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Résume

PATL2, une protéine ovocytaire nécessaire a la maturation ovocytaire et

au développement embryonnaire préimplantatoire

A la naissance, la réserve ovarienne de la femme est composée d’environ 1 million d’ovocytes
primaires, arrétés en prophase de premiere méiose. Ces ovocytes, stockés dans un état immature,
vont devoir réaliser plusieurs étapes avant de devenir aptes a soutenir le développement d’un
embryon. Une premiére phase, dite phase de croissance, est caractérisée par une élévation
importante du volume ovocytaire. Elle est suivie d’'une phase de maturation méiotique qui débute
par la rupture de la vésicule germinale et I'achévement de la premiére méiose, étape marquée par
I’extrusion du premier globule polaire. L'ovocyte devient alors un ovule mature, bloqué en
métaphase de seconde méiose, et capable d’étre fécondé. La derniere étape de maturation
ovocytaire dépend de facteurs apportés par le spermatozoide et ne sera réalisée qu’aprés la
fécondation. La formation du second globule polaire marque alors I'achévement de la seconde
division méiotique.

La phase de croissance ovocytaire est caractérisée par une activité transcriptionnelle intense
permettant la production de nombreux ARN messagers. A partir de la maturation méiotique, la
transcription est arrétée, elle ne reprendra qu’a I'activation du génome embryonnaire, au stade
2-cellules chez la souris, et entre les stades 4 et 8-cellules chez la femme. La production des
protéines nécessaires a la maturation méiotique, a la fécondation et au développement
embryonnaire jusqu’a l'activation du génome embryonnaire dépend alors des ARNm accumulés
au cours de la croissance ovocytaire. La régulation de leur stockage, de leur traduction au moment
opportun, mais aussi de leur dégradation lorsqu’ils ne sont plus nécessaires, sont des éléments
essentiels a la production d’ovules capables de se développer.

L’échec de maturation ovocytaire est un type d’infertilité féminine caractérisé par la
production d’ovules immatures, incapables d’étre fécondés. Un variant du gene Patl2, a |'origine
d’un codon stop prématuré, a été identifié comme responsable de ce type d’infertilité.
L’orthologue de PATL2 chez le xénope est une ribonucléoprotéine abondante dans les ovocytes et
impliquée dans la régulation de la traduction des ARNm ovocytaires. La fonction de la protéine
est, en revanche, mal caractérisée chez les Mammiféres. Dans ce travail de thése, j’ai montré que
PATL2 est abondante dans les ovocytes et reste présente dans les embryons de souris jusqu’au
stade zygote. De plus, cette protéine est essentielle a la formation d’ovules et d’embryons de
qualité et son absence est responsable d’anomalies de maturation méiotique, d’arréts prématurés
du développement embryonnaire préimplantatoire et induit la formation de blastocystes
anormaux.

Mots clés : infertilité féminine, maturation ovocytaire, échec de maturation ovocytaire, qualité
ovocytaire, développement embryonnaire préimplantatoire, PATL2.



Abstract

PATL2, an oocyte protein necessary for oocyte maturation and

preimplantation embryo development

At birth, female ovarian reserve is composed of approximately 1 million primary oocytes
arrested in prophase of first meiosis. These oocytes, stored in an immature state, will have to go
through several stages before becoming able to support the development of an embryo. A first
period, called the growth phase, is characterized by a significant increase in oocyte volume. It is
followed by meiotic maturation which begins with germinal vesicle breakdown and completion of
the first meiosis, marked with the extrusion of the first polar body. The oocyte becomes an egg,
blocked in metaphase of second meiosis, and capable of being fertilized. After fertilization, the
second polar body extrusion marks the second meiotic division achievement.

The oocyte growth phase is characterized by an intense transcriptional activity and the
production of numerous messenger RNAs. From meiotic maturation stage, transcription is
stopped and will not resume until the activation of the embryonic genome, at the 2-cell stage in
mice, and between the 4 and 8-cell stage in women. Synthesis of proteins necessary for meiotic
maturation, fertilization and embryonic development until embryonic genome activation depends
on the mRNAs accumulated during oocyte growth. The correct regulation of mRNAs storage, their
translation at the appropriate time but also their degradation when they are not necessary
anymore, are essential elements to produce competent eggs.

Oocyte maturation failure is a type of female infertility characterized by the production of
immature eggs, unable to be fertilized. A PATL2 variant, at the origin of a premature stop codon,
has been identified and is responsible for this type of infertility. PATL2’s xenopus orthologue is a
ribonucleoprotein abundant in oocytes, which contributes to regulate maternal mRNA translation.
In Mammals, PATL2 function is poorly characterized. In this project, | showed that, in mice, PATL2
is abundant in oocytes and is still present in zygotes. Moreover, this protein is essential for the
formation of good quality eggs and embryos and its absence is responsible for aberrant meiotic
maturation, premature embryo development arrest and induces the formation of abnormal
blastocysts.

Keywords: female infertility, oocyte maturation, oocyte maturation failure, oocyte quality,
preimplantation embryo development, PATL2.
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Chapitre n°1 : La biogenése des ovocytes de
Mammifeéres

|. Le systeme reproducteur féminin

1. Contexte général

L’appareil reproducteur interne féminin est composé du vagin, des ovaires, des oviductes et
de l'utérus. Chez la femme, les oviductes sont appelés trompes de Fallope. Les ovocytes sont
produits et stockés dans les ovaires, organe assurant également une fonction endocrine via la
sécrétion d’cestrogenes et de progestérone. De facon cyclique, tous les 28 jours en moyenne chez
la femme et tous les 4,5 jours chez la souris, un ou plusieurs ovocyte(s) est (sont) libéré(s) dans un
oviducte ou une trompe de Fallope ou il(s) pourra (pourront) étre fécondé(s) par un
spermatozoide. Tout en migrant le long de la trompe de Fallope/oviducte, 'embryon ainsi formé
se divisera par mitoses successives pour former un blastocyste au cours d’un processus appelé
développement embryonnaire préimplantatoire. Au 4°™ jour post fécondation chez la souris et
au 5°M¢ jour post fécondation chez la femme, le blastocyste éclos pour s’implanter dans
I’endometre, muqueuse qui tapisse I'intérieur de I'utérus. Cette étape, appelée nidation, a lieu 5
jours apreés la fécondation chez la souris et entre 7 et 10 jours aprés la fécondation chez la femme.

Dans ce manuscrit, le gamete féminin stocké dans les ovaires est appelé ovocyte. Le terme
ovocyte GV (Germinale Vesicle) sera utilisé pour parler d’un ovocyte primaire bloqué en prophase
de premiére méiose, stade caractérisé par la présence de la vésicule germinale. Au cours de sa
maturation, I'ovocyte achéve la premiére division de méiose avant de subir un nouvel arrét
méiotique en métaphase de seconde méiose. Il devient alors un ovocyte MIl. Une fois ovulé, ce
gamete devient un ovule qui pourra étre fécondé pour former un zygote. Le terme ovule immature
sera utilisé pour décrire un gamete ovulé sans avoir atteint le stade de maturation caractéristique
des ovules.

2. Axe gonado-hypothalamo-hypophysaire

L'axe gonado-hypothalamo-hypophysaire, regroupant I’hypothalamus, I'hypophyse et les
gonades, est un acteur essentiel du contréle du systeme reproducteur puisqu’il permet la
sécrétion d’hormones clés de la reproduction. Sécrétée de maniere pulsatile par I’hypothalamus,
la GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) permet la sécrétion de LH (Luteinizing Hormone) et
de FSH (Follicle-Stimulating Hormone) par I'antéhypophyse. La LH et la FSH sont des
gonadotrophines ou hormones gonadotropes qui régulent le fonctionnement des gonades. Ces
gonadotrophines sont des glycoprotéines composées d’une sous-unité alpha commune et d’une
sous-unité béta propre a chacune. Leurs récepteurs respectifs sont tous deux des récepteurs
transmembranaires appartenant a la famille des récepteurs couplés aux protéines G. En se fixant
sur son récepteur FSHR (Follicle-Stimulating Hormone Receptor) a la surface des cellules de la
granulosa, la FSH permet de stimuler la croissance des follicules et la sécrétion d’estradiol et de
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progestérone (Palermo, 2007). La LH qui se fixe a son récepteur LHR (Luteinizing Hormone
Receptor) a la surface des cellules de la theque est nécessaire a la maturation ovocytaire, a
I'ovulation et au développement du corps jaune (ou corpus luteum) qui se forme a partir du
follicule apres I'ovulation. En retour, le corps jaune produit de la progestérone qui permet de
préparer 'endometre a I'accueil de I'embryon. La LH permet aussi la sécrétion d’androgenes par
les cellules de la théque. Une sécrétion anormale de LH peut conduire a une altération de la
maturation ovocytaire, une absence d’ovulation et peut perturber le cycle menstruel de la femme,
le tout pouvant conduire a une infertilité. De méme, une anomalie au niveau du récepteur de la
FSH peut conduire a une insuffisance ovarienne prématurée (Cordts, Christofolini, Dos Santos,
Bianco, & Barbosa, 2011).

3. Lecycle ovarien : cas de la femme

D’une durée d’environ 28 jours, le cycle ovarien, hautement régulé, se divise en trois phases :
la phase folliculaire, I'ovulation et la phase lutéale (Messinis, Messini, & Dafopoulos, 2014), (Figure
1).

Phase folliculaire : au début de la phase folliculaire, les cellules de la granulosa des follicules
en croissance sécrétent de I'inhibine B et de la GnSAF (Gonadotropin Surge-Attenuating Factor).
L'inhibine B inhibe la sécrétion de FSH et la GnSAF limite la sécrétion de LH. L'estradiol, d’abord
produit en faible quantité, stimule la croissance de 'endometre et exerce un rétrocontrdle négatif
sur le complexe hypothalamo-hypophysaire. A la fin de la phase folliculaire, I'inhibine B diminue
ce qui permet une augmentation de la FSH qui favorise la croissance des follicules antraux et la
production d’estradiol.

Ovulation : la sélection du follicule dominant s’accompagne d’une forte augmentation du taux
d’estradiol et la dégénérescence des follicules subordonnés entraine une diminution de la GnSAF
levant ainsi l'inhibition de la production de LH. L'estradiol, produit en grande quantité exerce
désormais un rétrocontrole positif sur le complexe hypothalamo-hypophysaire et la sécrétion de
GnRH augmente. Ce rétrocontréle positif, associé a la diminution de I'inhibine B et de la GnSAF,
permet la production de gonadotrophines et notamment de LH. L’élévation rapide de la LH
déclenche alors I'ovulation.

Phase lutéale : aprés I'ovulation, le reste du follicule forme le corps jaune qui produit une
grande quantité d’inhibine A et de progestérone. Sous |'effet de la progestérone, I'endometre
entre en phase sécrétoire permettant I'accueil d’'un embryon.

En absence de grossesse, l'utérus produit de la prostaglandine F2a qui induit la
dégénérescence du corps jaune, c’est la lutéolyse. La dégradation du corps jaune entraine une
diminution de la progestérone et de I’estradiol qui, associés a I'augmentation de la prostaglandine
F2a, permet les contractions et la desquamation de I'endométre. Un nouveau cycle débute avec
les menstruations, la diminution de la progestérone et de I'estradiol permet une augmentation
transitoire de la FSH qui signe I'entrée dans une nouvelle phase folliculaire (Messinis et al., 2014).

En cas de gestation, les cellules du trophoblaste produisent de I'HCG qui stimule la sécrétion
de progestérone, d’inhibine A et d’estradiol et inhibe la production de prostaglandine F2a. Le
rétrocontréle négatif du complexe hypothalamo-hypophysaire réduit la sécrétion de
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gonadotrophines et bloque I'entrée dans une nouvelle phase folliculaire (Mihm, Gangooly, &

Muttukrishna, 2011).
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Figure 1 : Le controle du cycle ovarien.
Figure créée avec BioRender.
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4. Le cycle cestral : cas de la souris

Le modeéle souris est largement utilisé dans les études de biologie de la reproduction. Le cycle
cestral de la souris, qui dure en moyenne 4.5 jours, est composé de quatre phases : le procestrus,
I’cestrus, le metoestrus et le dicestrus. Le procestrus correspond a la fin de la phase folliculaire de
la femme et est caractérisé par des changements au niveau de l'utérus et notamment un
épaississement de I'endometre. Au début du procestrus, le taux d’estradiol est élevé, s’ensuit une
augmentation rapide du taux de FSH et de LH puis une diminution brutale du taux d’estradiol.
Cette diminution marque I'entrée dans I'cestrus qui correspond a la phase ovulatoire (Figure 2).
Chez la souris, I'ovulation se fait a la fin de I'cestrus, soit environ 12 h apreés le pic de FSH et de LH.
Le metcestrus, d’'une durée d’environ 8 h chez la souris, est la phase la plus courte du cycle cestral.
Elle est suivie par le dicestrus d’une durée d’environ 48 a 72 h. Ces deux phases sont marquées
par une nouvelle augmentation du taux d’estradiol (Ajayi & Akhigbe, 2020).

FSH
LH

R Progesterone

e Estradiol

Metestrus Diestrus Proestrus Estrus

Figure 2 : Le cycle cestral de la souris.

Au cours du metoestrus et du dicestrus, la quantité d’estradiol augmente progressivement pour
atteindre un pic lors du procestrus. Ce pic d’estradiol permet la production de FSH et de LH
nécessaire a I’ovulation. Ainsi, I’ovulation a lieu au cours de I’cestrus, environ 12 h apres le pic
de FSH et de LH. D’aprés (Miller & Takahashi, 2013).

II. La folliculogenese : de la formation du follicule a sa dégradation

1. Etablissement de la lignée germinale

La production des ovocytes commence durant le développement embryonnaire avec la
prolifération intense des cellules germinales primordiales qui se différencient en spermatogonies
chez ’homme et en ovogonies chez la femme. Entre la 6°™ et la 20°™ semaine de gestation, le
nombre d’ovogonies présentes dans les ovaires du feetus passe d’environ 10 000 a environ 7
millions. Entre 8 et 13 semaines de gestation, les ovogonies vont entrer en premiére division de
méiose pour former des ovocytes primaires arrétés au stade diploténe de la premiére prophase.
A partir de la 20°™ semaine de gestation, une quantité importante de ces cellules rentre en
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atrésie. A la naissance, les ovaires du nouveau-né contiennent environ 1 million d’ovocytes
primaires (Jamnongjit & Hammes, 2005; Machaty, Miller, & Zhang, 2017; Oktem & Urman, 2010).
Ce manuscrit s’intéresse au développement et a la qualité des ovocytes a partir du stade primaire,
la biogenéese des ovocytes avant la naissance ne sera pas détaillée.

2. Lesinteractions ovocytes — cellules folliculaires

Le follicule, unité fonctionnelle des ovaires, est une structure sphérique composée d’un
ovocyte entouré de différents types de cellules somatiques: les cellules de la granulosa
(également appelées cellules folliculaires) et les cellules de la theque. En fonction de leur état de
différenciation, les cellules de la granulosa forment les cellules murales de la granulosa ou les
cellules du cumulus. Les cellules de la théque, quant a elles, forment les cellules de la theque
interne et les cellules de la theque externe. Les cellules de la granulosa et les cellules de la theque
sont séparées par la membrane basale.

Les cellules folliculaires, qui se multiplient activement au cours de la croissance ovocytaire,
sont essentielles a la formation d’'un ovule capable de se développer. Les interactions entre
I'ovocyte et les cellules qui I'entourent sont permanentes et bidirectionnelles, et ce, malgré la
présence de la zone pellucide qui les sépare. |l existe différents types d’interactions entre I'ovocyte
et les cellules folliculaires.

2.a. Les projections transzonales

Les projections transzonales (PTZ) sont des extensions cytoplasmiques des cellules folliculaires
qui traversent la zone pellucide pour atteindre la membrane plasmique de I'ovocyte (Figure 3). Au
niveau de la zone de contact entre les projections transzonales et la membrane plasmique de
I’ovocyte, se trouvent deux types de jonctions : les jonctions adhérentes (ou zonula) composées
de protéines de la famille des cadhérines et des caténines et qui participent a I'ladhésion cellulaire,
et des jonctions communicantes, aussi appelées « gap jonctions », formées par des protéines de
types connexines (R. Li & Albertini, 2013). Les jonctions communicantes permettent les échanges
de molécules telles que des sucres, des acides aminés ou des acides nucléiques (Clarke, 2018) et
participent a réguler la maturation ovocytaire puisqu’elles assurent le transfert du cGMP des
cellules de la granulosa vers I'ovocyte, permettant ainsi le maintien de I'arrét méiotique (Baena &
Terasaki, 2019), (Figure 4).
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Figure 3 : Interactions ovocytes - cellules folliculaires par les projections transzonales.
Les projections transzonales (TZP) sont des prolongements cytoplasmiques des cellules de la

granulosa qui traversent la zone pellucide et rentrent en contact avec l'ovocyte par
I'intermédiaire des jonctions communicantes.

A : observation des TZP dans un follicule bovin par marquage des filaments d’actine avec de la
phalloidine (rouge). D’apres (R. Li & Albertini, 2013).

B : observation, en microscopie électronique a transmission, des TZP et des jonctions
communicantes (gap jonction, GJ) présentes a I'interface entre un ovocyte et les cellules de la
granulosa chez le marmouset. D’apres (Gilchrist, Lane, & Thompson, 2008).

2.b. Les interactions paracrines

L’ovocyte communique également avec les cellules folliculaires de maniére paracrine, c’est-a-
dire par I'intermédiaire de composés qui, sécrétés par une cellule, agissent sur les cellules voisines.
GDF9 (Growth Differentiation Factor 9) et BMP15 (Bone Morphogenetic Protein 15) sont des
facteurs de croissance de la famille des TGFB sécrétés par I’ovocyte et qui régulent la prolifération
des cellules de la granulosa au cours de la folliculogenése (Figure 4). De méme, les CEEF sécrétés
par I'ovocyte agissent de maniére paracrine sur les cellules du cumulus afin d’initier I’expansion
du cumulus (Gilchrist et al., 2008).
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Figure 4 : Interactions bi-directionnelles entre I'ovocyte et les cellules folliculaires.

Dans les follicules primordiaux, avant la mise en place de la zone pellucide, la membrane
plasmique de I'ovocyte est en contact direct avec celle des cellules de la granulosa. L’activation
des follicules primordiaux passe par l'interaction entre le ligand kit sécrété par les cellules de
la granulosa et son récepteur a la surface de I'ovocyte. Dans le follicule en croissance, la mise
en place de la zone pellucide sépare I’ovocyte des cellules de la granulosa. Ces derniéres entrent
alors en contact avec I’ovocyte grace a des prolongements cytoplasmiques qui passent a travers
la zone pellucide et se terminent par différents types de jonctions et notamment des jonctions
communicantes (gap jonctions) qui assurent le transfert de nutriments et de cGMP vers
I'ovocyte. En retour, I'ovocyte sécréte des facteurs de croissance (GDF9, BMP15) agissant sur
les cellules de la granulosa de maniére paracrine. Les interactions entre I’ovocyte et les cellules
folliculaires sont donc bidirectionnelles et essentielles a la croissance des follicules et a la
régulation méiotique. D’apres (Clarke, 2018).

3. Formation des follicules primordiaux

L'ovogenése et la folliculogenése sont deux processus étroitement liés puisque chaque
ovocyte grandit et mature au sein de son follicule. La folliculogenése peut étre divisée en deux
phases : la phase pré-antrale et la phase antrale. Au cours de la phase pré-antrale, la croissance
des follicules est indépendante des gonadotrophines. A la 15°™ semaine de gestation, les ovocytes
primaires, d’'un diamétre d’environ 35 um, s’entourent d’une couche unique de cellules
épithéliales aplaties, appelées cellules de la granulosa, et forment les follicules primordiaux. A la
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naissance, ces follicules insensibles aux gonadotrophines sont stockés dans un état quiescent et
constituent la réserve ovarienne de la femme (Conti & Chang, 2016; Oktem & Urman, 2010).

Indépendant des Sensible aux
gonadotrophines  gonadotrophines

Dépendant des gonadotrophines

Follicule  Follicule
primordial  primaire Follicule
secondaire
Follicule tertiaire
. - @ ==
Ovocyte
022 o Cellules de la Cellule de la
primaire arrété Panios theque 100 pm

en prophase I

Follicule pré-ovulatoire

Figure 5 : Représentation simplifiée des différents stades de la folliculogenése chez la souris.
A la naissance, la réserve ovarienne est constituée de follicules primordiaux composés d’un

ovocyte primaire occupant la majorité du volume du follicule. Cet ovocyte est arrété en
prophase | et entouré d’une couche unique de cellules de la granulosa. Chez la souris, le follicule
primordial mesure environ 25 um de diameétre et contient un ovocyte mesurant environ 17 um.
Chez la femme, le follicule primordial de 40 pm de diameétre contient un ovocyte primaire
mesurant environ 35 um. Régulierement et de facon indépendante des gonadotrophines, une
cohorte de follicules primordiaux est recrutée et reprend son développement. Les cellules de
la granulosa, initialement aplaties, prennent une forme cubique dans les follicules primaires
puis se multiplient pour former les follicules secondaires entourés de plusieurs couches de
cellules de la granulosa. Une nouvelle couche de cellules appelées cellules de la theque se forme
en périphérie des follicules secondaires. Dans les follicules pré-antraux désormais sensibles aux
gonadotrophines, du liquide commence a s’accumuler entre les cellules de la granulosa, ce
liquide formera la cavité caractéristique des follicules antraux. A partir de la puberté,
I'augmentation de la FSH circulante stimule le recrutement cyclique d’un groupe de follicules
antraux au sein duquel le follicule dominant se démarquera par une croissance plus importante.
Le follicule dominant sécréte alors de lIinhibine et des cestrogénes ayant pour conséquence
I’arrét du développement des autres follicules. Chez la souris, le diametre du follicule pré-
ovulatoire est d’environ 550 um. Chez la femme, il atteint les 2 mm. Figure créée avec
BioRender.

4. Activation des follicules primordiaux et formation des follicules primaires

Au cours d’un processus appelé recrutement initial, un pool de follicules primordiaux est
sélectionné et rentre en croissance. Le recrutement initial, indépendant des gonadotrophines,
s’oppose au recrutement cyclique qui permettra, a partir de la puberté, de sélectionner un follicule
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dominant qui sera ovulé (McGee & Hsueh, 2000). Parmi les follicules sélectionnés, I'immense
majorité va dégénérer au cours d’un processus appelé atrésie.

La formation des follicules primaires a partir de follicules primordiaux se caractérise par un
changement de forme des cellules de la granulosa : initialement aplaties dans les follicules
primordiaux, les cellules de la granulosa prennent une forme cubique dans les follicules primaires.
De plus, ces cellules commencent a exprimer les récepteurs de la FSH. La zone pellucide
commence a se former autour de I'ovocyte et les jonctions communicantes s’installent entre
I'ovocyte et les cellules de la granulosa, en passant par la zone pellucide. Ce phénomeéne est
finement régulé et plusieurs voies de signalisation sont impliquées. Acteur clé de cette régulation,
la voie de signalisation PTEN/PI3K joue un r6le majeur dans I’activation des follicules primordiaux.
Cette voie de signalisation met en jeu deux protéines antagonistes: la phosphatase PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog detected on chromosome 10) responsable du maintien des
follicules dans un état quiescent et PI3K (Phosphatidylinositol 3 Kinase), une protéine kinase
nécessaire a l'activation des follicules primordiaux. La fixation du ligand kit, un facteur de
croissance sécrété par les cellules de la granulosa, a son récepteur a la surface des ovocytes,
permet |'activation de la protéine kinase PI3K. En phosphorylant PIP2 en PIP3, PI3K permet la
phosphorylation et I'activation de la protéine kinase B ou AKT, une sérine-thréonine kinase
impliquée dans la prolifération et la survie cellulaire. Cette protéine kinase va alors phosphoryler
et inhiber FOXO3 (forkhead box 03), un facteur de transcription impliqué dans I'apoptose et I'arrét
du cycle cellulaire qui maintient I'ovocyte dans un état quiescent (Reddy et al., 2005) (Sanchez &
Smitz, 2012). L’activation de AKT permet également la phosphorylation et I'inactivation de TSC1
(Tuberous Sclerosis Complex 1), un géne suppresseur de tumeur qui régule négativement mTORC1
(Mammalian Target Of Rapamycin Complex 1) et maintient, lui aussi, les follicules dans un état
quiescent (Sanchez & Smitz, 2012). Ainsi, I'inhibition de FOXO3 et I'activation de mTOR via PI3K
permet I'activation des follicules primordiaux et la formation des follicules primaires.
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Figure 6 : Représentation schématique de la voie de signalisation PI3K/PTEN régulant I’activation
des follicules primordiaux.

L’activation de PI3K via la fixation du ligand kit sur son récepteur a la surface des ovocytes
permet de phosphoryler et d’activer AKT. En retour, AKT phosphoryle FOXO3 qui est alors
transloqué du noyau vers le cytoplasme et devient inactif. En inhibant TSC1, régulateur négatif
de mTORC1, I'activation de AKT permet également Iactivation de mTORC1. Ainsi, I'inactivation
de FOXO03 et I’activation de mTORC1 participent au développement des follicules primordiaux
et des follicules primaires (Sanchez & Smitz, 2012).

NOBOX (Newborn ovary homeobox gene), géne exprimé par |'ovocyte, est un acteur essentiel
de la folliculogenése puisque son absence chez la souris rend les femelles infertiles du fait d’'un
arrét du développement folliculaire au stade follicule primordial. NOBOX est un facteur de
transcription qui régule I'expression de plusieurs genes clés de la folliculogenése, dont GDF9 et
BMP15, des facteurs de croissance sécrétés par I'ovocytes et qui agissent de maniéere paracrine
sur les cellules de la granulosa.

L’expression des récepteurs de la FSH par les cellules de la granulosa et la formation des
jonctions communicantes entre ces cellules et I'ovocyte sont deux événements clés ayant lieu
dans les follicules primaires. L’expression des récepteurs a la FSH est contrblée par I'activine,
hormone antagoniste de I'inhibine, produite par les cellules de la granulosa et agissant ici de
maniére autocrine (Conti & Chang, 2016). En 1993, Manabu Nakamura et son équipe ont montré
que le traitement des cellules de la granulosa de rats avec de I'activine permet d’augmenter de
maniere dose dépendante la quantité d’ARNm codant pour le récepteur a la FSH (M. Nakamura et
al., 1993). Les jonctions communicantes sont composées de protéines transmembranaires qui
forment des pores permettant des échanges d’ions et de petites molécules inférieures a 1 kD
(incluant I’Adenosine 3',5'MonoPhosphate Cyclique ou AMPc) entre deux cellules adjacentes.
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L'unité fondamentale des jonctions communicantes s’appelle le connexon et est composée de
protéines appartenant a la famille des connexines (Cx). Les connexines 32 (Cx32) et 43 (Cx43)
forment les jonctions des cellules de la granulosa entre elles. Chez les souris déficientes en Cx43,
les cellules de la granulosa ne proliférent pas et la folliculogenése s’arréte avant le stade de
follicule secondaire (Ackert, Gittens, O'Brien, Eppig, & Kidder, 2001). Les connexines 37 (Cx37)
forment les jonctions communicantes entre l'ovocyte et les cellules de la granulosa qui
I’entourent. L’absence de ces connexines chez les souris est responsable d’une infertilité des
femelles du fait d’'une absence d’ovulation et de la production d’ovocytes méiotiquement
incompétents, caractérisés par une forte altération de leur capacité a faire la GVBD (Germinal
Vesicle Break Down), premiére étape de la reprise de la méiose (Simon, Goodenough, Li, & Paul,
1997). Cela souligne donc I'importance des facteurs apportés par les cellules de la granulosa, tant
pour leur prolifération que pour la maturation de I'ovocyte.

5. Du follicule primaire au follicule secondaire

Dans le follicule secondaire, I'ovocyte grossit et s’entoure de plusieurs couches de cellules de
la granulosa. Une couche de cellules se différencie pour former les cellules de la théque, séparées
des cellules de la granulosa par la membrane de Slavjanski. Les cellules de la théque sont
entourées de vaisseaux sanguins qui assurent le transport des nutriments et des gonadotrophines
vers le follicule. Le développement du follicule secondaire prend plusieurs mois chez la femme et
est indépendant des gonadotrophines. Il dépend de plusieurs facteurs sécrétés par les cellules de
la granulosa (I’activine), les cellules de la théeque (BMP4 et BMP7) ou bien par I'ovocyte lui-méme
(TBP2, GDF9, BMP15).

TBP2 (TATA-box-binding protein 2) est un facteur de transcription exprimé exclusivement par
I'ovocyte et impliqué dans la régulation de la transcription. Son absence chez la souris entraine
une dérégulation de I'expression de plusieurs génes clés de la folliculogenése dont Bmp15 et Gdf9.
Les femelles déficientes en TBP2 ont une réduction du nombre de follicules secondaires et sont
infertiles. GDF9 et BMP15 sont des protéines appartenant a la famille des TGF-B (transforming
growth factor-B) et régulées par NOBOX. Sécrétées exclusivement par I'ovocyte, elles régulent le
développement des follicules, la maturation ovocytaire et I'ovulation. GDF9 a une importance
toute particuliere dans la formation des follicules secondaires car elle régule la prolifération des
cellules de la granulosa de fagon indépendante de la FSH (Elvin, Clark, Wang, Wolfman, & Matzuk,
1999). La fixation de GDF9 sur son récepteur BMPR2 (BMP receptor type Il) sur les cellules de la
granulosa permet I’activation de la voie de signalisation SMAD2/3 via ALK5. BMP15, quant a elle,
active la voie de signalisation SMAD1/5/8 via ALK6 (Cadenas et al., 2022; Vitt, Mazerbourg, Klein,
& Hsueh, 2002). Chez la souris, les femelles déficientes en GDF9 sont infertiles du fait d’un arrét
de la folliculogeneése au stade de follicule primaire. BMP15 régule également la prolifération des
cellules du cumulus. Toujours chez la souris, elle est moins essentielle que GDF9 puisque les
femelles déficientes en BMP15 sont sous-fertiles (Yan et al.,, 2001). Chez la femme, une
dérégulation de GDF9 ou BMP15 est observée chez des patientes atteintes du syndrome des
ovaires polykystiques ou d’insuffisance ovarienne précoce (Chang, Qiao, & Leung, 2016).
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6. Formation du follicule tertiaire et du follicule antral

A la fin du stade de follicule secondaire, lorsque celui-ci mesure environ 200 um de diamétre,
du liguide commence a s’accumuler entre certaines cellules de la granulosa et le follicule devient
un follicule tertiaire ou pré-antral, dont les cellules de la granulosa expriment les récepteurs a la
FSH et a la LH, et les cellules de la theque expriment les récepteurs a la LH. Au cours du
développement pré-antral, la taille de I'ovocyte augmente rapidement, les cellules de la granulosa
et de la théque continuent de proliférer, la vascularisation autour des cellules de la theque
augmente et le follicule devient sensible aux gonadotrophines. Lorsque le follicule atteint 400 um,
le fluide forme une cavité appelée antrum, d’ou le nom de follicule antral ou cavitaire. Les cellules
de la granulosa se différencient en deux populations : les cellules murales et les cellules du
cumulus. Les cellules de la théque se différencient également et forment les cellules interstitielles
de la theque qui expriment les récepteurs a la LH, et les cellules de la théque externe. A la fin du
développement de I'antrum, le follicule est un follicule de De Graaf, ce qui correspond au dernier
stade de maturation des follicules (Figure 7).
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Figure 7 : Représentation schématique du follicule de De Graaf.

Dernier stade de la folliculogenese, le follicule de De Graaf mesure environ 2 cm avant
Iovulation et contient un ovocyte ayant atteint sa taille maximale soit environ 120 um chez la
femme. Il est composé d’une cavité centrale appelée antrum et est entouré par plusieurs types
de cellules somatiques. Les cellules de la granulosa, différenciées en cellules murales et en
cellules du cumulus, expriment LHR et FSHR et sécretent I'estradiol et la progestérone. Les
cellules de la theque expriment LHR et sécrétent des androgenes qui stimulent I’expression de
LHR et FSHR par les cellules de la granulosa (Conti & Chang, 2016; Erickson, 2009).

La FSH est I'élément majeur du développement des follicules antraux puisqu’elle permet la
prolifération des cellules de la granulosa et est nécessaire a la survie des follicules. Elle permet, de
plus, I'expression des récepteurs a la LH par les cellules de la theque, rendant le follicule sensible
a I’hormone nécessaire a I'ovulation. Enfin, la FSH stimule la production d’estradiol par les cellules
de la granulosa (Conti & Chang, 2016; Sanchez & Smitz, 2012).

La LH et la FSH, tout comme la TSH et I’hCG, sont des glycoprotéines hétérodimériques formées
d’une sous-unité alpha commune et d’'une sous unité béta spécifique. Leur ressemblance est liée
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au fait que les génes codant pour ces protéines sont issus d’'un géne ancestral commun. Les
récepteurs de ces hormones sont des récepteurs couplés aux protéines G, caractérisés par un
domaine transmembranaire « rhodospine-like » composé de sept hélices alpha en C-ter, et un
domaine extracellulaire riche en leucines en région N-ter (Figure 8). Avec 70 % d’homologie, le
domaine transmembranaire est fortement conservé entre les différents récepteurs. La région
extracellulaire, moins conservée (40 % d’homologie), est responsable de la reconnaissance et de
la fixation des hormones, elle fait donc la spécificité de chaque récepteur (Smits et al., 2003).
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Figure 8: Représentation schématique de la structure du récepteur a la FSH (FSHR).

La région C-terminale de FSHR est composée d’un domaine transmembranaire contenant sept
hélices alpha. En région N-terminale se trouve un domaine extracellulaire riche en leucines,
capable de lier le ligand FSH avec une forte spécificité et une forte affinité. Ces deux régions
sont reliées entre elles par une région charniére. D’aprés (Banerjee, Joseph, & Mahale, 2021).

D’abord synthétisé sous forme immature, FSHR subit plusieurs types de modifications post-
traductionnelles. Apres avoir été glycosylé en région N-ter et palmitoylé en région C-ter, le
récepteur peut se replier au niveau du réticulum endoplasmique pour former sa structure 3D. Il
est ensuite transféré a la surface des cellules de la granulosa via I'appareil de Golgi et devient
fonctionnel. La fixation de la FSH sur le domaine extracellulaire de son récepteur permet de
stimuler plusieurs voies de signalisation dont la voie AC/AMPc/PKA. Brievement, |a fixation de la
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FSH sur son récepteur active I'Adénylate Cyclase (AC), ce qui entraine une augmentation de la
concentration en AMPc qui active la PKA (Protéine Kinase A). Cette protéine kinase va ensuite
phosphoryler et activer CREB (cAMP-Response Element-Binding protein), un facteur de
transcription permettant I'expression de CYP19A1 (Cytochrome P450 Aromatase) et la production
d’aromatase (T. Liu, Huang, & Lin, 2021; Rimon-Dahari, Yerushalmi-Heinemann, Alyagor, & Dekel,
2016). L'aromatase permet alors de produire de I'estradiol a partir de la testostérone fournie par
les cellules de la theque (Devesa & Caicedo, 2019) (Figure 9). Chez la souris, I'absence de la FSH ou
du récepteur a la FSH entraine un blocage de la folliculogenése avant la formation de I'antrum
(Burns, Yan, Kumar, & Matzuk, 2001; Dierich et al., 1998).
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Figure 9 : Voies de signalisation impliquées dans la formation d'estradiol par les cellules de la
granulosa.

Au sein du follicule existe une étroite communication impliquant I’ovocyte, les cellules de la
granulosa et les cellules de la theque. Les cellules de la theque produisent de
I’androstenedione, une hormone stéroidienne de la famille des androgénes et précurseur de la
testostérone. En se fixant sur leurs récepteurs respectifs a la surface des cellules de la
granulosa, la LH et la FSH activent la voie de signalisation AC/AMPc/PKA, I’IGF1 active la voie
de signalisation PI3K/AKT et l’activine active la voie de signalisation Smad2. Ces voies de
signalisation participent a la formation d’aromatase permettant la formation d’estradiol a partir
de testostérone. D’aprés (T. Liu et al., 2021).

En plus de la FSH, plusieurs membres de la famille des TGF-B régulent la formation des
follicules antraux (Knight & Glister, 2006). GDF9 et BMP15, sécrétées par les ovocytes, et |'activine,
sécrétée par les cellules de la granulosa, déja acteurs du développement des follicules
secondaires, conservent leur réle dans la régulation de la prolifération des cellules de la granulosa.
L’activine régule aussi I’expression des récepteurs a la FSH, favorise le développement du follicule
dominant et réprime le développement des autres follicules en croissance. A I'inverse, I'inhibine,
également produite par les cellules de la granulosa, réprime la sécrétion de FSH et la prolifération
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des cellules folliculaires (Deffieux & Antoine, 2003). En plus de leur action autocrine sur les cellules
de la granulosa, 'activine et I'inhibine régulent de maniéere paracrine la production d’androgenes
par les cellules de la theque. Ces androgénes participent au maintien du niveau d’estradiol
(Sanchez & Smitz, 2012) (Figure 10). La quantité d’activine et d’inhibine varie au cours du
développement folliculaire puisque la sécrétion d’activine est supérieure a celle de I'inhibine dans
les petits follicules, puis I'inhibine devient prédominante dans les follicules pré-ovulatoires
(Yamoto, Minami, & Nakano, 1991).
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Figure 10 : Représentation des facteurs sécrétés par I'ovocytes et les cellules somatiques, nécessaires
au développement du follicule.

Dans les follicules antraux, les cellules de la théque, stimulées par la LH, produisent des
androgénes qui serviront a la production d’estradiol par les cellules de la granulosa, elles-
mémes stimulées par la FSH. De plus, I'ovocyte sécrete des facteurs (GDF9, BMP15) qui, par
action paracrine, favorisent la prolifération des cellules de la granulosa. Le développement du
follicule dépend donc des interactions bidirectionnelles présentes entre |'ovocytes et les
cellules somatiques qui I’entourent (Dumesic, Meldrum, Katz-Jaffe, Krisher, & Schoolcraft,
2015).

L’hormone antimillérienne (AMH) est également un membre de la famille des TGF-B et est
produite par les cellules de la granulosa. Son dosage est un marqueur de réserve ovarienne (La
Marca et al., 2010). La production d’AMH est drastiquement réduite lorsque le diamétre du
follicule atteint 8 a 10 mm et cette hormone est connue pour inhiber I'action de la FSH et réduire
le recrutement des follicules (Eilso Nielsen, Rasmussen, Fukuda, Westergaard, & Yding Andersen,
2010; Knight & Glister, 2006). A I'inverse, la concentration en inhibine et en estradiol augmente a
la fin du développement des follicules antraux (Andersen et al., 2010).
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7. Sélection du follicule dominant

La sélection du follicule dominant est une étape clé de la fonction reproductrice de la femme
puisqu’un dysfonctionnement de ce processus peut causer une absence d’ovulation ou, au
contraire, un exces d’ovulation, responsable de grossesses multiples ou d’insuffisance ovarienne
précoce. Le phénomene de sélection du follicule dominant commence nécessairement par
I’entrée en croissance d’une cohorte de follicules antraux puis I’émergence d’un (ou plusieurs)
follicule(s) qui sera(ont) ovulé(s) alors que les autres follicules de la cohorte entrent en atrésie.
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Figure 11 : cinétique du recrutement des follicules et de la sélection du follicule dominant chez la
femme.

Au cours du recrutement initial indépendant des gonadotrophines, un groupe de follicules
primordiaux entre en croissance et forme les follicules primaires puis secondaires. Chez la
femme, plus de 120 jours sont nécessaires a la formation d’un follicule secondaire a partir d’un
follicule primaire. La plupart des follicules sélectionnés arréteront leur développement pour
entrer en atrésie. A partir de la puberté, I’'augmentation du taux de FSH circulante permet a un
groupe de follicules antraux d’échapper a I’atrésie pour continuer leur développement. Au sein
de ce groupe, le follicule le plus sensible a la FSH grossit plus vite et produit de I'inhibine et
des estrogénes, stoppant ainsi le développement des autres follicules qui rentrent alors en
atrésie. Le follicule dominant devient alors un follicule de De Graaf qui pourra étre ovulés. La
formation du follicule de De Graaf a partir d’un follicule antral nécessite 14 jours chez la femme
et 2 a trois jours chez la ratte. Figure d’apres (McGee & Hsueh, 2000).

Par opposition au recrutement initial qui permet la croissance des follicules primordiaux,
I’entrée en croissance d’une cohorte de follicules antraux est appelée recrutement cyclique car
elle se fait par vagues. En 2003, Angela R. Baerwald et son équipe ont montré que plusieurs
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cohortes de follicules antraux étaient recrutées au cours d’un méme cycle menstruel d’une
femme. Ainsi, une vague folliculaire correspond a la croissance synchrone d’un groupe de follicules
antraux mesurant entre 2 et 5 mm et est précédée par une augmentation de la FSH. Soixante-huit
pour-cent des femmes ont deux vagues folliculaires par cycle, 32 % des femmes en ont trois. Ces
vagues folliculaires sont définies comme majeures lorsqu’elles donnent lieu a la sélection d’un
follicule dominant mesurant au minimum 2 mm de plus que les autres follicules et ayant un
diameétre supérieur a 10 mm. Les vagues folliculaires majeures s’opposent aux vagues folliculaires
mineures a l'issue desquelles aucun follicule dominant n’est sélectionné. A l'inverse des vagues
folliculaires mineures qui sont systématiquement anovulatoires, les vagues folliculaires majeures
peuvent conduire ou non a l'ovulation. Le follicule dominant des vagues folliculaires majeures
ovulatoires est toujours plus gros que les follicules des vagues majeures non ovulatoires
(Baerwald, Adams, & Pierson, 2003).

L’entrée en croissance d’une cohorte de follicules antraux a lieu a partir de la puberté et est
dépendante de I'augmentation de la concentration en FSH. Les follicules en croissance sécréetent
alors des facteurs inhibant I'action de la FSH et notamment de I'estradiol et de I'inhibine. Parmi
cette cohorte, le follicule le plus sensible a la FSH grossit plus vite que les autres, la prolifération
de ses cellules folliculaires est plus importante et il produit plus d’cestrogénes et d’inhibine. Par
action paracrine, I'inhibine stimule la production d’androgenes par les cellules de la theque puis
les androgénes stimulent I'expression de LHR et FSHR par les cellules de la granulosa et permettent
la production d’estradiol grace a I'aromatase. Par un phénomeéne d’amplification, ce follicule
produit davantage d’inhibine et d’estradiol et augmente sa sensibilité a la LH et a la FSH. L’estradiol
et I'inhibine ainsi produits entrainent une diminution du taux de FSH qui permettait la survie des
autres follicules, ce qui stoppe leur développement. Le follicule dominant a, quant a lui, acquis la
capacité de poursuivre son développement malgré la diminution de la FSH (McGee & Hsueh, 2000;
Yding Andersen, 2017). L’étape de déviation correspond au moment ou le follicule dominant
continue de grossir alors que les autres follicules, appelés subordonnés, commencent a dégénérer.
Elle s’accompagne d’importants changements qui permettront au follicule dominant de
poursuivre son développement et d’acquérir la capacité a ovuler (Garcia-Guerra, Wiltbank,
Battista, Kirkpatrick, & Sartori, 2018).

Des études réalisées chez la vache ont montré que la quantité d’ARNm codant pour les
récepteurs a la FSH diminue dans les cellules de la granulosa du follicule dominant alors que la
quantité d’ARNm codant pour les récepteurs a la LH augmente (Mihm et al., 2006). Cela traduit
un changement majeur du follicule dominant qui perd sa dépendance a la FSH et acquiére une
importante dépendance ala LH, hormone nécessaire a I'ovulation. De plus, toujours chez la vache,
juste avant la déviation, la concentration intra-folliculaire en IGF-I libre diminue dans les follicules
subordonnés et reste importante dans le follicule dominant. Le maintien de la concentration en
IGF-I 3 un niveau élevé permet la sécrétion d’estradiol et d’inhibine par le follicule dominant (Beg
& Ginther, 2006), ce parametre est donc en accord avec I'augmentation de la concentration en
estradiol observée par Wenxiang Luo et son équipe en 2011 (W. Luo, Gumen, Haughian, &
Wiltbank, 2011). De plus, la déviation du follicule dominant est associée a une modification de
I’expression de certains genes tels que CYP19A1 et PAPPA (Pregnancy Associated Plasma Protein-
A) (W. Luo et al., 2011).
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Chez les Mammiferes, le nombre d’ovocytes ovulés a chaque cycle est une caractéristique
propre a chaque espece. Certaines especes (lapins, souris, truies...) dites poly-ovulantes ovulent
plusieurs ovules par cycle et donnent naissance a plusieurs individus par portée. A l'inverse, la
femme, la vache ou bien la jument sont des espéces mono-ovulantes qui ovulent, en général, un
seul ovule par cycle. Cette caractéristique dépend, entre autres, de la concentration en FSH et en
estradiol. En effet, les espéces poly-ovulantes ont un taux de FSH plus élevé et un taux d’estradiol
plus bas que les especes mono-ovulantes (Chaffin & Vandevoort, 2013). Cependant, le niveau de
FSH et d’estradiol n’est pas le seul parametre a entrer en jeu. L'étude de races de moutons
particulierement prolifiques a permis de mettre en évidence I'implication de plusieurs génes dans
la régulation du taux ovulatoire. Chez les brebis Booroola, une mutation du géne BMPR-1B (Bone
Morphogenetic Protein (BMP) type-IB Receptor) est responsable d’'une augmentation du nombre
d’ovules ovulés par les femelles. Cette augmentation, déja significative dans le cas d’'une mutation
a I'état hétérozygote, I'est d’autant plus lorsque la mutation est a I'état homozygote. La présence
de la mutation chez les brebis est associée a une sélection plus précoce des follicules antraux
entrant en maturation, une modification du taux d’estradiol (McNatty et al., 1986) et a une
modification de la cinétique de croissances de ces follicules (Driancourt, Gauld, Terqui, & Webb,
1986). D’autres mutations responsables d’une augmentation du taux ovulatoire ont été identifiées
sur les génes BPM15 et GDF9 (Fabre et al., 2006; Garcia-Guerra et al., 2018). De la méme fagon,
des chercheurs néerlandais ont identifié des mutations sur les génes FSHB et SMAD3 chez des
femmes ayant donné naissance a des faux jumeaux. FSHB code pour la sous-unité B de la FSH et
le variant est associé a une augmentation du taux de FSH et a une diminution du taux de LH
(Mbarek et al., 2016). SMAD3 intervient dans la voie de signalisation de GDF9 et son absence chez
la souris diminue la réponse des follicules a la FSH (Gong & McGee, 2009).

8. L'ovulation

L’ovulation correspond a la libération du complexe cumulo-ovocytaire dans une trompe de
Fallope chez la femme ou dans un oviducte chez la souris. Ce processus finement régulé est
déclenché par une élévation importante et rapide du taux de LH sanguin, induisant I'activation de
cascades de signalisation multiples a I'origine de I'expansion du cumulus et de la rupture du
follicule permettant I'expulsion de I'ovule.

8.a. LlepicdelH

Le pic de LH fait référence a I’élévation rapide du taux de LH sanguin qui intervient environ
38 h avant 'ovulation chez la femme (Fritz et al., 1992) et 12 a 14 h chez la souris (Miller &
Takahashi, 2013). Au cours de la sélection du follicule dominant, les follicules subordonnés
dégéneérent induisant une diminution de la GnSAF et donc une diminution de I'inhibition de la
sécrétion de LH. De plus, I'estradiol sécrété en grande quantité par les cellules de la granulosa du
follicule dominant induit une augmentation de la sensibilité de I’hypophyse pour la GnRH qui
produit alors une grande quantité de LH (Laws, Webster, & Miller, 1990; Messinis et al., 2014). Le
pic de LH est d’ailleurs précédé d’un pic d’estradiol (Figure 1).
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8.b. La progestérone

La progestérone est une hormone stéroidienne nécessaire a I'ovulation et a la préparation de
I’endometre pour I'accueil de 'embryon. Chez la souris, I'absence de récepteur a la progestérone
(PGR) induit une profonde altération du systéme reproducteur des femelles. En effet, malgré un
développement folliculaire normal et I'induction de I’expansion du cumulus en réponse a la LH,
I’'absence de PGR inhibe I'ovulation, induit une hyperplasie utérine et perturbe le développement
des glandes mammaires (Lydon et al., 1995). La sécrétion de progestérone par les cellules de la
granulosa commence peu avant le pic de LH (Russell & Robker, 2007). Puis, sous I'action de la LH,
les cellules de la granulosa expriment PGR (Natraj & Richards, 1993). Ce récepteur est un facteur
de transcription essentiel car il régule I'expression de multiples génes impliqués dans le processus
d’ovulation et notamment des génes responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire
qui entoure le follicule. Chez la souris, I'absence de ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinases)
dans les cellules murales de la granulosa bloque I’expression de PGR signifiant que I'expression de
ce récepteur dépend de la voie de signalisation des MAPK/ERK, elle-méme dépendante de la LH
(H. Y. Fan et al., 2009; Richards & Ascoli, 2018; Tapia-Pizarro et al.,, 2017). Cette voie de
signalisation est détaillée dans le paragraphe 8.c « La mucification ou I'expansion du cumulus ».

8.c. La mucification ou I'expansion du cumulus

L'expansion du cumulus, phénomeéne également appelé mucification, correspond a la
sécrétion, par le complexe cumulo-ovocytaire, d’une matrice extra-cellulaire riche en acide
hyaluronique. Malgré le fait que les cellules du cumulus n’expriment pas ou peu de récepteurs a
la LH (J. Y. Park et al., 2004), ce phénomeéne est dépendant de cette gonadotrophine (Figure 12).
Pour cela, la LH interagit avec ses récepteurs a la surface des cellules de la granulosa induit
I’expression de facteur de type EGF (Epidermal Growth Factors (EGF)-like) tels que I'épiréguline
EREG, I'amphiréguline AREG. Ces facteurs de type EGF interagissent avec leurs récepteurs EGFR
présents la fois sur les cellules murales de la granulosa et sur les cellules du cumulus et activent,
de maniére autocrine et paracrine, la voie de signalisation des ERK1/2. L’activation de cette voie
de signalisation induit alors I'expression de génes essentiels a I'expansion du cumulus : HAS
(Hyaluronan Synthase) permet la synthése de I'acide hyaluronique, TNFAIP6, PTX3 et versican
permettent I'assemblage et le maintien de la matrice extracellulaire (Rimon-Dahari et al., 2016;
Sanchez & Smitz, 2012). La voie de signalisation des ERK1/2 induit également I’expression de
PTGS2 (Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2) permettant la production de prostaglandine E2
par les cellules du cumulus. Par son action autocrine, la prostaglandine E2 induit la production de
facteurs de types EGF supplémentaires ce qui amplifie le signal (Ben-Ami et al., 2006; Sanchez &
Smitz, 2012).

