire, les deux provenant du méme géne dont le transcrit a
subit un épissage alternatif.

Le récepteur au SCF, la protéine Kit, est un récepteur a activité tyrosine kinase. La
protéine en elle-méme a un poids moléculaire de 109 kDa tandis que celui de la forme
glycosylée va de 145 a 160 kDa. La voie de transduction du signal passe notamment par la
phosphorylation de la MAP2 kinase. (in : Guidebook to cytokines and their receptors, 1994).

Les actions du SCF sont multiples. Au départ, il a été identifié comme un facteur
produit par les cellules hépatiques de rat agissant en synergie avec 1’interleukine-6 (IL-6) ou
le CSF-1 pour stimuler la formation de colonies a partir de cellules primitives progénitrices
(Martin et al., 1990 ; Zsebo et al., 1990b). Plusieurs facteurs incluant le Kit-ligand (Huang et
al., 1990) et le facteur de croissance des mastocytes (MGF) (Williams et al., 1990) ont été
purifiés, clonés et montrés comme étant identiques au SCF. En combinaison avec d’autres
facteurs de croissance, le SCF stimule la production de cellules myéloides (Martin et al.,
1990), lymphoides (McNiece et al., 1991), mégakaryocytiques (Briddell et al., 1991) et
érythroides (Martin et al., 1990).

6.8. Les interférons.

On distingue deux familles d’interférons (IFN) : les interférons de type 1 (o, B, o et
7) et les interférons de type 2 (7).

Les IFN de type 1 forment une famille de protéines de 165-172 acides aminés qui
sont produits par les leucocytes (IFNa) et les fibroblastes (IFNB). L’IFN® et I’'IFNt (ou
trophoblastine) font aussi partie de cette famille et sont respectivement produits par les
lymphocytes et les embryons de ruminants. Les interférons ont toute une série d’effets
antiviraux, antiprolifératifs et immunomodulateurs. Ils sont produits en réponse a une
infection virale, bactérienne, mycoplasmique,... aussi bien qu’en présence de certaines
cytokines incluant le CSF-1, I’'IL-1, L’IL-2 et le TNFa. Ils lient le récepteur de type I et
initient ainsi différentes réponses cellulaires.

L’IFNYy est une glycoprotéine qui est sécrétée par les lymphocytes T et les cellules
natural killer. Cette molécule posséde beaucoup d’activités biologiques in vitro différentes:
actions antivirale et antiproliférative, activation de macrophages, induction des complexes
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majeurs d’histocompatibilité de type I et II. Il joue un role primordial dans les processus de
défense et d’inflammation (Williams, 1992).

Dans le chapitre II, les effets de I'IFN< seront développés principalement dans le
cadre du développement embryonnaire.
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Figure 20 : L'ovogenése : (a) rappel de la corrélation entre 'ovogenése et la
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Figure 21 : Coupe transversale d'un ovaire de guenon :
CJ : corps jaune,
F : follicule,
H : artére hélicine,
L : ligament large,
M : médullaire (zone centrale du stroma ovarien)
(in : Histologie fonctionnelle, 1995).
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CHAPITRE II :
L’ HORMONE ET LES FACTEURS DE CROISSANCE
DANS LA REPRODUCTION.

I.___DANS L’OVAIRE. (Figures 20 et 21)

1. Dans le follicule.

1.1. Lieux de synthése des facteurs de croissance.

L’IGF-I est synthétisé intensément par les cellules de la granulosa (Monget, 1993) et
aussi par les cellules thécales. L’IGF-II est synthétisé par les cellules thécales dans les petits
follicules antraux. Le TGFa est lui aussi synthétisé par les cellules thécales et sa
concentration diminue dans les follicules préovulatoires. L’inhibine est synthétisée par les
cellules de la granulosa (Besnard et al., 1997).

Le TGFP est aussi sécrété par les cellules de la theque et sa production peut étre
stimulée par deux voies : I’'une impliquant la protéine kinase C (PKC), I’autre initiée par une
stimulation de ’EGF, et impliquant 1’activation de la MEK (pour Mitogen activated protein
kinase Kinase) (Mau et May, 1997). D’autre part, les gonadotropines FSH-like (comme la
PMSG, pour Pregnant Mare Serum Gonadotropin) stimulent I’expression des TGFB-RII dans
les follicules antraux et préantraux (Roy et Carlson, 1997).

Le KGF et le HGF sont quant a eux produits par les cellules thécales (Parrott et
Skinner, 1997). Le VEGF est synthétisé par les péricytes dans les follicules et le corps jaune
(Doraiswamy et al., 1997) ainsi que par les cellules de la granulosa (Neulen et al, 1995).

La GH, elle, est principalement synthétisée et sécrétée par les cellules somatotropes
de I’adénohypophyse (Brown, 1994) et aussi durant la gestation par le placenta (Bauman,

1992).

1.2. Développement et métabolisme du follicule.

Au niveau des cellules de la granulosa, I’EGF, le TGFa., le bFGF et I'IGF-I stimulent
la prolifération tandis que le TGFp I’inhibe. L’IGF-I stimule aussi leur différenciation et
I’EGF, le bFGF et I’activine A I’inhibent. Au niveau de la théque, le TGFa posséde un effet
stimulateur sur la prolifération, contrairement au TGFB qui inhibe la prolifération mais
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stimule la différenciation avec I’inhibine. Le TGFa et 1’activine A quant a eux inhibent la
différenciation des cellules thécales (Besnard et al., 1997). Les actions stimulatrices ou
inhibitrices sur la prolifération des cellules granulosales et thécales se répercutent bien siir
directement sur la croissance folliculaire.

1.2.1. LaGH.

Une action directe de la GH sur ’ovaire est envisagée depuis la découverte de la
localisation de son récepteur dans différents compartiments ovariens. Chez le mouton, les
GH-R sont exprimés dans la membrane des cellules granuleuses de petits follicules, ¢’est-a-
dire du stade de follicule primordial au stade de petit follicule antral. Le GH-R est moins
abondant au niveau des cellules thécales (Eckery et al., 1997). Chez I’homme, on retrouve
aussi des GH-R dans le corps jaune (Sharara et Nieman, 1994).

Les nombreux résultats obtenus quant aux effets de 1’administration de GH sur la
croissance folliculaire et les taux d’ovulation sont variables selon 1’espéce étudiée, la durée du
traitement, la dose administrée et la période du cycle cestral au cours de laquelle le traitement
a lieu. Chez la brebis, I’administration de GH augmente significativement le nombre de
follicules de 2,1 a 3,0 mm et diminue la population de follicules plus petits (Perrad, 1998).
L’inverse est observé chez la vache (Gong et al., 1991 ; 1993a ; 1993b) et le rat (Spicer et
al.,1992) ou I’hormone augmente le recrutement folliculaire pour la croissance sans affecter
les populations de follicules plus larges.

La GH joue donc un rdle capital dans les premiers stades de la folliculogenése en
ayant un effet stimulant sur la croissance folliculaire, méme si ses effets sur 1’activité
ovarienne varient en fonction de la période du cycle. L’action de cette hormone peut étre
modulée par des facteurs variant avec 1’état physiologique de I’animal (Perrad et al., 1996b).
Elle semble capable de stimuler la croissance folliculaire d’elle-méme, peut-étre par une
action sur les IGF, les IGF-BP ou en augmentant le nombre de récepteurs cellulaires (Bister et
al., 1994). En plus d’augmenter la croissance folliculaire, la GH exogéne réduit la sélection
folliculaire et la dominance (Perrad et al., 1995). Elle augmente en outre le taux d’ovulations
(Perrad et al., 1994).

La GH peut agir directement sur 1’ovaire par une fixation sur son récepteur, ou en
augmentant la libération d’IGF-I dans le sang qui agit alors selon un mode endocrine
(Monget, 1993). Le mode d’action de la GH exogéne sur les différentes étapes du
développement folliculaire s’opére indépendamment des gonadotropines hypophysaires, leurs
taux n’étant pas modifiés lorsque la GH est administrée a des brebis (Tannetta et al., 1997) ou
a des vaches (Schemm et al., 1990 ; Gong et al., 1991).
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(in : Sphingolipid-mediated signal transduction, 1997).
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Des études in vitro indiquent une action directe de la GH sur la stéroidogenése
ovarienne. Ainsi, I’addition de GH a des cellules granulosales humaines a pour effet
d’augmenter a la fois la production de progestérone et d’cestradiol (Mason et al., 1990 ; Doldi
et al., 1996). De méme, la GH administrée in vivo module la sécrétion de stéroides in vitro.
Cette hormone peut agir indirectement sur 1’ovaire, via des facteurs autres que I’IGF-I et
I’insuline ou directement par la modulation du nombre de récepteurs cellulaires ou de
’activité des enzymes responsables de la synthese de stéroides (Perrad et al., 1996a).Chez la
plupart des espéces, la GH potentialise les effets de la FSH en augmentant, entre autres, les
récepteurs cellulaires de LH et ’activité cytochrome P45y aromatase des cellules granulosales
(Ando et al., 1994).