L’expansion du cumulus dépend aussi de I'action paracrine de CEEF (Cumulus-Expansion-
Enabling Factor) sécrété par I'ovocyte. Ces facteurs dont BMP15 et GDF9 font partis, induisent
également I'expression HAS, TNFAIP6, PTX3 et PTGS2, ce qui apporte une voie d’amplification
supplémentaire (Gilchrist et al., 2008; Sanchez & Smitz, 2012).
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Figure 12 : Voies de signalisation a I'origine de I'expansion du cumulus.

En se fixant sur ses récepteurs a la surface des cellules de la granulosa, la LH active une cascade
de réactions impliquant AMPc/PKA et permettant I’expression de facteurs de types EGF, dont
AREG et EREG. Ces facteurs interagissent avec leurs récepteurs présents a la fois sur les cellules
murales de la granulosa et sur les cellules du cumulus et induisent, par l'intermédiaire de
ERK1/2, Iexpression de facteurs favorables a la mucification (HAS, PTX3, TNFAIP6). Cette voie
de signalisation permet également [|’expression de PTGS2 et donc la production de
prostaglandine E2 qui, en régulant AREG et EREG, induit une amplification du signal. L’expansion
du cumulus est de plus régulée par action paracrine des facteurs ovocytaires CEEF qui
permettent, eux aussi, |’expression de HAS, PTX3 et TNFAIP6. Figure modifiée a partir de
(Guillaume Martinez, 2016).

8.d. La rupture du follicule

La libération du complexe cumulo-ovocytaire requiére une réorganisation structurale majeure
du follicule et du tissu ovarien qui I’entoure puisqu’elle nécessite la rupture de la lame basale entre
les cellules de la granulosa et les cellules de la theque et la formation d’un trou appelé macula
pellucida a la surface de 'ovaire. Ce processus est régulé par une variété d’acteurs, certains étant
eux-mémes régulés par PGR dont I'absence chez la souris inhibe la formation de la macula
pellucida (Lydon et al., 1995).

La formation de la macula pellucida est liée a la dégradation de la matrice extracellulaire qui
s’amincit et se fissure. Cette dégradation est permise par une combinaison d’apoptose cellulaire
et d’action protéolytique par les protéases ADAMTS-1 et la cathepsine L (codée par le gene CTSL)
(Russell & Robker, 2007). Dans les petits follicules, CTSL est faiblement exprimé par les cellules de
la granulosa et de fagcon dépendante de la FSH, mais indépendamment de la LH et de la
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progestérone. En revanche, lors de I'ovulation, I'expression de CTSL, tout comme celle de
ADAMTS-1, est fortement augmentée, et ce, de maniére dépendante de la LH et du récepteur a la
progestérone (Robker et al., 2000). PGR induit également I'expression I'endothelin-2 (EDN2) qui
géneére des contractions de myofibroblastes, action mécanique favorable a I’expulsion du follicule
(C. J. Ko, Cho, Ham, Cacioppo, & Park, 2022).

La membrane basale entre les cellules de la granulosa et les cellules de la théque est
principalement composée de laminine, de collagene de type IV, de fibronectine et de
protéoglycanes. La dégradation de cette membrane basale dépend de I'action de protéases telles
qgue les gélatinases MMP-2 et MMP-9 qui appartiennent a la famille des métalloprotéinases
matricielles et dont I'expression est indépendante de la progestérone. Les protéases ADAMTS-1
et la cathepsine L sont exprimées via I'action de PGR et participent également a la dégradation de
la membrane basale (Robker et al., 2000; Russell & Robker, 2007).

Enfin, certaines cellules du systeme immunitaire contribuent a la rupture du follicule, et
notamment les macrophages et les neutrophiles, recrutés en nombre suite au pic de LH. En
sécrétant des protéases dont MMP-8, les neutrophiles participent a la dégradation de la matrice
extracellulaire. De plus, des leucocytes et des Facteurs d'Activation Plaquettaires (PAF) induisent
une réaction inflammatoire qui favorise la dégradation des tissus (Russell & Robker, 2007).

9. Laformation du corps jaune

Le corps jaune est une structure trés vascularisée qui se forme a partir du reste du follicule
apres |'ovulation, au cours d’un processus nommé lutéinisation. Il est composé de plusieurs types
cellulaires dont les petites cellules lutéales originaires des cellules de la theque et les grandes
cellules lutéales issues des cellules de la granulosa. Le corps jaune contient aussi des péricytes,
des cellules endothéliales, des fibroblastes ou des cellules immunitaires. Au cours de la
lutéinisation, la membrane basale, qui séparait les cellules de la theque des cellules de la
granulosa, disparait et permet la pénétration des vaisseaux sanguins a l'intérieur du corps jaune.
Ces vaisseaux sanguins sont formés grace a la sécrétion, par les cellules endothéliales, de facteurs
pro-angiogéniques tels que VEGF, FGF ou ANG-1 (Mlyczynska et al., 2022). La principale fonction
du corps jaune étant de produire la progestérone nécessaire a I'implantation de I'embryon et au
maintien de la gestation, ces vaisseaux sanguins sont nécessaires pour assurer l'apport de
nutriments et de cholestérol vers le corps jaune puis I'export de la progestérone vers les tissus
cibles, dont l'utérus et les glandes mammaires (Rimon-Dahari et al., 2016). La production de
progestérone dépend de la protéine STAR (STeroidogenic Acute Regulatory protein) qui permet le
transport du cholestérol vers la membrane interne des mitochondries. Puis, P450SCC, situé dans
la membrane interne des mitochondries, catalyse la conversion du cholestérol en prégnénolone
qui diffuse alors vers le réticulum endoplasmique ou elle est convertie en progestérone par la 33-
HSD (Diaz et al., 2002).

La production de la progestérone par les petites et les grandes cellules lutéales est complexe
car en plus d’étre espéce-dépendante, elle est régulée par différents mécanismes selon le type
cellulaires. Les grandes cellules lutéales sont responsables de la sécrétion de progestérone de
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maniere constitutive et les petites cellules lutéales sécrétent la progestérone de maniéere dite
aigue, c’est-a-dire en réponse a un stimuli, notamment la LH (Niswender, 2002). Le transport du
cholestérol par STAR est I'étape critique de la production aigue de progestérone et I'expression
STAR est régulée par plusieurs voies de signalisation. L'un des modes de régulation de cette
protéine repose sur son état de phosphorylation : la phosphorylation des résidus Ser194/195 par
la PKA stimule I’activité de STAR, en revanche, la phosphorylation de STAR par la protéine par PKC
diminue le transport du cholestérol et donc la production de progestérone (Arakane et al., 1997;
Wiltbank, Belfiore, & Niswender, 1993). Dans un modele simplifié représenté sur la Figure 13, la
fixation de la LH sur les récepteurs LHR a la surface des petites cellules lutéales active la voie de
signalisation AMPc/PKA induisant I'activation de STAR et la production de progestérone. La
fixation de la prostaglandine F2a sur les récepteurs a la surface des grandes cellules lutéales active
la voie de signalisation PIP2/DAG/PKC et inhibe la production de progestérone (Niswender, 2002).
Ainsi, la LH est une hormone lutéotrophique qui favorise le maintien du corps jaune, la
prostaglandine F2a est une hormone lutéolytique qui favorise la lutéolyse. Une autre action de la
prostaglandine F2a consiste a activer la phospholipase C (PLC) induisant alors une augmentation
de la concentration en calcium. En plus d’amplifier I'activation de PKC, le calcium active des
endonucléases et induit la formation de monoxyde d’azote provoquant la mort cellulaire
(Niswender et al., 2007).
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Figure 13 : Voies de signalisation permettant de réguler la production de progestérone par le corps
jaune.

Dans les petites cellules lutéales, la fixation de la LH sur son récepteur induit I’activation de
PKA ce qui stimule I'activation de STAR et donc la production de progestérone. Dans les grandes
cellules lutéales, I'activation du récepteur de la prostaglandine F2a induit la formation de PKC
qui, en inhibant STAR, inhibe la production de progestérone. De plus, la prostaglandine F2a
participe a I'augmentation de la concentration en calcium intracellulaire ce qui, d’une part,
contribue a stimuler PKC et d’autre part, active des processus responsables de la dégénération
cellulaire. Ainsi, la prostaglandine F2a participe a la lutéolyse. Figure d’aprés (Niswender,
2002).
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En absence d’implantation embryonnaire, I'utérus produit de la prostaglandine F2a qui inhibe
la production de progestérone et déclenche les contractions utérines nécessaires a I'induction des
menstruations. En cas de gestation, I’'HCG produit par les cellules du trophoblaste avant méme
I'implantation de I'embryon, active les LHR et entretien la production de progestérone (Gridelet
et al.,, 2020). La progestérone permet alors la préservation du corps jaune et I'inhibition des
contractions utérines (Putnam, Brann, Kolbeck, & Mahesh, 1991), assurant ainsi le maintien de la
gestation.

Il. L'ovogenese

L'ovogenése est le processus biologique permettant la formation d’'un ovule pouvant étre
fécondé et former un embryon. Elle comprend deux phases : une phase de croissance ovocytaire
au cours de laquelle I'ovocyte est bloqué au stade diploténe de la prophase | et une phase de
maturation méiotique. Comme son nom l'indique, la phase de croissance s’accompagne d’une
forte augmentation de la taille de I'ovocyte. Chez la femme, le diameétre de I'ovocyte atteint 120
pm au moment de I'ovulation alors qu’il ne mesurait que 35 um dans le follicule primordial.
L'intensité de I'activité transcriptionnelle (qui coincide avec la prolifération active des cellules
folliculaires) permet une production importante d’ARNm pouvant étre traduits en protéines
nécessaires a la maturation de I'ovocyte et au développement du futur embryon. A sa maturité,
I’ovocyte contient environ 200 fois plus d’ARN qu’une cellule somatique (Sternlicht & Schultz,
1981; Wassarman & Kinloch, 1992). A la fin de la croissance ovocytaire, lorsque le follicule est au
stade antral, 'ovocyte rentre en maturation méiotique, étape caractérisée par la rupture de la
vésicule germinale (GVBD) et l'arrét de la transcription. A I'ovulation, 'ovule est bloqué en
métaphase de seconde méiose et achévera sa méiose aprés avoir été fécondé (Figure 14).
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Figure 14 : Intensité de I'activité transcriptionnelle au cours de I'ovogenése chez la souris.

D’une durée de 3 semaines chez la souris (et environ 10 semaines chez la femme), la croissance
ovocytaire est caractérisée par une forte augmentation du diametre de I'ovocyte et une activité
transcriptionnelle intense. Au moment de la maturation méiotique, l'ovocyte qui était
jusqu’alors bloqué au stade diploténe de prophase I, reprend sa méiose. Cette étape, qui dure
environ 12 h chez la souris et 10 jours chez la femme, est caractérisée par la rupture de la
vésicule germinale et I'arrét de la transcription. L’extrusion du 1°¢" globule polaire signe
Iachévement de la premiére division méiotique, I"’ovocyte est alors bloqué en métaphase Il et
terminera sa seconde division méiotique aprés avoir été fécondé. L’activité transcriptionnelle
reprend a partir du stade 2-cellules chez la souris, c’est I’activation du génome embryonnaire
(EGA). Figure d’apres (Clarke, 2012).

1. Régulation de 'arrét et de la reprise de la méiose

l.a. Le complexe CDK1/Cycline B1

La régulation de I'activité méiotique dans les ovocytes est principalement médiée par le MPF
(Maturation Promoting Factor), un hétérodimére composé d’une sous-unité catalytiqgue (CDK1
(Cyclin-Dependent Kinase), également connue sous le nom de CDC2) et d’une sous-unité
régulatrice (Cycline B1). CDK1 est une protéine kinase essentielle au développement des
embryons qui régule I'avancement du cycle cellulaire en mitose. De fagon intéressante, les cellules
déficientes en CDKs nécessaires a I'interphase (CDK2, CDK3, CDK4 et CDK6) parviennent tout de
méme a se diviser car CDK1 est capable de prendre le relais (Santamaria et al., 2007).

Au moment de la maturation méiotique et sous I'action de la LH, I'activité de ce complexe,
jusqu’alors faible, augmente rapidement et transitoirement. Cette augmentation d’activité du
MPF permet la reprise de la méiose, la condensation de la chromatine et la rupture de la
membrane nucléaire. Au moment du pic de LH, tous les ovocytes contenus dans les ovaires ne
maturent pas. La compétence méiotique, c’est-a-dire la capacité d’un ovocyte a reprendre la
méiose dépend de la quantité de I’'hétérodimére CDK1/Cycline B1. Sachant que la Cycline B1 est
en excés par rapport a CDK1, I'activité du MPF dépend principalement de la quantité de CDK1
(Figure 15). Ainsi, les ovocytes contenus dans les petits follicules ne contiennent pas assez de CDK1
et sont incapables de faire la GVBD (Holt, Lane, & Jones, 2013; Jones, 2004).
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Figure 15 : Augmentation de CDK1, un prérequis a la maturation ovocytaire.

CDK1

Dans les petits follicules, les ovocytes arrétés en prophase | ont un taux de CDK1 faible. Dans
les ovocytes des follicules antraux, le pic de LH est suivi d’un pic de CDK1 nécessaire a la reprise
de la méiose. L’augmentation de CDK1 doit étre transitoire car la sortie de la méiose | nécessite
un taux de CDK1 faible. Figure d’apres (Holt et al., 2013).

L'état de phosphorylation du complexe CDK1/Cycline B1 est un élément majeur de sa
régulation. Dans les ovocytes arrétés en prophase |, le MPF est maintenu inactif par la
phosphorylation des résidus thréonine 14 et tyrosine 15 de CDK1 via les protéines kinases WEE1B
(également appelée WEE2) et MYT1. A l'inverse, la phosphatase CDC25 a la capacité d’activer le
complexe en déphosphorylant CDK1 sur les mémes sites (Figure 16) (Holt et al., 2013; Jones, 2004).
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Figure 16 : Régulation de I'état d'activation du complexe CDK1/Cycline B1 par phosphorylation.

La phosphorylation des résidus thréonine 14 et tyrosine 15 de CDK1 par les protéines kinases
WEE1B et MYT1 inactive le MPF, maintenant |’arrét méiotique en prophase I. Sous I’action de
la phosphatase CDC25, le MPF est déphosphorylé et activé, permettant ainsi la reprise de la
méiose. Figure inspirée de (Guillaume Martinez, 2016).
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1.b. Régulation de la quantité de Cycline B1

Le fonctionnement du MPF est également régulé par la quantité de I'hétérodimeére CDK1-
Cycline B1 puisque la synthése de Cycline Bl et son interaction avec CDK1 est nécessaire au
fonctionnement du complexe protéique. Lors de I'arrét méiotique, la quantité de Cycline B1 est
contrélée par un systéme de dégradation dépendant du protéasome. L’APC/C (Anaphase-
Promoting Complex/Cyclosome) est une ubiquitine ligase E3 responsable de la poly ubiquitination
de la Cycline B1 qui sera alors dégradée par le protéasome 26. L’activation de APC/C dépend de
son état de phosphorylation et de son association avec des protéines activatrices telles que FZR1
(Fizzy-Related protein homolog, également appelé CDH1) ou CDC20. L'activité de FZR1 est
positivement régulée par la phosphatase CDC14B (Cell Division Cycle 14B) et est inhibée par EMI
(Early Mitotic Inhibitor) (Holt et al., 2013; Marangos, Verschuren, Chen, Jackson, & Carroll, 2007;
Schindler & Schultz, 2009). En absence de FZR1 chez la souris, la Cycline B1 s’accumule dans les
ovocytes, entrainant une reprise méiotique précoce (Holt et al., 2011).

1.c. Réle de 'AMPc dans le contréle de I'arrét méiotique

Comme indiqué précédemment, le contréle de I'arrét méiotique dépend de I'état de
phosphorylation du MPF qui résulte d’un équilibre entre les protéines kinases WEE1B et MYT1 et
les phosphatases CDC25. De méme, I'activité de WEE1B et de CDC25 dépend de leur état de
phosphorylation : la phosphorylation de WEE1B au niveau de la sérine 15 active WEE1B, la
phosphorylation de CDC25 au niveau de la sérine 321 inactive CDC25 qui est alors séquestrée dans
le cytoplasme. L’AMPc est un important régulateur de la maturation ovocytaire puisqu’elle permet
d’activer PKA nécessaire a la phosphorylation de WEE1B et CDC25. Ainsi, lorsque la quantité
d’AMPc dans l'ovocyte est élevée, WEE1B est actif et CDC25B est inactif. CDK1 est alors
phosphorylée et I'ovocyte est maintenu en arrét méiotique. La production d’AMPc se fait par
I'intermédiaire des récepteurs couplés aux protéines G et notamment GPR3 et GPR12.
Constitutivement actifs, ces récepteurs permettent I'activation de protéines Gs qui stimulent la
production d’AMPc par I'AC (Adénylate Cyclase). La quantité d’AMPc dans l'ovocyte est
négativement régulée par la phosphodiestérase PDE3 qui inactive '’AMPc en hydrolysant les
liaisons phosphodiesters (Holt et al., 2013). De plus, les cellules de la granulosa participent de
facon indirecte a augmenter la quantité d’AMPc. Les cellules murales de la granulosa produisent
NPPC (Natriuretic Peptide Precursor type C) qui, en interagissant avec son récepteur NPR2
(Natriuretic Peptide Receptor 2) permet la production de GMPc (Guanosine Monophosphate
Cyclique) par les cellules du cumulus. Avant le pic de LH, le GMPc est transféré vers I'ovocyte via
les jonctions communicantes et inhibe I'activité de PDE3 (Norris et al., 2009; M. Zhang, Su, Sugiura,
Xia, & Eppig, 2010), (Figure 17). En maintenant I'expression de NPR2 dans les cellules du cumulus,
I'estradiol et les facteurs ovocytaires GDF9 et participent au maintien de I'arrét méiotique
(Wigglesworth et al., 2013; M. Zhang et al., 2011).
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Figure 17 : Régulation des voies de signalisation impliquées dans le maintien de I'arrét méiotique.
A la surface de lI'ovocyte, des récepteurs couplés aux protéines Gs stimulent la production
d’AMPc par I’adénylate cyclase. En activant PKA, ’/AMPc inhibe la phosphatase CDC25 et active
la kinase WEE1B. Le complexe CDK1/Cycline B1, formant le MPF, est alors phosphorylé et ne
permet pas lareprise de la méiose. Le taux d’AMPc ovocytaire est également régulé par le GMPc
produit par les cellules de la granulosa suite a l’activation de NPR2 via son ligand NPPC.
Transféré vers |'ovocyte via les jonctions communicantes, le GMPc inhibe |la dégradation de
I’AMPc et participe ainsi, de maniére indirecte, au maintien de |I’arrét méiotique. L’action du
MPF dépend aussi de APC-FZR1 qui cible la Cycline B1 en vue de sa dégradation par le
protéasome. Figure d’apreés (Holt et al., 2013).

1.d. Lareprise de la méiose |

La reprise de la méiose, stimulée par la chute de 'AMPc comprend différents niveaux de
régulation, tant a I'échelle de I'ovocyte qu’a I'échelle des cellules folliculaires. La LH, dont la
quantité augmente fortement avant I'ovulation, contréle la chute de GMPc via plusieurs
procédés : elle inhibe I'activité de NPR2 (Robinson et al., 2012), elle diminue la quantité de NPPC
et elle active les phosphodiestérases PDE1 et PDE5 qui hydrolysent GMPc dans les cellules de la
granulosa (Das & Arur, 2022). La LH permet aussi I'expression de facteurs de croissance de type
EGF qui inhibent la production de GMPc. De plus, la LH inhibe la traduction de Cx43 ce qui induit
la fermeture des jonctions communicantes entre les cellules du cumulus et I'ovocyte et empéche
la diffusion du GMPc (Sen & Caiazza, 2013a). Ensemble, ces mécanismes participent a la
diminution de GMPc dans I'ovocyte levant ainsi I'inhibition de PDE3. La diminution de I’AMPc
entraine alors une diminution de I'activité de PKA, une activation de CDC25 et une inhibition de
WEE1B/Myt. En conséquence, le complexe CDK1/Cycline B1 devient non phosphorylé et s’active.
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Parallelement a cela, d’autres facteurs favorisent la reprise méiotique. C'est le cas des
protéines sérines/thréonines kinases ERK qui appartiennent a la famille des MAPK. Leur activation,
en forte augmentation a partir de la GVBD est dépendante de MEK, elle-méme activée par c-mos
ou par la voie de signalisation impliquant EGFR. Dans les ovocytes, ERK limite la dégradation de la
Cycline B1 en diminuant I'activité de APC/C. Dans les cellules folliculaires, ERK participe a la
fermeture des jonctions communicantes en stimulant la phosphorylation de Cx43 et Cx37. Aussi,
I’activation de la protéine kinase régulatrice du cycle cellulaire PLK1 (Polo-Like Kinase 1) inhibe
EMI permettant alors I’activation de APC/C et la dégradation de la Cycline B1 (Das & Arur, 2022).

l.e. L’arrét en métaphase Il

L’activation du MPF dans les ovocytes permet la reprise de la méiose et I'achévement de la
premiere division de méiose. Contrairement aux cellules somatiques, cette étape n’est pas suivie
d’une réplication de I'ADN et I'ovocyte entre directement en méiose |l puis reste bloqué en
métaphase jusqu’a la fécondation. Ces étapes sont caractérisées par une activité oscillatoire du
MPF : élevée aprés la GVBD, I'activité du MPF diminue a la fin de la 1% méiose et augmente a
nouveau lors de I'arrét en métaphase Il. Bien que les voies de signalisations responsables de ce
nouvel arrét méiotique ne soient pas entierement comprises, I'implication du facteur cytostatique
CSF est acceptée. Ce facteur n’est pas décrit comme étant une protéine, mais plutot une activité
responsable de I'inhibition de APC/C via la voie de signalisation c-mos/MEK/MAPK/P90rsk et EMI.
L'inhibition du complexe APC/C par EMI protége la Cycline B1 contre la dégradation, ce qui
maintient I'activité du MPF élevée. Les chromosomes sont alors condensés et le fuseau est
stabilisé (Jones, 2005; Machaty et al., 2017; Sen & Caiazza, 2013b; Tripathi, Kumar, & Chaube,
2010).

2. La maturation nucléaire

2.0. La rupture de la vésicule germinale ou GVBD

La rupture de la vésicule germinale est le premier élément de la maturation nucléaire des
ovocytes. Suite au pic de LH, les chromosomes se condensent et I'enveloppe nucléaire disparait.
Chez la souris hormonalement stimulée, la GVBD se produit une a trois heures aprés l'injection de
hCG ou de LH. Chez la femme, les ovocytes maturés in vitro font leur GVBD en moyenne 6,3 h
apres le retrait des cellules du cumulus, mais la forte variabilité observée rend le résultat imprécis
(Escrich et al., 2012).

2.b. Formation du fuseau

La qualité de la condensation des chromosomes, de I'assemblage du fuseau et de la séparation
des chromosomes est un parametre indispensable a la formation d’ovules capables de se
développer et de former un nouvel individu. Ces processus complexes ont fait I’objet d’études
détaillées (Bennabi, Terret, & Verlhac, 2016; Mogessie, Scheffler, & Schuh, 2018; Severson, von
Dassow, & Bowerman, 2016) et ne seront que briévement décrits.
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Le fuseau est une structure dynamique composée de microtubules, structures cylindriques
formées de polymeéres de tubuline o et B. Dans les cellules somatiques, le centre organisateur des
microtubules (MTOC ou MicroTubule Organizing Center) est le centrosome composé de deux
centrioles entourés de matériel péricentriolaire. Cette structure permet la formation rapide du
fuseau. Dans les ovocytes, la formation du fuseau est gérée par des MTOC particuliers car
dépourvus de centrioles. Les MTOC acentriolaires se forment de novo dans le cytoplasme et
servent de sites de nucléation des microtubules. A partir de la GVBD, ils migrent a proximité des
chromosomes et forment une boule de microtubules entourée des chromosomes. Les MTOC sont
ensuite repoussés a la surface de la boule en formant de multiples pbles. Cette étape est
dépendante de la kinésine KIF11 (Kinesin Family Member 11) dont le réle dans la dynamique du
fuseau est prépondérant car elle permet le positionnement des chromosomes et la formation d’un
fuseau bipolaire. Progressivement, deux des poles vont dominer et se séparer permettant
I’élongation du fuseau. Les deux poles sont alors stabilisés par la protéine NuMA (Nuclear Mitotic
Apparatus), le fuseau adopte sa forme caractéristique de tonneau et les chromosomes sont
alignés au centre du fuseau : c’est la métaphase (Figure 18). Du fait de I'absence de centriole, la
formation du fuseau est plus longue dans les ovocytes que dans les cellules somatiques (Holt et
al., 2013; Mogessie et al., 2018).
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Figure 18 : Représentation schématique de la formation du fuseau dans les ovocytes.

Dans les ovocytes au stade GV, des MTOC acentriolaires (aMTOC) se forment dans le cytoplasme
puis migrent vers le noyau. Aprés la rupture de la vésicule germinale, au stade prométaphase,
une boule de microtubules se forme avec les aMTOC vers l'intérieur et les chromosomes vers
I’extérieur. Les aMTOC sont ensuite repoussés vers |'extérieur et la boule de microtubules
devient bipolarisée. Les deux péles se séparent permettant |’élongation du fuseau. En
métaphase, les poles sont stabilisés par NuMA, les chromosomes sont alignés sur la plaque
métaphasique et le fuseau a adopté sa forme caractéristique de tonneau. Figure d’apres
(Mogessie et al., 2018).

2.c. Migration et séparation des chromosomes

Au cours de son développement, I'ovocyte va subir deux divisions méiotiques tout en gardant
le maximum de cytoplasme, source d’énergie, d’ARN maternels et de protéines. Pour cela, il
réalise des divisions extrémement asymétriques a 'origine d’une trés petite cellule (le globule
polaire) contenant le surplus chromosomique et vouée a se dégrader, et une grosse cellule
('ovocyte) destinée a poursuivre son développement. L'asymétrie de la division méiotique
nécessite un positionnement du fuseau proche de la surface avant I’extrusion du premier globule
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polaire. Le mécanisme en jeu dans la position du fuseau est controversé. Une premiére hypothése
indique que le fuseau se forme au centre de I'ovocyte puis migre en surface (Mogessie et al.,
2018), alors qu’une seconde hypothése indique que le fuseau se forme directement en périphérie
de I'ovocyte (Coticchio et al., 2015).

Apreés la formation du fuseau en métaphase, les chromosomes homologues sont séparés en
anaphase | puis la moitié des chromosomes est éliminée dans le 1°" globule polaire en télophase
I. L'inhibition de la séparation des chromatides sceurs en premiere méiose est nécessaire a la
préservation de la ploidie de I'ovule en formation et donc du futur embryon. Les chromatides
sceurs sont maintenues entre elle par des complexes en forme d’anneau appelés cohésines et
composés de quatre sous-unités : Sccl, Scc3, Smcl et Smc3. La ségrégation des chromatides sceurs
est dépendante de la séparase qui clive la sous-unité Sccl des cohésines. En prométaphase, les
cohésines sont protégées par la sécurine qui inhibe la séparase. A I'anaphase, le complexe APC/C
a l'origine de la dégradation de la Cycline B1 dégrade également la sécurine, levant ainsi
I'inhibition de la séparase qui peut alors dégrader les cohésines (Jones, 2005). Afin de prévenir la
séparation des chromatides soeurs en méiose |, les cohésines centromériques sont protégées par
SGO2 (Shugoshin 2) qui, en recrutant des phosphatases PP2A, empéche la phosphorylation et
donc l'inhibition des cohésines (J. Lee et al., 2008).

3. La maturation cytoplasmique

La maturation nucléaire s’accompagne d’'une importante réorganisation du cytoplasme
ovocytaire ou plusieurs organites subissent des changements de structure, de fonction ou de
localisation.

3.a. Les mitochondries

Véritables machines a produire de I’ATP, les mitochondries représentent le centre énergétique
des cellules. Sachant que les ovocytes matures métabolisent mal le glucose, I'ATP nécessaire a la
maturation ovocytaire provient principalement de la phosphorylation oxydative, processus
permettant la phosphorylation de I’ADP en ATP grace a une chaine de transport d’électrons. Cette
chaine de transport d’électrons se trouve dans la membrane interne des mitochondries et est
composée de cing complexes protéiques. Le transport des électrons a travers ces différents
complexes permet également le transport de protons de la matrice mitochondriale vers 'espace
intermembranaire et génére un gradient de protons également appelé potentiel de membrane.
Ce gradient de protons est ensuite dissipé par le retour des protons vers la matrice mitochondriale
via le complexe V appelé ATP synthase. C'est le passage des protons a travers ce complexe qui
permet une production importante d’ATP (Nolfi-Donegan, Braganza, & Shiva, 2020).

La maturation cytoplasmique s’accompagne d’une importante réorganisation des
mitochondries dont le nombre augmente drastiquement. Dans les ovocytes au stade GV, la
structure des mitochondries (forme sphérique, crétes mitochondriales peu nombreuses et matrice
claire) traduit leur état d’'immaturité qui permet de protéger I'ovocyte du stress oxydant
(Dumollard, Duchen, & Sardet, 2006; Motta, Nottola, Makabe, & Heyn, 2000). La production d’ATP
est alors gérée par les cellules du cumulus qui communiquent avec I'ovocyte par les jonctions
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communicantes (Collado-Fernandez, Picton, & Dumollard, 2012; Kirillova, Smitz, Sukhikh, &
Mazunin, 2021). La rupture des jonctions communicantes au moment de la maturation ovocytaire
implique une modification du métabolisme de I'ovocyte qui doit produire I’ATP dont il a besoin.
Les mitochondries deviennent alors actives, les crétes mitochondriales s’allongent et la matrice se
densifie (Motta et al., 2000).

La maturation cytoplasmique est également caractérisée par une élévation du potentiel de
membrane des mitochondries et une relocalisation de ces derniéres (Al-Zubaidi et al., 2019).
Malgré des variations inter especes (Y. Takahashi et al., 2016), cette relocalisation mitochondriale
se fait en fonction des besoins énergétiques de I'ovocyte en maturation et permet de fournir
I’énergie essentielle a la GVBD, la condensation des chromosomes et a la formation du fuseau
méiotique (Van Blerkom, 2011). Au stade GV, les mitochondries se répartissent de fagon uniforme
dans tout le cytoplasme. Juste avant la GVBD, les mitochondries commencent a se regrouper au
centre de I'ovocyte et s’accumulent autour du noyau. Au cours de la formation du fuseau
méiotique, les mitochondries se rassemblent autour de cette structure puis se dispersent a
nouveau dans tout le cytoplasme lors de la formation du premier globule polaire qui ne contiendra
pas ou peu de mitochondries. La séparation inégale des mitochondries dans I'ovocyte et le globule
polaire permet de retenir les mitochondries dans I'ovocyte et satisfaire la demande d’ATP
nécessaire a la formation d’'un embryon (Babayev & Seli, 2015; Dalton & Carroll, 2013; Van
Blerkom & Runner, 1984).

En dehors du noyau, les mitochondries sont les seuls organites a posséder leur propre génome.
Chez 'Homme, mais également chez la plupart des organismes, I’ADN mitochondrial d’un individu
est hérité uniqguement de la mére. De ce fait, les mitochondries contenues dans |'ovule jouent un
role primordial puisqu’elles seront responsables de la production d’ATP nécessaire a la
fécondation et au développement embryonnaire précoce. Les mécanismes a I'origine de I’héritage
mitochondrial uniparental sont multiples et espéce dépendante. Ainsi, I'absence de transmission
de I'ADN mitochondrial paternel peut s’expliquer par la diminution drastique du nombre de
mitochondries dans le spermatozoide au cours de la spermatogenése, le blocage de I'entrée des
mitochondries dans I'ovocyte ou bien |la dégradation des mitochondries ou de ’ADN mitochondrial
paternel aprés la fécondation (May-Panloup, Boguenet, Hachem, Bouet, & Reynier, 2021; K. Sato
& Sato, 2017; M. Sato & Sato, 2013). Chez le hamster chinois, la piéce intermédiaire du
spermatozoide contenant les mitochondries ne rentre pas dans I'ovocyte au moment de la
fécondation, mais cette situation est loin d’étre la norme. Chez la plupart des Mammiféres et
notamment chez 'Homme et la souris, les mitochondries du spermatozoide peuvent pénétrer a
I'intérieur de I'ovocyte, mais leur devenir est controversé. Sachant que les mitochondries des
spermatozoides sont ubiquitinylées, I'une des hypothéses indique que les mitochondries
paternelles seraient dégradées au cours des premiéres divisions embryonnaires et que cette
dégradation serait dépendante des lysosomes ou du systéme ubiquitine/protéasome puisque le
processus est perturbé en présence d’inhibiteur des lysosomes ou du protéasome (P. Sutovsky,
McCauley, Sutovsky, & Day, 2003; Peter Sutovsky et al., 2000). La prohibitine, protéine de la
membrane mitochondriale indispensable au fonctionnement des mitochondries pourrait étre une
cible d’ubiquitination et de dégradation dans les mitochondries paternelles (Peter Sutovsky et al.,
2000). De fagon intéressante, la prohibitine est impliquée dans la mitophagie, processus
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permettant |’élimination de mitochondries endommagées ou non désirées par autophagie (Wei,
Chiang, Sumpter, Mishra, & Levine, 2017). Une autre hypothése indique que les mitochondries
paternelles sont dégradées au cours de la spermatogenése, mais pas apres la fécondation, et que
I’ADN mitochondrial paternel devient largement minoritaire par dilution dans I'ovocyte (Figure
19). D’ailleurs, une étude publiée dans PNAS indique que, chez la souris, les mitochondries
paternelles persistent dans les embryons jusqu’au stade morula et que 'ADN mitochondrial
paternel est détecté chez les souriceaux (S. M. Luo et al., 2013).
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Figure 19 : Le devenir des mitochondries paternelles dans les embryons de Mammifeéres.

Il est communément admis que la grande majorité des mitochondries d’un individu sont héritées
de la mere. Plusieurs hypothéses sont mises en avant pour expliquer ce phénomeéne. Une
premiere hypothése met en avant la dégradation active des mitochondries paternels par la voie
du protéasome ou par autophagie. Une autre hypothése parle de dilution passive des
mitochondries paternelles au cours du développement embryonnaire. Figure d’apres (K. Sato &
Sato, 2017).

3.b. Les gouttelettes lipidiques

Les lipides sont des molécules hydrophobes entrant dans la composition des membranes
biologiques et participant a la production des hormones stéroidiennes. Source d’énergie, leur B-
oxydation dans les mitochondries permet la production d’acétyl-CoA et de facteurs alimentant la
chaine respiratoire (NADH, FADHy). Le blocage de la maturation ovocytaire, induit par I'inhibition
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de la B-oxydation des acides gras, mais aussi I'amélioration de la compétence développementale
des ovules suite a I'activation de la B-oxydation des acides gras, démontre I'importance des lipides
dans la qualité des gametes femelles (Kylie R. Dunning et al., 2010; Sanchez-Lazo et al., 2014).

Dans les ovocytes et les cellules folliculaires, les lipides sont stockés sous forme de gouttelettes
lipidiques et le profil lipidique des gametes femelles dépend des espéces, mais aussi du niveau de
maturation ovocytaire. Chez la truie, les gouttelettes lipidiques migrent en périphérie de I'ovocyte
au cours de sa maturation. A 'inverse, la maturation des ovocytes de souris est associée a un
regroupement en région centrale des gouttelettes lipidiques. Chez la vache, le nombre de ces
gouttelettes augmente entre le stade GV et le stade MIl. De facon générale, les gouttelettes
lipidiques semblent localisées a proximité des mitochondries (K. R. Dunning, Russell, & Robker,
2014).

3.c. Leréticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE), qualifié de rugueux lorsqu’il est associé a des ribosomes et
lisses lorsqu’il ne I'est pas, est impliqué dans I'assemblage et le transport des protéines, la
synthése des lipides et le stockage du calcium. Cette derniére fonction est essentielle au cours de
la fécondation puisqu’elle permet le relargage du calcium nécessaire a I’activation ovocytaire (voir
le chapitre 2.1l « L’activation ovocytaire »). Dans les ovocytes au stade GV, le RE forme des agrégats
mal définis dans le cytoplasme. Au cours de la maturation ovocytaire, le RE se réorganise pour
former un réseau dans tout le cytoplasme et des agrégats d’environ 1 a 2 um dans le cortex du
cOté opposé au fuseau méiotique (Coticchio et al., 2015; Mehlmann, Terasaki, Jaffe, & Kline, 1995),
(Figure 20). De plus, la transition du stade GV au stade MIl s’"accompagne d’une augmentation du
nombre et de la sensibilité des récepteurs a I'IP3 (IP3R) (Mehlmann, Mikoshiba, & Kline, 1996;
Wakai et al., 2012). Ces récepteurs, localisés dans le RE, répondent a la fixation de I'IP3 en
permettent la sortie du calcium du réticulum endoplasmique. Ainsi, la réorganisation du réticulum
endoplasmique et des IP3R au cours de la maturation cytoplasmique permet d’augmenter la
sensibilité de I'ovule mature pour I'lP3 ce qui permettra I'initiation des vagues calciques suite a
I’entrée du spermatozoide.
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Figure 20 : Réorganisation du réticulum endoplasmique au cours de la maturation ovocytaire chez la
souris.

Dans les ovocytes au stade GV (B), le réticulum endoplasmique forme des agrégats répartis dans
tout le cytoplasme. Dans les ovules matures en attente de fécondation (A), le réticulum
endoplasmique forme des granules d’environ 1 a 2 um en périphérie du gamete, ce qui permet
d’accroitre la sensibilité des mécanismes responsables du relargage du calcium suite a I’entrée
du spermatozoide. Images d’aprés (Mehlmann et al., 1995).

3.d. L’appareil de Golgi

Positionné entre le réticulum endoplasmique et la membrane plasmique, I'appareil de Golgi
permet la maturation, I'emballage et I'expédition de macromolécules vers d’autres
compartiments cellulaires ou dans le milieu extracellulaire. Dans les ovocytes au stade GV,
I'appareil de Golgi forme une multitude de « mini Golgis » fonctionnels, dispersés dans le
cytoplasme, mais tout de méme moins concentrés en périphérie. A partir de la GVBD, I'appareil
de Golgi se fragmente et se positionne en région centrale. Au stade MlI, les fragments de Golgi
s’accumulent aux poles du fuseau (Moreno, Schatten, & Ramalho-Santos, 2002). L'inhibition de la
maturation induite par le blocage du trafic membranaire entre le RE et I'appareil de Golgi semble
indiquer que I'appareil de Golgi supporte des fonctions essentielles a la maturation. Bien que les
mécanismes en jeu soient mal compris, I'appareil de Golgi, et plus spécifiquement la protéine
GM130 (Golgi Matrix protein), pourrait étre nécessaire a la formation du fuseau en servant de
centre de nucléation des microtubules (Coticchio et al., 2015; C. H. Zhang et al., 2011).
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3.e. Les granules corticaux

Les granules corticaux sont des vésicules mesurant 0,2 a 0,6 um, issues de la fusion de vésicules
produites par I'appareil de Golgi, et dispersées dans le cytoplasme des ovocytes au stade GV. Dés
la reprise de la méiose, les granules corticaux migrent en périphérie de I'ovocyte en s’associant
aux microfilaments (Q. Y. Sun et al., 2001), faisant de la localisation des granules corticaux un
marqueur de maturité ovocytaire. Suite a la fécondation et a I'activation des voies de signalisation
calciques, les granules corticales fusionnent avec la membrane plasmique de I'ovocyte et libérent
leur contenu dans I'espace périvitellin. Ce phénomeéene d’exocytose, appelé réaction corticale,
induit une modification de la zone pellucide a I'origine du blocage de la polyspermie (voir chapitre
2.11.3b « La réaction corticale ») (Coticchio et al., 2015).
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Chapitre n°2 : la fécondation, ’activation
ovocytaire et 'activation du génome embryonnaire

|. Linteraction ovule/spermatozoide

La fécondation est définie comme un ensemble de mécanismes permettant le rapprochement
et la fusion des gametes. Cela nécessite le passage du spermatozoide a travers le cumulus, sa
fixation a la zone pellucide puis son adhésion et sa fusion a la membrane plasmique de I'ovule.
Dans le tractus génital femelle, le spermatozoide subit d'importantes modifications (capacitation,
réaction acrosomique) nécessaires au processus de fécondation. Ces réactions sont détaillées
dans les revues suivantes : (Bailey, 2010; Delgado-Bermudez, Yeste, Bonet, & Pinart, 2022; Z. He,
Xie, Li, Duan, & Lu, 2022; Ickowicz, Finkelstein, & Breitbart, 2012; Tamburrino, Marchiani,
Muratori, Luconi, & Baldi, 2020). Lors de son ovulation, I'ovule est entouré de cellules du cumulus
incrustées dans une matrice extracellulaire riche en acide hyaluronique. Ainsi, le passage des
spermatozoides a travers cette matrice est permis par I'action de hyaluronidases présentes sur et
dans les spermatozoides et assurant la dispersion des cellules du cumulus. La membrane
plasmique du spermatozoide peut alors se fixer sur la zone pellucide de I'ovule. L'interaction entre
les gameétes au niveau de la zone pellucide et de la membrane plasmique de I'ovocyte est un
processus complexe impliqguant de nombreux partenaires et ayant fait I'objet de plusieurs revues
(Evans, 2012; Gahlay & Rajput, 2020; Ikawa, Inoue, Benham, & Okabe, 2010; Jimenez-Movilla,
Hamze, & Romar, 2021).

1. Le passage de la zone pellucide

La zone pellucide est une matrice extracellulaire riche en protéines et composée de trois
glycoprotéines majoritaires : ZP1, ZP2 et ZP3. Chez certaines espéces comprenant la femme, la
zone pellucide contient également une quatriéeme protéine (ZP4) absente chez la souris. En plus
de leur importance dans la structure de la zone pellucide, les protéines ZP participent a
I'interaction entre la zone pellucide et les spermatozoides (Gupta et al., 2012).

L’acrosome est une vésicule dérivée de I'appareil de Golgi positionnée sur la partie antérieure
de la téte du spermatozoide. La réaction acrosomique est une réaction d’exocytose permettant la
libération des enzymes contenues dans l'acrosome. Parmi ces enzymes, la hyaluronidase
contribue au passage du cumulus et I'acrosine hydrolyse certaines protéines de la zone pellucide
permettant au spermatozoide de pénétrer la matrice protéique. La réaction acrosomique
s’accompagne d’une relocalisation protéique au niveau de la téte du spermatozoide. Ainsi, la
migration de lzumo vers le segment équatorial est une étape indispensable a l'interaction du
spermatozoide avec la membrane plasmique de l'ovule (Saint-Dizier, Chastant-Maillard, &
Chemineau, 2014). Il a longtemps été accepté que la réaction acrosomique était déclenchée par
la fixation des spermatozoides sur la zone pellucide. Cependant, une étude réalisée sur des souris
transgéniques dont l'acrosome est marqué avec de la GFP a montré que la plupart des
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spermatozoides initient leur réaction acrosomique avant d’atteindre la zone pellucide (Jin et al.,
2011). D’ailleurs, des spermatozoides acrosome-réagit conservent leur capacité a pénétrer le
cumulus et la zone pellucide puis féconder un ovule en engendrer une descendance viable (Inoue,
Satouh, lkawa, Okabe, & Yanagimachi, 2011).

2. L'adhésion et |a fusion des gametes

Apres avoir traversé la zone pellucide, le spermatozoide se retrouve dans I'espace périvitellin
ou il peut adhérer a la membrane plasmique de I'ovule. Seuls les spermatozoides ayant réalisé
leur réaction acrosomique peuvent effectuer cette étape. De nombreuses protéines sont
impliquées dans le processus d’adhésion, les plus connues étant certainement le couple
Juno/lzumo ol Juno, présent a la membrane plasmique de I'ovule, est le récepteur de l1zumo,
protéine transmembranaire située au niveau du segment équatorial des spermatozoides
acrosome-réagit (Inoue, lkawa, Isotani, & Okabe, 2005). Chez la souris, 'absence de Juno dans les
ovules ou de Izumo dans les spermatozoides rend les individus infertiles du fait d’'une absence de
fusion gamétique. Les spermatozoides restent alors bloqués dans I'espace périvitellin. La
dégradation rapide de Juno apres la fécondation participe au blocage de la polyspermie (Bianchi,
Doe, Goulding, & Wright, 2014). Une étude récente a identifié un nouvel acteur de cette
interaction : la protéine FCRL3, nommée MAIA, présente a la surface des ovules et présentant
une forte interaction avec JUNO (Vondrakova et al., 2022). De plus, de nouvelles protéines
spermatiques impliquées dans le processus de fusion gamétique viennent d’étre identifiées (SOF1,
TMEM95, SPACA6, FIMP) mais leurs fonctions moléculaires restent a préciser (Fujihara et al., 2020;
Lamas-Toranzo et al., 2020; Noda et al., 2020).

Plusieurs protéines membres de la famille des tétraspanines, dont CD9 (Cluster of
Differenciation) et CD81 sont présentes a la membrane plasmique des ovules et participent a
I’'adhésion gamétique. Chez la souris, I'absence de ces deux protéines rend les femelles infertiles
sans affecter la pénétration de la zone pellucide. En revanche, la fécondation est bloquée et les
spermatozoides restent dans I'espace périvitellin (Rubinstein et al., 2006). Une partie de la surface
des ovules est recouverte de microvillosités sur lesquelles s’accrochent les spermatozoides (Shalgi
& Phillips, 1980). Or, chez les souris déficientes en CD9, la structure de ces microvillosités est
altérée ce qui suggére que la structure de la membrane plasmide des ovules dépourvus de CD9 ne
supporte pas la fécondation (Runge et al., 2007). Les tétraspanines ont la particularité de pouvoir
interagir entre elles, mais aussi avec des intégrines. Ainsi, CD9 interagit avec CD81 et avec
I'intégrine a6P1 et ce complexe serait impliqué dans linteraction avec les spermatozoides via
ADAMS3 (Y. Takahashi, Bigler, Ito, & White, 2001). De plus, une étude publiée en 2014 suppose une
interaction entre CD9 et Juno (Chalbi et al., 2014), (Figure 21).
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Figure 21 : Modéle simplifié de I'interaction ovule-spermatozoide.

L’adhésion du spermatozoide avec la membrane plasmique de I'ovule requiert la participation
de plusieurs acteurs protéiques essentiels. Juno est une protéine ancrée a la membrane
plasmique de I'ovule par une liaison covalente avec le glycolipide Glycosylphosphatidylinositol
(GPI) (« GPl-anchored protein ») et interagit directement avec le segment équatorial du
spermatozoide via lzumo. CD9 interagit avec Juno et participe a I’adhésion des spermatozoides
via les protéines ADAM et les intégrines a6B1. Figure d’apres (Dresselhaus, Sprunck, & Wessel,
2016).

L’adhésion entre I'ovule et le spermatozoide est suivi de la fusion des membranes plasmiques
qui débute au niveau du segment équatorial du spermatozoide. Selon les espéces, I'intégralité ou
seulement une partie du spermatozoide pénétre dans I'ovule. L'enveloppe nucléaire du
spermatozoide disparait et la chromatine commence a se décondenser. L'entrée du
spermatozoide déclenche alors une série de réactions faisant référence a I’activation ovocytaire.

II. L’activation ovocytaire

1. Les oscillations calcigues

L’entrée du spermatozoide dans I'ovule transforme le gamete femelle en zygote. L’élévation
de la concentration calcique dans le cytoplasme du zygote, mécanisme trés conservé dans
I’évolution, est a la fois nécessaire et suffisant a I’activation ovocytaire, ce qui inclus I'exocytose
des granules corticaux, la reprise de la seconde division méiotique, la formation des pronoyaux, le
recrutement des ARNm maternels et l'initiation des divisions embryonnaires. Le profil de
libération de calcium dans le cytoplasme est espece dépendante. Chez la femme et la souris, la
libération de calcium se fait par vagues successives dont la premiére est la plus intense, on parle
alors de vagues ou d’oscillations calciques (Figure 22).
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Figure 22 : Le profil libération calcique est espéce-dépendante.

La libération de calcium en réponse a la fécondation est un phénomene conservé au sein de
I’évolution et nécessaire au développement de I’embryon. Il existe tout de méme une forte
variabilité inter especes comme en témoignent les profils de libération de calcium chez le
poisson zebre, le xénope, le triton et la souris. Chez la femme et la souris, la libération de
calcium se fait par vagues successives, la premiere étant la plus longue et la plus intense. Ces
deux profils different en termes de fréquence puisque les oscillations calciques sont plus
rapides chez la souris. Figure d’apres (Stein, Savy, Williams, & Williams, 2020).

2. Lesvoies de signalisation a I'origine de I’élévation calcique

L’élévation de la concentration en calcium est contrélée par un facteur spermatique identifié
en 2002 : PLC; (PLC zéta). PLC; est une phospholipase, enzyme responsable de I'hydrolyse des
liaisons esters des phospholipides, principaux constituant des membranes biologiques. Le
mécanisme de libération de calcium médié par PLC; est schématisé sur la Figure 23. Localisée au
niveau du segment équatorial du spermatozoide, PLC; diffuse dans 'ovule lors de la fusion des
gametes puis hydrolyse le Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en Inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3) et Diacylglycerol (DAG). IPsR1, localisé a la membrane du réticulum
endoplasmique, est un récepteur contenant six domaines transmembranaires qui forment un
canal calcique. La fixation de IP3, sur son récepteur IP3R1, permet I'ouverture du canal calcique et
la libération du calcium contenu dans le réticulum endoplasmique (Malcuit, Kurokawa, & Fissore,
2006; S. Y. Yoon, 2019). La maintenance des oscillations calciques sur la durée nécessite le
remplissage du réticulum endoplasmique. Le retour du calcium cytoplasmique vers le réticulum
endoplasmique va a I'encontre de son gradient. Il est réalisé grace a I'action des pompes ioniques
SERCA (Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca?*-ATPase) en utilisant I’énergie fournie par I’hydrolyse
d’ATP (F. Wang et al., 2020). Le maintien des oscillations calciques au cours du temps pourrait
également étre régulé par la protéine kinase C, activée par le DAG et le calcium lui-méme. Cette
hypothése, soutenue par Guillaume Halet et ses collegues, repose sur I'observation d’une
translocation rapide de PKC vers la membrane plasmique de I'ovocyte a chaque vague calcique.
De cette fagon, PKC pourrait réguler I'ouverture de canaux calciques de types SOC (Store-Operated
Channels) ou TRP (Transient Receptor Potential) activés en cas de diminution des stocks de
calcium. Présents a la membrane plasmique, ces canaux permettent I'entrée de calcium provenant
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du milieu extracellulaire (Halet, Tunwell, Parkinson, & Carroll, 2004; Malcuit et al., 2006). PKC
participe également a la régulation de IPsR1 en contrélant son état de phosphorylation

(Vanderheyden et al., 2009).
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Figure 23 : Représentation simplifiée des voies de signalisation responsables de la libération de
calcium et nécessaires a I'activation ovocytaire.

Apportée par le spermatozoide fécondant, la phospholipase PLCT hydrolyse PIP2 en IP3 et DAG.
Suite a I’activation de IP3R par IP3, le calcium contenu dans le réticulum endoplasmique (RE)
est relargué dans le cytoplasme. La maintenance des vagues calciques au cours du temps est
permise par le retour du calcium vers le RE grace aux pompes SERCA (fléeche blanche). De plus,
des canaux de types TRP ou SOC, présents a la membrane plasmique, pourraient étre activés
par PKC et permettraient I’entrée de calcium provenant du milieu extracellulaire. Figure
modifiée a partir de (Malcuit et al., 2006).

3. L'activation ovocytaire : les évenements contrdlés par le calcium

3.a. Larégulation de I'expression des génes

Transcriptionnellement inactif jusqu’a I’activation du génome embryonnaire, le zygote dépend
des ARNm maternels synthétisés et stockés au cours de la croissance ovocytaire. Ainsi, lors de
I'activation ovocytaire, le recrutement des ARNm maternels est nécessaire a la poursuite du
développement de I'embryon (Aoki, Hara, & Schultz, 2003) et ce recrutement est dépendant du
calcium (Z. Xu, Kopf, & Schultz, 1994). En se fixant sur la calmoduline de CaMKiIl
(Calcium/calmodulin dependent protein Kinase 1l), le calcium induit un changement de
conformation de la protéine qui est alors activée. CaMKIl peut ensuite réguler I'activité de
protéines cibles par phosphorylation. De fagon intéressante, CaMKII régule I'activité de CPEB
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(Cytoplasmic Polyadenylation Element Binding protein) dans les cellules nerveuses, modulant ainsi
la polyadénylation et la traduction d’ARNm contenant une séquence CPE (Atkins, Nozaki, Shigeri,
& Soderling, 2004; Malcuit et al., 2006). Sachant que CPEB est un acteur clé de la régulation de la
traduction dans les ovules, un mécanisme similaire pourrait réguler I'expression des genes au
cours de 'activation ovocytaire.

3.b. La réaction corticale

La réaction corticale correspond a I’'exocytose des granules corticaux, permettant la libération
de leur contenu dans I'espace périvitellin. Acteur majeur du blocage de la polyspermie, cette
réaction est dépendante de I'augmentation de la concentration calcique observée suite a I'entrée
du spermatozoide dans I'ovule. L'exocytose des granules corticaux est réalisée grace au complexe
calcium dépendant SNARE, composé de protéines VSNARE (la synaptobrévine) a la membrane de
la vésicule, et de protéines tSNARE (syntaxine et SNAP-25) a la membrane plasmique. Brievement,
I'interaction entre la synaptobrévine, la syntaxine et SNAP-25 constitue une structure en forme de
fermeture éclair permettant le rapprochement des granules corticales et de la membrane
plasmique. La fixation du calcium sur les complexes C2A et C2B de la synaptotagmine active la
protéine et permet la fusion des membranes et la libération des protéases et glycoprotéines
contenues dans les granules corticaux (Figure 24). Parmi les protéines déversées, I'ovastacine clive
les protéines ZP2 de la zone pellucide ce qui provoque le durcissement de la matrice extracellulaire
et prévient la fixation des spermatozoides (Burkart, Xiong, Baibakov, Jimenez-Movilla, & Dean,
2012; Rojas et al., 2021).
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Figure 24 : L'exocytose des granules corticaux est médiée par le complexe SNARE.

Composé des protéines vSNARE a la surface des vésicules et tSNARE a la surface de la membrane
plasmique, ce complexe permet le rapprochement et la fusion des membranes de fagon
dépendante du calcium. Les enzymes contenues dans les granules corticaux sont alors libérées
dans l’espace périvitellin et modifient la structure de la zone pellucide qui devient alors
imperméable aux spermatozoides. En bloquant la polyspermie, cette réaction appelée réaction
corticale est nécessaire au maintien de la ploidie du futur embryon. Figure d’aprés (Georgiev &
Glazebrook, 2007).

3.c. Lareprise de la méiose Il et la formation des pronoyaux

Comme mentionné précédemment, lors de I'ovulation, les ovules sont bloqués en métaphase
Il et cet arrét méiotique est maintenu par une activité élevée du MPF, soutenue par le CSF. La voie
de signalisation C-MOS/MEK/MAPK/p90rsk permet I'inhibition du complexe APC/C par EMI ce qui
protége la Cycline B1 contre la dégradation (voir chapitre 1.lll.1e « L’arrét en métaphase Il »).
L'activité élevée du MPF maintient les chromosomes condensés et stabilise le fuseau (Machaty et
al., 2017).

Activée sous I'effet du calcium, CaMKII active WEE1B qui, en phosphorylant CDK1, diminue
I'activité du MPF. D’ailleurs, I'inhibition de WEE1B dans les ovocytes de souris inhibe la formation
des pronoyaux (Oh, Susor, & Conti, 2011). Une autre voie de signalisation activée par le calcium
implique la phosphorylation de EMI par CaMKIl. EMI phosphorylée devient la cible d’une nouvelle
phosphorylation par PLK1 et la double phosphorylation de EMI entraine sa destruction et léve
I'inhibition de APC/C (Hansen, Tung, & Jackson, 2006). En ciblant le motif de destruction
(destruction-box motif) de la Cycline B1, APC/C induit la dégradation de la protéine, ce qui diminue
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I’activité de MPF. APC/C est également responsable de la dégradation de la sécurine, induisant la
libération de la séparase et le clivage de la cohésine. Les chromatides sceurs peuvent alors se
séparer, le zygote progresse vers I"anaphase puis forme le second globule polaire (Jones, 2005;
Machaty et al., 2017). La fin de la méiose est suivie par la formation des pronoyaux. Bien que le
détail des voies de signalisation soit mal compris, la formation des pronoyaux est dépendante de
la diminution de I'activité des MAPK puisque I'utilisation d’inhibiteurs de phosphatases maintient
I'activité des MAPK et inhibe la formation des pronoyaux (Moos, Visconti, Moore, Schultz, & Kopf,
1995), (Figure 25).
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Figure 25 : L’activation ovocytaire, les événements controlés par le calcium.

Tout de suite aprés la fécondation, la PLC; apportée par le spermatozoide permet le
déclenchement des oscillations calciques nécessaires a I’activation ovocytaire. La fixation du
calcium sur la synaptotagmine permet l’activation du complexe Snare et |’exocytose des
granules corticales. Ce processus, appelé réaction corticale permet une modification de la zone
pellucide qui prévient la polyspermie. Lors de I’arrét méiotique en métaphase Il, I"activité du
MPF est maintenue élevée grace a l'inhibition de APC/C par EMI (fleches et symboles noirs).
L’activation de CaMKIIl par le calcium inhibe EMI ce qui permet |’activation de APC/C et la
dégradation de la sécurine et de la Cycline B1 (fleches et symboles rouges). L’activité du MPF
chute, la cohésine est clivée et le blocage de la méiose est levé. De plus, CaMKIl permet le
recrutement des ARNm maternels et inhibe la voie des MAPK induisant alors la formation des

pronoyaux. Figure créée avec Biorender.
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La formation de I'embryon se fait a partir de deux lots de chromatine trés différents : une
chromatine hyper-compactée par les protamines dans le spermatozoide et des chromosomes
bloqués en métaphase Il dans les ovules. Les deux génomes, et particulierement celui du
spermatozoide, sont trés méthylés. Peu aprés la fécondation, la membrane nucléaire du
spermatozoide se rompt et les protamines sont remplacées par les histones. Au cours des
premiers stades de développement, il existe une asymétrie des marques épigénétiques entre les
génomes parentaux puisque le génome paternel est plus rapidement déméthylé que le génome
maternel. Ce n’est qu’a partir du stade morula que les distinctions entre la chromatine d’origine
maternelle et celle d’origine paternelle disparaissent (Beaujean, Mason, Bonnet-Garnier, Salvaing,
& Debey, 2010).

3.d. Une chronologie d’évenements finement contrélée

Comme indiqué précédemment, I'activation ovocytaire chez la femme et la souris se fait par
des élévations transitoires et successives de la concentration en calcium intracytoplasmique. Un
pic de calcium unique ne suffit pas a I'accomplissement d’une transition zygote-embryon correcte
et chaque évéenement nécessite un nombre d’oscillations calciques particulier. Ainsi, les premiéres
oscillations sont responsables de I’exocytose des granules corticaux et du blocage de la
polyspermie, les pics suivants induisent la reprise de la méiose, I’extrusion du globule polaire et le
recrutement des ARNm maternels, les pics les plus tardifs permettent la formation des pronoyaux
et I'induction des premieres mitoses embryonnaires. De facon intéressante, lorsqu’un événement
est initié, il ne peut pas étre achevé sans oscillation supplémentaire. Par exemple, chez la souris,
8 pics sont suffisants pour diminuer I'activité du MPF et sortir de la métaphase Il, mais ne
permettent pas la diminution de I'activité des MAPK ni la formation des pronoyaux. Ainsi, un arrét
prématuré des oscillations calciques affecte grandement la capacité de développement du futur
embryon (Ducibella et al., 2002; Malcuit et al., 2006). Ceci est en accord avec les résultats de Jean-
Pierre Ozil et ses collégues qui observent que le profil d’expression des génes chez la souris dépend
du nombre, mais aussi de la fréquence des vagues calciques (Ozil, Banrezes, Toth, Pan, & Schultz,
2006). Toujours chez la souris, les vagues calciques s’arrétent normalement juste avant la
formation des pronoyaux, probablement du fait de la séquestration de PLC; dans ces derniers
(Larman, Saunders, Carroll, Lai, & Swann, 2004).

Ill. L'activation du génome embryonnaire (EGA)

Le transcriptome maternel correspond aux ARNm produits au cours de la croissance ovocytaire
et stockés dans le cytoplasme de I'ovocyte. Sachant que la transcription est inhibée a partir de la
maturation méiotique, ces ARNm seront utilisés pour produire les protéines nécessaires a la
maturation ovocytaire, a la fécondation et a linitiation du développement embryonnaire
préimplantatoire. L’activation du génome embryonnaire correspond au moment ou I'embryon
devient transcriptionnellement actif, il ne dépend donc plus des transcrits maternels qui sont alors
dégradés (Tora & Vincent, 2021). L'activation du génome embryonnaire se fait en deux vagues
successives. La premiére, qui correspond a l'initiation du processus, est définie comme mineure
et a lieu a la fin du stade zygote. La seconde, définie comme majeure, a lieu au stade deux-cellules
tardif chez la souris et entre le stade quatre et huit-cellules chez ’'Homme (Figure 26) mais
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également chez le lapin, la vache, le mouton et le macaque (Jukam, Shariati, & Skotheim, 2017;
Perry, Asami, Lam, & Yeo, 2022).

cell cycle
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cell cycle
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V Earliest detected embryonic transcript :-
V¥V Large-scale embryonic transcription begins

New embryonic transcription

Figure 26 : Chronologie du développement embryonnaire préimplantatoire et de I'activation du
génome embryonnaire chez 'Homme et la souris.

La durée du développement embryonnaire préimplantatoire est espéce dépendante. Le stade
blastocyste est atteint environ 90 h apres la fécondation chez la souris et nécessite 120 h de
développement chez ’'Homme. De plus, chez la souris, les premiers transcrits sont détectés des
le stade zygote et I’embryon devient transcriptionnellement autonome entre le stade deux et
quatre-cellules, soit environ 30 h apres la fécondation. Chez I’'Homme, I'activation du génome
embryonnaire est un peu plus tardive puisque les premiers transcrits sont détectés entre le
stade zygote et le stade deux-cellules. L’activation du génome embryonnaire a proprement
parler se déroule entre les stades quatre et huit-cellules, soit environ 55 h apres la fécondation.
Le dégradé de violet correspond a I'intensité de la transcription embryonnaire, le signe « 2* »
fait référence aux divisions asynchrones du deuxiéme cycle de division chez I’'Homme. Figure
d’apres (Jukam et al., 2017).
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Chapitre n°3 : la régulation de 'expression des
génes dans l'ovocyte

La base du fonctionnement d’un organisme dépend de la capacité de ses cellules a décoder

I'information génétique qu’elles contiennent sous forme d’ADN afin de produire les protéines

nécessaires a leur fonctionnement. La régulation de I'expression des génes est le processus

permettant de réguler la production de protéines spécifiques au moment ou la cellule en a besoin

et en quantité adéquate. Ainsi, la régulation de I'expression des génes peut se faire a différents
niveaux (Bustin, 2015), (Figure 27) :

DNA

Au niveau de la transcription (quand les génes sont-ils transcrits ?) qui dépend de facteur

de transcription et de I'accessibilité de la chromatine.

Au niveau de I’ARN qui subit des modifications dans le noyau (ajout d’une coiffe en 5’ et

d’une queue poly(A) en 3’, retrait des introns par épissage).

Au niveau du transport de I’ARN du noyau vers le cytoplasme.

Au niveau du stockage et de la dégradation des ARN.

Au niveau de la traduction des ARN.

Au niveau des protéines par des mécanismes de modifications post-traductionnelle ou de

dégradation.
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Figure 27 : La régulation de I'expression des genes dans les cellules eucaryotes.

Il existe différents niveaux de régulation de I’expression des génes dans les cellules eucaryotes :

au niveau de I’ADN (régulation de la transcription par des facteurs de transcription et par

I’accessibilité de la chromatine), au niveau de I"ARN (modifications, transport, stockage,

dégradation, traduction) et au niveau des protéines (modifications post-traductionnelles,

dégradation). Figure d’apres (Bustin, 2015)
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|. Le transcriptome maternel

1. Importance du transcriptome maternel

Le transcriptome maternel correspond aux ARNm produits et stockés dans les ovocytes. Ces
ARNm sont synthétisés dans les ovocytes en croissance, période marquée par l'intensité de
I'activité transcriptionnelle. A partir de la maturation méiotique, la transcription est arrétée et le
restera jusqu’a l'activation du génome embryonnaire. De ce fait, la maturation ovocytaire,
incluant la régulation de I'arrét méiotique, la maturation nucléaire et cytoplasmique, mais aussi la
fécondation et le développement de I'embryon jusqu’a I'EGA, dépend entierement du
transcriptome maternel. D’ailleurs, l'ovocyte a la particularité de contenir des ARNm
particulierement stables et abondants. Chez la souris, les ovocytes contiennent environ dix fois
plus d’ARNm que les cellules somatiques (Piko & Clegg, 1982) et ces ARNm ont une demi-vie trés
longue (environ 2.5 semaines, contre quelques heures dans les cellules somatiques) (Tora &
Vincent, 2021). Le stockage des ARNm, leur traduction au moment opportun et la dégradation des
transcrits qui ne sont plus utiles sont donc des processus essentiels a la formation d’ovules et
d’embryons de qualité (Luong & Conti, 2019; Tora & Vincent, 2021).

Les ARNm contiennent des éléments régulateurs appelés élément cis et souvent positionnés
en région 3’UTR. Ces éléments peuvent étre reconnus par des facteurs dits trans et incluant des
RBP (RNA-Binding Proteins) ou des micro-ARN. La fixation de RBP a action trans sur les séquences
cis des ARN forme les complexes ribonucléoprotéiques (RNP) qui participent a réguler une variété
de mécanismes tels que le transport des ARNm ciblés, leur stabilité, leur dégradation ou leur
traduction (Vejnar et al., 2019). Ces interactions sont permises par la présence, sur les protéines
a action trans, de domaines de type RRM (RNA Recognition Motif), KH (K homology), Znf (zinc
finger) ou RBD (RNA-Binding Domain) (Luong & Conti, 2019). Parmi les éléments cis présents sur
les ARNm, les motifs U-rich participent a stabiliser les ARNm tandis que les éléments AU-Rich (ARE)
et les éléments CCUC ou CCUG favorisent la dégradation des ARNm (Vejnar et al., 2019).

2. Synthese et maturation des ARNm

La croissance ovocytaire est marquée par une forte augmentation du volume de 'ovocyte,
conséquence de la synthése et de I'accumulation des ARN et des protéines nécessaires a
I'acquisition de la compétence développementale de I'ovule. Les protéines responsables de la
synthése d’ARN a partir d’ADN sont les ARN polymérases. En progressant le long de I’ADN, elles
fabriguent un ARN pré-messager composé de ribonucléotides liés par des liaisons
phosphodiesters. La synthése de cet ARN se fait dans le sens 5’-3’. L'initiation de la transcription
nécessite I'assemblage d’un complexe protéique PIC (Pre-Initiation Complex) au niveau du
promoteur. Dans les cellules somatiques, ce complexe est composé d’une protéine TBP (TATA-box
Binding Protein) qui reconnait la séquence d’ADN initiant la transcription (la boite TATA) associée
a 13 facteurs TAFs (TBP-Associated Factors). Dans les ovocytes de Vertébrés, TBP est exprimée
jusqu’au stade de follicule primordial puis disparait et est remplacée par son paralogue TBPL2
(TBP-Like 2). TBPL2 disparait a son tour au moment de la maturation méiotique, lorsque la
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transcription est inactivée (Tora & Vincent, 2021; C. Yu et al., 2020), (Figure 29). Cette protéine est
essentielle a la croissance ovocytaire et son absence chez la souris induit un arrét de la
folliculogenése avant la formation des follicules secondaires (Gazdag et al., 2009).

Au cours de leur élongation, les ARN pré-messagers sont modifiés par 'ajout, en 5’, d’une
coiffe 7-methyl guanosine rapidement recouverte d’un complexe CBC (Cap-Binding Complex). La
coiffe et le CBC protegent les ARN de la dégradation par les ribonucléases et seront nécessaires a
leur export vers le cytoplasme et a leur traduction. La formation d’'un ARNm mature nécessite des
modifications supplémentaires ayant lieu dans le noyau et comprenant le retrait des introns par
épissage et 'ajout d’une queue poly(A) a I'extrémité 3’ (Bustin, 2015), (Figure 28). Chez les
Mammiferes, I'ajout de la queue poly(A) dans le noyau nécessite la fixation de CPSF (Cleavage and
Polyadenylation Specificity Factor) sur la séquence AAUAAA en région 3'UTR, 10 a 30 nucléotides
avant le site de clivage. Par son interaction avec CSTF (Cleavage-STimulatory Factor), CPSF permet
la coupure de '’ARNm. CPSF interagit alors avec PAP (Poly(A) Polymerase) qui catalyse I'ajout
d’environ 200 résidus adénosine a I'extrémité 3’ (J. Zhao, Hyman, & Moore, 1999). La queue
poly(A) est ensuite protégée de la déadénylation par PABP (Poly(A)-Binding Protein) qui inhibe
ainsi la dégradation de ’ARNm et assure sa stabilité (Luong & Conti, 2019).

Figure 28 : Ensemble des mécanismes
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3. Lestockage des ARNm

Dans les cellules eucaryotes, les ARNm non traduits sont stockés dans des granules
cytoplasmiques composés de complexes ribonucléoprotéiques. D’un diametre d’environ 500 nm
et dépourvus de membrane, ces granules forment des agrégats denses dans le cytoplasme. Parmi
les différents types de granules cytoplasmiques existants, les p-bodies ou « processing bodies »
sont les plus connus (Winata & Korzh, 2018). IIs se forment lorsque la concentration en ARNm
augmente, par un phénomeéne appelé LLPT (Liquid-Liquid Phase Transition) au cours duquel les
ARN et les protéines se condensent et forment des gouttelettes visqueuses (Standart & Weil,
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2018). Présents dans les cellules somatiques et germinales, les p-bodies participent au stockage,
a la dégradation et a l'inhibition de la traduction des ARNm. Chez la souris, ils sont présents dans
les ovocytes en croissance puis disparaissent au moment de la maturation ovocytaire, ce qui
coincide avec l'arrét de la transcription et I'utilisation des ARN maternels stockés (Flemr, Ma,
Schultz, & Svoboda, 2010). La présence de protéines impliquées dans I'inhibition de la traduction
(DDX6, EIF4AE, CPEB1) est en accord avec le fait que les p-bodies soient en charge de stocker les
ARNm en vue d’une traduction ultérieure. De plus, I'implication de ces granules cytoplasmiques
dans la dégradation des ARN se traduit par la présence de protéines responsables du clivage de la
coiffe et de la dégradation de ARNm (DCP1 et 2, XRN1, EDC3, LSM1-7) ou encore de facteurs de
déadénylation (CCR4, PAN3). Les p-bodies contiennent également des facteurs impliqués dans des
mécanismes d’extinction de gene par interférence a I’ARN (AGO1-4, GW182) (Standart & Weil,
2018; Winata & Korzh, 2018). Chez les Mammiferes, I'assemblage des p-bodies nécessite DDX6,
EIF4A et LSM14A (Ayache et al., 2015). L'absence de DDX6 chez la souris perturbe I'assemblage
des p-bodies et rend les femelles infertiles avec un arrét de la folliculogenése au stade de follicule
primordial (Kato et al., 2019).

4. Ladégradation des ARNm

Entre le début de la croissance ovocytaire et |'activation du génome embryonnaire, le
transcriptome maternel connait plusieurs vagues de dégradations intenses. La premiére vague
concorde avec la maturation méiotique ou environ 50 % des transcrits sont dégradés ; elle est
régulée par des facteurs maternels. Une deuxiéme vague de dégradation des ARN maternels est
induite par la fécondation, puis, I'intégralité des ARN maternels restant sera dégradée au cours de
I'EGA et remplacée par les transcrits embryonnaires. Cette derniére vague de dégradation dépend
cette fois de facteurs embryonnaires (Svoboda, Fulka, & Malik, 2017; Tora & Vincent, 2021). Ainsi,
certains transcrits sont dégradés exclusivement par une machinerie maternelle ou exclusivement
par une machinerie embryonnaire, d’autres sont dégradés par une action conjointe de I'activité
maternelle et de l'activité zygotique (Walser & Lipshitz, 2011). Ces vagues de dégradation
permettent de dégrader les transcrits qui ne sont plus nécessaires et qui pourraient étre déléteres.
Elles sont associées a I'activation de la traduction d’autres ARNm, processus détaillé dans le
chapitre « Régulation de la traduction dans les ovocytes ».
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Figure 29 : Etablissement et remodelage du transcriptome maternel chez la souris.

La croissance ovocytaire (A) est caractérisée par une activité transcriptionnelle intense (C, ligne
rouge) permise par I’abondance de TBP puis de TBPL2 (B), facteurs nécessaires a la formation
d’ARN par I’ARN polymérase. Cette période est caractérisée par I"accumulation de transcrits qui
forment le transcriptome maternel (C, zone beige). L’arrét de la transcription au moment de la
maturation ovocytaire est associé a une vague de dégradation des ARN maternel (C, ligne verte)
et a la disparition de TBPL2, induisant une diminution du transcriptome maternel, phénomeéne
amplifié par l'utilisation des transcrits stockés pour produire les protéines nécessaires au
développement de l'ovocyte. Les ARN maternels restants seront dégradés au cours de la
fécondation et de I’activation du génome embryonnaire (C, ligne bleue). L’embryon réalise alors
sa propre transcription, ce qui se caractérise par |’accumulation des transcrits embryonnaires
(C, zone violette). Figure d’apres (Tora & Vincent, 2021).

La présence de la coiffe a I'extrémité 5 des ARNm et de la queue poly(A) a I'extrémité 3’
participe a réguler la traduction des ARNm mais aussi leur stabilité. Ainsi, le clivage de la coiffe par
le complexe DCP1/DCP2 et la déadénylation de I'extrémité 3’ par le complexe PAN2/3 puis par
CCR4-NOT rendent les ARN accessibles aux exoribonucléases telles que XRN1 (Svoboda et al.,
2017; Tora & Vincent, 2021). Le réle des RBP est primordial dans la régulation de la dégradation
des ARNm car c’est par leur fixation sur des ARN cibles que certains complexes cités ci-dessus sont
recrutés. Par exemple, la fixation de Smaug sur les ARN maternels contenant une séquence SRE
(Smaug Recognition Element) permet de recruter le complexe de déadénylation CCR4-NOT. De
plus, la reconnaissance des ARE par des protéines ARE-BP (ARE-Binding Protein) stimule le
recrutement de différentes machineries responsables du clivage de la coiffe, de la déadénylation,
ou de la dégradation des ARN par I’exosome ou des exoribonucléases (Walser & Lipshitz, 2011).

De plus, une voie de dégradation conduite par des facteurs maternels au cours de la
maturation méiotique met en jeu la protéine MSY2 (Mouse Specific Y-box protein 2), une RBP avec
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une action trans, qui, en se fixant en cis sur les ARNm, favorise leur stabilisation. Au cours de la
maturation ovocytaire, l'activation de CDK1 induit, de fagon directe ou indirecte, la
phosphorylation de MSY2. La solubilité de MSY2 phosphorylée est alors modifiée ce qui déstabilise
son interaction avec les ARNm qui perdent leur protection (Medvedev, Yang, Hecht, & Schultz,
2008; Svoboda et al., 2017).

Lors de 'EGA, la dégradation des ARNm maternels par la voie des micro-ARN représente une
voie de dégradation importante notamment chez le poisson zébre via miR-430 et chez le xénope
via miR-427, orthologue de miR-430 (Giraldez et al., 2006; Lund, Liu, Hartley, Sheets, & Dahlberg,
2009; Svoboda et al., 2017).

Il. Régulation de la traduction dans les ovocytes

1. Linitiation de la traduction dans les cellules eucaryotes

Une fois dans le cytoplasme des cellules eucaryotes, le CBC des ARNm est remplacé par le
complexe EIF4F (Eukaryotic Initiation Factor 4F), trimére composé des facteurs EIF4E, EIF4G et
EIF4A. La traduction des ARNm nécessite la formation du complexe d’initiation 43S composé du
complexe EIF4F, du complexe ARNt initiateur (EIF2, ARNt-Met, GTP), du facteur d’initiation de la
traduction eucaryote EIF3 et de la sous-unité 40S du ribosome. EIFAG est une protéine dite
échafaudage (scaffold protein) car elle participe a I'assemblage d’autres protéines ce qui lui
confere un role essentiel de régulation de la traduction. En plus de sa participation dans
I’'assemblage du complexe d’initiation 43S, EIFAG interagit avec PABP (ou ePAB (embryonic PABP)
dans les ovocytes) positionnée sur la queue poly(A), ce qui permet de replier I’ARN et ainsi de
rapprocher la région 3’UTR et ses éléments régulateurs de I'extrémité 5’. De cette facon,
I'interaction entre PABP et EIF4G augmente |'efficacité de la traduction (Clarke, 2012) (Figure 30).
L’initiation de la traduction est composée des étapes suivantes (Gebauer & Hentze, 2004; Mendez
& Richter, 2001):

- Assemblage du complexe ARNt initiateur sur la sous-unité 40S du ribosome.

- Fixation du complexe EIF4F sur la région 5’UTR de ’ARNm par une interaction entre EIF4E

et la coiffe.

- Recrutement de la sous-unité 40S du ribosome sur I’ARNm et formation du complexe
d’initiation 43S sur I’ARN. L’interaction entre EIF4G et PABP permet de circulariser FARNm
rapprochant ainsi les extrémités 3’ et 5’. De plus, I'interaction entre EIF4G et EIF3 induit la
formation d’un pont entre le complexe EIF4AF et |la sous-unité 40S du ribosome, elle-méme
en interaction avec EIF2-GTP.

- Le complexe 43S scanne ’ARNm dans la direction 5" = 3’ jusqu’au codon d’initiation AUG.

- Hydrolyse du GTP, catalysée par EIF5B et libération de EIF3.

- Fixation de la sous-unité 60S du ribosome et formation du complexe 80S. Début de I'étape
d’élongation.
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Figure 30 : Représentation simplifiée de l'initiation de la traduction chez les eucaryotes.

L’assemblage du complexe ARNt initiateur et de EIF3 sur la sous-unité 40S du ribosome permet
la formation du complexe de pré-initiation 43S, qui, une fois assemblé au complexe EIF4F
(composé du trimere EIF4E-EIFAG-EIF4A) et lié a I’ARNm, formera le complexe d’initiation 43S.
En interagissant avec EIF4E fixé a la coiffe de ’ARNm, et PABP fixé a la queue poly(A), EIF4G
permet le rapprochement des extrémités 3’ et 5’ de I’/ARNm. Le complexe d’initiation 43S scanne
alors ’ARNm en direction de I’extrémité 3’ et trouve le codon d’initiation AUG au niveau duquel
EIF3 est libéré. L’assemblage de la sous-unité 60S a la sous-unité 40S forme le complexe 80S
capable de procéder a I’élongation de la traduction. Figure d’aprés (Gebauer & Hentze, 2004).
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2. Polyadénylation et traduction

Au cours de leur maturation dans le noyau, les ARNm des eucaryotes recoivent une queue
poly(A) ajoutée par une poly(A) polymérase nucléaire (PAPa et PAPy chez les Mammiferes). lls
sont ensuite exportés vers le cytoplasme et la queue poly(A) est raccourcie par des enzymes dites
déadénylases. Dans certaines cellules, et notamment dans les cellules nerveuses, les ovocytes et
les embryons, la queue poly(A) peut étre rallongée dans le cytoplasme par des poly(A)
polymérases cytoplasmiques (GLD2 et GLD4 chez les Mammiferes) (Clarke, 2012). Cette ré-
expansion de la queue poly(A) est un élément de régulation de la traduction car la longueur de la
qgueue poly(A) des ARNm détermine leur taux de traduction. Des expériences réalisées sur des
embryons de poissons zébres ont montré que 'activité traductionnelle est multipliée par 6 lorsque
que la longueur de la queue poly(A) est doublée (Subtelny, Eichhorn, Chen, Sive, & Bartel, 2014).
D’ailleurs, dans les ovocytes de Mammiferes, les ARNm stockés ont une queue poly(A) courte et
leur traduction est inhibée (Luong & Conti, 2019).

‘\\ CPSF  CPEB1 Pumilio ARE-BP
\ :

Figure 31 : Régulation de l'initiation de la traduction dans les cellules eucaryotes.

En se fixant sur la queue poly(A) des ARNm, PABP protége les ARNm contre la dégradation. De
plus, en favorisant le recrutement de elF3 et donc de la sous-unité 40S du ribosome, et en
interagissant avec elF4G, PABP favorise |'activation de la traduction. L’élongation de la queue
poly(A), permettant la fixation de PABP, est donc un signal d’activation de la traduction. A
I"inverse, le raccourcissement de la queue poly(A) est un signal de répression de la traduction.
De plus, I'interaction entre PABP et elF4G permet le repliement de I’ARNm, qui forme alors une
structure en épingle a cheveux, rapprochant ainsi les extrémités 3’ et 5’. Dans la région 3’UTR
des ARNm, se trouvent des séquences sur lesquelles se fixent des protéines RBP qui participent
a l'activation (vert: CPSF, CPEB1 phosphorylé) ou a la répression (rouge : CPEB1 non
phosphorylé, Pumilio, ARE-BP) de la traduction. Figure inspirée de (M. Christou-Kent,
Dhellemmes, Lambert, Ray, & Arnoult, 2020) et créée avec Biorender.
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3. Protéines clés de la régulation de la traduction ovocytaire

3.a. CPEB

Les protéines de la famille CPEB, composée de 4 membres (CPEB1-4) chez les Vertébrés, sont
des RBP dont la région C-ter contient deux domaines RRM et un domaine Znf. CPEB1 et CPEB4
sont nécessaires a la maturation ovocytaire chez le xénope et CPEB1 est un acteur fondamental
de la régulation de la traduction (Igea & Mendez, 2010). Chez le xénope, CPEB1 est abondant dans
les ovocytes au stade GV et disparait au cours de la GVBD (Marnef et al., 2010). En se fixant sur les
séquences CPE (UUUUA(A)U) dans la région 3’UTR des ARNm, CPEB1 s’assemble avec d’autres
protéines pour former des complexes et participe ainsi a réguler la polyadénylation et donc
traduction de ces ARNm. Selon son état de phosphorylation, CPEB1 est responsable de I'activation
ou bien de l'inhibition de la traduction des ARNm ciblés. Dans les ovocytes, CPEB1 contréle la
traduction de protéines clés de la maturation ovocytaire dont la Cycline B1 et C-MOS (Han et al.,
2017; Stebbins-Boaz, Hake, & Richter, 1996). CEPB1 régule également la traduction de DAZL
(Deleted-in Azoospermia Like), un autre régulateur de la traduction agissant a partir de la
maturation méiotique, lorsque CPEB1 disparait (J. Chen et al., 2011). De plus, chez le xénope, avant
de disparaitre, CPEB1 active CPEB4 qui participera également a prendre le relais dans la régulation
de la traduction (Igea & Mendez, 2010). Chez la souris, I'absence de CPEB1 est responsable
d’infertilité, les femelles ont des ovaires quasiment indétectables et dépourvus d’ovocyte, ce qui
suggere que CPEB1 est nécessaire aux stades précoces de I'ovogeneése (Tay & Richter, 2001).

Le contrdle de la traduction par CPEB1 est décrit dans plusieurs revues : (M. Christou-Kent et
al., 2020; Clarke, 2012; Reyes & Ross, 2016; Richter, 2007). CPEB1 se fixe sur la séquence CPE dans
la région 3’'UTR des ARNm et forme un complexe avec CPSF présent au niveau du site de
polyadénylation AAUAAA (PAS). Initialement impliqué dans la coupure et la polyadénylation des
pré-ARNm dans le noyau, CPSF est également impliqué dans la polyadénylation cytoplasmique et
son interaction avec CPEB1 est stabilisée par la symplékine. De plus, CPEB1 interagit avec la
poly(A)-polymérase cytoplasmique GLD2 et la déadénylase PARN. L’activité de PARN étant
supérieure a celle de GLD2, la queue poly(A) de 'ARNm ciblé est maintenue courte (20 a 40
résidus). Lors de la maturation ovocytaire, la phosphorylation de CPEB1, par la kinase Aurora A
chez le xénope, et au niveau de la sérine 174, induit I'expulsion PARN du complexe
ribonucléoprotéique. La polyadénylation médiée par GLD2 est alors maintenue et la queue poly(A)
est allongée pour atteindre 200 a 250 résidus. L’élongation de la queue poly(A) permet la fixation
de EPAB et son interaction avec EIF4G induit I'initiation de la traduction (Figure 32).
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Figure 32: Représentation simplifiée de la régulation de I’élongation de la queue poly(A) par CPEB1
chez le xénope.

Dans son état non phosphorylé, la fixation de CPEB1 sur la séquence CPE des ARNm participe a
I"inhibition de la traduction des ARN ciblés. Dans cette configuration, CPEB1 interagit avec PARN
dont l"activé déadénylase, surpassant l'activité de GLD2, permet le maintien d’une queue
poly(A) courte. Suite a la phosphorylation de CPEB1 par la protéine kinase Aurora A, PARN est
expulsée du complexe et I'activité de GLD2 permet |I’élongation de la queue poly(A). La fixation
de PABP sur la queue poly(A) induit la formation du trimere EIF4F dans lequel EIF4E et EIF4G
interagissent et permettent l’initiation de la traduction par le recrutement de la sous-unité 40S
du ribosome. Figure d’aprés (M. Christou-Kent et al., 2020).

Un autre mécanisme de régulation de la traduction par CPEB1 chez le xénope est basé sur la
présence d’un facteur lié a CPEB1 et interagissant avec EIFAE de maniére a bloquer l'interaction
entre EIF4E et EIF4G. Ce facteur a d’abord été décrit comme étant la protéine Maskin (Stebbins-
Boaz, Cao, de Moor, Mendez, & Richter, 1999) et agissant de la maniére suivante (Mendez &
Richter, 2001): lorsque la queue poly(A) est courte, Maskin, protéine associée a CPEB1, se fixe sur
EIFAE en bloquant son interaction avec EIF4G, ce qui inhibe le recrutement de la sous-unité 40S
du ribosome et donc la traduction. Lorsque CPEB1 est phosphorylé, il recrute CPSF et la poly(A)
polymérase ce qui permet I’élongation de la queue poly(A) et la fixation de PABP. L'interaction
entre complexe PABP-EIFAG et EIFAE étant plus forte que I'interaction entre Maskin et EIF4E, le
complexe PABP-EIFAG interagit avec EIF4E en prenant la place de Maskin et la traduction est
initiée.

L'implication de Maskin dans ce mécanisme a été remise en question par Marilyn Kozak pour
deux raisons majeures (Kozak, 2006). Premiérement, I'affinité entre Maskin et EIF4E est faible
(Stebbins-Boaz et al., 1999). Secondement, les protéines TACCs (Transforming Acidic Coiled Coil
domain), orthologues de Maskin chez les Mammiferes, le nématode et la drosophile, n’ont pas de
motif de fixation a EIF4E (de Moor, Meijer, & Lissenden, 2005). De ce fait, il semblerait que
I'interaction entre CPEB1 et EIF4E passe par un autre intermédiaire, possiblement 4E-T (EIF4E
transporter) chez le xénope et son homologue Clast4 chez la souris (Kang & Han, 2011; Villaescusa
et al., 2006). EIF4E et Clast4 sont tous deux exprimés dans les ovocytes et phosphorylés lors de la
maturation méiotique (Minshall, Reiter, Weil, & Standart, 2007; Villaescusa et al., 2006). De plus,
4E-T interagit avec CPEB1 et EIF4E (Minshall et al., 2007) et participe a la formation des p-bodies
via son interaction avec DDX6 (Standart & Weil, 2018). Ces résultats vont dans le sens que 4E-T
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participe a I'inhibition de la traduction en bloquant I'interaction entre EIFAE et EIFAG. Lors de la
maturation méiotique, la phosphorylation de CPEB1 et 4E-T, par des kinases dont I'identité est
controversée, permet de libérer EIFAE qui peut alors interagir avec EIF4G (M. Christou-Kent et al.,
2020; Kang & Han, 2011), (Figure 33).

3' AAAAAAAAAA CPE

Inhibition de la traduction Activation de la traduction

Figure 33 : Représentation simplifiée de la régulation de la traduction par CPEB1 chez le xénope,
proposition d’'un modele impliquant 4E-T.
En interagissant avec CPEB1 et EIF4E, 4E-T bloque l'interaction entre EIF4E et EIF4AG ce qui
inhibe la traduction. Lors de la maturation méiotique, la phosphorylation de CPEB1 et 4E-T
libere I'acces a EIF4E qui peut alors interagir avec EIFAG pour initier la traduction. Figure
d’apres (M. Christou-Kent et al., 2020).

3.b. DAZL, Pumilio et EPAB

DAZL (Deleted-in Azoospermia Like) est également une RBP exprimée dans les ovocytes et
dans les embryons jusqu’au stade zygote. Au cours de la maturation ovocytaire, I'expression de
DAZL est augmentée, a l'inverse de CPEB1 qui diminue (J. Chen et al., 2011). Chez la souris, DAZL
est essentielle a la différenciation des cellules germinales primordiales et son absence est
responsable d’infertilité chez les males et les femelles (Y. Lin & Page, 2005). De plus, I'inhibition
de DAZL dans les ovocytes a partir du stade GV perturbe la maturation ovocytaire et notamment
la formation du fuseau méiotique (J. Chen et al., 2011). Chez 'Humain, des mutations du géne
DAZL peuvent perturber son interaction avec les autres protéines et affecter la fertilité des
hommes et des femmes, avec notamment une insuffisance ovarienne précoce chez les femmes
(Luong & Conti, 2019; Tung et al., 2006). En se fixant sur les séquences UUU[C/G]UUU mais aussi
sur d’autres séquences riches en U, DAZL participe a réguler la traduction de nombreux ARNm
(Luong & Conti, 2019). La clé de la régulation de la traduction par DAZL passe par son interaction
avec PABP ou EPAB (Brook, Smith, & Gray, 2009).

Les protéines PUF (Pumilio-Family), regroupant PUM1 et PUM2 chez les Mammiferes, sont des
RBP qui reconnaissent les séquences PBE (Pumilio-Binding Element) dans la région 3'UTR des
ARNm. Chez la souris, PUM1 est faiblement exprimée dans les ovocytes, a I'inverse de PUM2 dont
la traduction est augmentée au cours de la maturation ovocytaire (J. Chen et al., 2011). La fixation
des protéines PUF sur le PBE (UGUANAUA ol « N » représente n’importe quelle base) induit le
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recrutement du complexe CCR4-POP2-NOT responsable de la déadénylation de ’ARNm. La queue
poly(A) est ainsi raccourcie ce qui inhibe la traduction de I’ARNm ciblé (Susor & Kubelka, 2017).

Un autre mécanisme de régulation de la traduction par PUM2 dans les ovocytes de Vertébrés
passe par la formation d’un complexe PUM2-DAZL-EPAB et permet de réguler la traduction de
I’ARN Ringo (Rapid Inducer of G2—M in Oocytes), homologue de Spy chez la levure. Au stade GV,
PUM2 est fixé sur le PBE en 3’ de ’ARNm ce qui forme un complexe PUM2-DAZL-EPAB a I'origine
de l'inhibition de la traduction. Lors de la maturation ovocytaire et sous |'effet d’hormones
(progestérone ou LH selon les espéces), PUM2 se dissocie et le complexe DAZL-EPAB restant active
la traduction de Ringo/Spy (Brook et al., 2009; Esencan, Kallen, Zhang, & Seli, 2019), (Figure 34).
RINGO/Spy participe alors a I'activation de CDK1 (membre du MPF) et a la phosphorylation et donc
a I'activation de CPEB1 (Padmanabhan & Richter, 2006).
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Figure 34 : Régulation de la traduction de Ringo/Spy par le complexe PUM2-DAZL-EPAB au cours de
la maturation ovocytaire.

Dans les ovocytes en prophase |, la fixation, sur le site PBE en région 3’UTR de I"ARNm
Ringo/Spy, de PUM2 associée a DAZL et EPAB, inhibe la traduction de I’ARNm. Lors de la
maturation ovocytaire et sous |'effet de la LH ou de la progestérone, PUM?2 se dissocie et le
complexe DAZL-EPAB participe a l’activation de la traduction de Ringo/Spy. Figure d’apreés
(Esencan et al., 2019).

3.c. Musashi

Les protéines Musashi (MSI), existant sous la forme de deux homologues chez les Vertébrés
(Musashi-1 et Musashi-2) sont des RBP avec deux domaines RRM en région N-ter. Musashi-1
contient également un domaine d’interaction avec PABP en région C-ter et interagit avec PAPB
dans les cellules somatiques et EPAB dans les ovocytes. Musashi-1 a d’abord été identifiée comme
étant un répresseur de la traduction dans les cellules nerveuses, par un mécanisme de compétition
avec EIFAG pour sa fixation au niveau du 1°° RRM de PABP (Kawahara et al., 2008). Ainsi,
I'interaction Musashil-PABP bloque I'interaction EIF4G-PABP, ce qui empéche le recrutement des
ribosomes.
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Bien que le mécanisme d’action ne soit pas caractérisé, Musashi participe également a
I'activation de la traduction (Charlesworth, Wilczynska, Thampi, Cox, & MacNicol, 2006).
L’activation de Musashi via sa phosphorylation est dépendante de RINGO et de la kinase CDK1.
Une fois activée, Musashi permet la régulation de la traduction d’ARNm clés de la maturation
ovocytaire dont c-Mos et active la voie de signalisation des MAP kinase kinase kinase qui participe
a la phosphorylation de Musashi elle-méme, formant alors une boucle de rétro-contréle positif
(Cragle et al., 2019).

3.d. DDX6 (DHH1/xP54/RCK)

DDX6 (DEAD-Box Helicase 6) appartient a la famille des hélicases, enzymes clés du
métabolisme des ARN, impliquées dans |'épissage des ARN pré-messagers, dans le transport des
ARNmM, mais aussi dans leur traduction, leur stockage ou leur dégradation. DDX6 est fortement
exprimée dans les ovocytes de souris et persiste dans les embryons jusqu’au stade blastocyste (K.
Matsumoto, Kwon, Kim, & Akao, 2005). Comme indiqué précédemment, I’'absence de DDX6 chez
la souris perturbe I'assemblage des p-bodies et rend les femelles infertiles avec un arrét de la
folliculogenése au stade de follicule primordial (Kato et al., 2019).

Dans les ovocytes transcriptionnellement actifs, DDX6 est présent dans le cytoplasme et dans
le noyau, localisations validées par la présence d’une séquence NLS (Nuclear Localization Signal)
et d’'une séquence NES (Nuclear Export Signal) dans sa région N-ter. Dans le noyau, DDX6 se fixe
sur les ARNm nouvellement fabriqués et participe a leur export. Dans le cytoplasme, DDX6 se fixe
sur les ARNm non traduits, en compagnie d’autres protéines, dont MSY2 (Weston & Sommerville,
2006). De plus, chez le xénope, DDX6 interagit avec d’autres acteurs de régulation de la traduction,
dont CPEB, RAP55 (LSM14), EIF4E et 4E-T et PATL2 (Minshall et al., 2007). Enfin, DDX6 participe a
la dégradation des ARNm via son interaction avec le complexe de déadénylation CCR4-NOT (Ozgur
et al., 2015).

3.e. MSY2/FRGY2/YBX2

MSY2 (Y-box binding protein 2), appelée FRGY2 chez le xénope, est une protéine ovocytaire
particulierement abondante dans les ovocytes en croissance, et dont la quantité diminue a partir
de la fécondation. Son absence chez la souris est responsable d’infertilité des males et des
femelles, ces derniéres produisent des ovocytes qui se développent plus lentement et qui
présentent des défauts de maturation avec notamment la formation de fuseaux méiotiques
anormaux, une réduction des modifications de la chromatine caractéristiques du passage de NSN
a SN et une absence ou un retard du blocage de la transcription. De plus, I'abondance des
transcrits, leur stabilité et leur polyadénylation sont fortement altérés (Medvedev, Pan, & Schultz,
2011; J. Yang, Morales, Medvedev, Schultz, & Hecht, 2007). Comme indiqué précédemment, dans
son état non phosphorylé, MSY2 se fixe sur les ARNm et inhibe leur dégradation. Chez le xénope
FRGY2/MSY2 contribue a inhiber la traduction des ARNm sur lesquels elle se fixe et interagit, par
I'intermédiaire de I’ARNm ciblé, avec le complexe formé par CPEB1, DDX6 (XP54), PAT1A, RAP55
(LSM14), EIFAE et 4E-T (K. Matsumoto, Meric, & Wolffe, 1996; Minshall et al., 2007).
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4. Les protéines de la famille PAT1

Les protéines PAT1 (Protein Associated with Topoisomerase 1) sont des RBP impliquées dans
la régulation post-traductionnelle de I'expression de génes, et retrouvées uniquement chez les
eucaryotes (Standart & Marnef, 2012). Chez les Invertébrés et notamment chez la levure
Saccharomyces cerevisiae, les protéines PAT1 existent sous une forme unique appelée PAT1P.
Chez les Vertébrés, PAT1 existe sous forme de deux paralogues : PAT1A (ou PATL2) et PAT1B (ou
PATL1) (Figure 35).

hPatla xPatla
mPatla

zPatla

Invertébreés

Figure 35 : Evolution des protéines de la famille PAT1.

Les Invertébrés contiennent une protéine PAT1 unique, appelée PAT1P chez Saccharomyces
cerevisiae, HPAT chez Drosophila melanogaster et PATR-1 chez C. elegans. Chez les Vertébrés,
les protéines PAT1 ont évolué pour former deux familles : PAT1A et PAT1B. Les préfixes z, x, h,
m permettent de différencier les différents orthologues, respectivement chez les espéces Danio
rerio (poisson-zeébre), Xenopus laevis, Homo sapiens et Mus musculus. Figure d’aprés (Marnef
& Standart, 2010).

Les protéines de la famille PAT1 interagissent avec la topoisomérase I, enzyme capable de
réaliser des coupures double-brins de I’ADN, nécessaires, entre autres, au passage des ADN et
ARN polymérases. Ces protéines PAT1 sont dites « scaffold » car elles interagissent a la fois avec
les ARNm et avec d’autres protéines et participent a réguler la dégradation et la traduction de ces
ARNm. Elles contiennent une région N-ter riche en prolines et une région C-ter séparée en deux
régions, une région dite « Mid» et une région « Pat-C». La région N-ter s’associe a
DDX6/Xp54/DHH1 et participe a la déadénylation des ARNm en recrutant CCR4-NOT. La région C-
ter, quant a elle, participe a I'interaction avec LSM1-7 et DCP2 qui catalysent la dégradation de la
coiffe. Elle contient également 13 hélices alpha enroulées sur elles-mémes, formant ainsi une
super hélice qui participe a la fixation de PAT1 aux ARNm (Figure 36). En revanche, le site de
fixation des protéines PAT1 sur les ARNm n’a pas été identifié (Braun et al., 2010; Vindry, Weil, &
Standart, 2019).
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Figure 36 : Structure des protéines de la famille PAT1.

A : représentation des domaines d’interaction des protéines PAT1 avec les protéines
partenaires.

B : représentation de la structure de la région « Pat-C » localisée en C-ter de PAT1B chez
I’humain. Cette région est composée de 13 hélices alpha responsables de I'interaction de PAT1B
avec les ARNm. Figures d’apres (Braun et al., 2010; Vindry et al., 2019).

4.0. Les protéines PAT1 chez les Invertébrés

Chez Saccharomyces cerevisiae, I'absence de PAT1P résulte en une altération de la croissance
des levures et a une mauvaise ségrégation des chromosomes au cours de la mitose et de la méiose
(X. Wang, Watt, Louis, Borts, & Hickson, 1996). De plus, I'absence de cette protéine altere la
formation des p-bodies et le retrait de la coiffe des ARNm (Coller & Parker, 2005). Cela reflete le
role de PAT1P qui reconnait les transcrits polyadénylés ou non, et participe a la formation des p-
bodies, au retrait de la coiffe des ARNm et a I'inhibition de la traduction. La régulation de ces
fonctions est médiée par des interactions protéiques impliquant PAT1P et des acteurs clés du
retrait de la coiffe (DCP1-2, DHH1 et LSM1-7) (Coller & Parker, 2004, 2005). De plus, des
expériences de co-immunoprécipitation ont montré que PAT1P interagit avec des ARNm ciblés par
EIF4E, EIFAG et PAB1P (équivalent de PABP chez la levure), signifiant que PAT1P s’associe a des
ARNm traductionnellement actifs (Tharun & Parker, 2001).

4.b. Les protéines PAT1 chez les Vertébrés

Chez les Vertébrés, il existe deux familles de protéines PAT1 : les protéines PAT1A (également
appelées PATL2 chez 'Humain et P100 chez le xénope) et PAT1B (également appelées PATL1 chez
I'Homme). Chez le xénope, xPAT1A et xPAT1B ont toutes les deux une localisation cytoplasmique,
mais different en termes de profil d’expression. Alors que xPAT1A est exprimée dans les stades
précoces de |'ovogenese et disparait en méme temps que CPEB1 au cours de la GVBD, xPAT1B
apparait au cours de la GVBD et persiste dans les embryons (Marnef et al., 2010). De plus, chez
I’'Humain, hPAT1B est exprimée dans les tissus somatiques, dans lesquels hPAT1A est souvent
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absente (Scheller et al., 2007). Ainsi, chez les Vertébrés, les protéines de la famille PAT1 ont évolué
en une forme somatique (PAT1B/PATL1) et une forme germinale (PAT1A/PATL2) ayant des
fonctions différentes. En effet, PAT1B participe principalement a la dégradation des ARNm alors
qgue PATL2 est tout d’abord un répresseur de la traduction (Marnef et al., 2010; Standart & Marnef,
2012).