1.2.2. Les IGF.

Les IGF stimulent la prolifération des cellules de la granulosa et possédent une action
coordonnée avec la FSH (Hormone stimulant les follicules) pour la différenciation de ces
cellules (Besnard et al., 1997). Ils vont ainsi permettre 1’induction de I’activité aromatase
provoquant la production d’cestradiol par les cellules de la granulosa a partir des androgénes
produits par les cellules thécales (Davis et al., 1990 ; Campbell et al., 1995 ; Noél et al.,
1998a). Par contre, une préstimulation inhibe I’activité aromatase et la sensibilité a la LH et a
la FSH de follicules prélevés en ancestrus (Noél et al., 1998b). De plus, ils stimulent
I’expression des récepteurs a la LH (LH-R) par les cellules de la théque (Davis et al., 1990 ;
Magoffin et Weitsman, 1994). L’IGFBP-3 semble aussi contrdler les fonctions des cellules
endothéliales au niveau de la théque folliculaire (Fraser et al., 1997). Enfin, I’insuline et les
IGF interviennent dans la prolifération et la différenciation de cellules interstitielles de la
théque (TIC) (Duleba et al., 1997 ; Duleba et al., 1998).

1.2.3. Les TGF.

Un des principaux modes d’action des TGFP est de contrdler I’expression de la
follistatine (qui peut elle-méme moduler I’action des TGFf) capable de lier I’activine
(Sargiiea et al., 1996). D’autre part, le TGFo. (un membre de la famille des EGF) stimule la
phospholipase A2 cytosolique (cPLA2), tandis que les TGFp I’inhibent. Ceci va provoquer la
production de prostaglandines (PG ; figure 22)) qui jouent un rdle au niveau de la régulation
de I’effet mitogénique des facteurs de croissance (Li et Tsang, 1996).

Un autre exemple intéressant des actions des TGFJ est le suivant : les cellules de la
granulosa qui synthétisent de 1’cestradiol vont par ce fait inhiber la production de TGF par
les TIC (cellules interstitielles de la theque). Or les TGFP inhibent la production d’androgénes
par les cellules de la théque. Vu que la production de TGF est inhibée, 1’action de 1’cestradiol
sera donc de stimuler la synthése d’androgénes qui servent de substrat a sa propre synthése

par I’aromatase. Tout ceci a été démontré in vitro chez le rat (Magoftin et al., 1995). D’autre
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part, aprés stimulation a la LH/FSH, les taux de progestérone sécrétés par des follicules
préstimulés avec du TGFf} sont augmentés (Noél et al., 1994).

Le GDF-9 (Growth Differenciation Factor-9), qui fait partie de la famille des TGFp,
intervient pour coupler ’ovogenése et la folliculogenese. Si le géne codant pour le GDF-9
subit une délétion, on observera alors une stérilité des femelles (Albertini et al., 1998). Le role
du GDF-9 au niveau des ovaires des ruminants domestiques semble se situer surtout au niveau
de la folliculogenése, principalement dans les stades précoces de la croissance folliculaire
(Bodensteiner et al., 1999).

L’inhibine quant a elle exerce probablement un « feed-back » négatif sur la
production de FSH car une immunisation de I’animal contre I’inhibine 0. augmente le taux
d’ovulations (Morris et al., 1995).

1.2.4. Les facteurs de croissance spécifiques.

Le bFGF et le VEGF stimulent 1’angiogenése durant la folliculogenése, tandis que le
NGF augmente I’innervation folliculaire (Van Den Hurk et al., 1997).

Le KGF (un membre de la famille des FGF) et le HGF produits par les cellules
thécales, ainsi que le KL (Kit-Ligand ou SCF) produit par les cellules de la granulosa
interagissent pour exercer un « feed-back » positif pour réguler le développement folliculaire.
Ainsi, différentes hormones (cestrogénes, hormone gonadotrope chorionique (hCG), FSH)
peuvent controler la croissance folliculaire via I’expression du KGF, du HGF et du KL. Par
ailleurs, le KL est nécessaire et suffisant pour induire le développement du follicule
primordial dans I’ovaire (Parrott et Skinner, 1997).

Le tissu ovarien exprime aussi des GM-CSF et des GM-CSF-R (le récepteur) au
niveau du follicule et du tissu lutéal. Les GM-CSF ont un réle autocrine et paracrine et
influencent les stades tardifs du développement folliculaire (pour le GM-CSF thécal) et
différentes fonctions ovariennes (pour le GM-CSF lutéal) (Zhao et al., 1995).

1.3. Croissance folliculaire : atrésie et dominance.

Lors d’une vague de croissance folliculaire, toute une série de follicules comencent a
se développer, mais tous n’arriveront pas jusqu’au stade de I’ovulation. En effet, un (ou
plusieurs suivant les especes) follicule va dominer les autres et se développer a leur détriment.
On I’appelle le follicule dominant, les autres sont dits subordonnés et subiront 1’atrésie
folliculaire qui est une dégénérescence. Plusieurs facteurs de croissance semblent impliqués
dans ces processus de dominance et d’atrésie folliculaire. On retrouve les IGF et leurs IGFBP,
les EGF.,...




L’ hormone et les facteurs de croissance dans la reproduction 26

1.3.1. L’action des IGF et des IGFBP.

Les IGF et les IGFBP sont exprimés au niveau du follicule. L’IGF-II est par ailleurs
plus exprimé dans les gros follicules (Ward et al., 1997). On retrouve aussi dans le fluide
folliculaire les IGFBP-2, -3, -4 et —5. Or, lors de la croissance folliculaire, on observe dans le
fluide folliculaire une petite augmentation de I’IGFBP-3 et une diminution des IGFBP de
moins de 40 kDa (2, 4 et 5 chez le mouton), ce qui est li¢ a une diminution de leur synthése et
une augmentation de leur dégradation (pour L’IGFBP-4). Par contre, lors de I’atrésie, on peut
mesurer une augmentation des IGFBP-2, -3, —4 et une diminution de I’IGFBP-3. On a pu en
effet détecter une diminution des activités protéolytiques envers les IGFBP-4 et —5 dans les
follicules atrétiques (De la Sota et al., 1996 ; Besnard et al., 1997; Yuan et al., 1998).

Cette diminution des IGFBP de moins de 40 kDa lors du développement folliculaire
dans les larges follicules antraux est donc responsable d’une augmentation de la concentration
en IGF et par conséquent d’une amplification de 1’action des gonadotropines, les IGF
augmentant celle de la FSH au niveau du follicule. On peut se souvenir du fait que la FSH
provoque les vagues de croissance folliculaire, tandis que la LH (Hormone Lutéinisante)
stimule le développement folliculaire terminal et 1’ovulation (Choi et al., 1997; Besnard et al.,
1997). D’autre part, la GH, agissant par I’intermédiaire de I’'IGF-I de production locale, va
diminuer I’apoptose des cellules folliculaires. De plus, une augmentation d’IGFBP-2 dans le
follicule entre les jours 5 et 7 aprés 1’oestrus chez le porc augmente 1’apoptose des cellules
granulosales et 1’atrésie folliculaire. L’IGF-I agit donc comme un facteur de survie folliculaire
(Guthrie et al., 1995 ; Eisenhauer et al., 1995).

En conclusion, les IGF stimulent, de par leur effet au niveau de ’action de la FSH, le
lancement des vagues de croissance folliculaire. Les concentrations variables des IGFBP vont
permettre a la dominance et a 1’atrésie folliculaire de prendre place. D’autre part, I’IGF-II
produit dans les follicules et le corps jaune est probablement un régulateur important de la
folliculogenése agissant via les récepteurs IGF-RI (Dawson et al., 1997).

1.3.2. Les actions des autres facteurs de croissance.

Outre les IGF et les IGFBP, d’autres facteurs de croissance interviennent au niveau
des vagues de croissance folliculaire. L’EGF joue un role dans I’induction de 1’atrésie.
L’inhibine, synthétisée par les cellules de la granulosa, voit sa concentration augmenter avec
la taille du follicule (Besnard et al., 1997). L’activine A et B diminuent la production des
IGFBP-4 et —5 (Choi et al., 1997). Les FGF et EGF participent tous deux a I’initiation des
vagues de croissance folliculaire (Besnard et al., 1997).

D’autre part, la diminution du taux de TGFf et I’augmentation des taux de bFGF et
de FGF-R dans les cellules thécales des follicules dominants se fait en paralléle a une
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augmentation de I’expression des FSH-R et des LH-R, ainsi que de ’activité aromatase. Ceci
suggere que ces facteurs de croissance jouent un role important dans la sélection et dans la
dominance folliculaire (Schams et al., 1997).

2. Dans le corps jaune.

Le VEGF stimule la vascularisation du corps jaune et est synthétisé par les cellules
de la granulosa (Neulen et al., 1995 ; Doraiswamy et al., 1998). 1l est aussi produit par les
péricytes dans les follicules et le corps jaune et a donc un réle critique dans les événements
angiogéniques : il permet la transformation du follicule en un corps jaune trés vascularisé
(Doraiswamy et al., 1997). Etant donné son action, le VEGF va aussi stimuler le
développement du corps jaune et la production de progestérone (Anasti et al., 1998).

On a pu montrer la présence des mRNAs des IGFBP-2, -3 et —4 dans des extraits de
corps jaune (Woad et al.,, 1997). L’IGFBP-3 semble contrdler les fonctions des cellules
endothéliales de ce tissu (Fraser et al., 1997). L’IGF-I y stimule la lutéinisation (Pescador et
Murphy, 1998) et la sécrétion pulsatile in vitro de progestérone (Khan-Dawood et al., 1994).
Ainsi, plusieurs faits indiquent que le systéeme IGF joue un role décisif pour le contrdle
autocrine et paracrine du corps jaune (Zhaoping et al., 1998). La GH joue elle-méme un role
important dans la fonction lutéale (Ikeda et al., 1997).

Contrairement a I’IGF-I qui stimule la lutéinisation, I’EGF induit la mitogenése de la
granulosa et son maintien dans un stade indifférenci€. Ils possédent donc dans la formation du
corps jaune des actions antagonistes (Pescador et Murphy, 1998).

Le TGFB-RII, exprimé dans les follicules antraux et préantraux (Roy et Carlson,
1997) participe a la lutéinisation (Wehrenberg et Rune, 1998).

Un TNFa-R est produit au niveau du corps jaune durant tout le cycle. Le TNFa joue
donc un rdle au niveau de la phase lutéale et de la lutéolyse (Sakumoto et al., 1998). Ce sont
les macrophages qui sont la source principale du TNFa dans le corps jaune (Zhao et al.,
1998).

Le KGF synthétisé par le corps jaune permet une communication paracrine entre les
cellules de la théque et les petites cellules lutéales (Salli et al., 1998).
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II. DANS LA NIDATION, LA PLACENTATION ET LE DEVELOPPEMENT
EMBRYONNAIRE. (Figure 23)

1. Dans le développement embryonnaire.

1.1. LesIGF.

Les IGF produits par la meére pourraient étre régulés par les IGFBP embryonnaires
pour aider au développement préimplantatoire de 1’embryon (Winger et al., 1997). L’IGF-RI
et les IGF I/II exprimés dans I’oviducte forment un systéme autocrine et paracrine permettant
la mise en place d’un milieu adéquat pour le développement embryonnaire. L’IGF-I en
particulier, produit dans I’oviducte et 1’utérus, stimule le développement embryonnaire du
stade morula au stade blastula. En fait, il se lie aux embryons préimplantatoires et démarre le
développement embryonnaire précoce. Il a donc un réle dans I’interaction meére-embryon
(Herrler et al., 1997 ; Herrler et Beier, 1995 ; Lighten et al., 1997 ; 1998). L’insuline aussi
intervient en stimulant les clivages embryonnaires (Gandolfi, 1992).

1.2. Les EGF.

Des TGFa endogénes peuvent fonctionner comme des facteurs de survie cellulaire
lors du développement préimplantatoire de I’embryon en réduisant 1’apoptose des cellules
(Brison et Schultz, 1997a ; 1997b ; 1998). Le TGFa, agissant via I’EGF-R, stimule la prise
d’acides aminés et leur incorporation par I’embryon, ’expansion du blastoccele et la synthese
de protéines dans ’espace périvitellin et le blastoceele (notamment des gélatinases). Cette
action se déroule surtout entre les jours 3 et 8 de gestation pendant lesquels on observe une
augmentation de la concentration de TGFa et d’ IGF-II (Gandolfi, 1992).

1.3. Les PDGF.

Le PDGF stimule I’embryon et y est présent de méme que dans 1’épithélium de
I’oviducte (Gandolfi, 1992).

1.4. Les FGF.

Le bFGF est aussi présent dans I’embryon et dans 1’épithélium de I’oviducte et
stimule la formation du blastocyste (Gandolfi, 1992). Le FGF permet entre autres une
régulation autocrine et paracrine au niveau de 1’oviducte comprenant les cellules de 1’oviducte
et les complexes ovocyte-cumulus (Gabler et al., 1997 ; Gabler et Einspanier, 1998). Il
posséde donc un role dans le développement précoce de ’embryon (Hrabé de Angelis et al.,
1995).
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1.5. Les facteurs de croissance spécifiques.

Le VEGF joue un réle important au niveau de I’angiogenése feetale (Redmer et al.,
1997).

Le TNFa inhibe la prolifération et la différenciation des cellules souches
embryonnaires (ou ESC pour Embryo Stem Cell) dans les corps embryonnaires (Wuu et al.,
1998). Il diminue ainsi 1’aptitude des embryons a se différencier en feetus apres 1’implantation
(Wuu et al., 1999).

2. Dans la nidation, la placentation et la gestation. (Figure 24)

2.1. LesIGF.

Les deux somatomédines sont exprimées durant la phase de formation de la
déciduale et ’expression d’IGF-I et d’IGFBP-4 est associée avec la décidualisation des
cellules du stroma utérin (Henemyre et Markoff, 1998). Elles possédent une fonction
autocrine et paracrine dans la différenciation de 1’endométre suite a 1’implantation de
I’embryon ainsi que dans la croissance et I’invasivité du trophoblaste (Correia da Silva et al.,
1993 ; Hamilton et Lala, ). L’IGFBP-5 est synthétisée dans les tissus utérins et placentaires et
est un régulateur important de la croissance placentaire médiée par les IGF (Reynolds et al.,
1997). L’IGFBP-2 est aussi un régulateur des actions de I’IGF-II au niveau de 1’utérus
(Badinga et al., 1997).

Chez le feetus, les taux d’IGF-I/II et des IGFBP-2/-3 augmentent avec le temps de
gestation, et, chez la mére, c’est le taux d’IGF-I qui augmente (Langford K et al., 1998). Le
taux d’IGF-II quant & lui régule la composition des tissus foetaux et extra-embryonnaires
(Gardner et al., 1999). Ceci implique un r6le important du systéme IGF dans la gestation.

2.2. Les EGF.

Les EGF (EGF, TGFa, HB-EGF et amphiréguline) sont présents dans 1’utérus et
peuvent agir sur les EGF-R situés sur les blastocystes. Ils interviennent dans I’implantation de
I’embryon (Dey, 1995). De plus, I’EGF est exprimé par I’endométre et ’EGF-R se retrouve
sur I’allantochorion feetal et I’endometre maternel. Il y a donc une influence de I’EGF au
niveau de la croissance de ces deux tissus (Lennard et al., 1998). D’autre part, le HB-EGF
stimule la prolifération et la différenciation de I’endomeétre humain in vitro (Austin et al.,
1998).

On a pu montrer qu’il existe une interaction entre 1’cestradiol et I’EGF dans le
contrdle de la prolifération et de la différenciation de I’endomeétre. En effet, ’EGF et
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I’cestradiol stimulent tous deux la croissance utérine et vaginale chez la souris, mais si on
utilise des anticorps contre I’EGF, on inhibe I’action de I’cestradiol (Mellor et Thomas, 1995).

L’importance des EGF durant la gestation chez la truie est démontrée par I’exemple
qui suit : il existe dans la lumiére utérine une forme tronquée de ’EGF-R, et des taux élevés
de ce récepteur coincident avec un établissement de gestation raté (Kliem et Fischer, 1997).
D’autre part, la présence de ce récepteur aux EGF seul au niveau de I’endometre utérin porcin
montre que les EGF du fluide utérin ont des effets sur les embryons et non sur la paroi utérine
(Kliem et al, 1998).

Enfin, L’EGF intervient au niveau de la placentation pour stimuler la prolifération
des cellules endothéliales des artéres fétoplacentaires (Zheng et al., 1997).

Le TGFa établit un échange d’informations de type juxtacrine entre les cellules de
I’endométre et entre les cellules de 1’épithélium luminal et les cellules de I’embryon
préimplantatoire, toutes ces cellules exprimant ’EGF-R (Bush et al., 1998).

2.3. Les TGFB.

Les TGFP (1, 2 et 3) ainsi que les TGFB-RI/II se retrouvent dans le conceptus
préimplantatoire et périimplantatoire et possédent un réle dans I’implantation (Gupta et al.,
1997) et dans le développement du conceptus (Gupta et al., 1998a ; 1998b ; Nowak RA, 1999,
Flores et al., 1998) en intervenant dans les interactions autocrines et paracrines entre I’utérus
et le conceptus (Gupta et al, 1998a).

D’autre part, le TGFB-1, présent dans le liquide séminal et transféré a 1’utérus lors de
la reproduction, stimule la production de GM-CSF ainsi que le recrutement de cellules
inflammatoires au niveau de 1’utérus. Il va donc provoquer des changements immunologiques
de ’utérus durant la période préimplantatoire (Tremellen, 1998).