4.c. Réle de PAT1B/PATL1 dans la dégradation des ARNm

Des études réalisées sur des lignées cellulaires de Mammiféres ont montré que PATL1 participe
a la formation des p-bodies et est fortement enrichie dans ces structures, ce qui n’est pas le cas
de PATL2 (Marnef et al., 2010; Scheller et al., 2007). D’ailleurs, PATL1 interagit avec DDX6, protéine
essentielle a la formation des p-bodies (Ozgur & Stoecklin, 2013). De plus, le réle de PATL1 dans
la dégradation des ARNm, et notamment ceux enrichis en bases A/U, est médié par ses
interactions avec des protéines partenaires responsables de la déadénylation des ARNm (CCR4-
CAF1-NOT) et du retrait de la coiffe (DCP1-DCP2, LSM1) (Ozgur, Chekulaeva, & Stoecklin, 2010).

En 2012, Aline Marnef et ses collégues ont observé la présence d’une séquence d’exportation
nucléaire (NES) sur PATL1. Aussi, dans les cellules Hela, I'inhibition de CRM1, récepteur impliqué
dans le transport de protéines du noyau vers le cytoplasme, induit une rétention de PATL1 dans
le noyau. Dans le noyau, PATL1 est localisée dans des granules riches en composants nécessaires
a I'épissage et notamment le facteur d’épissage SC-35 (Marnef, Weil, & Standart, 2012). De plus,
PAT1B interagit avec tri-snRNP, des petites particules ribonucléoprotéiques nucléaires qui
s’associent aux pré-ARNm, eux-mémes associés avec d’autres protéines, dont les protéines LSM
et SART3 qui participent a la formation du spliceosome (Vindry et al., 2019). Ces résultats, associés
aux altérations d’épissage observées aprés délétion de PATL1 dans les cellules Hela et a
I'identification d’'un complexe nucléaire PATL1-LSM2-8, vont dans le sens d’une implication de
PATL1 dans les mécanismes d’épissage (Vindry et al., 2017).
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Figure 37 : Dualité de fonction de PAT1B dans le cytoplasme et le noyau.

A : PAT1B est une protéine majoritairement cytoplasmique qui participe a la formation des p-
bodies dans lesquels elle est fortement enrichie. Dans les cellules Hela, linactivation du
transport des protéines du noyau vers le cytoplasme restreint PAT1B dans le noyau ou elle
participe a la formation de granules, dont les granules d’épissage (Speckles), les corps de Cajal
et les corps nucléaires (PML bodies). B : implication de PAT1B dans |’épissage des pré-ARNm
dans le noyau et dans la dégradation des ARNm dans le cytoplasme. Figure d’aprés (Vindry et
al., 2019).

4.d. Réle de PAT1A/PATL2 dans la répression de la traduction

Contrairement a PATL1, PATL2 ne semble pas impliquée dans la dégradation des ARNm, n’est
pas enrichie dans les p-bodies et n’a pas de localisation nucléaire (Marnef et al., 2010; Marnef et
al., 2012; Ozgur et al., 2010; Scheller et al., 2007). Chez le xénope, PATL2 est localisée dans le
cytoplasme et est exprimée spécifiquement dans les ovocytes. Tout comme CPEB1, PATL2 est
rapidement dégradée a partir de la GVBD induite par la progestérone. En 2010, la publication d’un
article dans le journal developemental biology a permis de mieux comprendre le fonctionnement
de PATL2 dans les ovocytes de xénopes. Dans cet article, les auteurs ont montré que la
surexpression de PATL2 dans les ovocytes ne perturbe pas le taux de traduction globale mais
diminue la traduction de certains ARNm rapporteurs, précédemment injectés dans les ovocytes.
De plus, des expériences de co-immunoprécipitation suivies de Western Blot, ont permis
d’identifier des interactions entre les protéines PATL2 et CPEB1, Xp54 (DDX6), xRAP55 (LSM14),
4E-T et FRGY2 (MSY2). Ces protéines sont des acteurs clés de la régulation des ARNm (Figure 38).
Aussi, les ARNm de la Cycline B1, c-Mos et Ringo co-précipitent avec PATL2, levant ainsi
I’hypothése que PATL2 participe a réguler leur traduction. D’ailleurs, I'injection d’ARNm de Pat/2
dans les ovocytes altére leur capacité de maturation et induit une diminution de la quantité des
protéines C-MOS et de la Cycline B1 (Y. Nakamura et al., 2010). Sachant que, chez le xénope, la

84



traduction de Cycline B1 et de c-Mos dépend de CPEB1 (Stebbins-Boaz et al., 1996), on peut penser
que PATL2 collabore avec CPEB1 dans la régulation d’ARNm importants pour la maturation
ovocytaire.

Transcription

ARN pré-messager 1

5 — Exon1 }— Exon2 }— Exon3 }— Exon4 |— 3

Intron 1 Intron 2 Intron 3

ARN messager

5 WAUG Séquence codante stopAAAA 3

5 UTR FUR
DDX6, elF4A, LSM14 l
:
(granules cytoplasmques) —

MSY2 = W) = CPEB1
— —_—

Clivage de la coiffe /= g =, Déadénylation

(DCP1-2, LSM1-7) (CCR4-NQT) ===== DDX6

Figure 38 : Les partenaires de PATL2 chez le xénope : des acteurs de la régulation des ARNm.
Produits dans le noyau des cellules eucaryotes, les ARN pré-messagers subissent plusieurs
modifications (retrait des introns par épissage, ajout d’une coiffe en 5’ et d’une queue poly(A)
en 3’) avant de former des ARN messagers. Les ARNm sont alors exportés dans le cytoplasme
ou ils seront stockés ou traduits. Le stockage des ARNm se fait dans des granules
cytoplasmiques, notamment les p-bodies dont la formation dépend de DDX6, elF4A et LSM14.
De plus, les ARNm stockés sont stabilisés et protégés par MSY2. La traduction des ARNm est
finement régulée et I'un des acteurs de cette régulation est CPEB1. Lorsqu’ils ne sont plus
nécessaires, les ARNm sont dégradés, ce qui nécessite le clivage de la coiffe par les complexes
DCP1-2 et LSM1-7, et le raccourcissement de la queue poly(A) par le complexe CCR4-NOT, lui-
méme en interaction avec DDX6. Les protéines DDX6, LSM14, MSY2, LSM1 et CPEB1 (en bleu),
acteurs clés de la régulation des ARNm, sont des partenaires de PATL2 chez le xénope. Figure
créée avec Biorender.

Chez la souris, la protéine PATL2 est présente dans les follicules a partir du stade primaire et
est maximale dans les follicules secondaires. Contrairement a son orthologue chez le xénope qui
disparait lors de la GVBD, PATL2 persiste dans les ovules Ml de souris, suggérant une fonction plus
tardive chez cette espéce. Des expériences d'immunofluorescence analysées en microscopie
confocale, ont montré que, dans les follicules secondaires de souris, PATL2 ne colocalise pas avec
CPEB1, DDX6 ni MSY2 (M. Christou-Kent et al., 2018).
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Chapitre n°4 : La qualité ovocytaire

|. Importance de 'ovocyte dans le développement embryonnaire

La spermatogenése et I'ovogenése sont des processus complexes hautement régulés. De
nombreux facteurs peuvent perturber ces mécanismes et conduire a la formation de gametes
anormaux dont la compétence développementale est réduite. Dans un parcours d’assistance
médicale a la procréation, la sélection des ovules et des spermatozoides de meilleure qualité
permet d’augmenter les chances d’obtenir un embryon capable de se développer et de former un
nouvel individu en bonne santé. L'objectif de ce chapitre est de définir les parameétres et les
méthodes utilisés pour évaluer la qualité des ovules, la qualité des spermatozoides ne sera pas
traitée.

|. Qu’est-ce qu’un ovule de qualité ?

1. Le complexe cumulo-ovocytaire

Le Complexe Cumulo-Ovocytaire (CCO) correspond a lI'ovocyte entouré de ces cellules
folliculaires. Au cours de la folliculogenése, les nombreuses interactions présentes entre |’ovocyte
et ses cellules folliculaires environnantes sont indispensables au développement du follicule et a
la maturation de l'ovocyte. En effet, la présence des cellules du cumulus est essentielle au
maintien de l'arrét méiotique en prophase | et la fermeture des jonctions communicantes en
réponse au pic de LH est une étape indispensable a I'ovulation. Les interactions au sein du
complexe cumulo-ovocytaire sont bi-directionnelles : les cellules du cumulus apportent des
facteurs nécessaires au développement de I'ovocyte (par exemple le ligand kit) et I'ovocyte
sécrete des substances permettant la prolifération, la différenciation (GDF9, BMP15) ou la
mucification (CEEFs, Cumulus-Expansion Enabling Factors) des cellules du cumulus (Gilchrist et al.,
2008).

1.a. Morphologie du complexe cumulo-ovocytaire

Sachant que les cellules du cumulus sont retirées avant toute ICSI, I'étude du complexe
cumulo-ovocytaire dans I'évaluation de la qualité ovocytaire est sans risque pour le
développement du futur embryon. L'observation du complexe cumulo-ovocytaire au moment de
son prélévement est un outil intéressant puisqu’il semblerait y avoir une corrélation entre la taille
du follicule et la qualité de I'ovocyte associé. Plusieurs équipes ont observé une augmentation du
taux d’ovules immatures dans les plus petits follicules (volume d’aspiration < 2 ml ou diametre du
follicule < 12.5 mm) et donc une diminution du taux de fécondation de ces ovules (T.-F. Lee et al.,
2010; Mehri et al., 2014; Mohr-Sasson et al., 2020; Rosen et al., 2008; Shapiro et al., 2022).
Cependant, la qualité des embryons obtenus n’est pas significativement différente (T.-F. Lee et al.,
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2010; Mehri et al., 2014) suggérant que lorsque la maturité de I'ovule est atteinte, la taille du
follicule n’impacte pas la compétence développementale du gamete (Mohr-Sasson et al., 2020).

1.b. Apoptose des cellules folliculaires

Chez la femme, I'augmentation du taux d’apoptose des cellules du cumulus est associée a une
mauvaise maturation ovocytaire, une altération de la qualité des embryons obtenus aprés
fécondation in vitro et a une diminution du taux de grossesse (Bencomo et al., 2006; Hgst,
Gabrielsen, Lindenberg, & Smidt-Jensen, 2002; K. S. Lee et al., 2001; Suh et al., 2002).

1.c. Expression des génes du complexe cumulo-ovocytaire

L’expression des génes du complexe cumulo-ovocytaire semble étre un autre marqueur de
qualité ovocytaire et a été I'objet d’'une étude comparative réalisée en 2022 (Sayutti, Abu, &
Ahmad, 2022). Plusieurs génes impliqués dans la régulation de I’expansion des cellules du cumulus
(HAS2, GREM1, VCAN, PTGS2, GDF9, BMP15, TNFAIP6, BCL2) sont régulierement utilisés en tant
gue marqueurs de qualité ovocytaire (Assou et al., 2008; Gebhardt, Feil, Dunning, Lane, & Russell,
2011; Kahraman et al., 2018; McKenzie et al., 2004; Q. Shen et al., 2020).

GDF9 et BMP15 sont des régulateurs importants de la folliculogenése et I'augmentation de
leur expression dans les cellules de la granulosa ou dans le fluide folliculaire est associée a un bon
pronostic chez la femme. De la méme facon, I'augmentation de I'expression de PTGS2, HAS2 et
GREM1 a été observée dans les cellules du cumulus entourant des ovules ayant permis la
formation d’embryons de bonne qualité aprés fécondation in vitro (McKenzie et al., 2004).
L'augmentation de HAS2 comme marqueur de bonne qualité ovocytaire a été confirmée par
Semra Kahraman en 2018 (Kahraman et al., 2018), mais n’avait pas été confirmée sept ans plus
to6t (Gebhardt et al., 2011). En 2011, Kathryn Michelle Gebhardt et son équipe ont mis en évidence
gu’une augmentation de I'expression de VCAN et PTGS2 dans les cellules du cumulus était associée
a une augmentation du taux de naissance apres FIV ou ICSI (Gebhardt et al., 2011). Neuf ans plus
tard, Qiuzi Shen et son équipe ont obtenu des résultats controversés concernant VCAN. En effet,
ils ont remarqué une augmentation de I'expression de VCAN dans les cellules du cumulus
associées a des ovules donnant des embryons qualifiés de bonne qualité sur des critéres
morphologiques. Néanmoins, ils ont également observé une augmentation de I'expression de
VCAN dans des cellules du cumulus entourant des ovules pouvant étre qualifiés de moins bonne
qualité (ovules immatures, ovules issus de femmes de plus de 35 ans ou encore ovules a I'origine
d’embryons ne s’étant pas implantés) (Q. Shen et al., 2020). D’ailleurs, une augmentation de
I’expression de VCAN a également été mise en évidence par RNAseq dans les cellules du cumulus
entourant des ovules de mauvaise qualité (Q. Liu et al., 2018).

La régulation du stress oxydant dans les cellules du cumulus peut étre un autre biomarqueur
de qualité puisqu’une augmentation de I'expression de iNOS et de HO-I a été associée comme
mauvais pronostic (Bergandi et al., 2014).
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1.d. Métabolisme du complexe cumulo-ovocytaire

L'étude du métabolisme énergétique du complexe cumulo-ovocytaire représente un autre axe
d’évaluation de la qualité ovocytaire. Au cours de la maturation ovocytaire, I'ovocyte, dont la
capacité d’utilisation du glucose est faible, utilise le pyruvate et le lactate métabolisés par les
cellules du cumulus comme source d’énergie (Sutton-McDowall, Gilchrist, & Thompson, 2010). Les
ovocytes ayant une consommation de pyruvate accrue au cours de la maturation ovocytaire, le
métabolisme du pyruvate dans les cellules du cumulus est positivement corrélé a la maturité de
I’ovocyte associé (Downs, Humpherson, & Leese, 2002). En 2018, Anderson et son équipe ont
montré une diminution de la capacité respiratoire des cellules du cumulus entourant des ovules
immatures, mettant en évidence une dysfonction des mitochondries dans ces ovules. En revanche,
aucune corrélation n’a pu étre établie entre la capacité respiratoire des cellules du cumulus et la
qualité des embryons obtenus aprés fécondation in vitro (Anderson, Glassner, Melnikov,
Friedman, & Orynbayeva, 2018).

En conclusion, I'influence des cellules du cumulus sur I'ovocyte associé n’est plus a démontrer
et 'utilisation du complexe cumulo-ovocytaire est un outil intéressant dans I’évaluation de la
qualité ovocytaire. Cependant, une mauvaise reproductibilité des résultats est parfois observée et
s’explique notamment par la forte variabilité entre les individus et I'influence de nombreux
parametres (dge de la femme, indice de masse corporel, stimulation ovarienne...). Toutefois, cette
méthode étant non-invasive, elle mérite des investigations supplémentaires afin d’identifier de
meilleurs marqueurs de qualité ovocytaire.

2. Lamorphologie de I'ovule

Rapide et non-invasive, I'évaluation de la qualité ovocytaire sur la base de sa morphologie est
la principale méthode utilisée en clinique et dans les laboratoires de recherche en biologie de la
reproduction. Elle repose sur I'observation de différents parameétres tels que la taille de I'ovule, sa
structure ou encore sa texture. L'étude de la morphologie des ovules dans I'évaluation de leur
compétence développementale en AMP a fait I'objet de plusieurs revues (Ebner, Moser, & Tews,
2006; Ozturk, 2020; Rienzi, Vajta, & Ubaldi, 2011).

2.a. La maturité nucléaire

Au stade GV, I'ovocyte est diploide et arrété en prophase de premiéere méiose. La maturation
nucléaire correspond a la capacité de I'ovocyte a reprendre et terminer la premiéere division de
méiose pour aller jusqu’en métaphase de seconde division de méiose. Ce processus est
indispensable a la formation d’un ovule haploide. L'observation de la morphologie de I'ovocyte
permet d’évaluer I'état de maturation nucléaire de I'ovocyte. Au stade GV, I'ovocyte a un gros
noyau et un nucléole trés compact, visible en microscopie a transmission. Au cours de leur
maturation, les ovocytes GV de souris passent d’une forme NSN (Non-Surrounded Nucleolus), ou
la chromatine n’est pas trés condensée autour du nucléole, a une forme SN (Surrounded
Nucleolus), ol la chromatine est condensée autour du nucléole (Figure 39.A,B). Le passage du
stade NSN au stade SN se fait au moment de la formation de I’'antrum (Tan et al., 2009). La reprise
de la méiose s’accompagne de la désintégration de la membrane nucléaire, phénoméne appelé
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« rupture de la vésicule germinale » puis I'accomplissement de la premiere division de méiose est
caractérisé par la présence du premier globule polaire. Ainsi, I'ovule nucléairement mature se
reconnait par I'absence de vésicule germinale et la présence du premier globule polaire (Figure
39.C).

Figure 39: La maturité nucléaire.
Au stade GV, les ovocytes caractérisés par la présence de la vésicule germinale sont bloqués en

prophase | et sont immatures. La chromatine, peu condensée au stade NSN (A) se condense
autour du nucléole dans les ovocytes SN (B). Au cours de la maturation nucléaire, la vésicule
germinale se rompt, I’ovocyte acheve sa premiére méiose, forme le premier globule polaire et
s’arréte en métaphase Il pour former un ovule pouvant étre fécondé (C). Ces gameétes ont été
obtenus avec (C) ou sans (A,B) stimulation ovarienne chez la souris. Le marquage bleu
correspond a la coloration de I’ADN par le colorant Hoechst.

Une étude de 2016, réalisée chez la souris, a montré une corrélation entre la cinétique de
maturation nucléaire in vitro et la qualité ovocytaire. Dans cette étude, les ovocytes ayant fait leur
GVBD dans les quatre heures suivant l'initiation de la maturation ont un meilleur taux de
fécondation et forment davantage de blastocystes (Higaki et al., 2017).

2.b. Le fuseau méiotique

Le fuseau méiotique étant une structure biréfringente, il peut étre observé avec un microscope
a polarisation. Peu résolutive, cette méthode a cependant I'avantage d’étre rapide, non-invasive
et compatible avec le développement embryonnaire. Elle permet d’étudier I'intégrité du fuseau,
sa position, sa taille et sa biréfringence. Un objet biréfringent a deux indices de réfraction et divise
un rayon incident en deux rayons réfractés. Les deux rayons réfractés sortent alors de |'objet avec
un décalage appelé biréfringence qui dépend de la différence entre les deux indices de réfraction.
La biréfringence renseigne sur la structure cristalline d’un objet, sa densité et son épaisseur
(Pelletier, Keefe, & Trimarchi, 2004; Y. Shen, Stalf, Mehnert, Eichenlaub-Ritter, & Tinneberg,
2005).

Plusieurs études ont montré un lien entre la biréfringence du fuseau méiotique et la
compétence des ovules associés. En effet, une augmentation de la biréfringence du fuseau
méiotique a été corrélée a une augmentation du taux de blastocystes (Raju, Prakash, Krishna, &
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Madan, 2007), du taux d’'implantation (Garcia-Oro et al., 2017) et du taux de gestation (Suha Kilani,
Cooke, Kan, & Chapman, 2009). De plus, I'augmentation de I'dge maternel est corrélée a une
diminution de la biréfringence du fuseau (De Santis et al., 2005; Raju et al., 2007). Il est cependant
nécessaire de garder un ceil critique sur ces résultats qui ne sont pas toujours retrouvés (Korkmaz,
Sakinci, Bayoglu Tekin, & Ercan, 2014). Le fuseau méiotique étant une structure dynamique, sa
biréfringence est susceptible de varier au cours du temps et en fonction de I'orientation du fuseau
(Montag, Koster, van der Ven, & van der Ven, 2011).

La longueur du fuseau méiotique et la position de ce dernier par rapport au globule polaire
sont régulierement associées a la compétence développementale des ovules, mais la
reproductibilité des résultats est tres incertaine. Alors que Hiroyuki Tomari et son équipe
obtiennent, avec des ovules ayant un fuseau de taille moyenne (entre 90 et 120 um?), de meilleurs
taux de fécondation, des blastocystes de meilleure qualité et un meilleur taux de gestation, GA
Rama Raju observe une légére augmentation du taux de blastocystes avec les ovules ayant les plus
longs fuseaux méiotiques (Raju et al., 2007; Tomari et al., 2018). En revanche, le lien entre Ia taille
du fuseau et le taux de gestation n’a pas été confirmé par les équipes de Suha Kilani et Cem
Korkmaz (Suha Kilani et al., 2009; Korkmaz et al., 2014). D’aprées une étude réalisée par I'équipe
du professeur Albertini, la maturation ovocytaire in vitro est associée a une augmentation de la
taille du fuseau (Ibanez, Sanfins, Combelles, Overstrom, & Albertini, 2005). |l se pourrait que
I'augmentation de la taille du fuseau soit associée a une augmentation de la taille du globule
polaire formé. De ce fait, davantage d’ATP, d’ARNm et de protéines partiraient dans le globule
polaire, privant I'ovule de facteurs essentiels a son développement. L’augmentation de la taille du
fuseau méiotique serait donc associée a une diminution de la compétence développementale
(présentation du professeur Albertini a la conférence de Gordon de 2019). Aussi, la présence du
fuseau méiotique a proximité du globule polaire est parfois associée a une augmentation du taux
de fécondation (C. Fang et al., 2007; Rienzi et al., 2003) mais ce résultat n’est pas toujours retrouvé
(Moon et al., 2003). Enfin, la position du fuseau méiotique ne semble pas influencer le
développement embryonnaire ni I'implantation (Suha Kilani et al., 2009; Raju et al., 2007).

Au-dela de la biréfringence, de la taille et de la position du fuseau méiotique, la structure de
ce dernier est un critere essentiel dans I'évaluation de la qualité ovocytaire. Un fuseau
morphologiquement normal a une forme de tonneau, des bordures bien délimitées et une
biréfringence homogeéne (S. Kilani & Chapman, 2014), (Figure 40.A). Les chromosomes d’un
ovocyte en métaphase Il sont alignés au centre du fuseau. Ces parametres sont de bons marqueurs
de qualité ovocytaire puisque la présence d’'un fuseau morphologiquement normal permet
d’améliorer le taux de fécondation, d’obtenir des embryons de meilleure qualité, d’augmenter les
taux d’implantation et de gestation et d’obtenir plus de naissances vivantes (S. Kilani, Cooke, Tilia,
& Chapman, 2011; Tilia, Chapman, Kilani, Cooke, & Venetis, 2020). Un fuseau dysmorphique est
caractérisé par des bordures irréguliéres ou mal définies et une biréfringence non-homogene. Les
ovules avec un fuseau méiotique dysmorphique ont une compétence développementale tres
altérée puisqu’aprés fécondation et réimplantation, seulement 6 % de ces ovocytes permettront
une grossesse et 1 % aboutiront a une naissance vivante (S. Kilani & Chapman, 2014). Bien que la
présence de globule polaire soit généralement associée a une maturation nucléaire correcte, il
arrive que certains ovocytes avec globule polaire soient encore en télophase | ou prométaphase

90



IIl. Des études de time lapse sur des ovocytes humains maturés in vitro ont montré que juste apres
I’extrusion du premier globule polaire, le fuseau reste connecté au globule polaire pendant 75 a
90 minutes (Figure 40.D). Cette étape est suivie par un désassemblage du fuseau qui disparait
pendant 40 a 60 minutes. Le fuseau méiotique typique des ovocytes au stade métaphase Il
apparait donc 115 a 150 minutes apres I'extrusion du globule polaire (Montag et al., 2011).
L’absence de fuseau ou la présence d’'un fuseau connecté au globule polaire sont des signes de
retard de maturation et les ovocytes concernés ont plus de risques d’avoir des anomalies
chromosomiques. D’ailleurs, aprés fécondation par ICSI, ces ovocytes ont tendance a former des
embryons avec trois pronoyaux. Afin de maximiser les chances d’obtention d’'un embryon capable
de se développer, il est recommandé d’attendre quelques heures avant de féconder ces ovocytes
(Cristina Magli et al., 2011).

Figure 40 : Observation du fuseau méiotique en microscopie a polarisation.

A : Ovule de qualité optimale, le fuseau méiotique en forme de tonneau et aux contours
réguliers est clairement visible sous le globule polaire. B et C: Ovocytes en métaphase | dont
I"intensité de la biréfringence varie. D : Ovocyte en télophase I, le fuseau et le globule polaire
semblent connectés. E: fuseau méiotique absent. Ces ovules sont obtenus par ponction
folliculaire apres stimulation ovarienne chez la femme. Images d’aprés (Montag & van der Ven,
2008; Tilia et al., 2020).

2.c. Leglobule polaire

Le globule polaire est la cellule formée au cours de la premiére méiose. Haploide, il contient la
moitié des chromosomes de I'ovocyte GV et trés peu de cytoplasme. Le globule polaire peut étre
de forme ronde ou ovale, d’aspect lisse ou rugueux, mais aussi fragmenté ou particulierement
gros et donc associé a un large espace périvitellin (Figure 41). Parmi ces criteres, la présence d’un
globule polaire de grande taille est le critére le plus souvent associé a un mauvais pronostic car
celaimplique une perte plus importante de cytoplasme et donc de facteurs maternels nécessaires
a la maturation ovocytaire et au développement embryonnaire (Ebner et al., 2000; Navarro et al.,
2009). D’ailleurs, certaines mutations étudiées chez la femme (Z. Liu et al., 2021) ou chez la souris
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(Camlin, MclLaughlin, & Holt, 2017) sont responsables de la formation de globules polaires
anormalement gros.

Le lien entre la qualité ovocytaire et la fragmentation du globule polaire ou son aspect rugueux
a fait I'objet de plusieurs études et les résultats sont controversés. Alors que certaines équipes
n'observent pas de lien entre la morphologie du globule polaire et la compétence
développementale de I'ovule (Ciotti et al., 2004; Halvaei, Khalili, Soleimani, & Razi, 2011) ou la
présence d’anomalies chromosomiques (Verlinsky et al., 2003), Thomas Ebner et son équipe ont
observé une diminution du nombre d’embryons de qualité dans les groupes d’ovules ayant un
globule polaire d’aspect rugueux ou fragmenté (Ebner et al., 2000). D’autres équipes obtiennent
des résultats plus mitigés. L'étude réalisée par Paula Andrea Navarro en 2009 montre que la
fragmentation du globule polaire n’impacte ni le taux de fécondation, ni le taux de clivage, ni la
proportion d’embryons de bonne qualité (Navarro et al., 2009). Enfin, les équipes de Johnny S.
Younis et de Wenhui Zhou obtiennent des résultats contradictoires puisque Johnny S. Younis
associe la présence d’un globule polaire intact a une augmentation du taux de grossesse sans voir
de différence en termes de fécondation ou de développement embryonnaire préimplantatoire
(Younis, Radin, Izhaki, & Ben-Ami, 2009). En revanche, Wenhui Zhou observe un meilleur
développement préimplantatoire dans le groupe des ovules avec un globule polaire intact, mais
n’observe pas de différence dans le taux d’implantation ou de grossesse (W. Zhou, Fu, Sha, Chu,
& Li, 2016). Les différences de résultats pourraient s’expliquer par des différences de méthodes
de classification des ovules et notamment la prise en compte ou non, des autres anomalies
morphologiques de I'ovule. De plus, le globule polaire se dégrade rapidement aprés la ponction
des ovules, le délai entre la mise en culture des ovules et I'analyse morphologique des globules
polaires est un parameétre a prendre en compte. Il en ressort que I'observation de la morphologie
du globule polaire seul ne permette pas de faire un lien avec la qualité de I'ovule. D’autres analyses
utilisant le globule polaire peuvent étre envisagées et notamment I’'étude du transcriptome du
globule polaire qui refléte le transcriptome de 'ovule associé (Reich, Klatsky, Carson, & Wessel,
2011).

Figure 41 : Les anomalies morphologiques du premier globule polaire.
Le globule polaire ovoide, d’aspect lisse et de taille normale est représentatif d’un ovule de

bonne qualité (A). Les globules polaires fragmentés (B) ou de taille anormalement élevée (C)
indiquent que le potentiel de développement des ovules associés est altéré. Ces ovules sont
obtenus par ponction folliculaire apres stimulation ovarienne chez la femme. Images d’apres
(Navarro et al., 2009).
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2.d. Lecytoplasme

Par définition, un ovocyte de bonne qualité contient un cytoplasme clair, homogéne et non
granuleux (Ebner et al., 2006). Plusieurs types de modifications cytoplasmiques ont été étudiés
afin de comprendre leur impact sur la compétence de développement de I'ovocyte.

En microscopie optique, les agrégats de réticulum endoplasmique lisse ou SERC (Smooth
Endoplasmic Reticulum Cluster) apparaissent comme des vacuoles lisses et translucides dans le
cytoplasme. lls se distinguent d’autres types de vacuoles car ils ne sont pas entourés par une
membrane. Leur observation en microscopie électronique montre qu’ils sont entourés de
nombreuses mitochondries et de petits agrégats de granules denses contenant de trés petites
vésicules (Sa et al.,, 2011). Ces vacuoles peuvent étre uniques ou multiples et de tailles tres
différentes (entre 2 et 40 um) (Ebner, Moser, Shebl, Sommerguber, & Tews, 2008; Otsuki, Okada,
Morimoto, Nagai, & Kubo, 2004), (Figure 42). La durée de la stimulation ovarienne et la quantité
d’hormones utilisée pourraient étre des facteurs prédisposants a la formation des SERC (Ebner et
al., 2008; Sa et al., 2011; Setti et al., 2016). La présence de ce type de vacuoles dans le cytoplasme
de I'ovule est associée a une diminution de la compétence de développement de I'ovule. Les
résultats concernant I'impact des SERC sur le taux de fécondation et le développement jusqu’au
stade blastocyste sont relativement hétérogenes mais les différentes études réalisées s’accordent
sur le fait que ces anomalies cytoplasmiques sont associées a une diminution du taux de gestation
(Ebner et al., 2008; Otsuki et al., 2004; Sa et al., 2011; Setti et al., 2016). De plus, plusieurs équipes
ont montré que la présence d’au moins un ovule concerné par les SERC dans un cycle de
stimulation impacte la compétence de développement des autres ovules (Otsuki et al., 2004; Sa
et al., 2011; Setti et al., 2016). En 2018, Sara Stigliani et son équipe ont observé une modification
du transcriptome de ce type d’ovules. De facon intéressante, certains génes dont I'expression est
modifiée sont impliqués dans des fonctions biologiques essentielles telles que la régulation du
cycle cellulaire, I'assemblage du fuseau méiotique, I'organisation du cytosquelette et des
microtubules ou encore la structure et I'activité des mitochondries (Stigliani et al., 2018). Ces
résultats sont interpellant puisqu’en plus de 'augmentation du taux de fausses couches observé
(Ebner et al., 2008), les ovules SERC pourraient étre a I'origine de malformations foetales ou de
déces prématurés (Akarsu, Caglar, Vicdan, Sozen, & Biberoglu, 2009; Otsuki et al., 2004; Sa et al.,
2011; Shaw-Jackson, Van Beirs, Thomas, Rozenberg, & Autin, 2014).

Responsable du stockage et du relargage du calcium, le réticulum endoplasmique est un acteur
clé de I'activation ovocytaire ayant lieu juste aprés la fécondation. En effet, le relargage du calcium
sous forme de vagues est indispensable a la formation de I’embryon car il permet, entre autres,
I’exocytose des granules corticaux, la reprise et I'accomplissement de la seconde division de
méiose et la formation des pronoyaux (Jones, 2005). La présence d’agrégats de réticulum
endoplasmique dans le cytoplasme des ovules pourrait perturber le relargage du calcium et
I’activation ovocytaire, expliquant les effets néfastes sur le développement de I'embryon (Otsuki
et al.,, 2004; Sa et al., 2011; Setti et al., 2016). En 2011, les membres d’un jury d’experts en
embryologie prennent le risque au sérieux et recommandent de ne pas féconder ces ovules (Alpha
Scientists in Reproductive & Embryology, 2011). Six ans plus tard, la naissance de bébés en bonne
santé suite a la fécondation d’ovules SERC (Mateizel, Van Landuyt, Tournaye, & Verheyen, 2013)
pousse les scientifiques a revoir les recommandations a la baisse. L'utilisation des ovules SERC doit
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étre étudiée au cas par cas, les embryons, les grossesses, les naissances et les enfants issus de ces
ovules doivent bénéficier d’un suivi rapproché (Embryology & Alpha Scientists in Reproductive
Medicine. Electronic address, 2017).

Figure 42 : Les anomalies cytoplasmiques des ovules : agrégats de réticulum endoplasmique lisse.

Les agrégats de réticulum endoplasmique lisse prennent la forme de vacuoles lisses et
translucides pouvant étre uniques (A) ou multiples (B) et de taille variable (A : 38.9 um, B : 11.1
et 25.0 um). Leur observation en microscopie électronique révele la présence de mitochondries
autour des SERC (C). Leur présence est signe d’altération de la compétence développementale
des ovules. Sur ces images, les gameétes sont obtenus par ponction folliculaire apres stimulation
ovarienne chez la femme. Images d’aprés (Ebner et al., 2008; Sa et al., 2011).

D’autres anomalies cytoplasmiques telles que la présence de granulation, de corps réfractiles
(Figure 43) ou un changement de couleur ont été décrites et associées a une altération de la qualité
ovocytaire.

La granulation du cytoplasme, qui peut s’étendre sur I'intégralité de I'ovule ou bien se localiser
en son centre, ne semble pas impacter la fécondation ni le développement embryonnaire
préimplantatoire, mais entraine une diminution du taux de gestation (Serhal et al., 1997; Tulay,
Arslan, Buran, & Koprulu, 2019). De plus, cette granulation a été associée a une diminution de la
résistance de I'ovule a la cryoconservation (Balaban, Ata, Isiklar, Yakin, & Urman, 2008).
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Les corps réfractiles, pouvant atteindre 10 um de diameétre, sont composés de lipides et de
matériel granulaire dense. Trés sombres en microscopie optique, les corps réfractiles ont la
particularité d’étre auto-fluorescents, propriété liée a la présence de lipofuscine, substance issue
de I'oxydation de résidus protéiques et lipidiques (Otsuki, Nagai, & Chiba, 2007). Bien que la
présence de ces corps réfractiles n’'impacte pas ou peu la fécondation (De Sutter, Dozortsev, Qian,
& Dhont, 1996; Otsuki et al., 2007; H. Takahashi et al., 2020), le taux de blastocystes et le taux
d’implantation sont significativement réduits lorsque les ovules fécondés ont ce type d’anomalie.
De plus, la diminution du taux de blastocystes est proportionnelle a la taille du corps réfractile
(Otsuki et al., 2007; H. Takahashi et al., 2020). De facon intéressante, la présence de corps
réfractiles dans les ovules est significativement augmentée chez les femmes souffrant
d’endométriose (Shebl et al., 2017).

L'impact de la modification de la couleur des ovules n’est pas manifeste. Certains auteurs
n’observent pas d’altération de la compétence développementale des ovules bruns ou foncés
(Esfandiari, Burjag, Gotlieb, & Casper, 2006; E. J. Yu, Ahn, Lee, Jee, & Kim, 2015), d’autres
constatent une diminution de la qualité embryonnaire (Loutradis et al.,, 1999; Ten, Mendiola,
Vioque, de Juan, & Bernabeu, 2007). La réalisation d’études statistiques sur ce type d’anomalie
est difficile car le nombre d’ovules bruns ou foncés étudié est réduit. De plus, cette anomalie est
régulierement associée a d’autres anomalies telles que la granulation cytoplasmique ou la
présence de vacuoles (E. J. Yu et al., 2015).

Figure 43 : Les anomalies cytoplasmiques des ovules : la granulation et les corps réfractiles.

Ovules de femmes au stade MII présentant une forte granulation cytoplasmique (A) et un corps
réfractile (B). Ces ovules sont obtenus par ponction folliculaire apres stimulation ovarienne.
Images d’apres (Kahraman et al., 2000; H. Takahashi et al., 2020).

2.e. La zone pellucide

La zone pellucide est une matrice extracellulaire entourant tous les ovocytes de Mammiferes.
Absente dans les ovocytes quiescents, elle se met en place dans les ovocytes en croissance et
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s’épaissit au cours de la folliculogenése. Elle est traversée par les projections transzonales
provenant des cellules folliculaires et allant jusqu’a la surface de I'ovocyte (Baena & Terasaki,
2019). La zone pellucide reste autour de I’'embryon jusqu’au moment ou le blastocyste éclos pour
s’implanter dans la muqueuse utérine. Acteur important de I'ovogeneése, de la fécondation et du
développement embryonnaire préimplantatoire, des anomalies de la zone pellucide sont
responsables d’infertilité (Loeuillet et al., 2022; T. Rankin et al., 1996; T. L. Rankin et al., 2001). Au
cours de I'ovogenése, elle permet le passage, de maniere passive, d’éléments nutritifs, puis, au
moment de la fécondation, elle contribue a la reconnaissance espéece-spécifique entre I'ovule et
le spermatozoide (Avella, Xiong, & Dean, 2013). De plus, elle participe a prévenir la polyspermie
et protege I'embryon au cours de son trajet vers I'utérus (Litscher & Wassarman, 2020).

Différentes études ont été menées afin de corréler I'épaisseur de la zone pellucide a la
compétence développementale de I'ovocyte. Pour cela, plusieurs paramétres ont été étudiés : la
fécondation, le développement embryonnaire, le taux d’implantation et le taux de naissances. Il
semble assez clair que le taux de fécondation est augmenté dans les ovules ayant une zone
pellucide plus fine, probablement du fait d’une meilleure pénétration des spermatozoides
(Bertrand, Van den Bergh, & Englert, 1995). Cependant, ce parametre n’est pas un gage de qualité,
d’autres études ont montré une corrélation positive entre augmentation de I'épaisseur de la zone
pellucide et développement embryonnaire (Raju et al., 2007; Y. Shen et al., 2005). Ainsi, d’autres
parameétres de la zone pellucide semblent plus pertinents a étudier. Par exemple, la présence de
cassure de la zone pellucide (Y. Shen et al., 2005), une zone pellucide foncée ou de forme ovale
(Sauerbrun-Cutler et al.,, 2015) sont des facteurs influengant négativement le potentiel de
développement des ovules.

La microscopie a polarisation de plus en plus utilisée pour observer le fuseau méiotique de
maniére non-invasive est également utilisée pour étudier la zone pellucide. L'observation de la
zone pellucide avec un microscope polarisé permet de visualiser trois couches : une couche
interne (vers l'ovocyte) plus lumineuse, plus épaisse et plus biréfringente, une couche
intermédiaire plus fine et trés sombre et une couche externe apparaissant en gris (Pelletier et al.,
2004; Y. Shen et al., 2005), (Figure 44). Une étude rétrospective sur des ovules utilisés en ICSI a
montré une augmentation significative de la biréfringence de la couche interne de la zone
pellucide des ovules ayant permis la conception d’un bébé (Y. Shen et al., 2005). Plusieurs autres
études ont confirmé le lien entre 'augmentation de la biréfringence de la zone pellucide et la
compétence développementale des ovules (Madaschi et al., 2009; Montag et al., 2008).
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Figure 44 : Observation de la zone pellucide en microscopie a polarisation.
A : La zone pellucide (ZP) observée en microscopie a polarisation révele une couche interne (Cl)

épaisse et lumineuse, une couche externe (CE) épaisse et grise. Entre les deux, une couche
intermédiaire (CM) apparait plus fine et trés sombre. B : La biréfringence de la zone pellucide,
intense et réguliere est caractéristique d’un ovule de bonne qualité. C : L’épaisseur irréguliere
de la zone pellucide et les variations d’intensité de biréfringence sont représentatives d’un
ovule ayant une compétence développementale limitée. Images d’aprés (Montag & van der Ven,
2008; Raju et al., 2007).

2.f. L’espace périvitellin

L'espace périvitellin correspond a I'espace entre l'ovocyte et la zone pellucide. Il est
communément accepté que I'augmentation de la taille de cet espace et la présence de granules a
I'intérieur de cet espace sont associés a une diminution de la qualité ovocytaire et embryonnaire
(Ozturk, 2020), (Figure 45). Plusieurs équipes ont montré que le taux de fécondation et le
développement embryonnaire préimplantatoire ne sont pas perturbés en présence de ces
granules, mais que le taux d’implantation des embryons est significativement diminué. La nature
de ces granules et le processus impliqué dans la perturbation du taux d’implantation
embryonnaire restent cependant controversés. En 1997, P.Xia indique que ces granules pourraient
étre des granules corticaux dont I'exocytose a été faite de fagon précoce (Xia, 1997). Un an plus
tard, H.Hassan-Ali et son équipe pensent que la présence de granules dans I'espace périvitellin est
liée a la maturation ovocytaire et augmente avec la dose d’HMG (Human Menopausal
Gonadotrophin) utilisée au cours de la stimulation ovarienne (Hassan-Ali et al., 1998). D’apres
Jacob Farhi et son équipe, cette théorie pourrait expliquer les cas sporadiques, cependant, en cas
de phénomene répété, il s’agirait plutét d’'un probléme inhérent a I'ovocyte, par exemple
I’'accumulation de cellules de la granulosa dans I’espace périvitellin suite a la formation d’une zone
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pellucide anormale (Farhi et al., 2002). Cette explication s’appuie sur |'observation de granules
dans I'espace périvitellin de souris déficientes en ZP1 (T. Rankin, Talbot, Lee, & Dean, 1999).

Figure 45 : Les anomalies de |'espace périvitellin.
Dans un ovule de qualité, I’espace périvitellin est réduit et homogeéne (A). Un espace périvitellin
large (B) ou granuleux (C) peut étre le signe d’une altération de la qualité ovocytaire.

2.g9. Lesovules géants

Au moment de |'ovulation, un ovule de femme de taille normale mesure environ 150 um de
diamétre et est occupé par un cytoplasme d’environ 110 um. Un ovule est qualifié de géant
lorsque la taille du cytoplasme dépasse 130 um pour un diametre total d’environ 200 um (Figure
46).

Figure 46 : Observation d’un ovule de taille normale et d’un ovule géant chez la femme.

Ovules de femmes prélevés aprés stimulation ovarienne. A gauche, un ovule de taille normale.
A droite, un ovule anormalement gros qualifié de géant. Image d’apres (Kitasaka, Konuma,
Tokoro, Fukunaga, & Asada, 2022).

Dans les centres d’assistance médicale a la procréation, les ovules géants représentent 0,2 a
0,3 % des ovules collectés (Balakier, Bouman, Sojecki, Librach, & Squire, 2002; Kitasaka et al., 2022;
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Rosenbusch, Schneider, Glaser, & Brucker, 2002). Ces ovules sont caractérisés par des anomalies
chromosomiques pouvant prendre différentes formes. Dans leur article publié en 2022, Bernd
Rosenbusch et son équipe expliquent qu’un ovocyte géant au stade GV présentant deux noyaux
peut avoir deux modeles de maturation. Dans la premiéere situation, les deux groupes de
chromosomes haploides fusionnent au moment de la formation du fuseau et forment un groupe
diploide. L'ovule qui en résulte a un noyau et un globule polaire tout deux diploides. Dans la
deuxieéme situation, les deux groupes de chromosomes haploides ne fusionnent pas, il en résulte
un ovule avec deux globules polaires haploides et deux groupes de chromosomes également
haploides (Rosenbusch et al., 2002). La méme année, Hanna Balakier et son équipe ont montré
gue certains ovules géants peuvent former des blastocystes, mais des expériences de FISH
(Fluorescent In-Situ Hybridization) réalisées sur ces embryons montrent la présence de cellules
triploides (Balakier et al., 2002). Vingt ans plus tard, deux équipes différentes ont observé la
présence de deux fuseaux méiotiques dans certains ovocytes géants (Kawano, Yamashita, Ito, &
Kashiwazaki, 2021; Kitasaka et al., 2022). En 2022, Hiroya Kitasaka et son équipe ont montré que
les ovocytes géants avec fuseau unique étaient caractérisés par une augmentation de la taille de
ce fuseau et du nombre de centromeéres (Kitasaka et al., 2022). Dans le cas d’un recours a
I'assistance médicale a la procréation, il est nécessaire d’exclure les ovules géants a cause du
risque d’aneuploidie pour les embryons qui en découlent.
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Figure 47 : Schéma récapitulatif des parameétres morphologiques utilisés pour évaluer la qualité d’un

ovule.
Figure inspirée de (Ozturk, 2020) et crée avec Biorender.

2.h. Conclusion

L’observation de la morphologie des ovules destinés a étre fécondés est un outil intéressant
et non-invasif permettant d’évaluer la bonne ou mauvaise qualité du gamete. Chez la femme, un
ovule considéré de bonne qualité mesure environ 150 um de diameétre, n’a plus de vésicule
germinale et posséde un globule polaire rond ou ovale, lisse et non fragmenté. Le cytoplasme est
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clair, non granuleux, dépourvu de vacuole et de corps réfractile. Le fuseau méiotique est intact,
fortement biréfringent, en forme de tonneaux avec des bordures bien délimitées. L'espace
périvitellin est réduit et non granuleux. Enfin, la zone pellucide est intacte et fortement
biréfringente.

Au contraire, la présence d’un fuseau méiotique dysmorphique, des agrégats de réticulum
endoplasmique lisse dans le cytoplasme ou bien une forte augmentation de la taille de I'ovule sont
des signes impactant fortement le devenir du gaméte. Dailleurs, en raison du risque pour le futur
individu, les ovules anormalement gros ou contenant des agrégats de réticulum endoplasmique
lisse doivent étre utilisés avec une grande prudence.

Les autres anomalies décrites dans ce chapitre ont des répercussions moins drastiques sur la
compétence développementale de I'ovule. D’ailleurs, certains résultats et notamment la
granulation du cytoplasme, la taille et la position du fuseau ou encore I'épaisseur de la zone
pellucide manquent de reproductibilité. Ce probleme peut s’expliquer par des différences
d’interprétation entre opérateurs ou par des modifications de I'ovule au cours du temps. Cela
souligne la nécessité de trouver des marqueurs de qualité ovocytaire plus robustes.

3. L'aneuploidie

Chez I'Homme, les cellules somatiques sont diploides et contiennent 22 paires de
chromosomes homologues et une paire de chromosomes sexuels. Les gamétes, cellules haploides
contenant 23 chromosomes, sont formés a I'issue de deux divisions de méiose successives. La
premiere division de méiose sépare les chromosomes homologues, la seconde sépare les
chromatides sceurs. Une mauvaise ségrégation des chromosomes est responsable de la formation
de cellules aneuploides qui contiennent un nombre de chromosomes incorrect. Chez la femme,
I’'aneuploidie affecte 10 a 25 % des ovules ovulés avant 30 ans et augmente fortement avec I'age.
L’aneuploidie est un facteur majeur de la baisse de fertilité des femmes puisqu’apres 40 ans, plus
de la moitié des ovules sont anormaux d’un point de vue chromosomique (Thomas, Cavazza, &
Schuh, 2021). La fécondation d’un ovule aneuploide donne lieu a la formation d’'un embryon
également aneuploide qui, dans la plupart des cas, ne pourra pas se développer. L’aneuploidie est
donc une cause majeure d’avortement spontané.

4. Les parametres métaboliques

La maturation ovocytaire et le développement embryonnaire nécessitent une quantité
importante d’énergie fournie sous forme d’ATP. Chez la souris, la production d’ATP est gérée par
les mitochondries et une forte corrélation existe entre cet organite et la compétence
développementale des ovules. Ainsi, certains critéres relatifs au nombre de mitochondries et a
leur efficacité peuvent étre utilisés pour évaluer la qualité ovocytaire.
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4.0. L’ADN mitochondrial

A I'exception du noyau, la mitochondrie est le seul organite a posséder son propre matériel
génétique. Dans une cellule, la quantité d’ADN mitochondrial est proportionnel au nombre de
mitochondries. Plusieurs études ont montré une diminution significative de la quantité d’ADN
mitochondrial dans les ovules de femmes en échec de développement suite a une FIV ou une ICSI
(Reynier et al., 2001; Santos, El Shourbagy, & St John, 2006). De plus, une diminution de la quantité
d’ADN mitochondrial est également remarquée dans les ovules de patientes souffrant
d’insuffisance ovarienne (May-Panloup et al., 2005). De méme, chez la souris, les ovules contenant
moins de 50 000 copies d’ADN mitochondrial ne sont pas capables de se développer (Wai et al.,
2010). La quantification de 'ADN mitochondrial dans I'ovule est réalisée par PCR et implique la
destruction du gamete, cette méthode est donc incompatible avec la production d’embryons.
L’utilisation du globule polaire ou des cellules du cumulus sont des alternatives intéressantes
puisqu’elles permettent de préserver I'intégrité du gamete féminin. D’ailleurs, la quantité d’ADN
mitochondrial tend a diminuer dans les cellules du cumulus de femmes avec une réserve
ovarienne réduite (Boucret et al., 2015) mais aussi dans les cellules du cumulus entourant des
ovules immatures (Desquiret-Dumas et al., 2017) ou a 'origine d’embryons de mauvaise qualité
(Ogino et al., 2016) qui ne parviennent pas a s'implanter (Taugourdeau et al., 2019). En revanche,
sachant que les mitochondries ne sont pas équitablement réparties entre I'ovule et le globule
polaire, la faible quantité d’ADN mitochondrial contenu les globules polaires rend les analyses plus
difficiles et la différence observée n’est pas statistiquement significative (Konstantinidis et al.,
2014).

Localisé a proximité de la chaine respiratoire et dépourvu de protection efficace, 'ADN
mitochondrial est particulierement sensible aux especes réactives de I'oxygéne et aux mutations.
Le nombre de ces mutations dans les ovules augmente avec I’age et est en partie responsable de
la baisse de fertilité des femmes de plus de 35 ans. Chez la souris, I'accumulation de mutations de
I’ADN mitochondrial entraine une diminution de NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide
réduit) (L. Yang et al., 2020). NADH produit au cours du cycle de Krebs est un donneur d’électrons
de la chaine respiratoire et un acteur essentiel de la production d’ATP dans les cellules. En plus de
perturber le fonctionnement des mitochondries et la compétence développementale des ovules,
les mutations de I’ADN mitochondrial peuvent étre a I'origine de maladies graves dont I'incidence
est estimée a 1/5000 naissances (Jiang & Shen, 2022).

4.b. Production d’ATP

En suivant la quantité d’ATP dans les ovocytes de souris au cours de leur maturation, des
scientifiques ont observé une élévation du niveau d’ATP au moment de I'extrusion du premier
globule polaire. De fagon intéressante, cette dynamique n’est pas retrouvée dans les ovocytes qui
n’atteignent pas le stade MIl (Dalton, Szabadkai, & Carroll, 2014). De la méme fagon,
I"augmentation du potentiel de membrane des mitochondries ayant lieu au cours de la maturation
n’apparait pas dans les ovocytes qui restent bloqués au stade GV (Al-Zubaidi et al., 2019). Ces
résultats vont dans le sens de Xiao Zhang et Hai-tao Zeng et de leurs collegues respectifs qui
observent des anomalies du fuseau méiotique ou une diminution de sa biréfringence dans les
ovules dont la quantité d’ATP est réduite (Zeng et al., 2007; X. Zhang, Wu, Lu, Guo, & Ma, 2006).
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Il est tout de méme important de noter que certains ovocytes sont capables de maturer malgré
un dysfonctionnement des mitochondries et une diminution de la quantité d’ATP (Chiaratti et al.,
2018; Johnson, Freeman, Gardner, & Hunt, 2007; Van Blerkom, Davis, & Lee, 1995). En effet, dans
les ovocytes en croissance, la structure des mitochondries (petite, sphérique, claire) est
caractéristique d’un état immature et inactif. De ce fait, I’ATP nécessaire a la croissance ovocytaire
est fournie par les cellules de la granulosa qui communiquent avec I'ovocyte via les projections
transzonales. La compensation en ATP soutenue par les cellules de la granulosa n’est cependant
plus possible dans les embryons et la diminution de la quantité d’ATP dans les ovules entraine une
altération du développement préimplantatoire, de I'éclosion des blastocystes et de leur
implantation (Thouas, Trounson, Wolvetang, & Jones, 2004; Van Blerkom et al., 1995).