2.4. LesFGF.

L’utérus synthétise les FGF-1 et -2, et cette synthese est régulée par I’cestradiol. Ces
facteurs de croissance possédent différentes localisations dans 1’utérus (Samathanam et al.,
1998). Ils interviennent aussi pour stimuler la prolifération des cellules endothéliales des
artéres fétoplacentaires (Zheng et al., 1997).

Tout comme on trouve des KGF-R dans I’endométre utérin et dans la peau feetale
(Liu et al., 1997), on trouve aussi le KGF et ses récepteurs dans 1’utérus (Rocca et Koos,
1997), I’oviducte et le vagin (Slayden et al., 1997) ou il stimule la prolifération des cellules
endothéliales.
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2.5. L’interféron t.

L’IFN7 joue un role primordial dans I’établissement de la gestation (Johnson et al.,
1998) : c’est un signal de reconnaissance de la gestation chez les ruminants (Spencer et al.,
1996b). 11 est synthétisé aux jours 12-13 de gestation chez la brebis et aux jours 14-17 de
gestation chez la vache et le chévre (Bazer et al., 1996).

L’ocytocine (OT) est responsable de la sécrétion épisodique de la prostaglandine
F2a (PGF20) par I’utérus des ruminants. Pour rappel, la PGE2 est lutéotrope (elle stimule le
développement du corps jaune et la production de progestérone) au contraire de la PGF20. qui
est lutéolytique. La PGE2 va donc permettre le maintien de la gestation tandis que la PGF2o
va I’empécher. L’atténuation de la production de PGF2a par I'IFN7 est donc essentielle pour
la prévention de la lutéolyse durant la gestation chez les ruminants (Xiao et al., 1999). Par
contre, L’IFN7T stimule la production de PGE2 (Asselin et al., 1997)

Cette action de I’IFNT sur la synthese des PG est due a une régulation de 1’expression
des récepteurs a 1’ocytocine, eux-mémes induisant la transcription de la COX-2
(cyclooxygénase-2 qui est la forme inductible d’une enzyme intervenant dans la synthése des
prostaglandines) et de la PGFS (PGF synthase) (Xiao et al., 1999). L’IFN7 va ainsi via IRF-2
(IFN7-induced Regulatory Factor like 2) diminuer I’expression du récepteur aux cestrogénes
et (directement ou indirectement) du récepteur a 1’ocytocine par I’endométre, ce qui empéche
alors la sécrétion de PGF2a qui est indispensable pour la lutéolyse (Bazer et al., 1996 ;
Spencer et al., 1996a ; Spencer et Bazer, 1996 ; Bazer et al., 1997). On a d’ailleurs pu montrer
que des injections intrautérines d’IFN7 altéraient 1’expression des récepteurs a I’oxytocine et
aux cestrogénes (Spencer et al., 1995a ; Spencer et al, 1995b).

En résumé, la synthése d’IFN7T par le trophoblaste diminue, via une régulation de
I’expression des récepteurs a 1’ocytocine, de la COX-2 et de la PGFS, la synthése de la
PGF2a au profit de la PGE2. Ceci va permettre un maintien du corps jaune et donc un
maintien de la gestation.

L’TFN7 est aussi trés important dans les différents aspects immunologiques de la
gestation. Par exemple, il stimule 1’expression des complexes majeurs d’histocompatibilité de
type I, mais pas ceux de type II (Todd et al., 1998). D’autre part, I’IFN7t régule la production
de la bGCP-2 (bovine Granulocyte chemotactic protein-2) qui est un facteur important pour la
détermination de l’environnement cytokinique dans 1’utérus. De plus, la régulation de
I’inflammation et de I’angiogenése par la bGCP-2 en collaboration avec d’autre cytokines est
nécessaire pour 1’établissement de la gestation précoce et de I’implantation de 1’embryon
(Teixeira et al., 1997).
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2.6. Les facteurs de croissance spécifigues.

Les couches épithéliales feetales et maternelles produisent aussi du VEGF qui permet
d’augmenter la croissance locale des capillaires pour obtenir un meilleur réseau vasculaire
pour le transfert des nutriments et des déchets au niveau du placenta (Charnock-Jones et al.,
1997 ; Redmer et al., 1997). Le VEGF a aussi un role dans le remodelage de 1’endométre pour
I’implantation et la gestation (Koos et al., 1998). Enfin, le VEGF, en plus de son réle
angiogénique, stimule la prolifération des cellules du trophoblaste extravilleux durant le
développement placentaire (Athanassiades et al., 1998).

La relaxine semble avoir un rdle dans la vascularisation de la muqueuse utérine en
induisant la syntheése de VEGF et en provoquant ainsi ’angiogenése au niveau de I’endométre
(Unemori et al., 1997 ; Grove et al., 1998). Par contre, le placenta sécréte le sFlt-1 qui est un
antagoniste du VEGF, et qui est donc important dans la régulation des effets du VEGF et
nécessaire pour une gestation réussie (Clark et al., 1998).

Le TNFo, agissant via ses récepteurs, induit la croissance du compartiment
spongiotrophoblastique du placenta, méme s’il inhibe la croissance du trophoblaste le jour 3
de gestation (Rasmussen et al., 1997). La source principale de TNFa utérin se situe dans les
cellules mastocytaires (Roby et Hunt, 1995).

In vitro, le HGF stimule la prolifération et la migration des cellules épithéliales de
I’endometre, ce qui indique un rdle possible dans la régénération de I’endometre utérin aprés
les menstruations (Sugawara et al., 1997 ; Lindsey et Brenner, 1998).

Le CTGF (Connective Tissue Growth Factor), présent dans I’endomeétre et la décidue
utérine, ainsi que dans le trophoblaste, voit sa concentration augmenter avec le temps de
gestation. Il stimule la prolifération des cellules musculaires lisses et des fibroblastes et a
probablement un rdle dans la gestation et le développement embryonnaire (Uzumcu et al.,
1998 ; Surveyor et Brigstock, 1998).




1
Légende : 1 : manchon de caoutchouc rigide
2 : manchon de caoutchouc souple
3 : air (ou eau) a 40 °C
4 : cone de récolte
5 : tube gradué

Figure 25 : Vagin artificiel pour le prélévement du sperme.
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CHAPITRE III :
LA FIVETE (FECONDATION IN VITRO ET
TRANSFERT D’ EMBRYONS).

I. __LAFIVETE.

1. La récolte des gameétes.

1.1.  Les spermatozoides.

Chez les animaux, il existe toute une série de techniques de récolte de sperme. La
plus fréquente est celle du vagin artificiel (figure 25), constitué d’un manchon en caoutchouc
rigide doublé a I’intérieur d’un manchon en caoutchouc souple. Entre les deux se trouve de
I’air ou de I’eau a environ 40°C. Le tout est prolongé par un cone récolteur et un tube gradué
ou un bidon pour les espéces a grand volume spermatique. Le vagin artificiel est placé sur le
pénis du méile au moment ou il s’appréte a saillir une femelle en chaleur. La taille du vagin
artificiel est bien siir adaptée a la taille du pénis de I’animal.

Une autre technique utilisée uniquement chez le taureau et le bélier est
’électroéjaculation. Elle est utilisée si I’animal n’est plus capable de saillir ou s’il refuse le
vagin artificiel. L’électroéjaculateur est un tube en métal avec deux lames métalliques qui
constituent les électrodes. Aprés son introduction dans le rectum, des trains d’impulsions sont
émis, de ’ordre de 100 Hz et 12 V. La stimulation se fait au niveau des vertébres ou se trouve
la zone médullaire responsable du contréle du réflexe d’éjaculation. La stimulation va
provoquer 1’érection, puis I’éjaculation suite & une stimulation prolongée. Cette technique
reste stressante pour 1’animal pour lequel elle provoque des douleurs musculaires.

Enfin, on trouve les techniques de massages chez le chien et le coq, ainsi que le
condom chez les étalons qui refusent parfois le vagin artificiel (Bister, 1998).

1.2. Les ovocytes.

Pour la récolte des ovocytes, la méthode la plus fréquemment utilisée est le pick-up
ovocytaire (OPU) qui consiste a aspirer le contenu des follicules antraux. Chez la femme,
I’OPU se pratique sur des follicules préovulatoires avec des ovocytes mirs, ce qui permet de
passer outre la maturation in vitro des ovocytes. Chez les animaux, en général, I’OPU se
pratique a n’importe quel moment du cycle. Elle nécessite alors une plus grande force
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Figure 26 : Schéma de I’0OPU par voie transvaginale
chez la chevre (Graff et al., 1998).
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d’aspiration pour récolter I’ovocyte associé au cumulus oophorus (COC pour Complexe
Ovocyte-Cumulus).

1.2.1. Chez la femme.

Chez la femme, étant donné que 1’on ne récolte que des ovocytes préts a ovuler, on
fait souvent un traitement hormonal destiné & provoquer une superovulation lors de laquelle
on pourra récolter plusieurs ovocytes mirs.