4.c. Organisation spatiale des mitochondries

La maturation ovocytaire s’accompagne d’une importante réorganisation spatiale des
mitochondries qui vont se regrouper en région périnucléaire avant la GVBD puis autour du fuseau
méiotique en formation. Cette translocation des mitochondries est nécessaire pour subvenir a
I’'augmentation des besoins énergétiques liée a la maturation ovocytaire (GVBD, condensation des
chromosomes, formation du fuseau méiotique) (Van Blerkom, 2011) et son absence est corrélée
a un arrét de maturation ovocytaire (Van Blerkom & Runner, 1984).

4.d. La consommation de dioxygene

Dans la chaine respiratoire, la réduction du dioxygene O, en H;0 au niveau du complexe IV
permet le transfert de protons vers |'espace intermembranaire (Nolfi-Donegan et al., 2020). La
consommation d’oxygene d’une cellule, ou respiration, est directement reliée a sa production
d’ATP par phosphorylation oxydative. Ainsi, chez la femme, la consommation d’oxygéne des
ovules est positivement corrélée avec le taux de fécondation, la qualité du développement
embryonnaire préimplantatoire et le taux d’implantation (Tejera et al., 2011). La capacité
respiratoire des cellules du cumulus est également associée a la qualité de I'ovule. Une diminution
significative de la capacité respiratoire est retrouvée dans les cellules folliculaires entourant des
ovules immatures. Ce parameétre est également diminué chez les femmes de plus de 35 ans et les
ovules ayant formé des embryons de mauvaise qualité aprés fécondation, mais cette diminution
n’est pas statistiqguement significative du fait d’'une forte variabilité inter-individus (Anderson et
al., 2018). Il existe différentes méthodes pour évaluer la capacité respiratoire des cellules. L'une
d’elles mesure le gradient de concentration d’O; dans I'environnement immeédiat de la cellule ce
qui permet d’obtenir des résultats pour un ovule unique sans altérer sa compétence
développementale (Lopes, Greve, & Callesen, 2007).

4.e. Le métabolisme lipidique

Sachant que la fertilité des femmes souffrant de désordres métaboliques (maigreur, obésité,
diabete) est altérée, I'impact du métabolisme lipidique sur la qualité ovocytaire représente une
voie d’investigation prometteuse. Une étude rétrospective réalisée dans une clinique d’aide a la
procréation a révélé une diminution du diamétre des ovules et une altération du développement
embryonnaire préimplantatoire chez les femmes souffrant de surcharge pondérale (Leary, Leese,
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& Sturmey, 2015). Aussi, chez la vache une augmentation du taux d’acides gras non estérifiés dans
le plasma sanguin, le fluide folliculaire ou le milieu de culture altére la maturation ovocytaire et le
taux de fécondation. De plus, cela induit une modification du profil d’expression de génes
régulant, entre autres, le métabolisme énergétique, I'apoptose et I'implantation embryonnaire
(Leroy et al., 2005; Van Hoeck et al., 2013; Van Hoeck et al., 2015).

Si la corrélation entre I'alimentation de la meére, le contenu lipidique des fluides biologiques
(sang, fluide folliculaire) et la qualité ovocytaire est bien établie, I'évaluation de la qualité
ovocytaire a partir de I'observation des gouttelettes lipidiques reste imprécise. D’aprés une étude
réalisée chez le bovin, la couleur foncée du cytoplasme ovocytaire est corrélée avec une
augmentation du taux de lipides et un meilleur développement embryonnaire jusqu’au stade
blastocyste (Jeong et al., 2009). En revanche, une étude réalisée chez la femme montre que le taux
de gestation tend a diminuer lorsque le nombre de gouttelettes lipidiques augmente dans les
cellules de la granulosa (Raviv et al., 2020). D’apres ces différentes observations, plusieurs
conclusions peuvent étre établies :

- La santé métabolique de la mere influence grandement la qualité ovocytaire. Un taux
d’acides gras anormalement élevé dans I’'environnement de I'ovocyte altere sa maturation
et sa compétence développementale.

- Du fait des différences de composition lipidique des ovocytes de Mammiferes,
I’extrapolation de résultats entre la femme, la vache et la souris est dangereuse.

- L'utilisation du nombre de gouttelettes lipidigues comme biomarqueur de la qualité
ovocytaire est imprécise. En revanche, I'utilisation de critéres relatifs au métabolisme
lipidique et notamment dans I’environnement proche de I'ovocyte est prometteuse. Cela
mérite d’avantage d’investigations.
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Chapitre n°5 : La qualité embryonnaire

Dans les laboratoires d’AMP, le recours a la stimulation ovarienne est devenu monnaie
courante et permet d’obtenir plusieurs ovules au cours d’'un méme cycle. Aprés avoir été
fécondés, ces ovules deviennent des embryons pouvant étre réimplantés. La réimplantation d’un
embryon unique permet d’éviter les grossesses multiples, plus risquées, mais nécessite la
sélection de I'embryon avec le meilleur potentiel de développement, soulignant I'importance
d’identifier des critéres de qualité embryonnaire, robustes et reproductibles. Ce chapitre vise a
décrire différentes méthodes permettant I’évaluation de la qualité des embryons. Ces méthodes
sont qualifiées de non-invasives lorsqu’elles n’ont pas ou peu d’impact sur le développement de
I'embryon. Une méthode d’évaluation de la qualité embryonnaire est dite invasive lorsqu’elle
risque de perturber le développement de I'embryon, lorsqu’elle nécessite la réalisation de
marquages (par exemple le marquage de certaines structures avec des composants fluorescents)
ou lorsqu’elle implique la destruction de I'embryon. La plupart des méthodes invasives ne sont
pas compatibles avec la réimplantation d’embryon chez la femme.

|. Le développement embryonnaire préimplantatoire des Mammiferes

Le développement embryonnaire préimplantatoire correspond au développement de
I'embryon a partir du stade zygote et jusqu’a I’éclosion du blastocyste, étape précédent
I'implantation de I'embryon dans la muqueuse utérine. Sa durée varie d’'une espéece de
Mammiféeres a I'autre et n’est pas proportionnelle a la durée totale de la gestation. Chez la femme,
le stade blastocyste est atteint environ 6,5 jours apres la fécondation pour une durée totale de
gestation de 280 jours en moyenne. Chez la souris, le blastocyste se forme en 4,5 jours et la
naissance des souriceaux a lieu 19 a 21 jours aprés la fécondation. Malgré les différences
chronologiques, plusieurs caractéristigues du développement embryonnaire préimplantatoire
sont communes aux différentes especes de Mammiféres. Au cours des vingt heures suivant la
fécondation, les pronoyaux se forment puis se rapprochent jusqu’a devenir collés. On parle alors
de fusion des pronoyaux, mais les génomes d’origines maternelle et paternelle restent, d’un point
de vue épigénétique, distincts jusqu’au stade morula. A la fin du premier cycle cellulaire, les
chromosomes de chaque pronoyau se condensent et les membranes nucléaires disparaissent. Les
chromosomes s’alignent alors sur une méme plaque métaphasique puis se séparent pour former
un embryon diploide qui se divisera par mitoses successives (Beaujean et al., 2010; Duranthon,
2019).

A partir du stade 12-cellules en moyenne chez la femme et 8-cellules chez la souris (Coticchio
etal., 2021; Saiz & Plusa, 2013), certaines cellules de I'embryon commencent a fusionner, on parle
alors de compaction (Kirkegaard, Agerholm, & Ingerslev, 2012). Le stade morula, respectivement
atteint 72 h et 85 h apres la fécondation chez la souris et chez la femme, est caractérisé par une
compaction totale de I'embryon. L'apparition d’une cavité appelée blastoccele, au cours du
processus de cavitation, permet la formation d’'un blastocyste comprenant plusieurs types de
cellules : les cellules externes qui forment le trophoblaste (ou trophectoderme), un épithélium a
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partir duquel le placenta se développera et les cellules de la Masse Cellulaire Interne (MCl), elles-
mémes divisées en épiblaste qui formera I'embryon a proprement parler, et I'endoderme primitif,
précurseur du sac vitellin qui entourera I'embryon. Au cours de I'expansion du blastocyste, les
cellules continuent de se diviser et le blastoccele grossit, entrainant une forte augmentation du
volume de I'embryon. Ce dernier exerce alors une pression sur la zone pellucide qui finit par se
rompre permettant I’éclosion du blastocyste.

Blastocyste Blastocyste Blastocyste  Blastocyste
Précoce Intermédiaire Expansé Eclos
(~32 cellules) (64-100 cellules) (> 100 cellules) (>150 cellules)

G H'_

Morula
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Figure 48 : Chronologie du développement embryonnaire préimplantatoire chez la femme et chez la

souris.

Apres la fécondation, le zygote initie une série de divisions mitotiques au cours desquelles le
volume total de I’embryon est conservé. Environ 72 h et 84 h apres la fécondation chez la souris
et la femme respectivement, I’'embryon atteint le stade morula, dont les cellules fortement
compactées sont difficiles a compter. S’ensuit |’étape de cavitation aboutissant a la formation
d’un blastocyste composé du trophoblaste, de la masse cellulaire interne et du blastoccele.
L’expansion du blastocyste est caractérisée par une importante augmentation du volume de
I'embryon et est suivie par I’éclosion du blastocyste qui sort alors de la zone pellucide pour
s’'implanter dans la muqueuse utérine. Figure modifiée a partir de (Saiz & Plusa, 2013).

Il. Les méthodes non invasives d’évaluation de la qualité embryonnaire

1. Parametres morpho-cinétiques

1.a0. La microscopie « time-lapse »

La principale méthode d’évaluation de la qualité des embryons repose sur des critéres
morphologiques analysés en fonction du stade de I'embryon en développement, on parle alors de
parametres morpho-cinétiques. L'avénement de la microscopie en temps réel (« time lapse »)
intégrée aux incubateurs a permis de grandes avancées dans le domaine puisqu’elle permet
d’imager automatiquement les embryons a intervalles de temps réguliers. Non-invasive (ou peu
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invasive puisque les embryons sont tout de méme éclairés de facon répétée), elle présente
I’'avantage de suivre le développement des embryons sans les sortir des incubateurs, limitant ainsi
les variations de température et de pH des milieux de culture. De plus, le suivi en continu permet
I’obtention de données relatives a la cinétique de développement et I'observation d’événements
qui évoluent rapidement. L’utilisation de ce type de microscopie est devenue courante et a permis
I'obtention d’une grande quantité de données permettant |’évaluation de la compétence
développementale d’'un embryon.

1.b. Parameétres généraux de classification des embryons

Parmi les multiples critéres permettant d’évaluer la qualité d’'un embryon d’un point de vue
morphologique, certains sont communs a plusieurs stades du développement embryonnaire
préimplantatoire. Par exemple, des blastoméres multinucléés ou de taille asymétrique, la
présence de fragmentation ou de vacuoles sont des éléments communément utilisés dans les
laboratoires d’aide médicale a la procréation et associés a une réduction de la capacité des
embryons a poursuivre leur développement (Alikani et al., 2000; Alpha Scientists in Reproductive
& Embryology, 2011; L. Chen et al., 2022; Khalife, Abu-Musa, Khalil, & Ghazeeri, 2021). D’ailleurs,
I’ACE (Association of Clinical Embryologists) et la BFS (British Fertility Society) utilisent une
méthode de classification des embryons attribuant une note de 1 a 4 en fonction du pourcentage
de fragmentation et de différence de taille des blastoméres. Cette méthode a été reprise dans le
consensus d’Istanbul de 2011 (Alpha Scientists in Reproductive & Embryology, 2011).

1.c. Evaluation de la qualité des zygotes

Plusieurs criteres morphologiques des zygotes ont une importance particuliére dans
I’évaluation future de la qualité embryonnaire puisqu’ils renseignent sur I'efficacité de la
fécondation. En effet, la formation des pronoyaux, leur rapprochement puis leur « fusion », mais
aussi I’extrusion du second globule polaire vont dans le sens d’une fécondation et d’une activation
ovocytaire correcte. De fagon surprenante, certains zygotes avec un seul pronoyau parviennent
tout de méme a se développer, bien que le taux de blastocystes soit largement diminué (Araki et
al.,, 2018). Aussi, la présence de trois pronoyaux ou plus peut étre signe de polyspermie ou
d’absence de formation du second globule polaire, et induit la formation d’embryons aneuploides
(Embryology & Alpha Scientists in Reproductive Medicine. Electronic address, 2017). La qualité de
I’enveloppe nucléaire, la taille des pronoyaux, leur position dans le cytoplasme, mais aussi la
cinétique d’apparition du second globule polaire et de fusion des pronoyaux sont des indices
supplémentaires de qualité embryonnaire (Aguilar et al., 2014; Alpha Scientists in Reproductive &
Embryology, 2011; Araki et al., 2018; Azzarello, Hoest, & Mikkelsen, 2012).

Autre parametre spécifique au stade zygote, le halo cytoplasmique, observé des 1997 (Payne,
Flaherty, Barry, & Matthews, 1997), correspond a une modification de I'aspect du cytoplasme en
périphérie du zygote (Figure 49). Ce phénomeéne apparait entre 8 h et 23 h aprés la fécondation et
concerne 67,7 a 88,7 % des embryons (Ebner et al., 2003; Ezoe et al., 2020). Il serait lié¢ a la
relocalisation d’organites cytoplasmiques (notamment les mitochondries) qui, aprés la
fécondation, migrent depuis la périphérie vers la région périnucléaire (Ebner et al.,, 2003).
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L'utilisation du halo cytoplasmique comme marqueur prévisionnel de développement
embryonnaire a fait I'objet de plusieurs études, mais les résultats sont controversés. En effet, alors
gue certaines études observent un effet bénéfique sur le développement embryonnaire
préimplantatoire et/ou sur le taux d’implantation (Alvarez, Taronger, Garcia-Garrido, & Gonzalez
de Merlo, 2008; Ebner et al., 2003; Senn et al., 2006), une étude plus récente incluant 1009 zygotes
a montré que la présence de halo cytoplasmique impacte négativement la vitesse de
développement préimplantatoire et le taux de blastocyste (Ezoe et al., 2020). Cette méme étude

a également montré une corrélation entre la durée de présence de halo et le développement des
embryons jusqu’au stade blastocyste.

Figure 49 : Observation d'un halo

q',lv?{»" '{ 8 de femme au stade zygote.
X Bk £ 2 Les deux pronoyaux sont

cytoplasmique dans un embryon

clairement visibles au centre de
I’embryon. Le halo
cytoplasmique apparait sur
toute la périphérie et plus
particulierement en haut a
gauche de I'image. Image
d’aprés (Ebner et al., 2003).

1.d. Evaluation de la qualité de la compaction

Au cours de la compaction embryonnaire, les blastoméres initialement sphériques et bien
définis se resserrent et augmentent leur surface d’échange. Ce phénomeéne implique la
modification des jonctions intercellulaires et nécessite I'expression de genes activés apres I'EGA.
L'impact de la chronologie de compaction sur la qualité des blastocystes formés a été étudiée chez
I’'Humain en 2014 et révele que les embryons initiant leur compaction avant le stade 8-cellules ont
une plus forte tendance a former des blastocystes de mauvaise qualité (lwata et al., 2014). Il existe
différents profils de compaction embryonnaire : la compaction des blastoméres peut étre totale
(tous les blastomeéres sont compactés) ou partielle (un ou plusieurs blastomeéres sont exclus de la
compaction) (Figure 50). Dans le cas d’'une compaction partielle, I'exclusion du ou des blastomeres
peut se faire dés le début de la compaction ou bien au cours du processus (Lagalla et al., 2020).
Bien que minoritaires (39% des morulas d’apres (Coticchio et al., 2021)), les embryons dont la
compaction est totale ont un meilleur taux de formation de blastocyste (63% contre ~44% pour
les embryons partiellement compactés) (Lagalla et al., 2020). D’ailleurs, I'augmentation du
nombre de blastoméres exclus de la compaction est corrélée a la diminution du taux de
blastocyste (Coticchio et al., 2021). De facon intéressante, une augmentation du taux
d’aneuploidie a été observée dans les blastomeres exclus de la compaction, I'exclusion de
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blastoméres pourrait étre un mécanisme d’autocorrection visant écarter les blastoméres
anormaux et limiter le risque d’aneuploidie (Lagalla et al., 2017).

-

Figure 50 : Images d’embryons humains au stade morula présentant différents profils de
compaction.

A : compaction totale d’un embryon, tous les blastomeres sont correctement compactés. B-C :
compaction partielle d’'un embryon, les embryons exclus de la compaction sont marqués d’un
astérisque rouge. Figure d’apres (Lagalla et al., 2017).

1.e. Evaluation de la qualité des blastocystes

En 1999, les scientifiques Pr David K. Gardner et Dr William Schoolcraft ont publié une
méthode d’évaluation de la qualité des blastocystes d’un point de vue morphologique. Bien que
légerement modifiée, cette méthode est aujourd’hui encore largement utilisée. Elle a d’ailleurs
été reprise par le consensus d’Istanbul de 2011 (Alpha Scientists in Reproductive & Embryology,
2011) et illustrée dans une revue parue en 2012 dans Human Reproduction (Hardarson, Van
Landuyt, & Jones, 2012). Elle permet de classer les blastocystes en prenant en compte trois
criteres : le niveau d’expansion du blastocyste, I'aspect de la masse cellulaire interne et I'aspect
du trophoblaste (Tableau 1). L’'expansion du blastocyste est caractérisée par une multiplication
cellulaire active, mais aussi d’une augmentation significative du volume du blastoccele, conduisant
a I'augmentation du volume globale de I'embryon. En fonction de leur niveau d’expansion, les
blastocystes sont qualifiés de précoces, intermédiaires, expansés ou éclos.
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Critére de

. Note Description
classification
i Le blastoccele occupe moins de 50 % du
1 : Blastocyste précoce ,
volume de I'embryon.
Le blastoccele occupe au minimum 50 % du
2 : Blastocyste intermédiaire | volume de I'embryon et la zone pellucide
Niveau est épaisse.
d’expansion du
blastocyste Le blastoccele occupe lintégralité du
3 : Blastocyste expansé volume de I'embryon et la zone pellucide
est fine.
) L’embryon est entierement sorti de la zone
4 : Blastocyste éclos .
pellucide.
L . Les cellules de la MCI sont correctement
1 : Qualité optimale ,
compactées.
Aspect de la

) . Certaines cellules de la MCI sont mal
masse cellulaire | 2 : Qualité moyenne

i compactées.
interne
. o Peu de cellules de la MClI sont
3 : Mauvaise qualité ,
correctement compactées.
Le trophoblaste contient de nombreuses
1 : Qualité optimale cellules avec une forte cohésion entre
elles.
Aspect du Certaines cellules ont une mauvaise
trophoblaste 2 : Qualité moyenne cohésion ce qui forme un épithélium
relaché.

. L Le trophoblaste contient peu de cellules et
3 : Mauvaise qualité L . .
la cohésion inter-cellulaire est faible.

Tableau 1 : Critéres de classification des blastocystes, adaptés de la méthode de DK. Gardner et W.
Schoolcraft.

Cette méthode permet |’évaluation de la qualité des blastocystes sur des critéres
morphologiques, en prenant en compte le niveau d’expansion des blastocystes et I’aspect de la
masse cellulaire interne et du trophoblaste. Cette version est la version publiée dans le
consensus d’Istanbul de 2011, adaptée de la méthode de DK. Gardner et W. Schoolcraft (Alpha
Scientists in Reproductive & Embryology, 2011).
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L’observation de I'expansion des blastocystes en microscopie time lapse a permis d’observer
un phénomene de contractions spontanées des blastocystes chez plusieurs espéces de
Mammiféres, dont la femme et la souris. Dans les blastocystes non contractés, I'espace périvitellin
n’est pas visible, les cellules du trophoblaste sont étirées et aplaties et la masse cellulaire interne
est ovale ou cubique. Lors d’une contraction d’un blastocyste, les cellules du trophoblaste se
compriment, I'espace périvitellin apparait et la masse cellulaire interne prend une forme mal
définie. La taille de I'espace périvitellin, le pourcentage de cellules du trophoblaste décollées de
la zone pellucide et la différence de volume du blastocyste sont différents parametres permettant
de quantifier I'intensité des contractions (Figure 51). Une étude réalisée chez la souris et utilisant
un inhibiteur de MLCK (Myosin Light-Chain Kinase), suggére que I'intensité, mais pas la fréquence
des contractions des blastocystes, dépend de I'état de phosphorylation des chaines légéres des
myosines (Niimura, 2003). De plus, les mémes auteurs ont montré que la ré-expansion des
blastocystes dépend du transport et de I'accumulation du Na* depuis le trophoblaste vers le
blastoccele. Enfin, il semblerait que, chez la souris, les contractions de faible intensité favorisent
I’éclosion des blastocystes, a I'inverse des contractions de forte intensité qui auraient un effet
inhibiteur de I"éclosion (Niimura, 2003). Ces résultats concordent avec les études rétrospectives
réalisées chez la femme et qui indiquent que la présence d’au moins une contraction forte des
blastocystes est associée a une diminution du taux de grossesse, sachant qu’une contraction de
blastocyste est considérée comme forte si plus de 50 % des cellules du trophoblastes se décollent
de la zone pellucide (Marcos et al., 2015) ou bien si le volume du blastocyste est réduit d’au moins
50 % (Romualdo Sciorio et al., 2020), (Figure 51). De plus, la taille du blastocyste lors de son
expansion maximale est positivement corrélée au taux de gestation chez la femme (R. Sciorio,
Thong, Thong, & Pickering, 2021).
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Figure 51 : Observation, par microscopie time lapse, des contractions de blastocystes humains.
Les images A et B représentent un blastocyste avant (A) et pendant (B) une contraction de faible

intensité au cours de laquelle le volume total du blastocyste diminue peu, et ol plus de 50 %
des cellules du trophoblaste restent collées a la zone pellucide. L’espace périvitellin devenu
visible et est marqué d’une fleche. Les images C et D représentent un blastocyste avant (C) et
pendant (D) une contraction de forte intensité au cours de laquelle I’intégralité des cellules du
trophoblaste se décollent de la zone pellucide et le volume du blastocyste est diminué de plus
de 50 %. Images d’apres (Romualdo Sciorio et al., 2020).

1.f. Impact de la cinétique du développement embryonnaire préimplantatoire sur le
devenir de I'embryon

L'utilisation de la microscopie time lapse présente un intérét certain dans I'étude de la
cinétique de développement embryonnaire puisqu’elle permet de mesurer des intervalles de
temps entre deux événements, méme courts. Les études détaillées de cinétique embryonnaire
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ont permis lidentification de marqueurs cinétiques associés a un bon pronostic de
développement. De maniére générale, les embryons dont la vitesse de développement se situe
dans la moyenne haute ont de meilleures chances d’implantation. Plus précisément, la cinétique
des événements suivants est régulierement associée a une bonne qualité embryonnaire :

- Extrusion du second globule polaire rapide (Payne et al., 1997).

- Formation et disparition rapide des pronoyaux (Lemmen, Agerholm, & Ziebe, 2008; Payne
et al., 1997).

- Passages aux stades 2, 3, 4 et 5 cellules précoces (Bartolacci et al., 2021; Cruz et al., 2012;
Meseguer et al., 2011; Wong et al., 2010).

- Synchronicité des divisions entre 2 et 4-cellules et entre 4 et 8-cellules (Bartolacci et al.,
2021; Cruz et al., 2012; Meseguer et al., 2011; Wong et al., 2010).

- Initiation précoce de la compaction et de la blastulation (Storr et al., 2015).

- Rapidité de la compaction et de I'expansion des blastocystes (Storr et al., 2015).

Il est tout de méme important de garder a I'esprit que le développement d’un embryon de
maniére anormalement rapide est un marqueur de mauvaise qualité embryonnaire. D’ailleurs, le
taux d’implantation des embryons qui se développent en moins de 5 h entre les stades 2 et 3-
cellules est significativement réduit (Rubio et al., 2012). De plus, la réalisation de mitoses
trichotomes, au cours desquelles un blastomére se divise en formant trois cellules, est qualifiée
d’anomalie de clivage et associée a une diminution du taux d’implantation (Y. L. Fan, Han, Wu,
Wang, & Huang, 2016; Ferraretto et al., 2021).

1.g. Les nouvelles technologies au service du développement embryonnaire

Le suivi du développement embryonnaire en temps réel implique I'accumulation d’une
importante quantité de données a analyser. En plus d’étre trés colteuse en temps et en énergie,
I'analyse de ces données est sujette a une variabilité d’interprétation dépendante des
expérimentateurs. De facon a faciliter et a homogénéiser ces analyses, différents algorithmes
peuvent étre utilisés et permettent de noter les embryons en fonction de leur potentiel de
développement (Milewski & Ajduk, 2017). L'intelligence artificielle repose sur des méthodes
d’apprentissage automatique ou des algorithmes sont entrainés a détecter des marqueurs de
bonne ou mauvaise qualité embryonnaire afin de sélectionner les embryons dont les chances de
développement sont les meilleures. C'est ce qu’on appelle I'apprentissage profond ou « deep
learning » (Figure 52). De cette fagon, les intelligences artificielles sont entrainées a détecter des
anomalies de clivage, de morphologie ou de vitesse de développement et sont capables d’analyser
la qualité des blastocystes. L'utilisation d’outils microscopiques associés a de puissants
algorithmes va d’ailleurs plus loin, des scientifiques ont réussi a corréler la dynamique
cytoplasmique avec les vagues calciques et la qualité embryonnaire (Ajduk et al., 2011; Milewski,
Szpila, & Ajduk, 2018) tandis que d’autres travaillent sur la détection des aneuploidies de maniéere
totalement non-invasive (Chavez-Badiola, Flores-Saiffe-Farias, Mendizabal-Ruiz, Drakeley, &
Cohen, 2020; C. I. Lee et al., 2021). Ces outils nécessitent d’étre améliorés, mais les résultats sont
prometteurs.
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Figure 52 : Schéma simplifié illustrant I'apprentissage d'une intelligence artificielle pour I'évaluation
de la qualité embryonnaire.

Des images d’embryons a réimplanter sont d’abord analysées par des professionnels du
développement embryonnaire afin de classer les embryons selon leur qualité. Apres avoir
réalisé une corrélation entre la classe des embryons et le taux de gestation, les images des
embryons et leur qualité associée sont utilisées pour entrainer [|'algorithme. Apres
apprentissage, I'algorithme est utilisé pour évaluer automatiquement la qualité de nouveaux
embryons. Les résultats obtenus a partir de l'algorithme entrainé permettent de guider les
embryologistes dans le choix de I’embryon a réimplanter. Schéma inspiré de (Khosravi et al.,
2019).

2. Analyse du milieu de culture : les microARN

Les microARN (miARN) sont des petits ARN simple brin non codants qui participent a la

N

régulation post-transcriptionnelle de I’expression de génes. D’une longueur de 20 a 25
nucléotides, ces miARN s’apparient a des ARN messagers cibles par complémentarité de
séquences et empéchent la synthése de la protéine, soit par dégradation de ’ARNm cible, soit par
inhibition de la traduction. Les miARN sont impliqués dans la régulation de multiples processus
biologiques dont la prolifération et la différenciation cellulaire, le métabolisme ou encore
I'apoptose et sont associés a certaines maladies et en particulier les cancers. Les miARN sont
exprimés dans les ovules et dans les embryons et sont essentiels au développement embryonnaire
(Tang et al., 2007). Chez 'Humain, un panel de miARN dont miR-19b sont différemment exprimés
dans des blastocystes morphologiquement normaux issus de femmes atteintes d’'un syndrome
des ovaires polykystiques (McCallie, Schoolcraft, & Katz-Jaffe, 2010). Les miARN sont sécrétés par
les blastocystes (et plus spécifiquement par les cellules du trophoblaste) et se retrouvent alors
dans les milieux de culture ou ils peuvent étre dosés et utilisés comme marqueurs de qualité. En
2017 et 2020, Masood Abu-Halima ont identifié des miARN dont I’'abondance dans les milieux de

culture des embryons de femmes différe selon le pronostic implantatoire. Parmi ces miARN, ils
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retrouvent miR-19b et identifient deux nouveaux mi-ARN : miR-634 et miR-29c-3p (Abu-Halima et
al., 2017; Abu-Halima et al., 2020). De la méme fagcon, 'augmentation de I'expression de miR-191-
5p et hsa-miR-199a-5p et la diminution de hsa-miR-26b-5p, hsa-miR-21-5p, hsa-miR-483-5p, hsa-
miR-432-5p dans les milieux de cultures des blastocystes ont été associés a de meilleurs taux de
grossesses (Acuna-Gonzalez et al., 2021; F. Fang et al., 2021; S. Wang, Chen, Zhu, & Jiang, 2021).

3. L'analyse du milieu de culture : les paramétres métaboliques

3.a. Le métabolisme énergétique de I'embryon

Au cours des premiers stades du développement embryonnaire préimplantatoire, le volume
de I'embryon n"augmente pas et les besoins énergétiques sont relativement réduits. De ce fait, la
consommation moyenne d’oxygéene et |'activité glycolytique sont faibles. D’aprées I’hypothése de
I’embryon silencieux connue sous le terme anglais « the quiet embryo hypothesis », la faible
consommation d’oxygéne permet de limiter la production d’espéeces réactives de I'oxygene et
ainsi limiter les dommages causés par le stress oxydatif, notamment sur I’ADN mitochondrial qui
est mal protégé et dont les capacités de réparation sont limitées (Leese, 2012; Leese, Baumann,
Brison, McEvoy, & Sturmey, 2008). Cependant, des analyses de consommation d’oxygéne en
temps réel, couplées a de la microscopie time lapse, ont montré des augmentations ponctuelles
de la consommation d’oxygene qui apparaissent au moment de la formation des pronoyaux et a
chaque mitose. Il est alors possible de distinguer les phases passives du développement
embryonnaire ou la consommation d’oxygene est faible, des phases actives caractérisées par une
augmentation de la consommation d’oxygene (Figure 53). Ces pics de consommation d’oxygéne
permettent de subvenir aux besoins énergétiques ponctuellement plus élevés des embryons en
cours de division (Tejera et al., 2016). L’initiation de la compaction embryonnaire s’accompagne
d’une forte augmentation des besoins énergétiques qui seront comblés par une importante
augmentation de la consommation d’oxygene, de pyruvate et de glucose. Cette élévation du
métabolisme énergétique est maintenue au stade blastocyste (Thompson, Partridge, Houghton,
Cox, & Leese, 1996).
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Figure 53 : Evolution de la consommation d'oxygéne d’un embryon entre le stade zygote et le stade
8-cellules.

Au cours des premieres mitoses embryonnaires, la consommation d’oxygene de I’embryon est
soumise a des augmentations transitoires corrélées a des événements spécifiques du
développement, tels que la formation des pronoyaux ou la mitose. Ces augmentations de
consommation d’oxygene permettent de fournir I’énergie nécessaire a la réalisation correcte
des évenements associés. Figure d’apres (Tejera et al., 2016).

3.b. La consommation d’oxygéne comme marqueur de qualité embryonnaire

La consommation d’oxygéne d’un embryon unique peut étre estimée de maniére non invasive
en mesurant le gradient de concentration en oxygene dans |’environnement proche de cet
embryon (Lopes, Greve, et al., 2007) (Figure 54). Cette mesure est pertinente a réaliser car au
stade blastocyste, il existe une corrélation entre la quantité d’oxygéne consommée par I'embryon
et son potentiel de développement et d’'implantation. Cette caractéristique est conservée parmi
différentes espéces dont I’'Homme (Yamanaka et al., 2011), le bovin (Abe, 2007; Lopes, Madsen,
et al., 2007) ou bien le porc (Sakagami et al., 2015; Sugimura et al., 2010). Il est tout de méme
important de noter que la consommation d’oxygéne des blastocystes dépend du nombre total de
cellules, du ratio entre le nombre de cellules de la masse cellulaire interne et du trophoblaste,
mais aussi des conditions d’obtention et de culture des embryons (Lopes, Madsen, et al., 2007;
Sakagami et al., 2015; Sugimura et al., 2010). Cela souligne I'importance de I’homogénéité des
échantillons comparés. Le lien entre la consommation d’oxygéne et la qualité embryonnaire avant
le stade morula est plus difficile a établir et les résultats plus contradictoires (Ottosen, Hindkjaer,
Lindenberg, & Ingerslev, 2007; Tejera et al., 2011). Cela peut s’expliquer par une plus grande
variabilité des mesures du fait de la faible consommation d’oxygene des embryons au début du
développement préimplantatoire, mais aussi par les importantes variations de consommation
d’oxygene décrites précédemment. De ce fait, il est nécessaire de réaliser des mesures de
consommation d’oxygene en temps réel afin de détecter des variations interprétables. De cette
maniere, Alberto Tejera et ses collegues ont réussi a mettre en évidence des différences de
consommation d’oxygene au cours des premiers clivages et de facon dépendante du potentiel
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d’implantation des embryons. Ces différences sont observées a la fois dans les phases dites actives
et dans les phases dites passives (Tejera et al., 2016), (Figure 55).
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Figure 54 : Représentation schématique du systéme permettant de mesurer la consommation

d'oxygéne d'un embryon.

En respirant, I’embryon consomme de I'oxygéne et génére un gradient de concentration en
oxygéne qui augmente de fagon linéaire en s’éloignant de I’embryon. Les mesures de
concentration en oxygene sont réalisées a I’aide d’un micro-senseur, a différentes distances de
I’embryon (zone colorée en rose), et permettent d’évaluer le taux de respiration de I’embryon.
Figure d’apres (Lopes, Greve, et al., 2007).
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Figure 55 : Le profil de consommation d'oxygéne au cours des premiéres divisions embryonnaires
varie en fonction du potentiel d'implantation de I'embryon.

Au cours des premiéres divisions, la consommation d’oxygéne des embryons ayant réussi a
s’'implanter dépassait celle des embryons non implantés. Cette observation est valable dans les
phases actives et dans les phases passives et se traduit par un pic de consommation d’oxygéne
plus élevé. Figure d’apres (Tejera et al., 2016).

3.c. D’autres marqueurs métaboliques associés a la qualité embryonnaire

En plus de la consommation d’oxygéne, d’autres marqueurs du métabolisme de I'embryon
tels, que la consommation de glucose et de pyruvate (Gardner, Lane, Stevens, & Schoolcraft, 2001;
Gardner, Wale, Collins, & Lane, 2011), la production de lactate (Y. S. Lee, Thouas, & Gardner, 2015)
ou bien I'utilisation de certains acides aminés, peuvent aider a prédire la qualité de ce dernier. Ces
résultats encouragent la réalisation d’analyses plus poussées du métabolisme embryonnaire. La
métabolomique est un nouveau membre des techniques dites « omiques » qui regroupent la
génomique (analyse de I’ADN), la transcriptomique (analyse de I’ARN) et la protéomique (analyse
des protéines). Elle permet d’identifier et de quantifier les métabolites (substances de petite taille
formées au cours du métabolisme) contenus dans I'environnement de I'embryon (milieu de
culture ou fluide folliculaire), et ainsi établir le profil métabolique de I'embryon. Ce profil
métabolique dépend de plusieurs facteurs dont I'espéce, le stade de développement
embryonnaire, ou encore les conditions de cultures (Krisher et al., 2015). Dans une revue parue
en 2015, Tina Rgdgaard et ses colléegues recensent différents biomarqueurs métaboliques
prometteurs dans I'évaluation de la qualité embryonnaire (Rodgaard, Heegaard, & Callesen,
2015). Bien qu’encourageants, ces résultats manquent de reproductibilité et les contraintes
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techniques et financiéres associées aux outils de métabolomique rendent la méthode difficile a
mettre en place au niveau clinique.

lll. Les méthodes invasives d’évaluation de la qualité embryonnaire

1. Le diagnostic préimplantatoire

Le diagnostic préimplantatoire (DPI) s’adresse a des couples porteurs d’anomalies génétiques
connues et susceptibles de donner naissance a un enfant atteint d’'une maladie génétique grave
et incurable. Il consiste a rechercher une anomalie génétique a partir d’une ou plusieurs cellules
prélevée(s) sur un embryon obtenu par FIV ou ICSI, dans le but d’identifier le ou les embryon(s)
sain(s) pouvant étre réimplanté(s) et de rejeter les embryons anormaux. C'est la seule méthode
d’évaluation de la qualité embryonnaire qualifiée d’invasive mais compatible avec la
réimplantation chez la femme. Trois types de biopsie embryonnaire peuvent étre proposés (Griffin
& Ogur, 2018). La biopsie de globule polaire est la technique la moins invasive puisque les globules
polaires sont voués a se dégrader. Réalisée au stade zygote, elle présente I'avantage de laisser
plus de temps pour I'analyse génétique mais ne peut pas étre utilisée pour des anomalies d’origine
paternelle et ne permet pas de détecter les erreurs post-méiotiques. La biopsie de blastomére au
cours des premiéres mitoses se réalise au 3®™ jour post fécondation sur un embryon contenant
au moins 6 blastomeres. En général, un seul blastomere est prélevé, le prélevement de deux
blastomeéres peut étre envisagé au cas par cas pour limiter le risque de faux négatif et pallier les
problemes techniques, mais cela diminue le potentiel implantatoire de I’'embryon. Enfin, la biopsie
au stade blastocyste consiste a prélever 2 a 10 cellules du trophoblaste. En plus d’obtenir
davantage de matériel, la biopsie sur blastocyste permet de sélectionner naturellement les
meilleurs embryons puisque ceux qui n’atteignent pas le stade blastocyste sont éliminés. En
revanche, cette technique nécessite la congélation quasi systématique des embryons car
I'obtention des résultats des analyses génétiques n’est pas compatible avec la fenétre
d’implantation embryonnaire.

Dans un embryon, il est possible et méme fréquent que certaines cellules soient aneuploides
alors que les autres sont diploides. On parle alors de mosaisme. Ce phénomeéne est souvent
détecté dans les embryons au cours des trois premiers jours de développement et n’est pas
toujours délétere pour le futur individu puisque les cellules aneuploides peuvent étre
naturellement éliminées avant I'implantation. Une biopsie réalisée de maniere précoce peut ainsi
détecter une aneuploidie potentiellement non délétére induisant I’élimination d’un embryon de
bonne qualité (Griffin & Ogur, 2018).

Bien que la biopsie de blastomeére soit une méthode courante et bien maitrisée, elle n’est pas
sans risque pour le développement embryonnaire. Chez la souris, la biopsie de blastomere induit
des retards de développement embryonnaire préimplantatoire et d’éclosion et diminue le
potentiel d’implantation (Scott, Upham, Forman, Zhao, & Treff, 2013; Sugawara & Ward, 2013;
Ugajin et al., 2010). Aussi, toujours chez la souris, les nouveaux nés issus d’un transfert d’embryons
biopsiés sont, a la naissance et a I’age adulte, plus lourds que les nouveaux nés issus d’embryons
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non biopsiés (conception naturelle ou développement in vitro) et présentent des comportements
de types anxiété (Sampino et al., 2014). Notons que les embryons utilisés dans cette étude ont été
obtenus en absence de stimulation ovarienne afin de s’affranchir des effets de la stimulation sur
la masse de naissance. Ces résultats ne sont pas retrouvés chez I’'Humain ou I'ICSI est associée a
une diminution de la masse de naissance des nourrissons, paramétre non exacerbé par la
réalisation de biopsie de blastomére et possiblement lié a la stimulation ovarienne (Eldar-Geva et
al.,, 2014; M. He, Sun, Wang, & Sui, 2022; Liebaers et al., 2010; Sunkara, Antonisamy, Selliah, &
Kamath, 2017). De plus, la réalisation d’un diagnostic préimplantatoire ne semble pas perturber
le développement des enfants (Kuiper et al., 2018), bien que nous manquions encore de recul.

2. Etude du profil d’expression des genes dans les embryons

Au cours du développement embryonnaire préimplantatoire, trois périodes sont marquées
par d’importantes modifications du profil d’expression des génes. La premiére correspond a
I'activation du génome embryonnaire et comprend une phase mineure et une phase majeure. La
deuxieme période concorde avec l'initiation de la compaction de I'embryon au stade 8-cellules.
Enfin, la troisieme période a lieu lors de la formation du blastocyste et de la différenciation
cellulaire a I'origine de la formation de la masse cellulaire interne et du trophoblaste. L’exécution
correcte des changements d’expression de genes est primordiale a la formation d’un embryon de
qualité. De ce fait, des modifications de I'expression de certains genes clés du développement
embryonnaire peuvent servir de marqueur de qualité (Hamatani, Carter, Sharov, & Ko, 2004; M.
S. Ko et al., 2000).

La quantification de I'expression d’un geéne dans une cellule nécessite d’avoir accés a I’ARNm
et impligue la lyse de la cellule. Ces études sont donc principalement réalisées sur des modeéles
animaux puisque chez I'Humain, seuls les embryons donnés pour la recherche peuvent étre
analysés. Chez les bovins, le type de fécondation (FIV ou ICSI) (Arias, Risopatron, Sanchez, &
Felmer, 2015) ou bien le milieu de culture utilisé pour le développement embryonnaire in vitro
(Cordova et al., 2014) impactent le potentiel de développement des embryons et sont associés a
des modifications d’expression de génes au stade blastocyste. Parmi ces génes se trouvent des
régulateurs clés de la prolifération cellulaire et/ou de I'apoptose (BIRC5, BAX, IGF2, TP53,
HSPA9B), du métabolisme (SCD1, GLUT1), du stress oxydant (CAT, SOD2, GPX1) ou encore des
génes particulierement important pour le développement embryonnaire dont POU5F1 qui code
pour OCT4, un marqueur de pluripotence responsable du renouvellement des cellules souches
embryonnaires et INFt qui code pour une protéine sécrétée par le blastocyste et qui permet de
maintenir la production de progestérone au début de la gestation. De la méme fagon, le milieu de
culture des embryons de souris (Moreira et al., 2006) ou bien la santé métabolique de la mere
(Bermejo-Alvarez, Rosenfeld, & Roberts, 2012) sont liés a une modification de I'expression des
génes Glutl, Glut5, Gé6pdh, Bax, Birc5, Gpx1, Pou5f1, Igf2 dans les blastocystes. Chez ’lhumain, le
potentiel de développement d’un blastocyste est corrélé a I'expression des IGF et de leurs
récepteurs dans cet embryon (H. C. Liu et al., 1997).

119



Les genes identifiés sont parfois appelés « géenes marqueurs de qualité embryonnaire ».
Notons tout de méme que I'expression d’un géne peut varier dans le méme sens dans un embryon
qualifié de bonne qualité et dans un embryon en souffrance. Par exemple, une étude de 2008 a
montré une augmentation de I'expression de Birc5 (géne codant pour un inhibiteur de I'apoptose)
dans des blastocystes bovins de meilleure qualité d’'un point de vue morphologique (Jeon et al.,
2008). D’aprés les auteurs, cette augmentation de I'expression de birc5 est associée a une bonne
gualité embryonnaire, liée a une augmentation des capacités de lutte contre I'apoptose. Or, dans
une autre étude, I'expression de Birc5 est augmentée dans des blastocystes bovins ayant été
vitrifiés et dans lesquels le niveau d’apoptose est augmenté (S. Y. Park et al., 2006). Dans ce second
exemple, l'augmentation de I'expression de Birc5 n’est pas un signe de bonne qualité
embryonnaire et 'utilisation du terme « géne marqueur de qualité » peut porter a confusion.

3. Quantification des blastomeres dans les blastocystes

Dans un article paru en 1997, David K.Gardner et son collégue M.Lane ont observé une
corrélation positive entre le nombre total de cellules dans un blastocyste de souris et son taux de
développement apres réimplantation. Cette corrélation est également observée lorsqu’on étudie
uniguement le nombre de cellules de la masse cellulaire interne et est nettement moins flagrante
avec les cellules du trophoblaste (Lane & Gardner, 1997) (Figure 56).

60 ———

= oy = W
£ 50 gt (@ s " = 50t (@ .
€ € |
g 40 2 4 o g 40 . %
[+% (=%

g S 30t . { S 30 ,,,/’,’:
o 2 . * : t. ’
2 20 3ot * 3 20
I 10 T 10 + « 3 10 i .
B o £
w 0 N . i w g : ] 0 L

40 45 50 55 60 65 70 0 5 10 15 20 25 30 30 40 50

Number of cells in blastocyst Number of cells in ICM Number of cells in trophectoderm (%)

Figure 56 : Corrélation entre le nombre de cellules d'un blastocyste et son potentiel de
développement.

Chez la souris, le nombre de cellules totales d’un blastocyste est associé a un meilleur taux de
développement apres réimplantation, probablement du fait d’une meilleure croissance
embryonnaire. Cette corrélation existe également entre le nombre de cellules de la masse
cellulaire interne et le taux de développement embryonnaire mais s‘efface lorsque seules les
cellules du trophoblaste sont étudiées. Figures d’aprés (Lane & Gardner, 1997).

Depuis cela, I'étude du nombre de cellules totales des blastocystes et le ratio entre le nombre
de cellules de la masse cellulaire interne et le nombre de cellules du trophoblaste est
régulierement utilisée en recherche sur modeles animaux (Bang et al., 2015; I. Choi, Dasari, Kim,
& Campbell, 2015; Knijn et al., 2003) mais pas dans les laboratoires d’AMP puisque cette analyse
nécessite un marquage cellulaire. Ces marquages peuvent se faire par immunofluorescence avec,
par exemple, un anticorps anti-OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4) pour marquer la
masse cellulaire interne et un anticorps anti-CDX2 (Caudal-type homeobox) pour marquer le
trophoblaste (I. Choi et al., 2015; Cui et al., 2019). Chez I’humain, le nombre de cellules total d’un
blastocyste peut étre indirectement estimé par la mesure du diamétre de 'embryon (Kocyigit &
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Cevik, 2016; Mori, Otoi, & Suzuki, 2002), bien que moins informative, cette méthode présente
I’'avantage d’étre non invasive et donc compatible avec la réimplantation embryonnaire.

4. Etude de l'intégrité chromosomique

En plus de la FISH, technique couramment utilisée dans le diagnostic de |'aneuploidie,
différentes méthodes existent pour évaluer l'intégrité du matériel génétique dans les embryons.
Les dommages de I'’ADN peuvent étre étudiés par des tests de Tunel, par I'observation de
micronoyaux ou encore par des marquages de la chromatine. Par exemple, des cassures double
brin de I'ADN peuvent étre mises en évidence avec un marquage des histones H2A.X
phosphorylées (Baran & Pisko, 2022) et des anomalies de ségrégation des chromosomes peuvent
étre mises en évidence par des marquages des histones H2B (Yao et al., 2018).

5. Etude des vagues calciques

Comme décrit précédemment, la libération oscillante de calcium en réponse a I'entrée du
spermatozoide dans I'ovule est un élément essentiel puisqu’elle déclenche une série de réactions
nécessaires au développement de I'embryon et regroupées sous le nom d’activation ovocytaire
(voir le chapitre 2.1l « L’activation ovocytaire »). Chez le lapin et la souris, I'inhibition des
oscillations calciques ou la modification de leur nombre, de leur fréquence ou de leur intensité
modifie le profil d’expression des blastocytes, affecte I'implantation des embryons et perturbe
leur développement, notamment post-implantatoire (Ozil et al.,, 2006; Ozil & Huneau, 2001;
Rogers et al., 2006). Le nombre, la fréquence et I'intensité des oscillations calciques pourraient
étre utilisés pour prédire la compétence de développement des embryons, mais le marquage du
calcium (généralement avec des molécules de type fluo-4) n’est pas compatible avec la
réimplantation des embryons chez la femme. Cependant, I'observation des mouvements
cytoplasmiques causés par les contractions du cytosquelette au cours des oscillations calciques
(Figure 57) représente une méthode alternative efficace et non invasive permettant I'évaluation
de la qualité embryonnaire grace a I'étude des oscillations calciques (Ajduk et al., 2011; Milewski
et al,, 2018).
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Figure 57 : Corrélation entre la dynamique cytoplasmique et les oscillations calciques suite a la
fécondation d'un ovule de souris.

L'observation simultanée de la libération de calcium (vert) et de la dynamique cytoplasmique
(bleu) dans un ovule de souris tout juste fécondé, permet de mettre en évidence la juxtaposition
de ces deux événements. L'observation des oscillations calciques pourrait donc se faire a
travers |'observation de la dynamique cytoplasmique, une alternative non invasive applicable
chez I’humain. Figure d’apres (Ajduk et al., 2011).

122



Chapitre n°6 : Les facteurs influencant la qualité
ovocytaire et embryonnaire

[. Linfertilité

D’apres I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), I'infertilité est une anomalie du systeme
reproducteur féminin ou masculin, caractérisée par une incapacité a concevoir un bébé apres 12
mois ou plus de rapports sexuels réguliers et non protégés. Cela affecte environ 180 millions de
personnes dans le monde et 3,3 millions de personnes en France, soit 19 a 30 % des couples
essayant de procréer ("Rapport sur les causes d’infertilité," 2022; Slama et al., 2012). La hausse de
la prévalence et les conséquences de l'infertilité, tant sur la population générale que sur les
individus concernés, font de cette pathologie un enjeu majeur de santé publique. Les origines de
I'infertilité peuvent étre féminines, masculines, mixtes ou idiopathiques.

Chez la femme, l'infertilité, d’origine congénitale ou acquise, peut résulter d’'une multiplicité
de causes, souvent combinées. Ces causes peuvent étre, entre autres :

- Des dysfonctions du systéeme hypothalamo-hypophysaire responsable d’une dérégulation
de la production de gonadotrophines,

- Une obstruction du col de l'utérus (sténose cervicale) ou des trompes de Fallope,
empéchant la migration correcte des spermatozoides,

- Des pathologies inflammatoires (ex : endométriose),

- Des pathologies ovariennes (ex: syndrome des ovaires polykystiques responsable de
troubles du cycle menstruel et de I'ovulation, insuffisance ovarienne précoce),

- Des atteintes ovocytaires (échec de maturation ovocytaire).