Ce traitement comprend en général de la hMG (human Menopausal Gonadotrophin)
qui est extraite de 1’urine de femme ménopausée et posséde un effet FSH, et de la hCG
(human Chorionic Gonadotrophin) qui est extraite de I’urine de femme enceinte et qui
posséde un effet LH. Le traitement a la hMG est destiné a stimuler le développement de
follicules antraux. Lorsque leur nombre est suffisant et que leur diamétre approche les 16 mm
(contrdle échographique), on passe a un traitement hCG. La hCG va provoquer I’ovulation en
mimant la décharge préovulatoire de LH. Parfois, I’hCG n’est pas injectée et le biologiste suit
I’apparition du pic naturel de LH via des dosages fréquents. L’OPU se pratique 4 a 6 h avant
le moment normal de I’ovulation.

Une longue aiguille de ponction est fixée sur le dos d’une sonde endocavitaire
d’échographie. Lorsque le follicule est choisi, 1’aiguille est avancée a travers la paroi vaginale
jusque dans le follicule. Une dépression permet d’aspirer le fluide folliculaire (FF) dans lequel
se trouve le COC, puis, par une deuxiéme voie, on procéde a un ringage et a une réaspiration
du follicule. Les tubes contenant le FF et les COC sont maintenus a 37°C. Enfin, on trie et on
lave les COC sous hotte a flux laminaire.

1.2.2. Chez les animaux.

En général, on ne procéde pas a un traitement superovulatoire, bien que cela se fasse
de plus en plus fréquemment. On va alors ponctionner des ovocytes qui ne sont pas encore
matures pour ensuite procéder a leur maturation in vitro. Chez la vache, la ponction se fait par
voie transvaginale. Chez les autres animaux (moutons, chévre, porcs,...), cette ponction se
fait par laparoscopie transabdominale, bien qu’une nouvelle technique d’OPU transvaginale
aie été mise au point chez la chévre (figure 26). Enfin, si on ne fait pas de ponction sur une
femelle particuliére, I’OPU peut se faire sur des ovaires provenant d’un abattoir, si ceux-ci ont
été récoltés dans du liquide physiologique a 35-39°C et y restent moins de 6 h (Bister, 1998).
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Figure 27 : Séparation des spermatozoides morts et vivants par la méthode

du gradient de percoll.
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2. La maturation ovocytaire in vitro.

Les ovocytes ponctionnés dans des follicules qui ne sont pas préovulatoires doivent
étre maturés in vitro pour pouvoir étre fécondés. On va tout d’abord trier les COC collectés.
On ne conserve que ceux qui présentent un cumulus d’au moins deux couches cellulaires
continues. Ils sont alors lavés dans du milieu stérile contenant des antibiotiques, ce qui permet
d’éviter les risques de contamination, pour étre ensuite transférés dans le milieu de maturation
proprement dit. Ce milieu a une composition variable d’un laboratoire a I’autre. I1 comprend
un milieu de base (TCM199, Ham F10,...), plus de la LH et de la FSH (pour mimer le pic
préovulatoire), de I’oestradiol et parfois du fluide folliculaire filtré.

Les boites de maturation in vitro (boites multipuits) sont ensuite placées dans une
étuve a 39°C contenant 5 % de CO; et 95 % d’humidité relative. Le CO, permet un équilibre
entre ’atmosphére gazeuse et le bicarbonate en solution dans le milieu, ce qui améliore le
pouvoir tampon de I’ensemble. La maturation dure environ 20 h et on peut I’observer grace au
phénomene le plus visible qui est I’expansion du cumulus oophorus qui forme alors la corona
radiata (maturation extraovocytaire) (Bister, 1998).

3. La capacitation des spermatozoides

La premiére chose que ’on fait aprés la récolte du sperme est de 1’analyser. On
procéde alors a un comptage du nombre de spermatozoides en cellule de type hématimétrique
(Biirker, Thomas,...), ainsi qu’a une évaluation de leur motilité. Les plus fécondants sont les
fléchants, c’est-a-dire ceux qui se déplacent de fagon rectiligne. On peut aussi €valuer la
proportion de morts par une coloration a 1’éosine/nigrosine qui ne colore que les morts car ces
colorants vitaux sont rejetés par les vivants.

La capacitation des spermatozoides permet d’améliorer leur fécondité. Le milieu de
capacitation contient un ensemble de sels minéraux, un tampon et des éléments nutritifs. La
dilution du sperme constitue en elle-méme le début de la capacitation car elle dilue des
facteurs de décapacitation présents dans le plasma séminal. Le milieu peut aussi contenir de
I’héparine, du calcium ou encore de la BSA (Albumine Sérique Bovine) qui sont des facteurs
de capacitation. Ces facteurs ne sont pas constants pour les différentes espéces. Enfin, le pH
du milieu de capacitation doit tourner autour de 7,3.

Pour sélectionner les spermatozoides vivants, on peut faire une centrifugation sur un
gradient de percoll (90 et 45 %) a 2500 RPM pendant 20 minutes (figure 27). Les
spermatozoides vivants, un peu plus denses, se retrouvent plutot au fond tandis que les morts
s’arrétent a I’interface des deux concentrations de percoll.
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Figure 28 : Technique du swim-up ou migration
ascendante pour séparer les spermatozoides
morts des vivants (Testard, 1986).

Figure 29 : zygote humain : on voit distinctement les deux
pronuclei au centre du cytoplasme ainsi que les
deux globules polaires en périphérie, sous la zone
pellucide (Euréka numéro spécial fécondation in
vitro, 1999).
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Une autre technique utilisée est celle du « swim-up » (figure 28). Elle consiste a
centrifuger le sperme dilué de fagon a obtenir un culot de spermatozoides. Le surnageant est
alors éliminé et du milieu de capacitation est déposé délicatement sur le culot. Le tout est
laiss¢ a I’étuve pour une petite heure. Les spermatozoides vivants - les plus mobiles -
arriveront a se dépétrer du culot et migreront alors dans le surnageant. On peut ainsi les
récupérer. Le probléme de cette technique est la perte d’une bonne proportion de gamétes qui,
situés plus profondément dans le culot, y restent coincés.

I1 faut remarquer que cette capacitation ne doit pas durer trop longtemps sinon la
réaction acrosomiale risque de commencer en I’absence des ovocytes, ce qui fait autant de
spermatozoides perdus. Chez le bélier, elle dure 1 a 2 h pour du sperme congelé etde 2 a4 h
pour de la semence fraiche (Bister, 1998).

4. La fécondation in vitro.

Pour la fécondation, on rassemble dans un puits les ovocytes maturés et les
spermatozoides capacités. Les COC sont lavés plusieurs fois dans du milieu par des
aspirations successives avec une pipette pasteur effilée, ce qui permet d’enlever la majorité
des cellules de la corona radiata. On peut aussi ajouter de la trypsine ou de 1’hyaluronidase
(des protéases) qui facilitent 1’opération.

Le milieu de fécondation est souvent proche du milieu de capacitation, de telle sorte
que la capacitation peut se poursuivre jusqu’a la fécondation. Il est maintenu a pH 7,7 dans
I’étuve a CO..

Les spermatozoides sont dilués jusqu’a une concentration de 10° par 100 pl. Les
ovocytes sont mis dans un puits ou 1’on rajoute les spermatozoides. Apres 24 h, on lave les
zygotes et on les met dans un milieu de développement embryonnaire.

On peut fixer une partie des ovocytes pour évaluer le taux de fécondation par
observation des deux pronucléi (figure 29). Cette fixation se fait dans un mélange de

méthanol et d’acide acétique qui fixe la cellule et éclaircit son cytoplasme (Bister, 1998).

5. La fécondation assistée.

Lorsque c’est chez la femme que I’on a un probléme, par exemple de type
obstruction des trompes de fallope, on procéde alors a une FIVETE classique. Mais si ¢’est un
probléme au niveau du sperme qui n’est pas assez abondant ou motile, on se tourne vers
d’autres techniques. Si le probléme rend impossible toute fécondation, on peut utiliser la
banque de sperme de 1’hdpital. Dans le cas contraire, ou la déficience n’est pas trop grave, on
peut avoir recourt aux techniques de fécondation assistée (figure 30).
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Figure 30 : Fécondation assistée (Testard, 1989).

Figure 31 : Injection intracytoplasmique d'un spermatozoide (ICSI) :
A et B : la pipette traverse la zone pellucide,
C : la pipette pénetre dans le cytoplasme,
D : injection du spermatozoide,
E : I'ovocyte garde une empreinte dans le cytoplasme
(Euréka numéro spécial fécondation in vitro, 1999).
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5.1. Dépellucidation totale.

La technique de dépellucidation totale de I’ovule reste limitée a des études
expérimentales pour évaluer la fécondance des spermatozoides, en évaluant la capacité de
ceux-ci a pénétrer un ovocyte de hamster. En effet, la zone pellucide semble nécessaire pour
assurer la cohésion des blastomeéres, la protection de 1’ceuf au début du développement et
probablement [’action des facteurs de croissance sécrétés par les blastoméres (Testard et
Lassalle, 1989)

5.2. Dépellucidation partielle

Le « zona drilling », ou perforation chimique de la zone pellucide, est réalisée a
I’aide d’un milieu Tyrode acidifié, sous controle d’un équipement de micromanipulation.
Ainsi, le spermatozoide peut pénétrer via ces pores artificiels, et cette pénétration de 1’ovocyte
ne dépend plus d’une interaction spécifique entre la zone pellucide et le spermatozoide
(Testard et Lassalle, 1989).

Le « zona cutting », ou perforation mécanique de la zone pellucide, est la réalisation
de pertuis dans la zone pellucide a 1’aide d’une microaiguille. Le taux de fécondation est plus
faible qu’avec le zona drilling, mais ’embryon est moins souvent endommagé (Testard et
Lassalle, 1989).

5.3. Injection intracytoplasmique du spermatozoide.

L’ICSI (IntraCytoplasmic Sperm Injection) comporte [’effraction de la zone
pellucide et de la membrane plasmique et I’injection d’un spermatozoide dans le cytoplasme
ovocytaire (figure 31). L’avantage est que 1’on sait réaliser une fécondation avec un seul
spermatozoide, voire méme une téte ou un noyau de spermatozoide. L ovocyte déclenchera
les processus de décondensation du noyau et de formation du pronucleus male (Testard et
Lassalle, 1989).

5.4. Injection sous la zone pellucide du spermatozoide.

Ici la zone pellucide n’est pas détruite mais seulement perforée et le cytoplasme
ovocytaire est respecté, tout comme pour les techniques de zona drilling/cutting. Mais
contrairement a ces techniques, on peut ici sélectionner les spermatozoides et n’en introduire
qu’un nombre limité, le plus souvent trois dans I’espace périvitellin, entre la membrane
plasmique et la zone pellucide. Le taux de polyspermie est proportionnel au nombre de
spermatozoides injectés (Testard et Lassalle, 1989).




Figure 32 : Divisions et développement de I'embryon :
A : stade 2 cellules,
B : stade 4 cellules,
C : stade 8 cellules,
D : sortie du blastocyste (1) hors de la zone pellucide (2)
(Euréka numéro spécial fécondation in vitro, 1999).
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6. Le développement embryonnaire.

Comme pour la maturation in vitro, de nombreux milieux différents ont été mis au
point pour permettre le développement embryonnaire car celui-ci reste limité si I’embryon ne
rencontre pas les conditions optimales présentes dans I’oviducte. Chez I’homme, ’utérus
accepte des embryons qui n’ont pas encore le développement qu’il devraient avoir dans des
conditions naturelles. Par contre, chez les animaux, on ne transfére que des blastocystes, ou
des embryons a des stades trés proches.

Le milieu le plus connu qui permet un développement des premiers stades
embryonnaires (figure 32) est le SOF (Fluide Oviducal Synthétique). Il ne permet cependant
pas d’atteindre le stade blastula, qui nécessite une coculture avec des cellules de 1’oviducte ;
ces cellules synthétisent toute une série de facteurs de croissance nécessaires a I’embryon dont
la nature est encore inconnue.

Le développement embryonnaire se fait dans un milieu le moins volumineux
possible, pour que les différents facteurs sécrétés par les embryons soient suffisamment
concentrés. C’est pourquoi il se fait dans des gouttelettes de quelques microlitres de SOF, et
sous une couche d’huile minérale. Celle-ci empéche d’avoir une évaporation du milieu qui en
modifierait 1’osmolarité et 1’acidité, et elle diminue la concentration en O, dissout,
reconstituant ainsi des conditions proches de celles de 1’utérus.

Les embryons sont enfin transférés dans un utérus ou congelés (Bister, 1998).

7. _Le transfert d’embryons in utero.

Le transfert d’embryons peut se faire a partir d’embryons obtenus naturellement, par
insémination artificielle ou par FIVETE. Dans le cas du transfert d’un embryon venant d’une
meére donneuse a une meére receveuse, une synchronisation des cycles ovulatoires de la
donneuse et de la receveuse est nécessaire et obtenue par des traitements hormonaux. Les
embryons sont récupérés par un lavage de I’utérus.

On transfére souvent plusieurs embryons, 2 ou 3, et méme quelques uns en plus qui
posseédent beaucoup de fragments cytoplasmiques et qui sont dans I’impossibilité de faire un
développement entier. Ceci donne des concentrations plus élevées de trophoblastine (IFNT)
qui est sécrétée par le trophectoderme des embryons et favorise la nidation. Ce transfert peut
s’effectuer par voie trancervicale ou par endoscopie (Bister, 1998).
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CHAPITRE IV :
L’HORMONE ET LES FACTEURS DE
CROISSANCE DANS LA FIVETE.

I. _DANS LA MATURATION IN VITRO.

Ce chapitre concerne ce qui fait réellement 1’objet de mon mémoire : 1’effet des
facteurs de croissance sur la maturation ovocytaire in vitro (MIV). Un bon nombre d’études
ont été menées sur le sujet. Voici toute une série de résultats qui en sont ressortis.

Les IGF possedent des effets contradictoires suivant I’espéce considérée. Chez le
lapin, I’IGF-I stimule le développement folliculaire, la production d’oestradiol et la
maturation ovocytaire. Il agit via des récepteurs spécifiques situés sur la membrane ovarienne.
Cela est valable pour les cultures folliculaires in vitro (Yoshimura et al., 1996). Chez le porc,
le méme facteur permet aux cellules du cumulus de se développer en réponse a un traitement
a la FSH et il stimule la maturation nucléaire. C’est un composant du sérum bovin feetal qui
est utilisé lors des maturations in vitro (Singh et Armstrong, 1996 ; Balwant et Armstrong,
1997 ; Sirotkin et al., 1998). Chez le bovin, I’'IGF-I n’a pas d’effet sur la MIV tandis que
I’IGF-II la stimule.

L’EGF possede chez le bovin un effet stimulateur sur 1’expansion du cumulus et sur
la maturation méiotique. Cependant, Il n’y a pas d’effet additif entre ’EGF et le sérum de
veau feetal (FCS). Ceci semble indiquer que I’EGF est le principal facteur du FCS (Lorenzo et
al., 1995 ; Lonergan et al., 1996). Chez le porc, il stimule la maturation nucléaire et
cytoplasmique des ovocytes in vitro. Les effets de ’EGF sur la maturation ovocytaire sont
influencés par les gonadotropines et autres substances présentes dans le fluide folliculaire
(Uhm et al., 1998). Chez le lapin, différents résultats semblent indiquer qu’il existe des effets
stéroidiens dépendants de I’EGF sur la MIV. L’effet positif de ’EGF sur la MIV se retrouve
aussi chez le chien (Russ et al., 1998).

Le bFGF et le TGFB1 sont essentiels chez les bovins pour la protéolyse
extracellulaire au niveau de la matrice extracellulaire des COC. Il vont permettre par leur
action la maturation extracytoplasmique avec I’expansion du cumulus (Bieser et al., 1998).

Le CSF-1, quant a lui, va induire un délai dans la maturation nucléaire chez le porc
pour permettre une synchronisation avec la maturation cytoplasmique et augmenter ainsi les
taux de fécondations ultérieurs (Tekpetey et al., 1996).
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La GH accélere la maturation nucléaire chez le bovin. Elle augmente aussi
I’expansion du cumulus. Elle induit la MIV et augmente donc les taux de métaphase II et le
diamétre des COC, méme si la FSH augmente encore plus ce diamétre (Izadyar et al., 1996a ;
Izadyar et al., 1996b ; Perrad et al., 1998).

II. DANS LA FECONDATION IN VITRO.

L’utilisation d’EGF dans le milieu de MIV augmente le taux d’ovocytes
monospermiques apres la fécondation in vitro chez les bovin (Im et Park, 1995). Par contre,
chez le porc, ’EGF n’influence pas les taux de polyspermie et de pénétration des gamétes
males.

L’ajout de CSF-1 dans le milieu de MIV permet une synchronisation des maturations
nucléaire et cytoplasmique des ovocytes porcins, ce qui va en augmenter la fécondité
(Tekpetey et al., 1996).

La GH augmente la proportion d’ovocytes fertilisés chez les bovins (Perrad, 1998).
III. DANS LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE.

L’IGF-II et I’insuline possédent un effet stimulateur sur le développement
embryonnaire et augmentent la formation de blastocystes chez les bovins (Izadyar et al.,
1996). L’IGF-I additionné a forte concentration a du sérum de vache et des cellules de
granulosa peut augmenter le développement des embryons bovins produits in vitro (Palma et
al., 1997).

L’EGF quant a lui n’a pas d’effet positif sur le développement embryonnaire chez le
bovin sauf pour les embryons cultivés seuls pour lesquels il va augmenter le taux de clivage
lors du stade de huit cellules (Im et Park, 1995 ; Keefer et al., 1994 ; Rieger et al., 1998).
Chez le porc, il a méme tendance a diminuer le taux de formation de blastocystes.