Il. Les causes d’altération de la qualité ovocytaire

1. L'age

Comme indiqué dans le rapport national sur les causes de l'infertilité, I’age est, dans les pays
industrialisés, I'un des principaux facteurs (voir le principal facteur) de la hausse de l'infertilité
féminine. En 40 ans, I'dge des femmes au moment de leur premier enfant a reculé de 5 ans,
passant de 24 a 29 ans en moyenne ("Rapport sur les causes d’infertilité," 2022). Le risque de faire
une fausse couche augmente drastiquement avec I'age et atteint 22,2 % apres 40 ans (Mikwar,
MacFarlane, & Marchetti, 2020). Ces fausses couches s’expliquent notamment par I'augmentation
de I'aneuploidie des ovules, résultant en la formation d’embryons aneuploides souvent non
viables. Cette augmentation de I'aneuploidie chez les femmes agées peut s’expliquer par une non-
disjonction des chromosomes homologues au cours de la méiose | ou des chromatides sceurs au
cours de la méiose Il, des dysfonctions de la formation du fuseau méiotique, des anomalies de la
cohésion des chromosomes ou encore des altérations des modifications post-traductionnelles des

123



histones et de la tubuline (Mikwar et al., 2020). De plus, I'augmentation de I’'age maternel est
associée a une dérégulation de I'expression de certains génes dans les ovules, dont TOP2B, BRCA1
(BReast CAncer 1), MAD2 (Mitotic Arrest Deficient) ou BUB1 (Budding Uninhibited by Benomyl).
TOP2B code pour ’ADN Topoisomérase |l Beta et interagit avec la cohésine, son absence est donc
liée a des erreurs de ségrégation des chromosomes (J. J. Zhang et al., 2020). Chez la souris, la
diminution de I'expression de Brcal, géne impliqué dans I'assemblage du fuseau, induit la
formation de fuseaux anormaux ou multiples et perturbe l'alighement et la ségrégation des
chromosomes (Pan, Ma, Zhu, & Schultz, 2008). Enfin, MAD2 et BUB1 sont impliqués dans
I'attachement des microtubules sur les kinétochores et participent au controle de I'assemblage du
fuseau (Steuerwald, Cohen, Herrera, Sandalinas, & Brenner, 2001). La dérégulation de I'expression
des génes dans les ovules de femmes agées affecte également des génes de la chaine de transport
d’électrons (ex: SDHA, COQ10) ou des genes antioxydants (TXN2 (Thioredoxin 2), PRDX3
(Peroxiredoxin 3), SOD1 (SuperOxide pismutase 1) ou GSTM2 (Glutathione S-Transferase mu 2)),
induisant une accumulation d’espéces réactives de |'oxygéne dans les ovules et donc une
diminution de leur compétence développementale (L. Wang et al., 2021).

2. Lastimulation ovarienne

Louise Brown, le premier bébé FIV née en 1978 a été congue au cours d’un cycle naturel ayant
permis la ponction d’'un ovule unique. Malgré ce succes, en 1980, le taux de naissance aprés FIV
était tres faible, principalement a cause des difficultés d’obtention des ovules (0,5 a 0,7 par cycle)
et des échecs d’'implantation (Edwards, Steptoe, & Purdy, 1980; Garcia et al., 1984). En 2017, en
France, le nombre d’ovules ponctionnés au cours d’un cycle a été multiplié par 16 (9,7 ovules par
cycle en moyenne d’apres I'agence de la biomédecine). Cette augmentation a été permise par le
développement et I'amélioration des techniques de stimulation ovarienne. Le principe de la
stimulation ovarienne repose sur I'administration de gonadotrophines pour stimuler la croissance
simultanée de plusieurs follicules et de maintenir leur développement jusqu’a leur maturité afin
de pouvoir les ponctionner. Du fait de la variabilité des profils des femmes ayant recours a 'AMP,
il est nécessaire d’adapter le protocole de stimulation au cas par cas. Dans un schéma classique,
la premiére étape consiste a bloquer une ovulation spontanée qui pourrait intervenir avant que le
follicule n’ait atteint sa maturité. Cela nécessite de bloquer le pic de LH en inhibant la production
de GnRH. Dans une deuxieme phase, I'administration de FSH, seule ou en complément avec de la
LH, permet de stimuler la croissance de plusieurs follicules. Enfin, I’étape finale de la maturation
ovocytaire est déclenchée en administrant une forte dose de hCG (Casarini, Brigante, Simoni, &
Santi, 2016).

L'impact de la stimulation ovarienne sur la qualité des ovules et des embryons est bien
documenté chez la souris. En effet, la stimulation ovarienne permet d’augmenter le nombre
d’ovules ovulés mais est associée a une augmentation des défauts ovocytaires et embryonnaires :

- Anomalies du fuseau méiotique et de I'alighement des chromosomes (Kalthur et al., 2016;
Van Blerkom & Davis, 2001),

- Modification de la distribution spatiale des mitochondries et de I'appareil de golgi dans les
ovules (Kalthur et al., 2016),

124



- Augmentation du stress oxydant dans les ovules et les ovaires (Chao et al., 2005; Kalthur
et al., 2016),

- Augmentation des mutations de I’ADN mitochondrial dans les ovaires (Chao et al., 2005),

- Modification du profil d’expression des ovules et des embryons (Linke, May, Reifenberg,
Haaf, & Zechner, 2013; Ozturk, Yaba-Ucar, Sozen, Mutlu, & Demir, 2016),

- Retard et arrét du développement préimplantatoire (Ertzeid & Storeng, 2001; Kalthur et
al., 2016),

- Augmentation du taux d’apoptose dans les blastocytes (Kalthur et al., 2016),

- Diminution du taux d’éclosion (Kalthur et al., 2016),

- Diminution du taux d’implantation (Ertzeid & Storeng, 2001),

- Diminution de la masse de naissance des souriceaux (Ertzeid & Storeng, 2001).

De plus, les défauts observés sont aggravés en cas de stimulations ovariennes répétées (Chao
et al., 2005; Kalthur et al., 2016; Van Blerkom & Davis, 2001). En revanche, la stimulation ovarienne
ne semble pas impacter la mise en place des vagues calciques chez la souris (Savy, Stein, Shi, &
Williams, 2021). Ces anomalies pourraient étre liées a la sélection trop précoce de follicules dont
la maturation cytoplasmique serait insuffisante. Les ovules auraient alors accumulé moins d’ARN
et la queue poly(A) de ces ARNm pourrait étre trop courte pour permettre la traduction. Cela
induirait alors une diminution de la production des protéines nécessaires a la maturation
méiotique, a la fécondation et au développement embryonnaire jusqu’a I'EGA. La diminution des
protéines nécessaires a la ségrégation des chromosomes pourrait alors induire une augmentation
de I'aneuploidie. La maturation cytoplasmique s’accompagne d’une réorganisation du réticulum
endoplasmique et des mitochondries. Les ovules dont la maturité cytoplasmique est insuffisance
peuvent donc avoir des défauts de réorganisation du réticulum endoplasmique, perturbant la
libération de calcium et 'activation ovocytaire. De la méme facon, des mitochondries immatures
seraient moins efficaces en termes de production d’ATP et pourraient produire davantage
d’especes réactives de I'oxygéne (Clement, 2007).

L'impact de la stimulation hormonale sur la qualité des ovules et des embryons chez la femme
est plus difficile a évaluer. En effet, la femme étant une espéce mono-ovulante, seul un ovule
(maximum 2 dans de rares cas) peut étre ponctionné au cours d’un cycle naturel. Il faudrait donc
réaliser une étude sur un grand nombre de femmes afin d’obtenir des données interprétables.
Une équipe danoise a tout de méme réussi a réaliser ce type d’étude : des femmes ont tout
d’abord été stimulées afin de ponctionner plusieurs follicules en vue de réaliser une FIV ou une
ICSI, puis les embryons supplémentaires ont été congelés. Afin de maximiser les chances de
réussite, la réimplantation d’'un embryon congelé a été réalisée en suivant le cycle naturel de la
femme, au cours duquel le follicule dominant a été ponctionné puis fécondé. De cette maniére, il
a été possible de comparer 128 ovules obtenus en cycle naturel et 1349 ovules obtenus en cycle
stimulé. Les auteurs n‘ont pas observé de différence du taux de clivage et du développement
embryonnaire a J2. De plus, le pourcentage d’embryons avec moins de 10 % de fragmentation
était similaire dans les deux groupes (Ziebe et al., 2004).
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3. L'échec de maturation ovocytaire

L’échec de maturation ovocytaire est caractérisé par la production et I'ovulation d’une
majorité d’ovules immatures, incapables de maturer in vitro et qui ne répondent pas a la
fécondation (Figure 58). Ce syndrome rare est a distinguer des cas ol la production d’ovules
immatures est occasionnelle (Beall, Brenner, & Segars, 2010). Parmi les cas reportés, le cycle
menstruel des femmes et les dosages hormonaux réalisés étaient normaux. De plus, les tentatives
de modulation du protocole de stimulation ovarienne, la maturation des ovules in vitro ou bien la
fécondation par ICSI se sont soldées par des échecs (Bar-Ami, Zlotkin, Brandes, & Itskovitz-Eldor,
1994; Bergere, Lombroso, Gombault, Wainer, & Selva, 2001; Hartshorne, Montgomery, &
Klentzeris, 1999; Levran, Farhi, Nahum, Glezerman, & Weissman, 2002).
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Figure 58 : le syndrome d'échec de maturation ovocytaire.
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d’ovules méiotiquement incompétents, arrétés au stade GV ou Ml et incapables de maturer in
vitro. Parfois, ce syndrome peut inclure des ovules ayant maturé jusqu’au stade MIl mais inapte
a reprendre leur seconde division méiotique apres fécondation. OMD : oocyte maturation
deficiency. Figure d’aprés (Marie Christou-Kent, 2019).

4. Les causes génétiques de l'infertilité

L'ovogenése est un processus complexe régulé par de nombreux génes et donc
particulierement sensibles aux défauts génétiques. D’ailleurs, chez la femme, il est estimé que 5 a
10 % des infertilités ont une origine génétique (Hanson et al., 2017). Les anomalies génétiques
responsables d’infertilité peuvent étre des aberrations chromosomiques quantitatives ou
structurelles (ex : le syndrome de Turner) ou des mutations affectant le fonctionnement de génes
controlant des fonctions biologiques essentielles telles que la signalisation hormonale, la
croissance folliculaire et ovocytaire, la fécondation, le développement embryonnaire ou encore
I'implantation. L'implication de facteurs génétiques dans l'infertilité féminine a fait I'objet de
plusieurs revues récentes : (Fei & Zhou, 2022; Sang, Zhou, Mu, & Wang, 2021; Yatsenko & Rajkovic,
2019).
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4.a. Les protéines ZP

La zone pellucide, mise en place dans les follicules primaires et persistant jusqu’a I'éclosion du
blastocyste, est une matrice extracellulaire aux fonctions multiples. En plus de son réle de
protection de I'ovocyte et de 'embryon, elle participe a la fixation du spermatozoide lors de la
fécondation et prévient la polyspermie. La zone pellucide est traversée par les projections
transzonales, des extensions cytoplasmiques des cellules folliculaires, nécessaires a la
communication entre I'ovocyte et les cellules folliculaires. Chez la femme, elle est composée de
guatre glycoprotéines majoritaires : ZP1, ZP2, ZP3 et ZP4. De nombreuses mutations des genes
ZP1-4 (69 d’aprés une revue récente (J. Zhou et al., 2022)) ont été identifiées et sont responsables
d’infertilité avec des phénotypes multiples : forte augmentation du taux d’ovules atrétiques,
présence de follicules vides, formation d’ovules dépourvus de zone pellucide ou entourés d’une
zone pellucide anormalement fine, ovulation d’ovules immatures (Figure 59). Bien que la plupart
des mutations identifiées soient responsables de la production de gametes incompatibles avec la
formation d’'un embryon viable, certains ovules ont pu étre fécondés par ICSI pour former un
embryon ayant engendré une naissance (Dai et al., 2019; Metwalley et al., 2020; J. Zhou et al.,
2022).
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Figure 59 : Multiplicité des phénotypes liés aux mutations des génes ZP1-4 chez la femme.

Les mutations des genes ZP1-4 sont responsables d’infertilité féminines plus ou moins séveéres,
caractérisées par une multiplicité de phénotypes : présence de follicules vides, production
d’ovules dépourvus de ZP ou avec une ZP fine, production d’ovules atrétiques ou immatures.
Figure modifiée a partir de (J. Zhou et al., 2022).

4.b. Les causes génétiques de I’échec de maturation ovocytaire

L'utilisation d’animaux transgéniques et de la technologie de I'interférence a I'’ARN visant a
inhiber la traduction d’'un ARNm ciblé a permis d’identifier plusieurs géenes potentiellement
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impliqués dans le syndrome d’échec de maturation ovocytaire. Ainsi, I'inhibition de I'expression
des genes suivants entraine un phénotype d’échec de maturation ovocytaire chez la souris : Mlh1
(MutL Homolog 1) (Edelmann et al., 1996), Cdc25b (Cell Division Cycle 25B) (Lincoln et al., 2002),
Meil (Meiosis Inhibitor Protein 1) (Libby et al., 2002), Cks2 (CDC28 Protein Kinase Regulatory
Subunit 2) (Spruck et al., 2003), Pde3A (Masciarelli et al., 2004), Smc1B (Structural Maintenance
of Chromosomes 1B) (Revenkova et al., 2004), Lfng (Lunatic fringe) (Hahn, Johnson, Beres,
Howard, & Wilson-Rawls, 2005), Mfn2 (mitofusin 2) (J. H. Zhang et al., 2016), Rasd1 (Ras
dexamethasone-induced protein 1) (Y. Lee et al., 2016), Prkarb8 (Protein Kinase CAMP-Dependent
Type |l Regulatory Subunit Beta) (H. Yoon et al., 2018), Nek5 (NIMA Related Kinase 5) (Y. Y. Li et
al., 2019), Eb1 (end-binding protein 1) (D. Zhou, Nie, & Cui, 2021), Kifc1 (kinesin family member
C1) (Shan et al., 2022).

Chez la femme, des mutations responsables d’échec de maturation ovocytaire ont été
identifiées sur les génes TUBBS (Feng et al., 2016), TRIP13 (Z. Zhang et al., 2020), CDC20 (L. Zhao
et al., 2021; L. Zhao et al., 2020) et PATL2 (B. Chen et al., 2017; M. Christou-Kent et al., 2018).

TUBBS8 (Tubulin Beta 8 Class VIII) est responsable de la production de B-tubuline, composant
majeur du fuseau méiotique. Absent dans les spermatozoides matures, TUBB8 est fortement
exprimé dans les ovules et au cours des premiers stades du développement embryonnaire. Son
absence est associée a la formation de fuseaux trés anormaux et a un arrét méiotique, souvent au
stade MI (Feng et al., 2016).

TRIP13 (Thyroid Receptor-Interacting Protein 13) code pour une AAA-ATPase impliquée dans
le contréle de I'assemblage du fuseau et importante a la fois dans la mitose et dans la méiose.
Plusieurs types de variants pathogénes ont été identifiés et sont associés a différents phénotypes,
dont la formation de tumeurs rénales enfantines ou a une infertilité féminine (arrét méiotique au
stade MI ou anomalie de division du zygote) (Solovova & Chernykh, 2022; Z. Zhang et al., 2020).

CDC20 (Cell Division Cycle protein 20), exprimé dans les cellules somatiques et germinales,
code pour une protéine de régulation du cycle cellulaire. Elle permet I'activation de APC/C, étape
essentielle a la reprise de la méiose (voir chapitre 1.lll.2.c « Migration et séparation des
chromosomes » et chapitre 2.11.3.c « La reprise de la méiose Il et la formation des pronoyaux »). En
effet, APC/C est responsable de la dégradation de la Cycline B1 (protéine du MPF) et de la Sécurine
qui permet le maintien des chromatides sceurs (Musacchio & Salmon, 2007). Une mutation de
CDC20 induisant la formation d’une protéine tronquée mal fonctionnelle a été identifiée chez la
femme et est donc responsable d’échec de maturation ovocytaire. L'absence d’activation de
APC/C empéche la dégradation de la Cycline B1 et les ovocytes restent bloqués en métaphase | (L.
Zhao et al., 2021).

PATL2 appartient a la famille des protéines associées a la topoisomérase Il (PAT), composées,
chez les Vertébrés, des protéines PATL1 et PATL2. Comme discuté précédemment, PATL1 est
principalement impliquée dans la dégradation des ARNm dans les cellules somatiques alors que
PATL2 est une protéine ovocytaire responsable de I'inhibition de la traduction (voir chapitre 3.11.4b
« Les protéines PAT1 chez les Vertébrés »). Chez la femme, plusieurs variants du géne PATL2 ont
été identifiés et sont responsables d’infertilité avec un phénotype d’échec de maturation
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ovocytaire, principalement caractérisé par un arrét de maturation au stade GV, ou bien, plus
rarement, au stade Ml ou MII (B. Chen et al., 2017; M. Christou-Kent et al., 2018; Huang et al.,
2018; Huo et al., 2022; Lei, Li, Zhou, & Zhang, 2022; Maddirevula et al., 2017; L. Sun et al., 2022;
Wu et al., 2019). Chez les femmes concernées, quelques embryons ont pu étre obtenus mais tous
ont stoppé leur développement prématurément (Wu et al., 2019).

L'implication de PATL2 dans le phénotype d’échec de maturation ovocytaire a été validée par
la création d’une lignée de souris génétiquement modifiée, générée par la méthode Cre/Lox et
dans laquelle I'exon 7 a été supprimé et le cadre de lecture modifié. De cette facon, le domaine
d’association a la topoisomérase est absent et la protéine n’est pas fonctionnelle. La
caractérisation phénotypique de ces souris a montré que les femelles Pat/2 7~ ovulent des gameétes
dont pres de la moitié ne sont pas au stade MIl et que les ovules ayant atteint ce stade de
maturation présentent d'importants défauts et notamment des fuseaux anormaux et des
anomalies d’alignement des chromosomes. De plus, des analyses réalisées aux stades GV et Ml
mettent en évidence des altérations du transcriptome chez les femelles Pat/2 7. Il est toutefois
important de noter que I'absence de PATL2 chez la souris entraine des anomalies moins sévéres
que chez les femmes. En effet, bien que fortement sous fertiles, les femelles Pat/2 7 peuvent se
reproduire et engendrer une descendance viable (M. Christou-Kent et al., 2018).

4.c. Les causes génétiques de I’échec de fécondation

Chez la femme, I'ovule en attente de fécondation est bloqué en métaphase Il et achevera sa
seconde division méiotique apres I'entrée du spermatozoide qui apporte la PLC; nécessaire a
I'activation ovocytaire. L'échec de fécondation est caractérisé par la production d’ovules
morphologiquement normaux mais incapables d’étre fécondés ou d’initier la formation d’un
embryon en réponse a la fécondation. Plusieurs genes sont essentiels a la réalisation correcte de
ce mécanisme et sont recensés dans les revues suivantes : (lkawa et al., 2010; Okabe, 2018). Parmi
les acteurs ovocytaires caractérisés chez la souris se trouvent Cd9 dont I'absence altére le
processus de fusion entre I'ovule et le spermatozoide (Le Naour, Rubinstein, Jasmin, Prenant, &
Boucheix, 2000), mais aussi Cd81 (Rubinstein et al., 2006), Juno (Bianchi et al., 2014) ou encore
Piga (Alfieri et al., 2003).

Chez la femme, WEE1B est également impliquée dans |'échec de fécondation. WEE1B
(également appelée WEE2) code pour une protéine kinase responsable de la phosphorylation de
CDK1 et essentielle a la régulation de I'arrét méiotique dans les ovocytes. Dans les ovules bloqués
en MII, I'arrét méiotique est maintenu par une activité élevée du MPF, médiée par I'absence de
phosphorylation de CDK1. L’entrée du spermatozoide dans 'ovule induit une augmentation de la
concentration en calcium et I'activation de la protéine kinase CaMKII. CaMKII active alors WEE1B
qui, en phosphorylant CDK1, diminue I'activité du MPF et permet la sortie de la métaphase Il (Oh
et al., 2011). Chez la femme, plusieurs mutations ont été identifiées sur le gene WEE1B et sont
responsables d’'une diminution de la quantité de protéine WEE1B dans les ovules qui deviennent
alors incapables de reprendre la seconde division méiotique lors de la fécondation (Sang et al.,
2018). Les anomalies impliquant WEE1B se trouvent donc a l'interface entre I'échec de maturation
ovocytaire et I'échec de fécondation.
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D’autres mutations ont été identifiées chez la femme et sont responsables d’anomalies situées
a l'interface entre I'échec de fécondation et I'arrét du développement embryonnaire précoce.
C'est le cas de TLE6 (Transducin-Like Enhancer of split 6) dont la mutation est responsable d’une
forte diminution du taux de fécondation, les quelques embryons obtenus stoppent leur
développement de maniere précoce (Alazami et al., 2015; J. Lin et al., 2020). De plus, des
mutations du géne BTG4 (B-cell Translocation Gene 4), normalement impliqué dans la dégradation
des ARNm via son interaction avec CNOT (membre du complexe de déadénylation CCR4-CNOT),
sont associées a la formation de zygotes incapables d’initier leur premiére division (Zheng et al.,
2020).

4.d. Les causes génétiques de I'arrét du développement embryonnaire préimplantatoire

Le SCMC (SubCortical Maternal Complex) est un complexe protéique spécifique aux ovocytes
et aux embryons et est composé d’au moins 6 protéines : FLOPED (Ooep), MATER (NIrp5), NLRP2,
TLE6, FILIA (Khdc3) et PADI6. Le SCMC est essentiel a la formation d’embryons capables de se
développer car il régule plusieurs fonctions biologiques essentielles et notamment la traduction,
la réorganisation du cytosquelette, la formation et le positionnement du fuseau méiotique, la
redistribution des organelles au cours de la maturation ovocytaire et de la fécondation ou encore
la reprogrammation épigénétique (Bebbere, Albertini, Coticchio, Borini, & Ledda, 2021; Bebbere,
Masala, Albertini, & Ledda, 2016; X. J. Yu et al., 2014). Comme indiqué précédemment, les
anomalies de TLE6 sont responsables d’infertilité chez la femme, principalement du fait d’un échec
de fécondation. L'altération du fonctionnement de PADI6 (Y. Xu et al., 2016), KHDC3 (Fatemi et
al., 2021), OOEP (Tong et al., 2022), NLRP5 et NLRP2 (Mu et al., 2019) est responsable d’arrét du
développement embryonnaire préimplantatoire.

REC114 et MEI1 (Meiosis Inhibitor Protein 1) sont deux autres facteurs impliqués dans I’arrét
du développement embryonnaire préimplantatoire. Ces deux protéines participent a la formation
de cassures double brins de 'ADN, nécessaires a la recombinaison homologue et a la ségrégation
des chromosomes lors de la méiose. Chez la souris, I'absence de REC114 ou de MEI1 entraine la
stérilité des males et des femelles du fait d’'une altération de la gamétogenése (Kumar et al., 2018;
Libby et al., 2002). Chez la femme, des mutations a I'origine d’une perte de fonction de REC114
sont liées a une augmentation du nombre de pronoyaux dans les zygotes, a un arrét du
développement embryonnaire préimplantatoire et a une augmentation du risque d’avortement
spontané (W. Wang et al., 2020). De plus, des mutations de MEI1 sont associées a des arréts de
développement embryonnaire préimplantatoire, des échecs d’implantation ou a une
augmentation du taux d’avortement spontané (Dong et al., 2021).
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Figure 60 : Les facteurs génétiques responsables d'infertilité féminine.

L’ovogenese, la fécondation et le développement embryonnaire préimplantatoire sont des
processus complexes, régulés par de nombreuses voies de signalisation. Une variété de facteurs
génétiques a été identifiée dans différents phénotypes d’infertilité féminine. Parmi eux, PANX1
est associé a la mort ovocytaire, PATL2, TRIP13 et TUBB8 sont impliqués dans |I"échec de
maturation ovocytaire et les protéines de la ZP sont associées a une multiplicité de phénotypes
incluant |"échec de maturation ovocytaire et |'arrét du développement embryonnaire
préimplantatoire. TLE6, membre du complexe SCMC, est impliquée dans les échecs de
fécondation tandis que les autres membres du complexe sont principalement associés a I'arrét
du développement embryonnaire préimplantatoire. Aussi, REC114 et MEI1, impliqués dans la
formation des cassures double brins de I’ADN, participent également aux arréts du
développement embryonnaire préimplantatoire. Figure d’aprés (Fei & Zhou, 2022).
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Problématique et objectifs de la thése

En affectant 186 millions de personnes dans le monde (Organisation Mondiale de la Santé,
septembre 2020), I'infertilité est aujourd’hui considérée comme un véritable probléme de santé
publique. La prévalence de l'infertilité étant en augmentation, de plus en plus de couples ont
recours a I'assistance médicale a la procréation (AMP) qui regroupe différentes techniques visant
a aider un couple a concevoir un enfant. Parmi ces techniques, la fécondation in-vitro (FIV) et
I'injection intra-cytoplasmique de spermatozoide (ICSI) sont trés couramment utilisées et
permettent généralement la production de plusieurs embryons par couple. Afin de limiter les
risques liés a des grossesses multiples, la réimplantation d’'un embryon unique est de plus en plus
utilisée. Ainsi, I'un des principaux défis en FIV et en ICSI est la sélection des ovules et des embryons
avec la meilleure compétence développementale possible, afin de maximiser les chances de
grossesse rapide et limiter le nombre de procédures éprouvantes pour les couples, tant sur le
point physique que psychologique. Pour cela, la méthode de sélection des ovules et des embryons
doit étre a la fois efficace et le moins invasive possible.

L’évaluation de la qualité des ovules repose essentiellement sur I'observation de la
morphologie du gaméte mais aussi sur I'étude des cellules qui I'entourent. L'état de maturité de
I'ovule, sa taille, I'aspect du cytoplasme et de I'espace périvitellin mais aussi la morphologie du
globule polaire, du fuseau méiotique et de la zone pellucide, sont différents indices utilisés pour
évaluer la compétence développementale des ovules. Le réle des cellules folliculaires est
prépondérant au cours de la biogenése des ovocytes car ces cellules fournissent I’environnement
nécessaire a la croissance et a la maturation ovocytaire. L'injection d’un spermatozoide dans un
ovule au cours d’une ICSI nécessite le retrait de ces cellules qui peuvent donc étre utilisées sans
impacter l'efficacité de la fécondation ni le développement du futur embryon. Certains
parameéetres métaboliques, et notamment la quantité d’ADN mitochondrial, varient dans le méme
sens dans les cellules du cumulus et dans 'ovule associé, signifiant que la qualité de I'ovule se
reflete dans la qualité des cellules du cumulus. D’ailleurs, I'expression de génes clés de la
folliculogenése (GDF9, BMP15) ou de I'ovulation (HAS2, VCAN, TNFAIP6, PTGS2) dans les cellules
du cumulus est utilisée comme marqueur de la qualité ovocytaire. De plus, le niveau d’apoptose
de ces cellules, et donc I'expression de BCL2, est associé a une altération de la qualité des ovules
et des embryons qui en découlent.

De la méme facon, la sélection des embryons a réimplanter a d’abord été réalisée a partir de
critéres exclusivement morphologiques. Par exemple, la présence de blastoméres de taille
asymétrique, de fragmentation ou de vacuole est associée a un mauvais potentiel de
développement embryonnaire. De plus, des méthodes de classification des embryons comme
celle de DK.Gardner et W.Schoolcraft, permettent scorer les blastocystes en fonction de leur
niveau d’expansion et de I'aspect de la masse cellulaire interne et du trophoblaste. Cependant,
ces méthodes restent peu reproductibles, notamment a cause de variabilités dépendantes des
expérimentateurs. L'utilisation de la microscopie en temps réelle et I'arrivée de l'intelligence
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artificielle permet de générer et d’analyser un grand nombre de données, puis d’entrainer des
algorithmes capables de scorer des embryons de facon automatique, rapide et indépendamment
de l'interprétation humaine, améliorant ainsi la reproductibilité des résultats. De plus, les
méthodes dites « omiques », et notamment la transcriptomique et la métabolomique permettent,
par analyse des ARN ou des métabolites rejetés par I'embryon dans les milieux de culture,
d’identifier de nouveaux marqueurs de qualité embryonnaire.

En dépit des progres réalisés dans ce domaine au cours des cinquante derniéres années, le
taux de succes cumulé a I'ensemble d’un parcours de fécondation in vitro n’est que de 40 % chez
les femmes de moins de 35 ans et passe sous la barre des 30 % a partir de 39 ans (Soullier, Bouyer,
Pouly, Guibert, & de La Rochebrochard, 2011), et les échecs sont fortement corrélés a Iutilisation
de gametes de mauvaise qualité. Malgré I'importance du spermatozoide qui apporte la moitié du
matériel génétique, le devenir de I'embryon dépend majoritairement de I'ovule qui apporte une
diversité de facteurs maternels nécessaires a la fécondation et au développement embryonnaire
précoce (mitochondries, ARNm, protéines...). Pour cette raison, la découverte de nouveaux
criteres de qualité ovocytaire et embryonnaire est un véritable enjeu.

Cette thése a été réalisée au sein de I'équipe Génétique, Epigénétique et Thérapie de
I'Infertilité (GETI) de I'Institut Albert Bonniot (IAB) en région grenobloise. Ce laboratoire présente
une grande expertise dans l'identification de génes candidats associés a des phénotypes
d’infertilité chez I'Humain. C’est dans ce contexte que le laboratoire a identifié une mutation du
géne PATL2, responsable d’échec de maturation ovocytaire, une forme sévere d’infertilité
féminine. L'implication de PAL2 dans ce phénotype a été vérifiée par la création d’une lignée de
souris transgéniques Patl2”- et a permis la publication d’un article paru en 2018 dans EMBO
Molecular Medicine (M. Christou-Kent et al., 2018). L’absence de cette protéine chez la souris
entraine un phénotype moins sévére que chez la femme. Bien qu’ayant une fertilité fortement
altérée, les femelles Pat/l2”- produisent des ovules pouvant é&tre fécondés et engendrer une
descendance viable. La qualité de ces ovules est cependant fortement altérée puisque ces
gameétes présentent des défauts de maturation, de structure et des dérégulations
transcriptomiques.

En plus de valider I'importance de PATL2 dans le processus d’ovogenése, cette lignée de souris
Patl2”- a permis de créer un excellent modéle de mauvaise qualité ovocytaire et a été utilisée pour
répondre aux trois objectifs de cette these :

» Le premier objectif consistait a étudier I'impact de I'absence de PATL2 sur la qualité
ovocytaire et embryonnaire chez la souris, et a évaluer I'importance de cette protéine
entre la GVBD et I'EGA. Pour cela, la qualité des ovules Patl2” a été évaluée par
I'observation du fuseau méiotique en immunofluorescence tandis que la qualité
embryonnaire a été étudiée sur des criteres morphologiques et par l'analyse de
I’expression de genes importants pour le développement embryonnaire.

» Le second objectif consistait a étudier I'impact de la stimulation ovarienne sur la qualité
des ovules et des embryons des femelles Pat/2”7-. En effet, la stimulation ovarienne est une
procédure largement utilisée dans les laboratoires d’AMP, dans le but d’augmenter le
nombre d’ovules pouvant étre prélevés. Cependant, cette procédure est connue pour
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altérer la qualité des ovules, il est donc légitime de se demander quelles sont les
conséquences de son utilisation sur des ovules dont la qualité est déja diminuée. Cette
étude a été réalisée en comparant la qualité des ovules et des embryons de souris, obtenus
a partir de femelles Pat/2*/* et Pat/27- ayant ovulé naturellement ou aprés un traitement
hormonal.

» Le troisieme objectif consistait a étudier le réle de PATL2 entre la GVBD et I'EGA. Il sera
traité de maniére a mettre en avant la méthodologie utilisée : la premiére stratégie mise
en place repose sur l'injection de morpholinos dans des ovocytes au stade GV, dans le but
d’inhiber la traduction de Patl2. La seconde stratégie vise a restaurer la protéine dans des
ovules de souris PATL27 en injectant de ’ARN messager codant pour Pat/2 au cours d’une
ICSI.

Les méthodes utilisées et les résultats obtenus sont détaillés dans la suite de ce manuscrit.
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|. Echantillons biologiques

1. Déclaration d’éthique

Les procédures d'élevage et d'expérimentation ont été réalisées conformément aux lois
nationales et internationales relatives au bien-étre des animaux de laboratoire et a
I'expérimentation (Directive 2010/63/EU du Conseil de la CEE, septembre 2010). Les expériences
ont été réalisées sous la supervision de C.A. (accord 38 10 38) dans I'animalerie de la Plateforme
de Haute Technologie Animale (PHTA) (accord C3851610006 délivré par la Direction
Départementale de la Protection des Populations) et ont été approuvées par le comité d'éthique
de la PHTA et par le gouvernement francais (APAFIS#7128-2016100609382341.v2).

2. Souris utilisées

La fonction de PATL2 est étudiée a partir d’une lignée transgénique Pat/27-, générée par la
méthode Cre/Lox, de maniére a mimer la mutation identifiée chez la femme et qui induit la
formation d’un codon stop dans I’exon 6. Pour cela, I'exon 7 du gene Patl2 chez la souris a été
supprimé, ce qui modifie le cadre de lecture (M. Christou-Kent et al., 2018). Dans le cas ol une
protéine PATL2 serait produite, elle ne ferait qu’un tiers de la taille totale de la protéine et serait
dépourvue du domaine d’association a la topoisomérase et de sa région PatC (en région c-
terminale), elle serait donc non fonctionnelle. Cette lignée de souris, issue d’un fond génétique
hybride, a été croisée avec des souris C57BL/6J.

L’expression de PATL2 a été étudiée a partir de la lignée transgénique PATL2-HA, générée par
la méthode CRISPR/CAS9, et sur un fond génétique C57BL/6J. Vingt-sept nucléotides codants pour
une étiquette HA (Human Influenza Hemagglutinin) ont été insérées juste avant le codon stop du
géne Patl2 (M. Christou-Kent et al., 2018).

Les souris B6D2 utilisées sont issues d’un accouplement entre un méle DBA/2J et une femelle
C57BL/6).

3. Obtention et préparation des ovocytes au stade GV

Les ovocytes au stade GV sont obtenus a partir de femelles de 3 a 8 semaines et par
dilacération des ovaires dans du milieu M2 supplémenté avec de la cilostamide 1 uM (Sigma-
Aldrich, C7971), un inhibiteur de phosphodiestérases permettant de bloquer la maturation
méiotique. Les cellules folliculaires sont retirées manuellement avec une pipette trés fine.

4. Obtention et préparation des ovules au stade Ml

4.a. Par stimulation ovarienne

Des femelles agées de 6 a 12 semaines recgoivent tout d’abord 7,5 Ul de PMSG (Pregnant Mare
Serum Gonadotropin, Med-Vet, syncro-part PMSG, 600 Ul) en intra-péritonéale, afin de stimuler
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la croissance folliculaire. Quarante-huit heures plus tard, I'injection de 7,5 Ul de HCG (Human
Chorionic Gonadotropin, Med-Vet, Chorulon 1500 Ul) permet de stimuler I'ovulation. Douze a
14 h apres l'injection de HCG, les complexes cumulo-ovocytaires sont récupérés dans 'ampoule
de l'oviducte, dans du milieu M2 (Sigma-Aldrich, M7167). L'incubation des complexes cumulo-
ovocytaires dans du milieu M2 supplémenté avec de la hyaluronidase 0.1 mg/ml pendant 10 min
permet de retirer les cellules du cumulus.

4.b. En absence de stimulation ovarienne

En fin de journée, les femelles, agées de 6 a 12 semaines, sont mises en accouplement avec
des males, qui, de facon naturelle, s’accouplent préférentiellement avec les femelles en cestrus.
Afin d’obtenir des ovules non fécondés, les males utilisés sont stériles (males mutés pour un gene
codant pour une protéine du flagelle et ayant un phénotype MMAF (Multiple Morphological
Abnormalities of the Flagella)). Le lendemain matin, les femelles présentant un bouchon vaginal
sont euthanasiées par dislocation cervicale. Le tractus génital (cornes utérines et ovaires) est isolé
dans du milieu M2 et les complexes cumulo-ovocytaires sont prélevés dans I'ampoule de
I'oviducte.

5. Préparation et culture des embryons

5.a. Par fécondation in vivo

Des femelles dgées de 6 a 12 semaines recoivent 7,5 Ul de PMSG suivi de 7,5 Ul de HCG, 48 h
plus tard. Immédiatement aprés l'injection de HCG, les femelles sont placées avec des males
fertiles de fagcon a former un couple par cage. En fonction des objectifs de I'expérimentation, les
femelles peuvent étre mise en accouplement sans traitement hormonal. Le lendemain matin,
I’'accouplement est validé par la présence du bouchon vaginal. Les embryons au stade zygote sont
prélevés dans du milieu M2, les cellules folliculaires restantes sont retirées aprés traitement a la
hyaluronidase 0.1 mg/ml (Sigma-Aldrich, H3884) pendant 10 minutes a 37°C. Les zygotes sont
ensuite lavés dans du milieu KSOM (voir la composition ci-dessous) recouvert d’huile minérale
(Sigma-Aldrich, M8410), puis mis en culture dans ce méme milieu, a 37 °C + CO, 5 %. Vingt-quatre
heures plus tard, les embryons sont transférés dans un nouveau puits de KSOM. Le suivi du
développement des embryons est réalisé quotidiennement.

5.b. Par fécondation in vitro

La fécondation in vitro est réalisée a partir du protocole de David A.Carter (Carter, 1993),
légerement adapté. Les spermatozoides sont obtenus par dilacération des épididymes dans du
milieu M2 puis capacités dans du milieu M16 (Sigma-Aldrich, M7292) + BSA 2 % (Sigma-Aldrich,
A3803) pendant 80 min a 37 °C + CO, 5 %. Les complexes cumulo-ovocytaires, préparés selon le
protocole précédemment décrit, sont placés dans un puits de 500 puL de milieu M16 auquel
300 000 spermatozoides capacités sont ajoutés. Apres 4 h d’incubation a 37 °C + CO25 %, les
zygotes sont lavés pour retirer les spermatozoides non fixés et les cellules folliculaires, puis mis en
culture dans du milieu KSOM recouvert d’huile minérale, a 37 °C + CO2 5 %.
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5.c. ParICSI

Les spermatozoides sont obtenus par dilacération des épididymes dans 1 mL de milieu NIM
(voir la composition ci-dessous) a 4 °C, puis lavés par centrifugation a 500 g pendant 5 min. Apreés
retrait du surnagent, le culot est repris dans 1 mL de NIM et la procédure centrifugation/reprise
du culot est répétée. La téte des spermatozoides est séparée du flagelle par sonication pendant 5
min a 60 % sur glace (QSONICA, modéle Q125). Afin de pouvoir les manipuler individuellement,
les spermatozoides sont placés dans du milieu NIM rendu visqueux par la présence de PVP a 6 %
(Polyvinylpyrrolidone 360, Sigma-Aldrich (PVP360)).

Les ovules sont obtenus a partir de femelles B6D2 agées de 6 a 12 semaines et hormonalement
stimulées comme décrit précédemment. Les complexes cumulo-ovocytaires sont prélevés dans
du milieu M2 et les cellules folliculaires sont retirées apres traitement a la hyaluronidase 0.1
mg/ml pendant 10 minutes a 37 °C. Les ovocytes, placés dans du milieu HCZB (voir la composition
ci-dessous) sont alors injectés selon la procédure décrite dans un article paru en 2007 dans Nature
Protocols (Yoshida & Perry, 2007). Les acides nucléiques injectés lors de I'ICSI sont mélangés a la
solution de spermatozoides-PVP.

6. Composition des milieux utilisés

NaCl 95
KCl 2,55
KH,PO, 0,37
MgSO, 0,2
NaHCO, 25
Cadl, 1,7
Na,-EDTA 0,013
L-Glutamine 1,0
MNa-Lactate 1,67
Na-Pyruvate 0,18
D-Glucose 0,2
BSA 1 mg/mL
T ™ amaoont
gy 0smu/ioom.

Tableau 2 : Composition du milieu KSOM
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Composants du | Concentration

milieu NIM (mm)
KCl 125
NaCl 2,6
Na,HPO, 7,8
KH,PO, 1,4
EDTA 3,0

Tableau 3 : Composition du milieu NIM

Composants du milieu

Concentration (mM)

HCZB
Nacl 81,62
KCl 4,83
KH,PO, 1,18
MgSO, 1,18
NaHCO; 5,0
CaCl, 1,7
Na,-EDTA 0,11
L-Glutamine 1,0
MNa-Lactate 28,0
Na-Pyruvate 0,27
D-Glucose 5,55
Polyvinyl Alcohol (PVA) 0,1 mg/mL

Tableau 4 : Composition du milieu HCZB
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Il. RT-gPCR

1. Analyse de I'expression de Pat/2 dans les ovocytes et les embryons

L’expression de Pat/2 dans les ovocytes et les embryons est étudiée par RT-gPCR. Chaque
échantillon, contenant 25 ovocytes ou embryons issus de souris B6D2, est soigneusement lavé
dans du PBS-PVP 0,5 %, prélevé dans 3 pL de PBS-PVP 0,5 %, et congelé par « snap-freeze » dans
de I'azote liquide. Les échantillons sont ensuite conservés a -80 °C jusqu’a utilisation. La lyse et la
RT-gPCR sont réalisées avec le kit fast Advanced cell-to-CT (Invitrogen, A35374) selon le protocole
du fournisseur légerement adapté. Pour cela, les échantillons sont lysés pendant 15 minutes a
température ambiante, dans 49,5 pL de tampon de lyse et 0,5 uL de DNase I. Afin d’inhiber certains
composants du tampon de lyse pouvant perturber la suite des réactions, 5 pL de solution stop
sont ajoutés aux échantillons alors incubés 2 min supplémentaires a température ambiante. La
transcription inverse (RT ou « reverse transcription »), permettant de produire de I'ADN
complémentaire (ADNc) a partir d’ARN messager, est réalisée selon les recommandations du
fournisseur, a 37 °C pendant 30 min, dans un volume total de 50 pL contenant 22,5 pl d’échantillon
et 27,5 pL d’'un mix composé de I’'enzyme réverse transcriptase (2,5 plL) et de son tampon (25 pL).
La réaction est ensuite inhibée par une incubation de 5 min a 95 °C. Un contréle sans enzyme
réverse transcriptase est systématiquement réalisé. La qPCR est réalisée avec 4 pL d’échantillon
d’ADNCc et 16 pL d’un mix contenant 10 puL de master mix, 1 pL de sonde TagMan et 5 pL d’eau. La
gPCR est réalisée selon le programme du fournisseur, dans un thermocycleur Biorad. L’efficacité
des sondes TagMan est vérifiée sur un échantillon de 40 ovocytes au stade GV, dilué par 5 dilutions
en série, avec un facteur 1/2 entre chaque dilution. L’expression de Pat/2 est représentée sous
forme de quantification relative (QR), calculée avec la méthode 2+ (Schmittgen & Livak, 2008), et
normalisée par rapport a I'expression de Pat/2 au stade GV (QR au stade GV = 1). Le géne de
référence utilisé est H2afz. De cette fagon, AACt = (Ct... — Cli)ummion s = (Clue — Clis)ocye o OU
I’échantillon A correspond au stade de développement ovocytaire ou embryonnaire étudié.

2. Analyse de I'expression de genes importants pour le développement
embryonnaire dans un blastocyste unique

L’expression des génes Scd1, Epasl, Birc5, Gpx1 et Pou5f1 est étudiée par RT-qPCR dans les
blastocystes issus femelles Pat/2*/* et Pat/27". Les blastocystes sont soigneusement lavés dans du
PBS-PVP 0,5 %, prélevés individuellement dans 3 uL de PBS-PVP 0,5 %, et congelés par « snap-
freeze » dans de I'azote liquide. lls sont ensuite conservés a -80 °C jusqu’a utilisation. La RT-gPCR
est réalisée avec le kit Tag-Man Gene expression Cell to Ct (Invitrogen, AM1728), selon le protocole
du fournisseur légerement adapté. Pour cela, les échantillons sont lysés pendant 15 minutes a
température ambiante dans 49,5 uL de tampon de lyse et 0,5 uL de DNase I. Afin d’inhiber certains
composants du tampon de lyse pouvant perturber la suite des réactions, 5 pL de solution stop
sont ajoutés aux échantillons alors incubés 2 min supplémentaires a température ambiante. La RT
est réalisée selon les recommandations du fournisseur, a 37 °C pendant 60 min, dans un volume
total de 50 pL contenant 22,5 pl d’échantillon et 27,5 uL d’un mix composé de I'enzyme réverse
transcriptase (2,5 pyL) et de son tampon (25 pL). La réaction est ensuite inhibée par une incubation
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de 5 min a 95 °C. Un contrdle sans enzyme réverse transcriptase est systématiquement réalisé. La
gPCR est réalisée avec 4 uL d’échantillon d’ADNc et 16 pL d’'un mix contenant 10 pL de master mix,
1 pL de sonde TagMan et 5 puL d’eau. La qPCR est réalisée selon le programme du fournisseur, dans
un thermocycleur Biorad. L’efficacité des sondes TagMan est réalisée sur un lot de 10 blastocystes,
dilué par 5 dilutions en série, avec un facteur 1/2 entre chaque dilution. L’expression des génes
est représentée sous forme de quantification relative (QR), calculée avec la méthode 2+, et en
utilisant le géne de référence Gapdh et en normalisant avec I"échantillon B : AACt = (Ct...smee —
Cleon)iamtons (Climemese = Claom)uonnans (SChmittgen & Livak, 2008).

3. Sondes TagMan

H2afz (référence)
Patl2

Gapdh (référence)

Mm02018760_g1
Mm01326226_m1

Mm99999915_g1

Scd1 MmO00772290_m1
Epas1 Mm01236112 _m1l
Birc5 MmO00599749_m1
Gpx1 MmO00656767_g1
Pou5f1 MmO03053917_g1

Tableau 3 : Liste des sondes TagMan utilisées.
Les sondes TagMan utilisées proviennent de chez ThermoFisher Scientific.

lll. Synthese d’ARNm de Pat/2 et mCherry

1. Transformation bactérienne et culture

La transformation bactérienne est réalisée a partir de bactéries E.Coli compétentes One Shot®
TOP10F’ Competent Cells (Invitrogen, C3030-03), et selon les recommandations du fournisseur.
Brievement, 50 plL de bactéries sont décongelées et incubées sur glace pendant 30 min avec 10 ng
de plasmide contenant le géne d’intérét (Pat/l2 ou mCherry) ainsi qu’un gene de résistance a un
antibiotique, ici la kanamycine. La transformation bactérienne est réalisée par choc thermique,
précisément a 42 °C pendant 30 sec, ce qui permet de créer des pores membranaires afin de faire
rentrer le matériel génétique. Aprées I'ajout de 250 pL de milieu SOC, milieu optimisé pour la
croissance des bactéries transformées, et une incubation de 1 h 30 a 37 °C, les bactéries sont
étalées sur du milieu LB-Agar + kanamycine 50 pg/mL et laissées toute une nuit a 37 °C. Le
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lendemain, une pré-culture dans 2 mL de milieu LB + kanamycine 50 pug/mL est réalisée a partir
d’une colonie isolée. Apres 6 h d’incubation a 37 °C sous agitation, cette pré-culture est utilisée
pour faire une culture bactérienne plus conséquente, dans 200 mL de milieu LB + kanamycine 50
pug/mL, et incubée toute la nuit a 37 °C. La culture bactérienne est ensuite centrifugée pendant 15
min a 4 °C a 6000 g. Le surnagent est retiré et le culot bactérien est conservé a -20 °C jusqu’a
extraction et purification de I’ADN plasmidique.

2. Extraction et purification d’ADN plasmidique

La purification d’ADN est réalisée par chromatographie échangeuse d’anions, a partir du kit
NucleoBond Xtra Midi (Macherey-Nagel, 740410.50) et selon les recommandations du
fournisseur. Le culot bactérien est repris dans un milieu contenant des RNase puis les cellules sont
lysées dans un milieu contenant du SDS permettant de dénaturer les complexes nucléoprotéiques.
Le lysat est alors passé sur une colonne chargée positivement, ce qui permet la fixation de 'ADN
chargé négativement. Les débris cellulaires et les protéines sont éliminés par lavages, puis I’ADN
est élué avec un tampon riche en sels. L’ajout d’isopropanol dans I'éluat permet de faire précipiter
I’ADN qui sera culoté par centrifugation. Ce culot d’ADN est lavé a I'’éthanol et séché puis repris
dans de I'eau stérile.

3. Préparation d’ARNm a partir d’ADN

L’ADN plasmidique est linéarisé avec les enzymes de restriction CutSmart (New England Biolab)
MFE1 et AGE1 pour mCherry et Patl2 respectivement. L’ADN linéarisé est ensuite purifié avec le
kit Monarch PCR & DNA cleanup (New England Biolab, T1030L), et selon les recommandations du
fournisseur. Deux protocoles différents ont été utilisés pour synthétiser I’ARN Pat/2 a partir de 1
pg d’ADN :

(1) : le kit hiscribe T7 ARCA mRNA (Biolabs, E2060S) permet de réaliser la transcription in
vitro et I'ajout de la queue poly(A), selon les recommandations du fournisseur.

(2) : le kit T7-FlashScribe™ Transcription (Cellscript, C-ASF3507) permet de réaliser la
transcription in vitro, puis la queue poly(A) est ajoutée avec le kit A-Plus™ Poly(A) Polymerase
Tailing (Cellscript C-PAP5104H), selon les recommandations du fournisseur.

L'ARN mCherry a été synthétisé avec le kit n°1. Pour finir, 'ARN est purifié avec le kit
NucleoSpin RNA Clean-up (Macherey-Nagel, 740948.50). L’élution des ARNm est réalisée avec de
I’eau stérile dépourvue de RNAse. Afin de limiter I'obstruction des pipettes utilisées pour la
microinjection dans les ovocytes, les ARNm sont filtrés avec des filtres de 0,1 um (Ultrafree®-MC
and -CL Centrifugal Filter, Sigma-Aldrich UFC30VV25). Les ARNm sont ensuite dosés au Qubit,
aliquotés et conservés a -80 °C.
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4. Electrophorése sur gel d’agarose

Afin de vérifier I'intégrité des ARNm synthétisés, 500 ng sont déposés sur un gel d’agarose 1,5
% contenant du gel red. Aprés environ 40 min de migration a 110 V, le gel est observé sous un
rayonnement ultraviolet.

5. Observation des protéines produites a partir des ADN ou ARNm mCherry et Patl2

MCHERRY étant une protéine fluorescente, sa production a partir de I’ADN ou de ’ARNm peut
étre vérifiée directement en microscopie a fluorescence. Pour cela, deux méthodes sont ici
employées : I'injection d’ARNm mCherry dans les ovocytes ou la transfection de cellules HEK-293T.

Contrairement a mCherry, les ADN et ARNm Patl2 ne permettent pas la production d’une
protéine fluorescente pouvant étre détectée directement. Cependant, une étiquette « DDK »
composée de 8 acides aminés est présente a I'extrémité C-terminale de la protéine et permet sa
détection avec un anticorps spécifique. Ainsi, la production de protéines PATL2 a partir d’ADN et
d’ARNm est vérifiée par Western Blot a partir d’extraits protéiques de cellules HEK-293T
transfectées ou bien par immunofluorescence sur des embryons obtenus par ICSI au cours de
laquelle I’ADN ou '’ARNm Pat/2 a été injecté.

IV. Microinjection d’ovocytes au stade GV

Les morpholinos sont introduits dans les ovocytes GV par microinjection a I'aide d’un
microinjecteur uPUMP (World Precision Instruments) sur lequel est fixée une pipette d’injection
PI-1,6 (BioMedical Instruments). Le volume de solution injectée dans les ovocytes est difficile a
estimer et a contrdler. Les morpholinos sont donc co-injectés avec de 'ARNm codant pour la
protéine fluorescente mCherry. L'obtention d’ovocytes fluorescents permet de vérifier que
I'injection a fonctionné, I'intensité de fluorescence permet de comparer la quantité de solution
injectée dans les différents ovocytes. Un contrdle est réalisé avec un morpholino controle qui
n’affecte pas I'expression du gene d’intérét et n’induit aucun phénotype dans les ovocytes. Pour
plus de simplicité, ces morpholinos sont appelés « morpholinos-controle », les morpholinos
utilisés pour inhiber PATL2 sont appelés « morpholinos-Patl2 ». Le protocole utilisé est inspiré des
articles suivants : (Eisa et al., 2019; Oh, Han, & Conti, 2010).

Les ovocytes au stade GV sont préparés selon la méthode décrite précédemment, puis injectés
dans du milieu HCZB supplémenté avec de la cilostamide 1 mM. La pipette d’injection est remplie
avec 3 pl d’une solution de morpholinos 1 mM et d’ARNm mCherry 20 ng/ul, diluée dans de I'eau
stérile et dépourvue de RNAse. Afin d’éviter I'obstruction des pipettes d’injection, les morpholinos
et les ARNm sont filtrés avec des filtres de 0,1 um (Sigma-Aldrich, UFC30VV25). Chaque ovocyte
est injecté individuellement avec les parametres d’injection suivants : pression d’injection = 12
kPa, pression de compensation = 0,50 kPa, temps d’injection = 0,2 s. Les ovocytes sont ensuite
incubés dans du milieu M16 + cilostamide 1mM pendant 24 h, temps nécessaire a I'action des
morpholinos et appelé « temps de blocage ».
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V. Maturation ovocytaire in vitro

Comme détaillé dans I'introduction, le blocage méiotique au stade GV est maintenu par I’AMPc
qui, par l'intermédiaire de plusieurs protéines kinases dont PKA et WEE1l, permet la
phosphorylation des résidus thréonine 14 et tyrosine 15 du MPF. Dans cet état de
phosphorylation, le MPF est inactif et la méiose est bloquée en prophase |. Dans I'ovocyte, une
partie de I’AMPc est produite a partir du cGMP fourni par les cellules de la granulosa, et transféré
vers les ovocytes par les jonctions communicantes. Chez la souris, le retrait des cellules folliculaires
des ovocytes GV prélevés dans les follicules antraux permet une reprise spontanée de la
maturation méiotique. Afin de coordonner ce processus, les ovocytes au stade GV sont tout
d’abord préparés dans du milieu M2 contenant de la cilostamide 1 puM, un inhibiteur de
phosphodiestérases qui, en bloquant I'hydrolyse des liaisons phosphodiesters, prévient la
dégradation de I’AMPc. Les cellules folliculaires sont retirées manuellement avec une pipette tres
fine puis les ovocytes sont soigneusement rincés dans du milieu M16 dépourvu de cilostamide.
Apres 16 h d’incubation a 37 °C + CO, 5 %, le taux de maturation est déterminé par I'observation
du premier globule polaire.

VI. Immunofluorescence

1. Immunofluorescence sur ovocytes et embryons

Les ovocytes/embryons sont tout d’abord fixés pendant 10 min dans une solution de PFA 4 %
puis soigneusement lavés dans du PBS-PVP 0,5 %. Une étape de perméabilisation, réalisée a
température ambiante pendant 20 min dans du PBS-Triton 0,25 %, est suivie d’une étape de
blocage de 90 min dans du PBS (Phosphate Buffered Saline), NGS (Normal Goat Serum) 2 %, Triton
0,1 %, atempérature ambiante. Les échantillons sont ensuite marqués avec les anticorps primaires
dilués dans la solution de blocage, au cours d’une incubation réalisée a 4 °C, durant toute une nuit.
Le lendemain, aprés deux étapes de lavages de 10 min dans du PBS-PVP 0,5 %, les échantillons
sont incubés avec I'anticorps secondaire, dilué dans la solution de blocage supplémentée de
Hoechst 33342 (2 pl/mL), pendant 30 min a température ambiante et a I’abri de la lumiére. Deux
lavages sont finalement réalisés afin d’éliminer les anticorps non fixés. Les échantillons sont
ensuite conservés a 4 °C dans du PBS-PVP 0,5 %.

Observation du fuseau méiotique : les ovules MIl proviennent de femelles Pat/2*/* et Patl2”".
Chaque ovule est observé avec un microscope confocal (Nikon) permettant de réaliser une
acquisition en « z-stack » (80 images/ovule, différence de profondeur entre chaque image =1 um).
La reconstruction 3D de chaque ovule est réalisée avec le logiciel Nis Element.

Quantification de PATL2-HA : Les ovocytes GV et MII proviennent de femelles issues de la
lignée PATL2-HA. Les embryons ont été formés a partir d'un ovule PATL2-HA et d’un
spermatozoide B6D2. Des embryons controles sont formés a partir d’individus B6D2. La
guantification du signal PATL2-HA est réalisée avec le logiciel Zen. Les réglages sont réalisés a
partir d’'un échantillon traité sans anticorps primaire.
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Quantification de PATL2-DDK : Les ovules sont obtenus a partir de femelles B6D2 et injectés
avec des acides nucléiques permettant la production d’une protéine PATL2 avec une étiquette
« DDK », détectée avec un anticorps anti-DDK. La quantification du signal PATL2-DDK est réalisée
avec le logiciel Zen. Les réglages sont réalisés a partir d’'un échantillon traité sans anticorps
primaire.

2. Anticorps
Observation B-tubuline Souris 1/800 Sigma Aldrich (T4026)
du fuseau
méiotique AC secondaire: 1gG 3 Jackson Immuno Research
souris (Dylight 549) L o (115-505-062)
Etiquette HA (« tag ») Rat \,\,Ir::g :. :;//81%%[) Roche (11867423001)
Expression e T
de PATL2 secondaire : IgG ra . ; :
(Alexa fluor 488) Chevre 1/400 Life Technologies (A11006)
ACsecondaire : [gG rat Chévre 1/5000 Millipore (AP136P)
(HRP)
Etiquette DDK Souris V\:’E iﬁ%%o Origéne (TA50011-1)
Production
de PATL2- Etiquette DDK Souris IF: 1/500 Sigma-Aldrich (F3165)
DDK a partir :
d’ADN ou AC secondate s b Chévre 1/1000 Invitrogen (A11001)
d’ARNm souris (Alexa fluor 488)
AC secondaire : 1gG : Jackson Immuno Research
souris (HRP) Chevre 1/1000¢ (115-035-174)

Tableau 5: Liste des anticorps utilisés.
« AC » = anticorps.

VII.  Western Blot

1. Transfection de cellules HEK-293T

Les cellules HEK-293T (Human Embryonic Kidney) sont des cellules dérivées de rein
embryonnaire humain et ayant été modifiées pour créer une lignée cellulaire capable de proliférer
indéfiniment. Ces cellules sont largement utilisées pour les expériences de transfection, procédé
permettant I'introduction de matériel génétique dans les cellules eucaryotes. La transfection des
cellules HEK-293T avec de I’ADN ou de I’ARN est réalisée avec les agents de transfection JetPrime
(Polyplus, 101000027) et JetMessenger (Polyplus, 101000056) respectivement. Ces méthodes de
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transfection reposent sur 'utilisation de polymeres cationiques chargés positivement, qui forment
des complexes avec les acides nucléiques chargés négativement, et qui permettent le passage des
acides nucléiques a travers les membranes biologiques, également chargées négativement
(Damodaran, Courtheoux, Watrin, & Prigent, 2020). La transfection des cellules HEK-293T est
réalisée selon les recommandations du fournisseur. Les cellules HEK-293T sont d’abord
ensemencées dans du milieu DMEM supplémenté en FBS 10 % + pénicilline/streptomycine et
cultivées a 37 °C + 5 % CO,. Le lendemain, les acides nucléiques sont mélangés a I'agent de
transfection et son tampon, vortexés et incubés 10 min a température ambiante. Le tout est
ensuite ajouté aux cellules et ces derniéres sont remises en culture pendant 48 h. Un contréle de
transfection est réalisé avec des acides nucléiques codant pour la protéine fluorescente mCherry,
un controle négatif est réalisé avec des cellules non transfectées.

2. Extraction de protéines

2.a. De cellules HEK-293T

Les cellules sont lavées au PBS puis décollées a la trypsine et centrifugées a 4 °C et 1500 RPM
pendant 5 min. Apres élimination du surnagent contenant la trypsine, le culot est repris dans du
tampon de lyse (Thermo Scientific, 87787) supplémenté avec un cocktail d’inhibiteurs de
protéases sans EDTA (Roche, 11836170001). Le lysat est alors agité sur roue a 4 °C pendant 2 h
puis centrifugé a 16 000 g a 4 °C pendant 10 min. L’extrait protéique contenu dans le surnagent
est dosé avec le kit QuantiPro™ BCA Assay (Sigma-Aldrich QPBCA), repris dans du Laemmli 5X + B-
mercaptoéthanol 5 % puis chauffé pendant 10 min a 95 °C.

2.b. D’ovocytes et embryons

Les ovocytes et les embryons sont préparés comme décrit précédemment, lavés 3 fois dans du
PBS-PVP 0.5 %, puis mélangés a du Laemmli 5X + B-mercaptoéthanol 5 % de facon a obtenir un
volume inférieur a 20 pL. L’échantillon est chauffé pendant 10 min a 95 °C puis conservé a -80 °C
jusqu’a utilisation.

3. Western Blot

Le Western Blot est réalisé a partir de I'extrait protéique repris dans du Laemmli + B-
mercaptoéthanol et ayant été chauffé pendant 10 min a 95 °C. Le tampon de charge est ici contenu
dans le laemmli.

Pour un Western Blot sur ovocytes ou embryons, I'intégralité de I’échantillon est déposée sur
un gel 4-20 % TGX Mini-PROTEAN stain-free precast gel (Bio-Rad). Pour un Western Blot sur
cellules HEK-293T, 30 ug de protéines sont déposées. Les échantillons sont migrés pendant 35 min
a 160 V puis observés dans le gel sous une lumiére UV pour vérifier que les puits contiennent une
guantité équivalente de protéines. Les protéines sont transférées sur une membrane en
Polyfluorure de vinylidene (PVDF) puis bloquées en PBS-Tween 0,1 %-Lait 5 % pendant 1 h a
température ambiante. Apres une nuit d’incubation a 4 °C avec les anticorps primaires dilués dans
la solution de blocage, 3 lavages de 5 min sont réalisés dans du PBS-tween 0,1 %. L’incubation avec
les anticorps secondaires, couplés a la HRP (Horse radish peroxidase) et également dilués dans la
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solution de blocage, est réalisée a température ambiante pendant 1 h. Aprés trois nouveaux
lavages en PBS-tween 0,1 %, la membrane est incubée avec le substrat de la HRP et les protéines
ciblées par les anticorps sont observées par chimioluminescence.

VIII.  Analyses statistiques

Un test de Shapiro-Wilk est d’abord réalisé pour savoir si la distribution des données suit une
loi normale. Si la normalité est validée, la comparaison des moyennes de deux groupes est réalisée
avec un test de Student. Si au moins une série de données ne suit pas une loi normale, I'analyse
est réalisée avec un test de Mann-Whitney.

L'étude du développement embryonnaire nécessite de comparer un nombre de groupes
supérieur a deux. La normalité n’étant pas vérifiée, un test de Kruskal-Wallis est tout d’abord
réalisé pour savoir si au moins un des groupes est différent d’un autre groupe. Le résultat étant
positif, le test de comparaison multiple de Dunn permet d’identifier le ou les groupe(s) différent(s)
des autres.

La comparaison des échantillons d’un point de vue statistique est réalisée avec le logiciel
GraphPad Prism. Pour chaque test, une p-valeur inférieure a 0,05 est considérée comme
significative.
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Résultats
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lére partie : Etude d'un modéle de mauvaise
qualité ovocytaire chez la souris, le modeéle Patl2-/-

|. Problématique

Chez la femme, I'ovogenése est un processus long et complexe qui débute au cours du
développement embryonnaire par la production de plusieurs millions d’ovogonies. Ces ovogonies
rentrent en premiere division méiotique pour former des ovocytes primaires, bloqués au stade
diplotene de la premiére prophase. A la naissance, ces ovocytes, appelés GV, constituent la
réserve ovarienne de lafemme. Ce n’est qu’a partir de la puberté que, périodiquement, un groupe
d’ovocytes entre en croissance, processus caractérisé par une forte augmentation du volume des
ovocytes et une multiplication active des cellules folliculaires qui I’entourent. Devenus sensibles
aux stimuli hormonaux, une partie de ces ovocytes entre en maturation méiotique, étape
marquée par la rupture de la vésicule germinale (GVBD) et I'extrusion du premier globule polaire.
Lors de I'ovulation, les ovules sont bloqués en métaphase de seconde division méiotique (Mll).
L’accomplissement de cette seconde division méiotique étant dépendante de facteurs apportés
par le spermatozoide, elle ne se fera qu’apres la fécondation et se manifeste par I'extrusion du
second globule polaire.

Dans l'ovocyte, la GVBD est marquée par un arrét de la transcription, cette derniére ne
reprendra qu’a partir de I'activation du génome embryonnaire (EGA), soit au stade 2-cellules chez
la souris et au stade 4-8-cellules chez la femme. De ce fait, les protéines nécessaires a la
maturation ovocytaire, a la fécondation et au développement embryonnaire jusqu’a I'EGA sont
formées a partir des transcrits produits au cours de la croissance ovocytaire. La régulation correcte
du stockage de ces transcrits, de leur dégradation et de leur traduction au moment opportun est
donc primordiale a la production d’ovules de qualité, capables de se développer et de former un
embryon viable.

L’échec de maturation ovocytaire est un type d’infertilité féminine caractérisé par la
production d’ovules immatures et inaptes au développement d’'un embryon (voir chapitre 6.11.3
« L’échec de maturation ovocytaire »). Une des causes génétiques identifiées dans ce type
d’anomalie chez la femme est la mutation du géne PATL2. Malgré un cycle menstruel d’apparence
normal, les femmes atteintes sont infertiles et ne produisent que des ovules immatures,
majoritairement bloqués au stade GV (B. Chen et al., 2017; M. Christou-Kent et al., 2018). En 2018,
notre équipe a validé I'implication de PATL2 dans ce phénotype, par la production d’une lignée de
souris déficiente en PATL2 (Patl27). Bien qu’ayant un phénotype moins sévére que les femmes,
les femelles Pat/2”~ sont fortement sous-fertiles. Lorsque I'ovulation est stimulée hormonalement,
ces femelles produisent une quantité anormalement élevée d’ovules immatures et le
développement embryonnaire est fortement altéré (M. Christou-Kent et al., 2018). Le premier
objectif de cette these est d’étudier le profil d’expression de PATL2 chez la souris, puis de
réévaluer I'impact de I'absence de PATL2 sur la qualité ovocytaire et embryonnaire, en absence
de stimulation hormonale. Sachant que la stimulation ovarienne peut altérer la qualité des ovules
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de souris, I'étude de qualité ovocytaire et embryonnaire en ovulation naturelle permettra de
n’étudier que les défauts liés a I'absence de PATL2 et de s’affranchir des défauts liés a la super-
ovulation. Pour des raisons pratiques, le profil d’expression de PATL2 a été étudié dans des ovules
et des embryons obtenus aprés stimulation ovarienne.

Il. PATL2, une protéine ovocytaire, éliminée apres la fécondation chez la souris

Du fait de la difficulté de production d’un anticorps anti-PATL2 spécifique, une lignée de souris
« PATL2-HA » dans laquelle une étiquette (« tag ») HA (Human Influenza Hemagglutinin) a été
insérée a I'extrémité C-terminale de PATL2, a été générée par CRISPR/Cas9. Du fait de sa petite
taille (9 acides aminés), cette étiquette est moins susceptible d’impacter la localisation et la
fonction de la protéine étiquetée PATL2. D’ailleurs, la fertilité des souris PATL2-HA (males et
femelles) n’est pas altérée, ce qui suggere que PATL2 fonctionne normalement. Cette lignée de
souris a été utilisée afin d’étudier I'expression de PATL2 dans les ovocytes et les embryons, a partir
du stade ovocytaire GV NSN et jusqu’au stade embryonnaire blastocyste. Les ovules et les
embryons ont été obtenus a partir de femelles hormonalement stimulées. Des analyses de RT-
gPCR ont été réalisées pour étudier la quantité d’ARNm codant pour PATL2 dans les ovocytes et
les embryons, et des analyses d’'immunofluorescence et de Western Blot ont permis de quantifier
PATL2 en termes de protéines.

Dans les expériences d’'immunofluorescence, I'absence de signal dans les ovocytes et les
embryons obtenus a partir des individus B6D2 confirme la spécificité de I'anticorps anti-HA utilisé
pour détecter la protéine « taguée » PATL2-HA. Le signal fluorescent correspondant a PATL2-HA
est intense dans les ovocytes GV NSN (transcriptionnellement actifs) et diminue progressivement
au cours de la maturation ovocytaire, persiste légérement dans les zygotes et disparait dans les
embryons au stade 2-cellules (Figure 61.C). La disparition de la protéine PATL2 au stade 2-cellules
est confirmée par Western Blot (Figure 61.B). De facon surprenante, les images
d’'immunofluorescence montrent un petit signal vert dans les embryons aux stades 4-cellules, 8-
cellules et blastocyste. L’absence de colocalisation avec le Hoechst (ADN) indique que ce signal ne
correspond pas a une cellule entiére.

Les résultats de RT-qPCR confirment que PATL2 est fortement exprimée dans les ovocytes (GV
et MIl) et les zygotes, et disparait a partir du stade 2-cellules (Figure 61.A).
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Figure 61 : Profil d'expression de PATL2 dans les ovocytes et les embryons chez la souris.

A : quantification relative (QR) de I'expression de Pat/2 par RT-qPCR, dans des ovocytes et des
embryons issus d’individus B6D2. Géne de référence = H2afz. 25 ovocytes ou embryons par lot,
n=4.

B : détection de la protéine PATL2-HA dans les ovocytes GV et dans les embryons au stade 2-
cellules par Western Blot avec un anticorps primaire anti-HA. 120 a 130 ovocytes/embryons
issus d’'une femelle de la lignée PATL2-HA sont déposés par puits. PATL2-HA attendue = 60,74
kDa.

C : détection de la protéine PATL2-HA dans les ovocytes et les embryons issus d’une femelle de
la lignée PATL2-HA, par immunofluorescence, avec un anticorps primaire anti-HA (vert). L’ADN
est marqué avec du Hoechst 33342 (bleu). L’intensité de fluorescence (unités arbitraires) est
mesurée avec le logiciel Zen et normalisée avec des images d’ovocytes et embryons B6D2 aux
mémes stades (visualisées en haut a droite). Barre d’échelle = 20 um. A : ovocyte GV NSN. B :
ovocyte GV SN. C : ovule MII. D : zygote. E : 2-cellules. F : 4-cellules. G : 8-cellules. H : morula.
| : blastocyste.
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lll. L'absence de PATL2 est responsable de défauts ovocytaires modérés

L'influence de I'absence de PATL2 sur la qualité ovocytaire est étudiée a partir de la lignée de
souris Pat/2”". Dans I'étude précédemment réalisée par Marie Christou-Kent et ses collégues, les
ovules étaient obtenus a partir de femelles hormonalement stimulées avec du PMSG pour stimuler
la croissance folliculaire, et de I’'HCG pour déclencher I'ovulation (M. Christou-Kent et al., 2018).
Cette pratique courante permet d’augmenter la quantité d’ovules prélevés mais peut altérer la
qualité ovocytaire et perturber le profil d’expression des genes (Linke et al., 2013; Ozturk et al.,
2016). Afin de se positionner dans un environnement physiologique et n’étudier que les défauts
ovocytaires liés a I'absence de PATL2, j’ai répété cette étude avec des ovules Pat/2*/* et Patl2”
ovulés naturellement. L’état de maturation des ovules est évalué par la présence, ou non, de la
vésicule germinale ou du premier globule polaire. L'aspect du fuseau méiotique est observé par
immunofluorescence, par I'intermédiaire d’'un marquage de la tubuline.

Les ovules naturellement ovulés par les femelles Patl2** et Patl2”- sont collectés et
I’évaluation de leur qualité est réalisée par des critéres morphologiques (taux de maturation,
observation du fuseau méiotique). De facon surprenante, aucun ovocyte bloqué au stade GV n’a
été retrouvé chez les femelles Pat/27- et le pourcentage d’ovules bloqués au stade Ml est identique
chez les femelles Pat/2*/* et Patl2”- (Figure 62.B). En revanche, par comparaison avec les ovules
Patl2**, les ovules Patl2”- présentent une légére augmentation des anomalies du fuseau
méiotique (fuseau(x) de forme anormale, absent ou multiples) et des défauts d’alignement des
chromosomes sur le fuseau. D’autres anomalies sont retrouvées dans les ovules Pat/2”7, dont une
mauvaise répartition des chromosomes entre I'ovule et le globule polaire ou la présence d’un
globule polaire dégradé, mais ces anomalies ne représentent qu’une minorité (4 %). Les ovules
dont le globule polaire est en cours d’extrusion sont retrouvés en proportion équivalente dans les
deux génotypes (3 % des ovules Patl2** et 2 % des ovules Pat/2”) (Figure 62.C). Les mesures de
fuseaux méiotiques ne révelent pas de différente en termes de longueur et de diamétre, mais
I’étalement des chromosomes est augmenté chez les femelles Pat/2”- (Figure 63), résultat
probablement lié aux anomalies d’alignement des chromosomes observées précédemment.
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Figure 62 : Anomalies morphologiques des ovules Pat/27- obtenus en ovulation naturelle.

A :illustration des différents défauts observés sur les ovules Pat/2”/-. Le fuseau méiotique est
marqué avec un anticorps anti-tubuline (rouge), ’ADN est marqué avec du Hoechst 33342
(bleu). Dans un ovule Pat/2*/* de qualité optimale (image encadrée en gris), le fuseau prend une
forme typique de tonneau et les chromosomes sont correctement alignés au centre du fuseau.
Chez les femelles Pat/2”/-, une augmentation des ovules morphologiquement anormaux (images
encadrées en bleu) a été observée. b : fuseau de forme anormale, les chromosomes ne sont pas
alignés sur le fuseau. c : fuseau absent, I’ovule ne contient pas de chromosome, il semble que
I"intégralité du matériel génétique soit dans le globule polaire. d : fuseau de forme normale,
mais I’ADN qui devrait se trouver dans le globule polaire est resté dans I'ovule. e : fuseaux

multiples. f : globule polaire en cours d’extrusion.
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B : analyse du taux de maturation des ovules Pat/2*/* et Pat/2”/". Représentation des données :
moyenne +/- déviation standard.

C: classification et quantification des anomalies des ovules Pat/2*/* et Patl2”/". « Chr » =
Chromosomes. « GP » = Globule polaire.
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Figure 63 : Influence de I'absence de PATL2 sur la taille du fuseau méiotique.

A partir de la reconstruction 3D des ovules, différentes mesures sont réalisées avec I’outil « 3D
measurement » du logiciel Nis Element. Les images illustrent les paramétres mesurés (fleches
bleues) : la longueur du fuseau, son diameétre et |’étalement des chromosomes sur le fuseau. Le
diametre du fuseau est estimé en moyennant deux mesures réalisées en région centrale.
Certains fuseaux trés anormaux n’ont pas pu étre mesurés et ont été exclus de l'analyse.
Pat/2*/*: 5 femelles, 38 ovules dont 1 exclus. Pat/2”/ : 6 femelles, 54 ovules dont 6 exclus.
Représentation des données : moyenne +/- déviation standard. Analyse statistique : test de
Mann-Whitney, échantillons non appariés. Les p-valeurs sont indiquées sur chaque graphique.

IV. L"absence de PATL2 perturbe fortement le développement embryonnaire

L'impact de I'absence de PATL2 sur la qualité embryonnaire est étudié dans la suite de I'étude.
Pour cela, des femelles Pat/2*/* et Patl2”- non stimulées sont mises en accouplement avec des
males fertiles B6D2, les embryons sont prélevés au stade zygote et mis en culture dans du milieu
KSOM jusqu’au stade blastocyste. Le suivi du développement des embryons est réalisé
quotidiennement.

Par comparaison avec les femelles Pat/2**, le nombre total d’embryons et d’ovules prélevés
chez les femelles et Pat/2”- non stimulées est augmenté (Figure 64.A). Cela suggére que, en
ovulation naturelle, le nombre d’ovules par cycle est augmenté en I'absence de PATL2.

Chez les souris Pat/27", la présence d’embryons au stade 2-cellules indique que les ovules sont
capables d’étre fécondés et d’entamer leur premiére division. D’ailleurs, ce stade embryonnaire
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est atteint dans les mémes proportions que chez les souris Pat/2*/*. L’analyse chronologique de
cette premiére division montre qu’en moyenne 21,6 % des zygotes issus des femelles Pat/27
atteignent le stade 2-cellules entre 24 et 48 h aprés leur prélévement alors que I'ensemble des
embryons issus des femelles Pat/2*/* ayant atteint le stade 2-cellules ont réalisé leur premiére
division dans les 24 h suivant leur prélévement (Figure 64.C). Chez les souris, le stade 2-cellules est
normalement obtenu environ 20 h apres la fécondation, ce qui signifie que I'absence de PATL2
entraine un retard de développement des embryons au stade 2-cellules. D’un point de vue
morphologique, les embryons retardataires ne présentent pas d’anomalie flagrante au stade 2-
cellules. Chez les femelles Pat/2*/*, seuls 15 % des zygotes n’atteignent pas le stade blastocyste.
En revanche, 72 % des zygotes issus des femelles Pat/2”- stoppent leur développement de maniére
prématurée, signifiant qu’en [I'absence de PATL2, le développement embryonnaire
préimplantatoire est fortement altéré (Figure 64.D).
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Figure 64 : L'absence de PATL2 est responsable d'une altération du développement embryonnaire
préimplantatoire.

A : comparaison du nombre d’ovules et d’embryons (vivants + morts) prélevés chez les femelles
Patl2*/* et Patl2”/-. Représentation des données : moyenne +/- déviation standard. Analyse
statistique : test de Student, échantillons non appariés.

B : représentation du pourcentage de zygotes et d’ovules immatures ou morts prélevés chez les
femelles Patl/2*/* et Patl2”/-. Représentation des données : moyenne +/- déviation standard.
Analyse statistique : test de Mann-Whitney, échantillons non appariés.

C : représentation du pourcentage de zygotes passés au stade 2-cellules dans les 24 h suivant
le préléevement (chronologie de développement normale) et entre 24 et 48 h apres le
prélévement (retard de développement), chez les femelles Pat/2*/* et Patl2”/-. Représentation
des données : moyenne +/- déviation standard. Analyse statistique : test de Mann-Whitney,
échantillons non appariés.

D : suivi du développement embryonnaire du stade zygote jusqu’au stade blastocyste, chez les
femelles Pat/2*/* et Patl2”/-. Représentation des données : moyenne +/- déviation standard.
Analyse statistique : test de comparaison multiple de Dunn, échantillons non appariés.

Les p-valeurs sont représentées sur chaque graphique.

Au 5™ jour du développement, les embryons ayant atteint le stade blastocyste sont classés
selon leur morphologie. La morphologie d’un blastocyste est dite typique si le blastocyste ne
contient pas de blastomere exclu et est composé d’une masse cellulaire interne non fractionnée
et d’un blastoccele unique et homogeéne. Chez les femelles Patl27", 85 % des blastocystes obtenus

156



ont une morphologie atypique avec, par exemple, plusieurs masses cellulaires internes, plusieurs
blastocceles ou une fragmentation excessive (Figure 65).
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Blastocystes typiques
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Figure 65 : Anomalies morphologiques des blastocystes issus des femelles Pat/27-.

Classification des blastocystes issus des femelles Pat/2*/* et Patl2”/- en fonction de leur
morphologie (typique ou atypique). Représentation des données : moyenne +/- déviation
standard.

Afin de compléter I'analyse morphologique réalisée, I'expression de génes importants pour le
développement embryonnaire est étudiée dans les blastocystes issus de femelles Pat/2** et
Patl27-. Cette analyse est réalisée par RT-qPCR sur blastocyste unique et en utilisant Gapdh en tant
que géne de référence. A partir d’'une étude bibliographique (voir chapitre 5.111.2 « Etude du profil
d’expression des génes dans les embryons »), 16 génes d’intérét, importants pour le
développement embryonnaire et dont I'expression varie selon la qualité embryonnaire, ont été
sélectionnés afin d’étudier leur expression dans les blastocystes de souris Pat/2*/* et Patl2” : Bax,
Bcl2, Gpx1, Scd1, Sic2al, Sic2a5, Hifla, Epasl, Igf2, Pou5f1, Birc5, Dnmt3a, Phlda2, Efna4, Pri8a2
et TIr8. Du fait d’une absence totale d’amplification, probablement liée a des sondes TagMan
défectueuses, les génes Pri8a2, TIr8 et Bcl2 ont été éliminés. La quantité de matériel génétique
contenue dans un blastocyste unique étant réduite, la suite de I'analyse a été réalisée avec les 5
génes d’intérét les plus exprimés, soit Scd1, Epasl, Birc5, Gpx1 et Pou5f1.
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; : Facteur de transcription, modifie
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blastocystes.

Tableau 6 : Sélection des génes dont I’expression est utilisée pour évaluer la qualité des blastocystes
de souris Patl2”-.

L'expression de 5 génes importants pour le développement embryonnaire est tout d’abord
étudiée dans les blastocystes issus de femelles Pat/2** et Patl2”-, indépendamment de la
morphologie des embryons. Parmi les 5 genes étudiés, 4 génes (Scd1, Epasl, Gpx1 et Pou5f1) ont
un niveau d’expression significativement augmenté (p-valeur < 0.05) dans les blastocystes issus
des femelles Pat/27 et 3 (Scd1, Epasl et Pou5f1) ont un taux de changement supérieur ou égal a
2 (Figure 66.A). Cela met en évidence une dérégulation de I'expression de génes importants pour
le développement embryonnaire dans les blastocystes issus de femelles Pat/2”. De fagon
intéressante, la différence d’expression des genes dérégulés s’efface lorsque seuls les blastocystes
de morphologie typique sont étudiés (Figure 66.B), et s’amplifie dans I'analyse comparant les
blastocystes morphologiqguement typiques et ceux morphologiquement atypiques, issus des
femelles Pat/27 (Figure 66.C). Notons que les blastocystes issus des femelles Pat/2*/* ont presque
toujours une morphologie typique et qu’au moment de I'étude, aucun blastocyste de morphologie
atypique n’avait été obtenu chez les femelles Pat/2*/*. Ces nouveaux résultats signifient que la
dérégulation de I'expression des génes précédemment observée est associée a la morphologie
atypique des blastocystes.
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Figure 66 : Analyse du niveau d'expression de génes importants pour le développement
embryonnaire, dans les blastocystes issus des femelles Pat/2”,

Les données sont analysées avec la méthode 2°22¢t permettant de déduire une quantification
relative (QR) de I’expression des genes étudiés. Le géne de référence utilisé est Gapdh. Chaque
point représente un blastocyste unique.

A: analyse des blastocystes issus des femelles Pat/2*/* et Patl2”/-, sans distinction
morphologique.

B : analyse incluant exclusivement les blastocytes de morphologie typique, issus des femelles
Pati2*/* et Patl2”/-.

C: comparaison des blastocystes morphologiquement typiques et des blastocystes
morphologiquement atypiques, issus des femelles Pat/27/-.

Représentation des données : moyenne +/- déviation standard. Analyse statistique : test de
Student, échantillons non appariés. Les p-valeurs sont indiquées sur chaque graphique.
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V. Discussions

PATL2 est une protéine ovocytaire appartenant a la famille des protéines associées a la
topoisomérase Il (PAT). Chez la femme et la souris, 'absence de PATL2 est responsable d’échec de
maturation ovocytaire, mais la sévérité du phénotype difféere chez ces deux espéces de
Mammiferes. En effet, les femmes affectées souffrent d’infertilité primaire, caractérisée par
I'ovulation de gamétes majoritairement bloqués au stade GV ou atrétiques. Chez la souris,
I’absence de PATL2 induit une sous-fertilité, les femelles Pat/27- font moins de portées et ont
moins de bébés par portée. Suite a une stimulation ovarienne, les femelles Pat/27- produisent une
proportion anormalement élevée d’ovules défectueux, et notamment des ovules immatures et/ou
morphologiquement anormaux. De plus, le transcriptome des ovocytes GV et Ml Pat/2” est altéré
(M. Christou-Kent et al., 2018).

Chez la souris, I'étude du profil d’expression de PATL2 au cours de la folliculogenése démontre
que PATL2 apparait dans les ovocytes au stade de follicule primordial et atteint un pic d’expression
au stade de follicule secondaire (M. Christou-Kent et al., 2018).

La premiere partie de mon travail de thése consistait a étudier le profil d’expression de PATL2
dans les ovocytes et les embryons de souris, puis a réévaluer les conséquences de son absence sur
la qualité ovocytaire et embryonnaire. Sachant que la stimulation ovarienne peut altérer la qualité
et le profil d’expression des ovules et des embryons murins (voir le chapitre 6.11.2 « La stimulation
ovarienne »), cette nouvelle étude de qualité est réalisée en ovulation naturelle.

1. PATL2 est une protéine ovocytaire dont la présence est fortement régulée chez
la souris

Au cours de ce travail de thése, le profil d’expression de PATL2 a été caractérisé a partir du
stade ovocyte GV NSN et jusqu’au stade embryonnaire blastocyste. La quantification de PATL2 en
termes de protéines a été réalisée en immunofluorescence et en Western Blot. Les résultats
d’'immunofluorescence indiquent que la protéine PATL2 est abondante dans les ovocytes GV et
diminue progressivement au cours de la maturation ovocytaire, puis disparait dans les embryons
a partir du stade 2-cellules. Les expériences de RT-gPCR montrent que la quantité d’ARNm de Pat/2
est stable aux stades GV, MIl et zygotes et devient nulle a partir du stade 2-cellules.

Ces résultats impliquent que la traduction de Patl2 est régulée négativement au cours de la
maturation ovocytaire et de la fécondation, et que les ARNm sont détruits pendant le stade
zygote. D’ailleurs, Patl2 n’est pas le seul ARN a étre détruit pendant cette phase puisque la
dégradation des ARNm ovocytaires suit un plan précis (Tora & Vincent, 2021). En effet, la
dégradation des ARNm maternels commence a la reprise méiotique, période au cours de laquelle
la moitié des ARNm polyadénylés disparaissent, soit du fait de leur déadénylation, soit du fait de
leur dégradation (Bachvarova, 1985; Paynton, Rempel, & Bachvarova, 1988). Cette dégradation
des ARNm maternels se poursuit dans les zygotes et les embryons au stade 2-cellules. Apres la
fécondation, 30 a 40 % des ARN totaux restants sont dégradés (Bachvarova, 1985). La reprise
méiotique, la fécondation et I'EGA déclenchent chacune des vagues de dégradation des ARNm.
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Cette purge progressive des ARNm maternels est d’ailleurs une condition nécessaire pour
permettre au génome embryonnaire de prendre le contrdle de I'expression des genes lors de
I'EGA. La perturbation des vagues de dégradation de I'ARNm entrave le développement
embryonnaire (Luong & Conti, 2019).

De plus, de nombreuses protéines maternelles sont dégradées juste avant I'activation du
génome embryonnaire et leur dégradation est nécessaire a la réalisation correcte du processus
d’EGA et a la formation d’embryons capables de se développer (Higuchi et al., 2018). Ces protéines
sont majoritairement dégradées par autophagie et par le systéeme ubiquitine-protéasome
(Toralova, Kinterova, Chmelikova, & Kanka, 2020). Ainsi, la diminution des protéines PATL2 au
cours du développement ovocytaire et embryonnaire n’est pas tant associée a la stabilité de la
protéine, elle serait plutét liée a une dégradation active de la protéine, puisque les protéines
PATL2 écartées dans le globule polaire ne subissent pas cette dégradation. En effet, nous avons
montré, par immunofluorescence, une rémanence de signal PATL2 dans certains embryons.
L’absence d’ARNm de Pat/2 a partir du stade 2-cellules indique que ce signal résiduel n’est pas lié
au maintien de la production de la protéine, mais plutot a la persistance d’une protéine non
dégradée. La forme et la taille du signal sont compatibles avec I'hypothése que ce dernier
corresponde a un reste du second globule polaire. En effet, le premier globule polaire est
rapidement dégradé (dans les heures suivant son extrusion chez la souris (Miao et al., 2004)) mais
le second globule polaire peut persister plusieurs jours. Il est d’ailleurs toujours présent dans
86 % des embryons murins au stade 16-cellules (Fabian, Cikos, Rehak, & Koppel, 2014). L'absence
de colocalisation du signal PATL2 avec le Hoechst n’est pas incompatible avec I'hypothése
présentée puisque I’ADN du globule polaire se dégrade rapidement (Fabian et al., 2014).

La diminution des protéines PATL2 au cours de la maturation ovocytaire serait donc liée a la
fois a une diminution de la traduction et a I'augmentation de la dégradation des protéines déja
présentes.

2. Effet de l’'absence de PATL2 sur la maturation ovocytaire dans un modéle murin
non stimulé

L’étude des conséquences de I'absence de PATL2 sur la qualité ovocytaire a été réalisée en
absence de stimulation ovarienne en utilisant la lignée de souris génétiguement modifiées
Patl2”-.

Dans cette nouvelle étude, la proportion d’ovules immatures ovulés naturellement par les
femelles Pat/2*/* et Patl2” est similaire entre les deux génotypes, et aucun ovule bloqué au stade
GV n’a été retrouvé chez les femelles Pat/2”". Ces résultats contrastent avec les résultats
précédemment retrouvés chez les patientes porteuses de la mutation du géne PATL2 et chez les
souris Pat/2”- hormonalement stimulées. En effet, chez la femme, la mutation du géne PATL2 est
responsable d’'un blocage méiotique, principalement au stade GV. Aussi, chez les souris
hormonalement stimulées, le pourcentage d’ovules immatures est fortement augmenté en
I'absence de PATL2. Chez les souris, I'absence de la protéine induit, entre autres, une dérégulation
du transcriptome ovocytaire, et cette dérégulation transcriptomique est probablement
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responsable des défauts de maturation étudiés. En effet, I'expression de plusieurs génes clés de
la maturation ovocytes est modifiée. Parmi les génes dérégulés, plusieurs codent pour des
phosphatases (dont Ppplri4b, Ppplrl5a et Duspl) et leur dérégulation est susceptible de
modifier |'état de phosphorylation du MPF. De plus, Gats/3 impliqué dans la voie de signalisation
mMTOR, ou encore Fgf9 et Cdc25a, qui participent a la transition MI-MlI, sont également dérégulés.

En absence de stimulation ovarienne, le taux de maturation ovocytaire est similaire chez les
souris Patl2"* et Patl2”". Il se pourrait donc que les dérégulations transcriptomiques
précédemment retrouvées chez les femelles Pat/2”- soient exacerbées par la stimulation
ovarienne, procédé connu pour modifier I'expression des geénes (Linke et al., 2013; Ozturk et al.,
2016). Cependant, les données de maturation des ovules Pat/2** et Pat/27- ovulés naturellement
doivent étre analysées avec prudence car le pourcentage d’ovules immatures prélevés chez les
femelles Patl2*/* et Patl2” varie fortement d’un individu a I'autre, allant de 0 a 100 %, et cela,
indépendamment du génotype. Cette forte variation entre les individus se traduit par une
déviation standard élevée (Figure 62.B). De plus, la proportion d’ovules immatures semble
anormalement élevée (~70 %) chez les femelles Pat/2*/*. Il est important de noter que I'étude de
la qualité ovocytaire en ovulation naturelle présente certaines limites. En effet, en ovulation
stimulée, I'ovulation est déclenchée par I'injection de HCG et les gamétes sont prélevés 12 a 14 h
apres cette injection. Cela permet d’obtenir une certaine homogénéité au sein des groupes dans
lesquels la durée entre 'ovulation et le prélévement des gameétes est stable. Dans |’expérience en
ovulation naturelle, la femelle est considérée en cestrus lorsqu’un accouplement a eu lieu au cours
de la nuit. Cette interprétation est basée sur la capacité des males a détecter les femelles en
cestrus, notamment grace a leur systeme olfactif particulierement développé (Achiraman,
Ponmanickam, Ganesh, & Archunan, 2010). Cependant, cette technique ne permet pas de
contréler I’'heure de I'ovulation. Il est donc possible que les ovules dépourvus de globule polaire
aient été prélevés de facon trop précoce ou trop tardive, hypothése soutenue par la présence de
globules polaires en cours d’extrusion (prélévement précoce) ou dégradés (préléevement tardif).
En effet, une étude publiée en 2004 a montré que, chez la souris, 19,5 % des premiers globules
polaires commencent a dégénérer au moment de 'ovulation et que 100 % des premiers globules
polaires sont partiellement, voir entierement dégradés 20 h apres l'injection de HCG. Aussi, la
dégradation du premier globule polaire est plus lente en maturation in vitro (Miao et al., 2004).
L’hypothese posée pourrait expliquer le taux d’ovules MI anormalement élevé chez les femelles
Patl2*/*, et 'hétérogénéité du taux de maturation ovocytaire entre différents individus d’'un méme
génotype pourrait étre liée a une différence dans I’heure de 'ovulation. Cette hypothese est
d’ailleurs est fortement soutenue par le fait que, lorsque les embryons sont prélevés au stade
zygote, 90 % atteignent le stade 2-cellules chez les femelles Pat/2*/* et Patl2”".

Les anomalies du fuseau méiotique et de I'alighement des chromosomes observées chez les
femelles Pat/2”- stimulées sont retrouvées en ovulation naturelle, mais les proportions sont
réduites. Aussi, les mesures du fuseau méiotique ne révélent pas de différence en termes de
longueur et de diametre, seul I'étalement des chromosomes est augmenté dans les ovules
Patl2”-, et cette augmentation est probablement liée aux anomalies d’alignement des
chromosomes. L’assemblage du fuseau méiotique est un processus impliquant I’action conjointe
de nombreuses protéines, il est donc probable que la modification du transcriptome des ovocytes
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GV et MIl des souris Patl27- soit responsable des anomalies observées. Parmi les transcrits
dérégulés en I'absence de PATL2, Pygol, Pak4 et Cdc69 sont connus pour étre impliqués dans la
formation du fuseau. D’ailleurs, I'inhibition de PAK4 (P21 Protein (Cdc42/Rac)-Activated Kinase 4)
chez la souris perturbe la dynamique des microtubules et compromet leur attachement sur les
kinétochores. Cela qui favorise alors la formation de fuseaux anomaux sur lesquels les
chromosomes sont mal alignés (Y. T. He et al., 2019).

3. Augmentation du nombre d’ovules chez les femelles Pat/27-

D’apreés les résultats précédemment observés chez la femme et chez les souris
hormonalement stimulées, I'absence de PATL2 ne semblait pas impacter le nombre d’ovules
ovulés par cycle. Pourtant, en absence de stimulation ovarienne, le nombre de gameétes ovulés au
cours d’un méme cycle est augmenté chez les femelles Pat/27. |l serait intéressant d’étudier le
nombre de follicules aux différents stades en fonction de I’age des femelles Pat/2”- et d’évaluer
I’évolution de la fertilité de ces femelles en fonction de leur age afin de savoir si I'absence de PATL2
est également associée a une diminution prématurée de la réserve ovarienne.

L’augmentation de I'ovulation chez les femelles Pat/2”- pourrait étre liée a une dérégulation
hormonale, et notamment une augmentation du taux de FSH qui favorise la croissance folliculaire
et la sélection de plusieurs follicules dominants. D’ailleurs, par rapport aux espéces mono-
ovulantes, le taux de FSH est augmenté chez les especes pluri-ovulantes telles que la souris
(Chaffin & Vandevoort, 2013). Cette hypothése pourrait étre vérifiée par la réalisation de dosages
hormonaux dans le sang des souris Pat/2** et Pat/2”- mais reste peu probable puisque PATL2 est
absente dans I’hypothalamus et I’hypophyse. De plus, les dosages hormonaux réalisés chez les
patientes porteuses de la mutation sont normaux. Ainsi, une autre explication de ce phénomene
pourrait se trouver dans la dérégulation des transcrits observée dans les ovules Pat/27". Un des
acteurs potentiels de ce phénomeéne pourrait étre Pgrmcl (Progesterone Receptor Membrane
Component 1) qui code pour un récepteur a la progestérone et dont I'expression est diminuée
d’un facteur 2,27 et 2,86 dans les ovocytes GV et Ml Pat/2”- respectivement (M. Christou-Kent et
al., 2018). Dans les stades précoces de I'ovogenése, qui se déroulent au cours de la vie foetale,
I’AMPc permet la progression méiotique entre les stades zygotenes et diploténes de la prophase
I (Y. Wang et al., 2015). Au cours de cette période, I'interaction entre la progestérone P4 et son
récepteur PGRMC1 diminue le niveau d’AMPc et bloque la progression méiotique avant le stade
dictyotene de la prophase |, diminue la prolifération des cellules de la granulosa et bloque la
formation des follicules primordiaux. D’ailleurs, I'inhibition de Pgrmc1 dans les ovaires de souris
annule I'effet de la progestérone P4 et stimule la formation des follicules primordiaux (Guo et al.,
2016). Chez la femme, la perte de fonction de PGRMC1 est responsable d’insuffisance ovarienne
précoce (Mansouri et al., 2008). Ensemble, ces informations indiquent que la sous-expression de
Pgrmcl retrouvée dans les ovocytes GV et MIl des souris Patl2”- pourrait accélérer le
développement des follicules primordiaux et stimuler les phases précoces de la premiére division
méiotique. Cette dérégulation pourrait donc favoriser I'augmentation du nombre d’ovules
prélevés chez les femelles Pat/27-. Une troisiéme hypothése serait une altération des points de
contréles méiotiques chez les femelles Pat/27,, chez qui les ovules anormaux ne seraient pas
écartés.
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4. Effet de I'absence de PATL2 sur le développement embryonnaire

Afin d’étudier I'impact de I’absence de PATL2 sur la qualité embryonnaire, les femelles Pat/2**
et Pat/2”- non stimulées sont accouplées avec des males fertiles, puis les embryons sont collectés
au stade zygote et cultivés jusqu’au stade blastocyste. Le taux de zygotes prélevés n’est pas
différent chez les femelles Pat/2** et Patl27 et est proche de 90 % (87,3 % et 93,7 % chez les
femelles Pat/2*/* et Patl2”- respectivement). En suggérant que ces zygotes ont été formés a partir
d’ovules fécondés au stade MII, ces résultats indiquent que le taux de maturation des ovocytes
Patl2*/* et Patl2”- est similaire, confirmant I'observation réalisée précédemment. De plus, ces
résultats indiquent que I'élévation du pourcentage d’ovules au stade MI, observée dans I'étude
de qualité ovocytaire, est liée a I'impossibilité de contréler I’'heure de I'ovulation, et confirme
I’hypothése posée.

En étudiant le développement des embryons prélevés, j'ai observé que prés d’'un quart
(22,4 %) des zygotes issus des femelles Pat/27- atteignent le stade 2-cellules 24 & 48 h aprés leur
prélévement, sans présenter d’anomalie morphologique majeure. Ce retard de développement
pourrait étre lié a un retard de maturation ovocytaire, particulierement lors que la reprise de la
seconde division méiotique. Dans cette expérience, I’heure de la fécondation est inconnue et le
retard ne peut étre quantifié. La réalisation de fécondation in vitro et d’un suivi du développement
embryonnaire en microscopie en temps réel permettrait de mieux caractériser ce retard de
développement. En plus du retard au stade 2-cellules, le développement jusqu’au stade
blastocyste est fortement altéré chez les femelles Pat/2” et la plupart des blastocystes formés ont
une morphologie atypique. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ce défaut, et notamment
I'augmentation du taux d’aneuploidie et la dérégulation de transcrits importants pour le
développement embryonnaire.

4.a. Augmentation du taux d’aneuploidie

Les expériences d’immunofluorescence réalisées sur les ovules Pat/27- ont rapporté des
anomalies chromosomiques et certains déséquilibres pourraient avoir lieu entre l'ovule et le
globule polaire. Ces anomalies pourraient induire la formation d’embryons aneuploides
incapables de poursuivre leur développement, ce qui expliquerait (au moins en partie), I'arrét
prématuré des embryons. Des expériences de FISH pourraient étre réalisées pour tester cette
hypothése. Cependant, chez I’'Humain, I'aneuploidie ne semble pas étre associée a des retards de
développement au stade 2-cellules. D’aprés une méta-analyse réalisées a partir de 58 articles, les
retards observés chez les embryons aneuploides apparaissent a partir du stade 8-cellules
(Bamford et al., 2022). De méme, la corrélation entre les défauts morphologiques et I'aneuploidie
reste difficile a établir, méme si certains travaux montrent que les blastocystes aneuploides ont
moins souvent une morphologie optimale (47 % des blastocystes euploides et 32 % des blastocytes
aneuploides) (Minasi et al., 2016).

4.b. La dérégulation des transcrits synthétisés pendant la maturation ovocytaire impacte
le développement embryonnaire

L’altération du développement embryonnaire pourrait également étre liée aux dérégulations
transcriptionnelles observées dans les ovocytes Pat/2”". En effet, de maniére surprenante,
plusieurs génes ayant un role plus tardif dans le développement embryonnaire sont
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significativement sous-exprimés dans les ovocytes Pat/27", incluant le géne soumis & empreinte
maternelle Phlda2, mais aussi les génes Efna, Cstb, Pri8a2, Crabp2 et TIr8. Aussi, les blastocystes
obtenus a partir d’ovules dépourvus de PATL2 présentent une dérégulation de I'expression de
plusieurs genes importants pour le développement embryonnaire (Scd1, Epasl, Gpx1, Birc5 et
Pou5f1) et cette dérégulation est associée aux défauts morphologiques des blastocystes Pat/27".
SCD1 est une protéine impliquée dans le métabolisme lipidique et qui régule la formation des
gouttelettes lipidiques, source d’énergie essentielle au développement des embryons. Sa délétion
dans les zygotes de souris altere la formation des blastocystes et induit des dommages au niveau
de la masse cellulaire interne (Niu et al., 2023). GPX1 est une enzyme qui, en catalysant la
réduction du péroxyde d’hydrogéne, protége les cellules du stress oxydant. L'ajout de
cryoprotectant ou d’antioxydant dans le milieu de vitrification des embryons induit une
augmentation de |'expression de Gpx1 dans ces embryons et améliore leur survie a la
décongélation (Castillo-Martin, Bonet, Morato, & Yeste, 2014; Martinez-Rodero et al., 2022).
Epasl code pour la protéine HIF2A, un facteur de transcription nécessaire a I'implantation des
embryons (L. Matsumoto et al., 2018). Birc5 code pour la survivine, un inhibiteur de I'apoptose
nécessaire au développement embryonnaire préimplantatoire murin et bovin (Kawamura et al.,
2003;S.Y. Park et al., 2007). Enfin, Pou5f1 code pour OCT-4, un facteur de pluripotence fortement
exprimé dans les blastocystes et qui régule la différenciation de la masse cellulaire interne en
épiblaste et en endoderme primitif (Le Bin et al., 2014). Son absence dans les zygotes de bovin
induit un arrét du développement embryonnaire préimplantatoire au stade morula (Daigneault,
Rajput, Smith, & Ross, 2018).