Le TGFP1 ne semble pas affecter le développement des blastocystes, le taux de
clivage ou encore le nombre de cellules chez les bovins (Keefer et al., 1994). Le PDGF
stimule le développement embryonnaire in vitro chez le lapin. Le TGF, le FGF et le PDGF
augmentent chez les bovins le passage de I’embryon du stade morula au stade blastula (Lim et
al., 1996).

La GH augmente la fréquence des clivages du zygote et le taux de blastocystes chez

le bovin (Perrad, 1998). Elle posséde ainsi un effet positif sur le développement si on 1I’a mise




L’hormone et les facteurs de croissance dans la FIVETE 41

dans le milieu de MIV : elle est importante pour I’acquisition par I’ovocyte de la compétence
a poursuivre un développement embryonnaire ultérieur (Perrad, 1998).
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Les expériences réalisées pour ce mémoire ont été effectuées au laboratoire de
Physiologie Animale des Facultés Universitaires Notre-Dame de la Paix.

Le sperme utilisé provient du Centre d’insémination et de sélection ovine (CISO) de
Faulx-Les-Tombes ; quant aux ovocytes, ils ont été prélevés sur des brebis tuées a 1’abattoir
d’Anderlecht.

I. MATURATION IN VITRO.

1. Svynthése des différents milieux.
Les produits ayant servi pour les essais de maturation in vitro et les quantités

utilisées dans le milieu de récolte et de lavage (tableau 2) et dans le milieu de maturation
(tableau 3) sont donnés dans les tableaux 1 a 3.

Tableau 1 : Liste des produits utilisés et de leurs références.

Nom du produit Référence

bFGF humain recombinant Biosource PHG0024 (USA)

Chlorure de sodium (NaCl) Vel 1723

EGF humain recombinant Biosource PHG0064 (USA)

Fluide folliculaire Ovaires abattoir

FSH ovine (0-FSH) NIH NIAmDD-oFSH-RP-1

Gentamycine Sigma G-1272

Héparine Leo

HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’- Sigma H-6147
[2ethanesulfonic acid])

Hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3) Merck 4936

IGF-I humain recombinant Biosource PHG0074 (USA)

IGF-II humain recombinant Biosource PHG0084 (USA)

Milieu de culture tissulaire 199 (TCM 199) Gibco 31100-076

Tableau 2 : Composition du milieu de récolte.

Nom du produit Quantité (pour 1 litre de solution)

Milieu de culture tissulaire 199 (TCM 199) 9,820 g

Hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3) 2,200 g

HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazine-N’- 2,283 g
[2ethanesulfonic acid])




Figure I : Tractus génital de brebis :
1 : col de I'utérus,
2 : utérus,
3 : ovaire,

4 : corne utérine,

5 : corps jaune.

Figure 2 : Ponction d’un follicule :
1 : follicules,
2 : aiguille de ponction.
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Gentamycine (10 %) 4 ml
Héparine (5000 Ul/ml) ; 2 ml

Le milieu de lavage est identique mais il ne contient pas d’héparine.

Tableau 3 : Composition du milieu de maturation.

Nom du produit Quantité (pour 1 litre de solution)
Milieu de culture tissulaire 199 (TCM 199) 9,820 g
Hydrogénocarbonate de sodium 2,200 g

o-FSH S He

Fluide folliculaire 10 %

Ces trois milieux sont préparés avec de I’eau milliQ (aimablement fournie par le
laboratoire de Biologie Moléculaire Structurale) et leur pH est ajusté a 7.3. Ils sont préparés la
veille de leur utilisation et mis dans I’étuve a CO, (39 °C, 95 % H.R. et 5 % de CO;) (Heto
Lab Equipment Cellhouse 200) pour permettre une équilibration entre le CO, dissous (sous
forme d’hydrogénocarbonate) et le CO, de I’air. Cet équilibre, avec le taux constant de CO,
dans I’air, va permettre de tamponner le milieu et de le maintenir & un pH constant. Toutes les
solutions utilisées sont filtrées avec des filtres millipores des 0.22 p (Syringe filters 0.2 pm,
Gelman Sciences 3316) pour les rendre stériles.

2. Récolte des ovocytes.

Les ovaires sont prélevés a 1’abattoir d’ Anderlecht sur des brebis dans les minutes
qui suivent leur sacrifice (figure I (1)). Ils sont directement placés dans un récipient contenant
du liquide physiologique (NaCl a 9 g par litre d’eau distillée) a 39°C. Ce méme récipient est
contenu dans une boite en frigolite avec de 1’eau & 39°C, afin d’amplifier I’inertie thermique
de I’ensemble. Cette eau est d’ailleurs réguliérement remplacée pour ainsi maintenir la
température de 39°C la plus constante possible. Une fois un quota de 80 a 100 ovaires atteint,
ceux-ci sont ramenés endéans 1’heure a Namur.

Les ovaires sont alors lavés deux fois dans du liquide physiologique a 39°C et sont
gardés au chaud dans la méme solution, au bain-marie a 39°C. Les follicules de 2 &4 10 mm de
diameétre sont ensuite ponctionnés (figure 2) grace a la pompe a vide schématisée a la Figure
3. L’aiguille de ponction de 18G1/2 (Seringe 18G1/2, Terumo 40-12) est introduite dans le
follicule et est manipulée de fagon a « racler » le follicule. L’aspiration utilisée est d’environ
25-30 mm Hg. On aspire ainsi tout le contenu du follicule, ¢’est-a-dire le fluide folliculaire et
le COC (Complexe Ovocyte-Cumulus) passent par un tuyau d’une dizaine de centimétres
pour se retrouver dans un tube en verre (Venoject Terumo) contenant du milieu de récolte.

(1) Toutes les photos ont été tirées d’un film réalisé par le centre audio-visuel des FUNDP lors de nos
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Légende : 1 : Robinet d’eau 2 Pince (réglage asplratlon)
3:Graduation . . 4:ColonneHg
5 : Aiguille de ponctxon 6 : Tube de récolte
7:Milieuderécolte = 8:Faua39%c
9: Tuyau del0cm : 10 : Ovaire
11 : Hollicule 12 : Corps j Jaune
Entre let2 se trouve un récuperateur de mercure .

Figure 3 : Systéme de ponction des follicules.
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Apres la ponction de 5-6 ovaires, la tuyauterie est rincée par aspiration d’une petite quantité
de milieu de récolte, ce qui permet de ramasser les COC qui ont tendance a coller dans le
tuyau suite a la formation de fibrine. En général, on obtient ainsi pour les 80 ovaires deux
tubes de 10 ml remplis d’un mélange de fluide folliculaire et de milieu de récolte.

3. Traitement et mise en maturation des ovocytes.

3.1. Milieux de maturation.

A partir du milieu de maturation de base, on peut tester I’effet des facteurs de
croissance. En effet, on sait que le fluide folliculaire rajouté dans le milieu de maturation est
surtout utilisé pour sa richesse en facteurs de croissance. Seulement, 1’utilisation d’un milieu
non défini implique des variations dans sa composition, et aussi des problémes de stérilité ou
de présence d’une substance inadéquate. Il serait donc intéressant de mettre au point un milieu
défini pouvant remplacer le fluide folliculaire, d’ou I’étude de I’effet des facteurs de
croissance.

Un essai pour un facteur de croissance va donc comprendre un test négatif, un test
positif, un test avec le facteur de croissance, et enfin un méme test avec en plus du fluide
folliculaire. Le test négatif est un essai de maturation ovocytaire avec du milieu de maturation
classique mais sans fluide folliculaire, contrairement au test positif qui en contient. Le test du
facteur de croissance est mené avec du milieu de maturation classique sans fluide folliculaire
mais additionné du facteur de croissance en question a une concentration de 10 ng par ml en
général. Ceci va permettre de voir si le facteur de croissance est capable de remplacer le fluide
folliculaire. Pour vérifier si ce facteur est présent dans le fluide folliculaire ou non, on effectue
un quatriéme test avec le facteur de croissance et le fluide folliculaire. Si I’effet reste inchangé
par rapport a celui du facteur de croissance seul, on dira qu'il n'y a pas d'effet additif entre le
fluide folliculaire et le facteur de croissance, ce qui est une indication de la présence probable
du facteur de croissance ou d’une molécule trés proche dans le fluide folliculaire.

Lorsqu’on teste plusieurs facteurs de croissance, un test positif et un test négatif
suffisent pour I’ensemble des tests. Pour un meilleure comparaison des résultats, il vaut mieux
utiliser toujours les mémes produits, et en particulier pour le fluide folliculaire (qui provient
d’un méme pool d’ovaires). De méme, on utilisera toujours des volumes identiques de milieu
de maturation par puits (plaques a quatre puits), avec un nombre identique d’ovocytes par
puits.

3.2.  Traitement des ovocytes et mise en maturation.

Les tubes de récolte sont gardés au chaud dans le bain marie a 39°C. Il vont étre
vidés dans des boites de pétri quadrillées de 9 cm de diamétre (figure 4). Cette opération et




Figure 4 : Récupération des COC a I’aide de 1’'unopette.

Figure 5 : Lavage des COC récupérés.

Figure 6 : COC avant la maturation.
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celles qui suivent sont effectués sur une plaque chauffante maintenue a 39 °C et mise sous la
hotte a flux laminaire (hotte a flux horizontal Holten LaminAir) pour garantir la stérilité. Le
binoculaire placé sous la hotte est aussi muni d’une plaque chauffante. Les différentes
manipulations des ovocytes sont effectuées sous la hotte dans des conditions de stérilité
maximum, toujours a 39°C, et avec une seringue hamilton de 10 pl munie d’une unopette
(capillaire en verre) préalablement autoclavée.

Les COC sont ainsi récupérés (figure 4), déposés dans le milieu de lavage et
transférés successivement dans quatre puits de lavage (contenant 500 pul de milieu de lavage
par puits) pour les isoler des amas cellulaires et autres débris qui se trouvent dans le milieu de
récolte (figure 5). Ceci va également permettre d’éliminer un maximum de contaminations et
de tuer les bactéries grace a la présence de gentamycine dans le milieu.

Enfin, les COC avec un cumulus constitué d’au moins deux couches de cellules mais
sans masse granulosale importante (figure 6) sont mis dans les puits avec les milieux de
maturation (333 pl de milieu par puits). Sauf pour les essais initiaux de mise au point, nous
avons chaque fois mis 6 ovocytes par puits. Les boites de pétri sont alors placées pour 24
heures dans ’étuve a CO,. Celle-ci est chauffée a 39 °C, avec une humidité relative d’environ
95 % et un pourcentage de CO; de 5 %. Il a en effet ét€ montré que 1’atmospheére optimum
pour la MIV et la FIV posséde 95 % d’humidité relative et 5 % de CO2 (104).

II. RECOLTE ET CAPACITATION DES SPERMATOZOIDES.

1. Synthése des différents milieux.
Les tableaux 4 a 7 donnent la liste des produits utilisés (tableau 4), la composition du

dilueur de sperme de bouc et de bélier (tableau 5), de la solution saline (tableau 6) et du
milieu de capacitation DM-H (tableau 7).

Tableau 4 : Liste des produits utilisés pour la dilution et la capacitation du sperme.

Nom du produit Référence
Acide ascorbique _ Vel 4074
Albumine bovine sérique (BSA) Sigma A-9647
Carbonate de Calcium Vel 1223
Chlorure de calcium bihydraté (CaCl,.2H,0) Vel 1226
Chlorure de magnésium 6 fois hydraté Merck 5833
(MgCl,.6H,0)
Chlorure de potassium (KCI) Merck 4936
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Chlorure de sodium (NaCl)
Dextrose anhydre (glucose)

Dihydrogénophosphate de sodium bihydraté
(NaH,P04.2H,0)

Dihydrogénophosphate de sodium monohydraté
(NaH,P04.H,0)

Gentamycine

Hyaluronidase

HEPES

Hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3.H,0)

Inositol

Lactate de calcium pentahydraté

Lévulose

Monohydrogénophosphate de magnésium trihydraté
(MgHPO4.3H,0)

Monohydrogénophosphate de sodium (NaHPO4)

Pyruvate de sodium

Rouge phénol

Sérum de brebis en chaleur
d-a-tocopherol

Vel 1723
Vel 5974
Vel 1290
Vel 1769

Merck 6346

Sigma G-1272
Sigma H-3506
Sigma H-6147
Merck 6329
Vel 7809

UCB 551

Vel 1427
Sigma M-1265

Vel 1770

Sigma P-4562
Sigma P-0290
Brebis en chaleur CRO
Sigma T-3634

Tableau 5 : Composition du dilueur de sperme (DBB).

Nom du produit Quantité (pour 1 litre de solution)
Acide ascorbique 0.050 g
Carbonate de calcium (CaCOs3) 0.070 g
Dihydrogénophosphate de sodium bihydraté 0.650 g
(NaH,P04.2H,0)
Gentamycine 2 ml
HEPES 11.900 g
Inositol 11.200 g
Monohydrogénophosphate de magnésium trihydraté 0.140 g
(MgHPO4.3H,0)
Monohydrogénophosphate de sodium (NaHPO,) 6.500 g
Lévulose 11.200 g
Rouge phénol 2ml
d-o-tocopherol S5ul

La composition de ce dilueur a été établie par le laboratoire de physiologie animale.
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Si I’on veut congeler le sperme, il faut rajouter dans le DBB 20 % de jaune d’ceuf et
10 % de glycérol comme cryoprotecteurs.

Tableau 6 : Composition de la solution saline.

Nom du produit Quantité (pour 1 litre de solution)

Chlorure de calcium bihydraté (CaCl,.2H20) 0.330¢g

Chlorure de magnésium 6 fois hydraté 0.106 g
(MgCl,.6H,0)

Chlorure de potassium (KCI) 0.300 g

Chlorure de sodium (NaCl) 7.570 g

Dihydrogénophosphate de sodium monohydraté 0.113 g
(NaH;P0O4.H,0)

Hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3.H,0) 0.350 g

Les différents sels sont dissous dans de I’eau milliQ. Cette solution saline peut se

conserver un mois a 4°C. Elle est utilisée pour la préparation du milieu de capacitation DM-
H.

Tableau 7 : Composition du milieu de capacitation.

Nom du produit Quantité (pour 1 litre de solution)
Albumine bovine sérique (BSA) 4.000 g

Dextrose anhydre (glucose) 2.500 g

HEPES 2383 ¢

Pyruvate de sodium 0.137 g

Sérum de brebis en chaleur 20 %

Les différents composants sont dissous dans de la solution saline. Le sérum de brebis
en chaleur est auparavant décomplémenté durant 1 heure a 56 °C et filtré pour éliminer toute
une série de protéines (les peptides comme les facteurs de croissance sont suffisamment
résistants pour passer cette étape). La solution est ajustée a pH 7.3.

2. Récolte du sperme.

Le sperme est récolté au CISO de Faulx-les-Tombes. On utilise la technique de vagin
artificiel en veillant a tout moment a ne donner aucun choc, thermique ou osmotique, aux
spermatozoides. La qualité de la semence est ensuite évaluée : volume, numération des
spermatozoides (spectrophotomeétre a 500 nm ou sur cellule de Burker), proportion de morts,
motilité,... La semence est alors diluée avec du DBB jusqu’a une concentration de




Figure 7 : Sortie de la paillette de 1’azote liquide.

Figure 8 : Sperme dilué centrifugé.
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spermatozoides de 400 millions par ml. Elle peut-étre conservée au frigo a 4°C plusieurs
jours, mais dans nos essais nous 1’avons utilisée directement sans refroidissement a une
température inférieure a 20°C.

Si I’on congele le sperme, le DBB est additionné de jaune d’ceuf (contenant des
phospholipides) et de glycérol. Ces molécules de haut poids moléculaire vont provoquer une
déshydratation des cellules et ainsi empécher la formation de grands cristaux de glace. On fait
ensuite les mémes dilutions et la semence est mise dans des paillettes a raison de 250 pl, soit
100 millions de spermatozoides, par paillette. Aprés différentes étapes de refroidissement, les
paillettes sont plongées dans 1’azote liquide a —196°C.

3. Traitement et capacitation des spermatozoides.

Si I’on utilise du sperme congelé (figure 7), la décongélation s’effectue en plongeant
la paillette de sperme dans un bain marie a 39°C pendant une minute. La capacitation dure
alors environ une heure. Pour le sperme frais, cette capacitation dure entre 4 et 6 heures.
Différentes techniques de capacitation peuvent étre utilisées. Pour le sperme congelé, étant
donné que I’on a une proportion de spermatozoides morts d’environ 50 %, il est intéressant de
séparer les cellules mortes des vivantes. Ceci peut-étre réalisé via une centrifugation
(Beckman Model J-6 Centrifuge) sur gradient de percoll ou un swim-up. Pour le sperme frais
avec ses 95 a 100 % de spermatozoides vivants, il suffit de séparer les spermatozoides du
dilueur et du liquide séminal qui contient des facteurs de décapacitation pour permettre une
capacitation. On procéde donc a une ou plusieurs centrifugations pour laver les
spermatozoides.

3.1. Centrifugation sur gradient de percoll.

Cette méthode permet une sélection des spermatozoides vivants sur base de la
densité. Elle est basée sur une différence (inexpliquée) de densité entre les spermatozoides
vivants et les morts. On fait donc un gradient & deux niveaux de percoll dilu¢ dans du milieu
de capacitation. On place d’abord du percoll a 45 % dans un tube conique, et ensuite, a 1’aide
d’une pipette Pasteur, on met le percoll a 90 % sous celui a 45 %. Pour mieux visualiser le
gradient, on peut rajouter une goutte de rouge phénol dans le percoll a 45 %. Apres avoir
déposé la semence au-dessus du gradient, on centrifuge 20 minutes a 2000 RPM. Les
spermatozoides vivants, plus denses que les morts, se situent en majorité dans le culot tandis
que les morts restent a I’interface des deux solu<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>