Les génes étudiés ont été sélectionnés a partir d’articles ayant montré que I'expression de ces
génes tend a augmenter dans les embryons morphologiquement de meilleure qualité ou dans des
embryons cultivés dans des conditions favorables (Cebrian-Serrano et al., 2013; Cordova et al.,
2014; Jeon et al., 2008; Moreira et al., 2006). L'augmentation de I'expression de Birc5 et de Gpx1
pourraient étre associées a une bonne capacité de 'embryon a se défendre contre I'apoptose ou
le stress oxydant, signe de bonne qualité embryonnaire. Notons tout de méme que des contre-
exemples existent dans la littérature puisque I'augmentation de Birc5 a été observée dans des
embryons bovins aprés vitrification, processus également associé a une augmentation de
I'apoptose (S. Y. Park et al., 2006). De la méme maniére, chez des souris présentant une pathologie
de type endométriose, connue pour étre une source de stress oxydant, I'expression de Gpx1 est
augmentée dans I'utérus (Guan et al., 2022). Ces exemples illustrent 'importance d’analyser des
résultats en fonction du contexte. Ici, I'augmentation de I'expression de Scd1, Epasl1, Gpx1, Birc5
et Pou5f1 dans les blastocystes issus des femelles Pat/2” n’est pas, a elle seule, un signe de bonne
ou de mauvaise qualité embryonnaire. Le message clé est que I'absence de PATL2 dans les ovules
entrailne une perturbation transcriptomique dans les blastocystes, soit a un stade de
développement ol PATL2 n’est plus présente. Il semblerait donc que I'absence de PATL2 induise
une dérégulation d’'un ou de plusieurs acteurs intermédiaires, avec probablement une
dérégulation de [l'activation du génome embryonnaire et donc d’une dérégulation
transcriptomique dans les embryons. De plus, il n’est pas exclu que Gapdh, utilisé comme géne de
référence, soit également perturbé, ce qui influencerait les résultats. Il serait donc intéressant de
faire une étude transcriptomique plus approfondie.

Notons également que la dérégulation de I'expression des génes étudiés n’affecte pas tous les
embryons de maniére homogéne puisque certains blastocystes issus des femelles Pat/27- sont
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morphologiquement normaux et ne présentent pas de dérégulation de I'expression des genes
étudiés. Il semblerait donc que des mécanismes de compensation ou de réparation efficaces
soient mis en place dans certains ovules ou embryons, et permettent la formation de blastocystes
typiques. Il est d’ailleurs Iégitime de penser que ces blastocystes morphologiquement typiques
pourraient poursuivre leur développement et donner des individus viables, puisque la lignée de
souris Patl2” est partiellement fertile.

4.c. Expériences complémentaires

Des expériences complémentaires seraient intéressantes a réaliser a partir des embryons
obtenus a partir des femelles Pat/27 :

- Evaluation du niveau d’apoptose dans les embryons puisque l'augmentation de
I’expression de Birc5 pourrait étre associée a une augmentation de I'apoptose.

- Réaliser le ratio entre le nombre de cellules de la masse cellulaire interne et le nombre de
cellules du trophoblaste dans les blastocytes. Sachant que, chez la souris, Pou5f1 est
exprimé uniquement dans les cellules de la masse interne (Kirchhof et al., 2000), une
modification du nombre de ces cellules pourrait induire modification de I'expression de
Pou5f1.

- Réaliser des expériences d'immunofluorescence sur les blastocystes, et notamment sur les
blastocystes morphologiquement atypiques. Les cellules de la masse cellulaire interne et
les cellules du trophoblaste pourraient étre observées par des marquages de OCT4 et de
CDX2.

- Analyser les embryons ayant arrété leur développement, par exemple, par des études
d’aneuploidie ou d’observation de micronoyaux.

VI. Conclusions des travaux de la 1% partie

Plusieurs informations importantes ressortent de cette premiére partie de résultats.

D’une part, j'ai confirmé que I'absence de PATL2 est responsable de troubles de la fertilité
dont la sévérité différe chez la femme et chez la souris. En effet, les souris Pat/2”- peuvent produire
des ovules au stade MIl pouvant étre fécondés et former un embryon en développement.
D’ailleurs, le taux d’ovules Pat/27 dont la qualité est sévérement impactée est relativement faible
et la plupart de ces ovules peuvent étre fécondés. De plus, la proportion de zygotes formée est
égale chez les femelles Pat/2*/* et Pat/2”-. Cependant, en I'absence de PATL2, le développement
embryonnaire est fortement altéré, les embryons subissent un retard de développement au stade
2-cellules, un arrét prématuré et la majorité des blastocystes obtenue présente des anomalies
morphologiques et des dérégulations de I'expression de genes importants pour le développement
embryonnaire. |l semblerait donc que les anomalies ovocytaires observées n’expliquent qu’une
partie de la baisse de fertilité des femelles Pat/27-. Cette observation, associée au fait que PATL2
soit toujours présente dans les zygotes de souris alors que son orthologue xPAT1A disparait lors
de la GVBD, suggere que, chez les Mammiferes, PATL2 reste important plus longtemps et pourrait
jouer un role dans la fécondation et/ou le développement embryonnaire précoce. Ce type
d’évolution a d’ailleurs été observé dans la famille des « Y-Box Proteins » a laquelle la protéine
ovocytaire MSY2 appartient (J. Yu, Hecht, & Schultz, 2001).
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D’autre part, dans cette nouvelle étude de qualité ovocytaire réalisée en ovulation naturelle,
les défauts observés chez les femelles Pat/l2” semblent moins sévéres que les défauts
précédemment observés sur des ovules collectés apres stimulation ovarienne.

Ce travail a donc soulevé deux nouvelles questions :

- Quel est I'impact de la stimulation ovarienne dans un modele de mauvaise qualité
ovocytaire ?
- Chez les Mammiféres, la fonction de PATL2 est-elle maintenue aprés la GVBD ?
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2¢me partie : impact de la stimulation ovarienne
dans le modéle de mauvaise qualité ovocytaire Patl27/-

. Contexte

La stimulation ovarienne est un procédé couramment utilisé pour contréler le moment de
I'ovulation et augmenter le nombre d’ovules. Pour cela, des gonadotrophines sont administrées
pour stimuler la croissance simultanée de plusieurs follicules et maintenir leur développement
jusqu’a leur maturité. Chez la souris, I'effet néfaste de la stimulation ovarienne sur la qualité des
ovules et des embryons est bien documenté. En effet, la stimulation ovarienne augmente, entre
autres, les anomalies du fuseau méiotique (Kalthur et al., 2016; Van Blerkom & Davis, 2001), les
retards et les arréts du développement embryonnaire préimplantatoire (Ertzeid & Storeng, 2001;
Kalthur et al., 2016), et pertube le profil d’expression des ovules et des embryons (Linke et al.,
2013; Ozturk et al., 2016) (voir le chapitre 6.1.2: « La stimulation ovarienne »). Ce type
d’anomalies ayant été retrouvé chez les femelles Pat/27, nous cherchons ici, a étudier I'impact de
la stimulation ovarienne sur ce modele de mauvaise qualité ovocytaire.

Il. La stimulation ovarienne aggrave certains défauts ovocytaires,
particulierement chez les femelles Pat/2*/*

L’étude de qualité ovocytaire, précédemment réalisée sur les femelles Pat/2*/* et Patl2”- non
stimulées, est répétée avec la méme lignée de souris dont I'ovulation est hormonalement stimulée
avec du PMSG et de I'HCG.

Comme indiqué dans la partie n°1, le taux d’ovules collectés au stade MIl en absence de
stimulation ovarienne est équivalent chez les femelles Patl2** et Patl2”- (55,0 % et 59,5 %
respectivement). En réponse a I'administration d’hormones, le pourcentage d’ovules collectés au
stade Ml est toujours équivalent chez les femelles Pat/2*/* et Patl2”- mais ce dernier est augmenté
par rapport aux données en absence de stimulation ovarienne (Figure 67.A).

En ce qui concerne les anomalies morphologiques, le pourcentage d’ovules avec un fuseau
anormal ou absent, des anomalies chromosomiques ou un globule polaire dégradé, est fortement
augmenté lorsque I'ovulation des femelles Pat/2*/* est hormonalement stimulée. Chez les femelles
Patl27-, la stimulation ovarienne n’impacte pas le pourcentage de fuseaux anormaux ou absents,
ni I'alignement des chromosomes sur le fuseau. En revanche, les anomalies du globule polaire sont
fortement augmentées, et notamment les globules polaires en cours d’extrusion (Figure 67.B).
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Les mesures du fuseau méiotique ont également été réalisées sur les ovules collectés aprés
stimulation ovarienne. La proportion d’ovules Pat/2*/* et Pat/27- ayant un fuseau trop anomal pour
étre mesuré est fortement augmentée puisque 11,1% des ovules Pat/2** et 38,1 % des ovules
Patl2”- ont été exclus de I'analyse, alors qu’ils n’étaient que 2,6 et 11,1 % respectivement, en
absence de stimulation ovarienne. De plus, les résultats révelent une augmentation de la longueur
et du diamétre du fuseau, aussi bien chez les femelles Pat/2*/* que chez les femelles Pat/2”". En
revanche, I'étalement des chromosomes sur le fuseau des ovules Patl2** et Patl2”- n’est pas
impacté par la stimulation ovarienne (Figure 67.C).
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Figure 67 : la stimulation ovarienne altére la morphologie des ovules Pat/2*/* et Pat|2”.

A : analyse du taux de maturation des ovules Pat/2*/* et Patl2”/- ovulés naturellement ou aprés
une stimulation ovarienne. Représentation des données : moyenne +/- déviation standard.

B : classification et quantification des anomalies des ovules Pat/2*/* et Pat/2”/" ovulés
naturellement ou aprés une stimulation ovarienne. « Chr » = Chromosomes. « GP » = Globule
polaire.

C : mesures de la taille du fuseau méiotique et de I’étalement des chromosomes sur ce dernier,
sur des ovules Pat/2*/* et Patl2”/- ovulés naturellement ou aprés une stimulation ovarienne.
Certains fuseaux méiotiques trés anomaux n’ont pas pu étre mesurés et ont été exclus de
I’analyse. Pat/2*/* non stimulées : 5 femelles, 38 ovules dont 1 exclus. Pat/2*/* stimulées : 2
femelles, 54 ovules dont 6 exclus. Pat/2”/ non stimulées : 6 femelles, 54 ovules dont 6 exclus.
Patl2”/- stimulées : 2 femelles, 42 ovules dont 16 exclus. Analyse statistique : test de Mann-
Whitney, échantillons non appariés. Les p-valeurs sont indiquées sur chaque graphique.
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lll. La stimulation ovarienne altére le développement embryonnaire des femelles
Patl2+/+ et Patl2-/-

Chez les souris Pat/2*/*, le pourcentage d’embryons collectés au stade zygote passe de 87,3 a
51,3 % lorsque les femelles sont stimulées. Cette diminution est davantage marquée chez les
femelles Pat/27- puisqu’en absence de stimulation ovarienne, 93,7 % des embryons sont collectés
au stade zygote contre seulement 40,7 % apres une stimulation. De plus, les embryons collectés
au stade zygotes sont retrouvés dans les mémes proportions chez les femelles Pat/2** stimulées
et Patl2”" stimulées (Figure 68.A).

En absence de stimulation ovarienne, un retard de développement des embryons au stade 2-
cellules avait été observé chez les femelles Pat/2”. Ce retard de développement embryonnaire,
toujours absent chez les femelles Pat/2**, est retrouvé dans les mémes proportions chez les
femelles Pat/27- stimulées (Figure 68.B).
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Figure 68 : la stimulation ovarienne influence le développement des embryons issus des femelles
Patl2*/* et Patl2”", dés le stade 2-cellules.

A :représentation du pourcentage de zygotes prélevés chez les femelles Pat/2*/* et Patl/2”/" avec
ou sans stimulation ovarienne. Représentation des données : moyenne +/- déviation standard.
Analyse statistique : test de Mann-Whitney, échantillons non appariés.

B : représentation du pourcentage de zygotes passés au stade 2-cellules dans les 24 h suivant
le prélevement (chronologie de développement normale) et entre 24 et 48 h apres le
prélevement (retard de développement), chez les femelles Pat/2*/* et Patl2”/- avec ou sans
stimulation ovarienne. Représentation des données : moyenne +/- déviation standard. Analyse
statistique : test de Mann-Whitney, échantillons non appariés.

Le suivi du développement des embryons entre le stade zygote et le stade blastocyste révele
que, chez les femelles Pat/2** et Patl2”, le pourcentage de zygotes qui n’atteignent pas le stade
2-cellules est augmenté lorsque I'ovulation est stimulée hormonalement. En effet, chez les
femelles Patl2**, le pourcentage de zygotes qui atteignent le stade 2-cellules passe de 93,1 % a
63,8 % lorsque I'ovulation est hormonalement stimulée. Ce pourcentage passe de 86,5 a 57,2 chez
les femelles Patl27-. Le développement embryonnaire jusqu’au stade blastocyste, fortement
altéré chez les femelles Pat/27, I'est davantage lorsque les femelles sont stimulées (seuls 19,2 %
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des zygotes atteignent le stade blastocyste), mais les p-valeurs restent supérieures a 0,05. Le
développement jusqu’au stade blastocyste est également perturbé par la stimulation ovarienne
chez les femelles Pat/2**. En effet, le pourcentage de zygotes atteignant le stade blastocyste passe
de 84,5 % chez les femelles Pat/2*/* non stimulées a 54,3 % aprés une stimulation. De facon
intéressante, chez les femelles Pat/2**, |a plupart des embryons qui passent le stade 2-cellules
atteignent le stade blastocyste (84,9 % chez les femelles stimulées, 93,08 % en absence de
stimulation). Ce n’est pas le cas chez les femelles Pat/27- mais le pourcentage d’embryons en 2-
cellules qui atteignent le stade blastocyste est équivalent chez les femelles Pat/2” stimulées (33,5
%) et non stimulées (32,47 %) (Figure 69.A). Enfin, en I'absence de PATL2, le taux de blastocystes
présentant une morphologie atypique reste tres élevé en présence de stimulation ovarienne (89,7
%). Ces anomalies, occasionnelles chez les femelles Pat/2*/* non stimulées (2,1 %), deviennent
relativement importantes (24,4 %) aprés une stimulation ovarienne (Figure 69.B).
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Figure 69 : la stimulation ovarienne perturbe le développement embryonnaire préimplantatoire
chez les femelles Patl2*/* et Patl2”".

A : suivi du développement embryonnaire du stade zygote jusqu’au stade blastocyste, chez les
femelles Pat/2*/* et Patl2”/- avec ou sans stimulation ovarienne. Représentation des données :
moyenne +/- déviation standard. Analyse statistique : test de Mann-Whitney, échantillons non
appariés.

B : analyse morphologique des blastocystes issus des femelles Pat/2*/* et Patl2”/ stimulées et
non stimulées. Représentation des données : moyenne +/- déviation standard. Analyse
statistique : test de Mann-Whitney, échantillons non appariés.

[V. Discussions

Dans la premiere partie de ma these, j’ai étudié I'impact de I'absence de PATL2 sur la qualité
d’ovules et d’embryons de souris obtenus en ovulation naturelle. J'ai pu mettre en évidence que
I'absence de PATL2 est responsable de défauts ovocytaires modérés, puisque la majorité des
ovules sont capables d’étre fécondés et de se développer jusqu’au stade 2-cellules. Cependant,
I"'absence de PATL2 est responsable de défauts embryonnaires majeurs, caractérisés par un retard
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de développement au stade 2-cellules et une forte diminution au taux de blastocystes formés. De
plus, lorsque les embryons issus des femelles Pat/2”- atteignent le stade blastocyste, la majorité
de ces blastocytes présentent d’'importants défauts morphologiques, associés a une dérégulation
de I'expression de géenes importants pour le développement embryonnaire. Ces observations
soulignent I'importance de PATL2 aprés la fécondation.

Dans cette étude, les défauts ovocytaires et embryonnaires observés en I'absence de PATL2
semblent moins sévéres que les défauts précédemment observés sur des ovules et des embryons
collectés apres une stimulation ovarienne. Afin de confirmer cette observation et d’approfondir
le sujet, j’ai étudié I'impact de la stimulation ovarienne sur la qualité des ovules et des embryons
issus des femelles Pat/2** et Patl2”".

1. Impact de la stimulation ovarienne sur la qualité ovocytaire et embryonnaire
chez les femelles Pat/2** et Patl2”"

1.a. La stimulation ovarienne altére la qualité des ovules Patl2** et Patl2”

L'impact de la stimulation ovarienne sur la maturation ovocytaire est étudié par I'observation
du premier globule polaire, sur des ovules Pat/2** et Pat/2”- collectés 12 a 14 h aprés I'injection
de HCG. Au cours de I'étude réalisée en ovulation naturelle, nous avions été surpris d’observer un
taux de maturation similaire chez les femelles Pat/2*/* et Pat/27". Ce résultat est 3 nouveau observé
lorsque l'ovulation est stimulée hormonalement puisque 55 % et 59 % des ovules issus des
femelles Pat/2*/* et Patl2” sont collectés au stade MIl. Chez les femelles Pat/27 stimulées, ce taux
de maturation est cohérent avec les données publiées en 2018. En revanche, le taux d’ovules
Patl2*/* collectés au stade MIl est diminué par rapport aux données publiées en 2018 et dans
lesquelles 75 % des ovules collectés étaient au stade MIl (M. Christou-Kent et al., 2018). Aussi,
suite a une stimulation ovarienne, les anomalies du fuseau méiotique et de la position des
chromosomes sont davantage augmentées chez les femelles Pat/2*/*. Enfin, les mesures du fuseau
méiotique indiquent que la stimulation ovarienne entraine une augmentation de la longueur et
du diameétre du fuseau des ovules Patl2** et Patl2”, mais ne modifie pas I'étalement des
chromosomes sur le fuseau. Il se pourrait que I'impact de la stimulation ovarienne sur I'étalement
des chromosomes soit caché par I'exclusion des ovules trop anormaux pour étre mesurés. En effet,
chez les femelles Pat/27, 38,1 % des ovules obtenus aprés une stimulation ovarienne n’ont pas pu
étre mesurés, soit 3,4 fois plus que chez les femelles non stimulées.

1.b. La stimulation ovarienne perturbe le développement embryonnaire des femelles
Patl2** et Patl2”"

En absence de stimulation ovarienne, nous avions noté une importante différence du taux de
maturation entre les expériences sur ovules et celles sur embryons, et expliqué que cette
différence était probablement liée a I'impossibilité de contréler I’'heure de I'ovulation en absence
de stimulation ovarienne. Cette hypothése est confortée par les résultats obtenus en ovulation
stimulée : chez les femelles Pat/2*/* stimulées, le pourcentage d’ovules prélevés au stade Ml et le
pourcentage d’embryons prélevés au stade zygote sont équivalents et proches de 50 %.

Le pourcentage d’embryons prélevés au stade zygote est fortement diminué lorsque les
femelles Patl2** et Pat/2”- sont stimulées, signifiant que la stimulation ovarienne altére la capacité
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des ovocytes a maturer et/ou a étre fécondés. Notons cependant que la variabilité inter-individus
est importante, information soulignée par une déviation standard élevée.

En absence de stimulation ovarienne, un retard de développement des embryons au stade
2-cellules était observé exclusivement chez les femelles Pat/27-. Cette caractéristique est
également retrouvée en présence de stimulation ovarienne et reste spécifique des femelles
Patl27-. Ce retard de développement observé est donc lié uniquement a I'absence de PATL2. La
stimulation ovarienne est associée a un arrét du développement embryonnaire préimplantatoire
dés le stade 2-cellules chez les femelles Pat/2*/* et & une aggravation des défauts précédemment
observés chez les femelles Pat/27". Aussi, la production de blastocystes morphologiquement
anormaux par les femelles Pat/2** était exceptionnelle en absence de stimulation ovarienne (2 %)
et devient relativement fréquent lorsque ces souris sont stimulées (25 %). La variation inter-
individus est cependant, ici aussi, élevée. Chez les femelles Pat/2”, la production de blastocytes
avec une morphologie atypique reste tres élevée. Il existe donc une accumulation de défauts ;
ceux liés a I'absence de PATL2 et ceux engendrés par la stimulation ovarienne.

Ensemble, ces résultats confirment les données de la littérature qui indiquent que la
stimulation ovarienne impacte négativement la qualité des ovules des souris Pat/2*/* et Patl2”.
Cette altération de la qualité ovocytaire se traduit par des anomalies de formation du fuseau
méiotique et de l'alignement des chromosomes et par une diminution de la compétence
développementale de ovules. En effet, la capacité des ovules a soutenir le développement d’un
embryon est diminuée des le stade 2-celulles et continue a s’altérer jusqu’au stade blastocyste.
Bien que ceci n'ait pas été étudié ici, il est probable que le profil transcriptomique des blastocystes
obtenus soit perturbé.

L’altération de la qualité ovocytaire et embryonnaire des femelles Pat/2** et Patl2”" était
attendue mais 'intensité des anomalies des femelles Pat/2** est surprenante. En revanche, nous
ne sommes pas surpris de voir que les défauts observés chez les femelles Pat/2”- sont aggravés.

2. Amélioration des protocoles de stimulation

Bien que I'impact négatif de la stimulation ovarienne soit plus difficile a étudier chez les
femmes, ces résultats questionnent sur 'utilisation de la stimulation chez les femmes bénéficiant
d’une aide médicale a la procréation et dont la qualité ovocytaire est déja altérée.

Extrapoler les résultats de qualité ovocytaire et embryonnaire des souris Pat/2”" stimulées, en
disant que la stimulation ovarienne pourrait aggraver la qualité des ovules des patientes mutées,
serait un dangereux raccourci, notamment a cause des différences de phénotype entre les
patientes mutées et les femelles Pat/27-, mais aussi a cause des différences intrinséques aux deux
especes. En effet, la souris est une espéce pluri-ovulante avec un cycle de 4 a 5 jours en moyenne,
la femme est mono-ovulante avec un cycle d’environ 28 jours. Il est tout de méme important de
se questionner quant a I'impact de la stimulation ovarienne chez les femmes dont la qualité
ovocytaire est déja altérée, et chercher des solutions pour maximiser leurs chances de produire
des ovules capables de se développer. C’'est pour cela que les pratiques actuelles vont dans le sens
d’une personnalisation des protocoles de stimulation ovarienne chez les femmes, notamment
chez les femmes souffrantes d’'un syndrome des ovaires polykystiques ou les femmes qui
répondent mal a la stimulation ovarienne (Casarini et al., 2016).
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Un exemple de protocole de stimulation personnalisé utilise des indicateurs de réserve
ovarienne (notamment I’AMH) pour anticiper la réponse des femmes a la stimulation hormonale,
et ainsi adapter le protocole de stimulation. Chez les femmes avec une forte réserve ovarienne et
a risque de faire un syndrome d’hyper-stimulation ovarienne (syndrome de gravité variable, lié a
une réponse excessive aux gonadotrophines et caractérisé par une augmentation de la taille des
ovaires, une vasodilatation et une libération excessive de liquide dans la cavité abdominale), la
dose de FSH administrée est réduite. A I'inverse, une dose de FSH plus élevée est préconisée pour
les femmes avec une réserve ovarienne réduite (La Marca et al., 2010), (Figure 70).

AFC (n) AMH (ng/ml) Ovarian reserve
/
5 4
Main Objective: minimize OHSS risk
20 high Expected
high response GnRH antagonist protocol + minimal FSH stimulation
4
15 %
/
3 Main Objective: maximize success rate
Expected
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Figure 70 : Personnalisation du protocole de stimulation ovarienne en fonction de la réserve
ovarienne chez la femme.

Le protocole de stimulation est adapté en fonction de la réserve ovarienne de la femme,
déterminée a partir du nombre de follicules antraux (AFC : antral follicle count) et du taux
d’hormone anti-mullérienne (AMH). Chez les femmes avec une réserve ovarienne élevée, a
risque de faire un syndrome d’hyper-stimulation, la dose de FSH utilisée est réduite. Les femmes
avec une réserve ovarienne faible risquent de ne pas répondre a la stimulation, et regoivent
une dose de FSH plus élevée. Figure d’apres (La Marca et al., 2010).

Chez la souris, le protocole standard de stimulation ovarienne est rarement adapté, il repose
sur I'administration de PMSG et de HCG et ne prend pas en compte le stade du cycle cestral de la
femelle au moment de la stimulation. En 2016, Ayumi Hasegawa et ses collegues ont publié un
protocole de stimulation ovarienne chez la souris sur 6 jours. Dans ce protocole, deux injections
de progestérone sont réalisées aux jours 1 et 2 et permettent de synchroniser le cycle cestral des
souris. Les souris regoivent ensuite deux injections d’anti-inhibine (jours 3 et 4) suivie d’une
injection de HCG au jour 6. Ce protocole permet d’augmenter le nombre d’ovules ovulés par
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femelle tout en conservant un tres bon taux de fécondation (Hasegawa et al., 2016). Ce protocole
pourrait permettre de réduire le nombre d’animaux utilisés pour les expériences afin de mieux
répondre a la regle des « 3R », fondement d’'une démarche éthique qui vise a Réduire, Remplacer
et Raffiner les expériences utilisant des animaux. Cette adaptation du protocole de stimulation
ovarienne chez la souris serait intéressante a tester sur la lignée Pat/27 afin de comparer la qualité
des ovules Pat/2*/* et Patl2”- obtenus avec le protocole de stimulation standard et avec ce nouveau
protocole.

3. Evolution phénotypique des lignées murines utilisées en recherche biomédicale

3.a. Stimulation ovarienne et nombre d’ovules ovulés

La comparaison du nombre d’ovules ovulés en ovulation naturelle et en ovulation stimulée
n’est pas pertinente puisque la stimulation ovarienne est réalisée dans le but d’augmenter le
nombre d’ovules ovulés au cours d’'un méme cycle. Cependant, certains résultats obtenus a partir
de la lignée Patl/2 sont importants a noter. Dans I'étude publiée en 2018, la stimulation ovarienne
permettait d’obtenir en moyenne 20 ovules par femelle Pat/2** ou Pat/2”-. Dans I’étude réalisée
en absence de stimulation ovarienne, chaque femelle ovulait en moyenne 8,2 (Pat/2*/*) ou 10,2
(Patl2”") ovules par cycle. Enfin, dans I'étude présentée ci-dessus, le nombre moyen d’ovules
ovulés par les femelles Pat/2*/* et Pat/27- stimulées était de 7, soit inférieur au nombre d’ovules
ovulés naturellement. La variation du nombre d’ovules ovulés par les femelles Pat/2*/* et Patl2”
fait partie d’'un ensemble de variations observées dans cette lignée de souris transgéniques.

3.b. La dérive de la lignée de souris transgéniques Patl2

Au cours du temps, la fertilité des femelles Patl2*/* ou Patl2”- a diminué, perturbant la
reproduction naturelle des souris ainsi que la réalisation des expériences. Lors de ces expériences,
j’ai remarqué une augmentation de la proportion des ovules dépourvus de globule polaire, une
diminution du nombre d’ovules ovulés par femelle, et un arrét du développement embryonnaire
préimplantatoire. D’ailleurs, I'obtention de blastocystes est devenue rare, y compris avec les
femelles Pat/2*/*, et I'étude de I'impact de la stimulation ovarienne sur le modéle de souris
Patl2”- n’a pas pu étre terminée. Aussi, il est impossible de dire si les défauts ovocytaires et
embryonnaires observés chez les femelles hormonalement stimulées sont liés a la dérive
phénotypique ou a la stimulation ovarienne. D’ailleurs, certaines anomalies observées dans cette
étude, et notamment chez les femelles Pat/2*/* stimulées, sont probablement liées a la dérive
phénotypique. De plus, les fortes variabilités inter-individus observées ont probablement été
accentuées par cette dérive. De fagon surprenante, les femelles Pat/2*/* semblent avoir été
touchées avant les femelles Pat/2”- mais il se pourrait que les anomalies engendrées par la dérive
de la lignée aient été confondues avec les anomalies liées a I'absence de PATL2.

3.c. La dérive génétique chez les souris de laboratoire

L'impossibilité de reproduire des résultats expérimentaux publiés est une difficulté majeure
dans le domaine de la recherche biomédicale. Multifactoriel, ce manque de reproductibilité peut
étre lié a des différences d’environnement du laboratoire, des modifications, mémes subtiles, des
protocoles expérimentaux, des variations dépendantes des expérimentateurs, ou encore des
changements de lignées cellulaires ou animales.
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Les souris utilisées en laboratoire sont des étres vivants qui évoluent au cours de leur vie, mais
aussi d’'une génération a l'autre, notamment via I'apparition de mutations aléatoires. De ce fait,
deux populations consanguines isolées I'une de I'autre, vont petit a petit accumuler des mutations
entrainant une variabilité dans les deux populations. Ce phénomeéne, appelé dérive génétique, est
responsable, en partie, du manque de reproductibilité des résultats en recherche biomédicale.
D’apreés I'entreprise Charles River, spécialisée dans I'élevage et la vente d’animaux de laboratoire,
toute lignée séparée de la lignée parentale par 20 générations doit étre considérée comme une
sous-lignée, suspectée ou reconnue comme différente de la lignée parentale. Il existe d’ailleurs de
nombreuses sous-lignées C57BL/6. Elles proviennent d’une lignée ancestrale, la lignée C57BL
établie en 1921 puis séparée en 1937, formant les sous-lignées C57BL/10 et C57BL/6. En 1948, la
sous-lignée C57BL/6 a été envoyée au laboratoire Jackson, puis en 1951, elle a été envoyée a
I'institut national de la santé. De cette facon, deux nouvelles sous-lignées sont apparues : les sous-
lignées C57BL/6J et C57BL/6N. Il existe aujourd’hui plusieurs milliers de sous-lignées C57BL/6 et
leur nombre est en perpétuel augmentation, notamment du fait de leur utilisation dans la
génération de lignées murines transgéniques (Mekada & Yoshiki, 2021).
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Figure 71 : L'arbre généalogique des souris de laboratoire C57BL/6.
Représentation des principales sous-lignées de souris C57BL/6J et C57BL/6N. Figure d’apreés

(Mekada & Yoshiki, 2021).

Bien que les variations génétiques apparaissant au fur et a mesure des générations passent
souvent inapercues, deux sous-lignées peuvent avoir des différences de phénotypes qui impactent
la reproductivité des résultats, voir conduisent a la publication de conclusions erronées. Dans une
étude publiée en 2009 et réalisée a partir d’'une lignée murine transgénique Siae” sur fond
génétique C57BL/6 mal caractérisé, les auteurs pensaient que le géne Siage (Sialic acid Acetyl
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Esterase) participait au développement des lymphocytes B (Cariappa et al., 2009). Or, apres avoir
été croisée avec une souris de fond génétique C57BL/6J, la lignée Siae”" a perdu son phénotype.
En réalité, le phénotype initialement observé était engendré par un variant du gene Dock2,
présent dans une sous-lignée C57BL/6N, issue des laboratoires Harlan, et nommée C57BL/6NHsd
(Mahajan et al., 2016). Cet exemple souligne a quel point le fond génétique des lignées murines
est important. Dailleurs, de nombreuses différences phénotypiques ont été rapportées entre les
différentes sous-lignées C57BL/6, et notamment dans les comportements addictifs (Warden et al.,
2020), les régulations métaboliques (Nemoto, Kubota, & Ohno, 2022) et le fonctionnement du
systeme immunitaire (J. Y. Choi et al., 2017). Les différences phénotypiques des sous-lignées
C57BL/6 ont fait I'objet d’'une revue publiée en 2021 (Mekada & Yoshiki, 2021).

3.d. Que faire face a la dérive génétique des souris de laboratoire ?

La dérive génétique est un phénomeéne naturel impossible a arréter. Différentes actions
peuvent cependant étre mises en place pour limiter ses effets. Cela inclus une grande rigueur dans
la gestion de la colonie, en particulier si cette derniere est transgénique, ainsi qu’un
rafraichissement régulier des lignées (toutes les 5 a 10 générations). Ce rafraichissement est
réalisé par « back-cross », c’est-a-dire en croisant une souris issue de la lignée a rafraichir avec un
individu extérieur a la colonie, avec un fond génétique parfaitement caractérisé et correspondant
au fond génétique initial de la lignée a rafraichir. De plus, la cryopréservation de spermatozoides
ou d’embryons lorsque la colonie est saine est primordial. Cela permet de régénérer une colonie
touchée par une dérive génétique mais aussi d’éviter la perte d’une lignée, par exemple suite a un
contexte sanitaire difficile ou une erreur humaine. Cette technique présente aussi I'avantage de
conserver une lignée provisoirement non utilisée et de Réduire le nombre d’individus utilisées,
respectant ainsi la régle d’éthique des « 3R ».

Il est probable que I'altération du phénotype reproducteur de lignée Patl2 soit liée a une dérive
génétique, qui pourrait étre induite par la sélection d’alléles spécifiques (la lignée est créée sur un
fond génétique non pur), ou bien par I'apparition de nouvelles mutations génétiques. Faute de
cryopréservation de la lignée, la réalisation de back-cross successifs est le seul recours permettant
de poursuivre I'étude des souris Pat/2”". Sachant que la durée de gestation est d’environ 3
semaines et que la maturité sexuelle est atteinte a 6 semaines chez les femelles et 8 semaines
chez les males (prenons une moyenne de 7 semaines), chaque back-cross nécessite en moyenne
10 semaines. Malheureusement, les back-cross de la lignée Pat/2”" entrepris pour tenter de
restaurer le phénotype initial n’ont pas pu étre réalisés dans le temps imparti par la fin de la these.
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3¢éme partie : Mise en place d'une stratégie visant a
évaluer I'importance de PATL2 aprés la GVBD

|. Contexte

PATL2 est une protéine ovocytaire dont I'importance dans la croissance ovocytaire a déja été
démontrée. xPAT1A, son orthologue chez le xénope, est exprimé dans les ovocytes GV et disparait
lors de la GVBD. Dans la premiére partie de mon travail de thése réalisée sur le modéele murin, j’ai
confirmé I'expression de PATL2 dans les ovocytes GV et j’ai observé que, contrairement a xPAT1A,
PATL2 persiste dans les zygotes et ne disparait qu’a partir du stade 2-cellules. J'ai également
montré que I'absence de PATL2 induit la formation d’ovules parfois anormaux, présentant des
défauts du fuseau méiotique et de I'alignement des chromosomes sur le fuseau. Ces anomalies ne
concernent qu’une partie des ovules produits et la majorité des ovules ovulés par les femelles
Patl2”- peuvent étre fécondés et initier la formation d’un embryon. Pourtant, 70 % de ces
embryons n’atteignent pas le stade blastocyste, et parmi les 30 % de blastocystes formés, 85 %
sont morphologiquement anormaux. Une modification de I'expression de génes importants pour
le développement embryonnaire a également été mise en évidence dans les blastocystes de
morphologie atypique.

A partir de ces résultats, il est possible d’émettre I’hypothése que la fonction de PATL2 a évolué
chez la souris (et plus généralement chez les Mammiféeres) et que PATL2 reste importante apres
la GVBD, dans le maintien de transcrits nécessaire au développement précoce de I'ovocyte. Afin
de valider ou d’infirmer cette hypothése, j'ai évalué deux stratégies expérimentales.

La premiere propose de supprimer PATL2 dans les ovocytes au stade GV, de les faire maturer
in vitro, puis de les féconder afin de suivre le développement des embryons. Une partie des ovules
MIl obtenus apres maturation in vitro pourra étre utilisée pour observer le fuseau méiotique en
immunofluorescence. De plus, la qualité des blastocystes obtenus pourra étre évaluée sur des
critéres morphologiques et par I'étude de I'expression des genes Scdl, Epasl, Birc5, Gpx1 et
Pou5f1. La suppression de PATL2 sera réalisée par injection de morpholinos permettant d’inhiber
sa traduction, la diminution de PATL2 sera vérifiée par immunofluorescence en utilisant la lignée
de souris PATL2-HA.

La seconde stratégie propose d’injecter ’ARNm de PATL2 dans des ovules Pat/27- au cours
d’une ICSI puis a suivre le développement des embryons. La qualité des blastocystes obtenus sera
évaluée avec la méthode décrite précédemment.
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Il. Stratégie n°1 : suppression de PATL2 dans les ovocytes GV

1. Utilisation du milieu M16 pour faire maturer les ovocytes in vitro

La mise en place de cette stratégie nécessite plusieurs mises au point préalables, la premiere
étant la mise au point de la maturation in vitro. Afin de maximiser le nombre d’ovocytes maturant
jusqu’au stade M|, trois milieux de maturation ont été testés : le KSOM, le CZB et le M16.

Par rapport aux milieux CZB et M16, le taux de maturation des ovocytes est significativement
diminué dans le milieu KSOM. Les milieux CZB et M16 montrent des résultats équivalents en
termes de maturation ovocytaire (43,8 et 45,0 % respectivement) (Figure 72). Pour des raisons
pratiques internes au laboratoire, la maturation ovocytaire in vitro a été réalisée dans le milieu
M16.
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Figure 72 : Optimisation de la maturation ovocytaire in vitro : choix du milieu de culture.

Les ovocytes au stade GV sont préparés et séparés de leurs cellules folliculaires dans du milieu
M2 supplémenté avec de la cilostamide 1 uM. Les ovocytes sont ensuite soigneusement lavés
dans le milieu de maturation (KSOM, CZB ou M16) dépourvu de cilostamide, puis incubés
pendant 16 ha 37 °C + 5 % CO2. Pour chaque milieu de maturation testé, le taux de maturation
est déterminé par la présence du premier globule polaire.

2. Linjection de morpholinos dans les ovocytes ne permet pas de supprimer PATL2

Les morpholinos sont des oligonucléotides synthétiques, habituellement d’'une longueur de 25
bases azotées, et utilisés pour inhiber I'expression d’un gene. En se fixant sur I’ARN cible par
complémentarité de séquence, les morpholinos forment un encombrement stérique qui bloque
la fixation de protéines régulatrices. lls agissent donc en bloquant I'épissage du pré-ARN ou en
inhibant la traduction.
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Figure 73 : Comparaison de la structure de I'ADN et des morpholinos.

Les morpholinos sont des oligonucléotides capables de se fixer sur les molécules d’ARNm par
complémentarité de séquence et en formant un encombrement stérique qui empéche la
production de la protéine. Leur structure différe de celle de I’ADN (ici représenté simple brin)
car ils sont formés d’un cycle morpholine a la place du désoxyribose. Les cycles morpholines
des morpholinos sont reliés entre eux par des groupements phosphorodiamidates, présents a
la place des groupements phosphates retrouvés sur I’ADN. Contrairement a I’ADN qui est chargé
négativement, les morpholinos sont électriquement neutres. Figure modifiée a partir de
(Moulton, 2017).

Avant de poursuivre I'expérimentation consistant a comparer le taux de maturation in vitro
des ovocytes traités avec les morpholinos-controle et les morpholinos-Patl2, j'ai vérifié la
suppression de PATL2 dans les ovocytes injectés avec les morpholinos-Patl2.

Dans les ovocytes injectés avec les morpholinos et ARNm mCherry, le signal fluorescent
correspondant a la production de mCherry permet de vérifier que les ovocytes analysés ont bien
été injectés. Malgré une légere diminution du signal PATL2-HA dans les ovocytes injectés avec les
morpholinos-PATL2, I'intensité de fluorescence reste élevée, signifiant que la protéine PATL2-HA
reste abondante (Figure 74.A.B). Dans ovocytes GV non injectés et non bloqués, la répartition du
signal PATL2-HA est homogéne et I'espace périvitellin est réduit. Cependant, aprés 24 h de
blocage, la répartition du signal PATL2-HA devient hétérogene et I'espace périvitellin est
augmenté (Figure 74.C). En plus de rendre les mesures d’intensité de fluorescence imprécises, ces
modifications morphologiques sont le signe d’une souffrance ovocytaire importante.
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Figure 74 : Evaluation de l'efficacité des morpholinos par quantification de PATL2-HA
en immunofluorescence.

Des ovocytes PATL2-HA au stade GV sont co-injectés avec de I’ARNm mCherry 20 ng/ulL et des
morpholinos 1 mM (morpholinos-Patl2 ou morpholinos-controle) puis bloqués pendant 24 h
dans du milieu M16 supplémenté avec 1 uM de cilostamide. Une immunofluorescence est
ensuite réalisée, PATL2-HA est marquée avec un anticorps anti-HA (vert), ’ADN est marqué avec
du Hoechst 33342 (bleu). « Mo » = morpholinos. « Ctrl » = contrdle.

A : Quantification de l'intensité de fluorescence PATL2-HA (ordonnée) et mCherry (abscisse)
dans des ovocytes non injectés (bleu), injectés avec les morpholinos-PATL2 + ARNm mCherry
(orange) ou injectés avec les morpholinos-controle + ARNm mCherry (gris).

B : Comparaison de l'intensité de fluorescence PATL2-HA dans des ovocytes non injectés,
injectés avec les morpholinos-PATL2 ou injectés avec les morpholinos-contréle.

C : Observation de la répartition du signal PATL2-HA et de la morphologie des ovocytes analysés.
Remarque : les intensités de fluorescence sont mesurées dans les zones ol la répartition du
signal est homogene.
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Du fait de la persistance de PATL2 malgré I'utilisation des morpholinos et de la souffrance
ovocytaire engendrée par les contraintes techniques, la premiére stratégie envisagée semble trop
complexe a mettre en place. Afin de pallier les probléemes rencontrés, une seconde stratégie a été
adoptée.

III. Stratégie n°2 : Rétablissement de PATL2 dans des ovules Pat/2”"

L’objectif de cette seconde stratégie repose sur le rétablissement de la production de la
protéine PATL2 dans les ovules Pat/2”-, par I'injection d’ARNm codant pour PATL2. Du fait des
difficultés rencontrées dans la réalisation de microinjection d’ovocytes au stade GV, l'injection
d’ARNm Pat/2 a été réalisée dans des ovules MIl au cours d’une ICSI. L'injection simultanée
d’ARNm codant pour mCherry permet de vérifier I'efficacité de I'injection. Aprés avoir vérifié
I'innocuité de mCherry sur le développement embryonnaire, ce dernier a été comparé dans les
deux conditions étudiées : 1: ovule MIl Pat/2”- fécondé et injecté avec 'ARNm Pat/2 + ARNm
mCherry. 2 : ovule MIl Patl2”- fécondé et injecté avec TARNm mCherry seul.

1. LU'ARNm mcCherry synthétisé in vitro et injecté dans des ovules, permet la
production d’une protéine fluorescence non toxique pour le développement
embryonnaire

L'observation de fluorescence dans le spectre correspondant a mCherry dans les embryons
injectés avec 20 ng/uL d’ARNm codant pour mCherry permet de vérifier que '’ARNm est bien
traduit en protéines fonctionnelles (Figure 75). De plus, des blastocystes sont obtenus dans les
mémes proportions que le groupe contréle, signifiant que mCherry ne perturbe pas le
développement embryonnaire et peut étre utilisé comme marqueur d’injection.

Figure 75 : Vérification de l'innocuité de mCherry sur le développement embryonnaire
préimplantatoire.

Des ovules sont fécondés par ICSI au cours de laquelle ’ARNm mCherry est injecté a 20 ng/uL.
Le développement des embryons et leur fluorescence sont suivis jusqu’au stade blastocyste. Un
groupe contrdle, composé d’ovule fécondés par ICSI et n"ayant pas recu d’ARNm, est réalisé.
Excitation maximale = 587 nm. Emission maximale = 610 nm.
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2. L’ARNm Patl2 synthétisé in vitro et inséré dans des cellules HEK-293T ne permet
pas la production d’une protéine détectable en Western Blot

L'électrophorese sur gel d’agarose permet de visualiser des bandes uniques et non étendues
pour les ARNm mCherry et Patl2 (Figure 76.A). Le Western Blot sur extraits protéiques de cellules
HEK-293T transfectées avec le plasmide codant pour PATL2 montre une bande intense a environ
60 kDa, absente dans |’échantillon protéique de cellules HEK-293T non transfectées (Figure 76.B).
Cette bande a 60 kDa n’est pas retrouvée lorsque les cellules HEK-293T sont transfectées avec de
I’ARNm Pat/2 (Figure 76.C).
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Figure 76 : Analyse de ’ARNm Patl2 sur gel d’agarose et par Western Blot sur extraits protéiques de
cellules HEK-293T transfectées.

A : dépots des ARNm mCherry et Patl/2 (500 ng) sur un gel d’agarose 1,5 %. Le marqueur de taille
associé est un marqueur ADN (Promega G210A). « Pb » = paires de bases. Taille mCherry
attendue = 900 nucléotides. Taille Pat/2 attendue = 1600 nucléotides.

B : Western Blot sur extrait protéique de cellules HEK-293T transfectées avec le plasmide Pat/2.
PATL2-DDK est détectée avec I’anticorps anti-DDK origéne TA50011-1 dilué au 1/1000¢.

C : Western Blot sur extrait protéique de cellules HEK-293T transfectées avec deux échantillons
d’ARNmM Patl/2. L’ARNm Pat/2 (1) est produit avec le kit Biolabs, ’ARNm Patl/2 (2) est produit
avec les kits Cellscript. PATL2-DDK est détectée avec |'anticorps anti-DDK origene TA50011-1
dilué au 1/1000¢.

Masse moléculaire PATL2-DDK attendu = 59,7 kDa. NT = extrait protéique de cellules HEK-293T
non transfectées.
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3. L'ARNm Patl2 synthétisé in vitro et injecté dans des ovules ne permet pas la
production de protéine détectable en immunofluorescence

Les embryons obtenus apres l'injection du plasmide Pat/2 + plasmide mCherry présentent une
intensité de fluorescence équivalente aux embryons ayant recu uniquement le plamside mCherry,
utilisés comme contréle. En revanche, lorsque les embryons ont regu de I’ARNm Pat/2 + ARNm
mCherry, le signal fluorescent correspondant a PATL2-DDK est légérement augmenté (Figure 77.B).
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Figure 77 : Production de protéines PATL2 a partir d’acides nucléiques injectés au cours d’une ICSI.
Des ovules sont fécondés par ICSI au cours de laquelle des acides nucléiques sont injectés.
Plusieurs conditions sont testées : injection ARN Pat/2 50 ng/ul + ARN mCherry 20 ng/ul +/-,
injection plasmide Patl2 50 ng/ul + plasmide mCherry 50 ng/ul, injection plasmide mCherry
50 ng/ul seul. La production de protéines PATL2 est détectée par immunofluorescence au stade
2-cellules, avec un anticorps anti-DDK (Sigma-Aldrich, F3165) dilué au 1/500¢°.

V. Discussions

L’objectif de cette deuxieme partie de thése était d’évaluer I'importance de PATL2 apreés la
GVBD. Pour cela, deux stratégies ont été mises en place. La premiére stratégie visait a supprimer
PATL2 dans les ovocytes au stade GV par l'injection de morpholinos, puis étudier la capacité des
ovocytes a maturer in vitro, a étre fécondés et a former des embryons. La seconde stratégie
consistait a injecter de ’ARNm codant pour la protéine PATL2 dans les ovules MIl Pat/27- au cours
d’une ICSI, puis a étudier la compétence développementale des embryons ainsi formés.
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1. Difficultés rencontrées dans la suppression transitoire de PATL2 dans les
ovocytes GV

Afin de mettre en place la premiére stratégie, j'ai cherché a optimiser le protocole de
maturation ovocytaire in vitro. Pour cela, plusieurs milieux de maturation ont été testés et les
meilleurs taux de maturation étaient obtenus avec les milieux CZB et M16. Dans la littérature, les
taux de maturation in vitro chez la souris varient fortement d’un article a l'autre puisque le
pourcentage de Mll obtenus est compris entre 25 et 100 % (Kim et al., 2011; H. S. Lee et al., 2010;
Rostami et al., 2021). Nos résultats (environ 45 % de maturation) sont donc dans la moyenne. Au
cours de ces expériences, aucune sélection des ovocytes GV utilisés n’avait été réalisée. Notons
que les taux de maturation auraient pu étre améliorés en ne sélectionnant que les ovocytes GV
SN, mais cela nécessite de marquer I’ADN, par exemple avec du Hoechst (Borsuk & Kubiak, 2018).

Il existe différentes méthodes permettant de réduire la quantité d’une protéine ciblée ; la
technologie de I'interférence a I’ARN et l'utilisation des morpholinos sont les deux méthodes les
plus souvent utilisées. L'interférence a I’ARN est un mécanisme naturellement utilisé par les
cellules pour réguler I'expression des genes, mais se défendre contre les pathogenes. Ce
mécanisme utilise des petits ARNs interférents (small interferent RNA ou siRNA), doubles brins,
non-codants, d’une vingtaine de nucléotides. Alors qu’un des deux brins, dit passager, est dégradé,
I'autre brin, dit guide, est incorporé au complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complexes). La
reconnaissance d’un ARN cible par le complexe RISC, et par complémentarité de séquence avec le
brin guide, induit la dégradation de I’ARN ciblé. Les morpholinos sont des oligonucléotides
synthétiques, qui, en se fixant sur I’ARN ciblé par complémentarité de séquence, empéchent la
fixation de protéines régulatrices, inhibant ainsi I'épissage du pré-ARNm ou la traduction de
'ARNm.

Le point clé a prendre en compte dans I'utilisation de ce type de technologie est I'effet « hors-
cible », connu sous le nom « off-target », qui correspond a I'observation d’un effet qui n’est pas
engendré par l'inhibition de I'expression du gene ciblé. L'effet « hors-cible » peut étre occasionné
par l'interaction de I'agent inséré (par exemple le siRNA ou le morpholino) avec une cible non
spécifique, par exemple une autre séquence d’ARN ou bien une protéine (Summerton, 2007).
L’effet « hors-cible » est un inconvénient majeur des siRNA qui ont tendance a activer la protéine
kinase PKR (dsRNA-dependent protein kinase) et les récepteurs TLR3, TLR7 et TLR8 (Toll-Like
Receptor). La PKR et les TLR reconnaissent les acides nucléiques viraux ce qui induit I'activation
des voies de signalisation a I'origine de la production d’interférons. L’activation de ces voies de
signalisation par les siRNA est donc susceptible d’induire un effet « hors-cible » important et
potentiellement mortel pour les cellules (Robbins, Judge, & Maclachlan, 2009; Sledz, Holko, de
Veer, Silverman, & Williams, 2003).

Dans cette étude, j'ai choisi de supprimer PATL2 avec des morpholinos car la stabilité de ces
molécules leur confere une meilleure résistance aux nucléases que les siRNA, leur durée d’action
est ainsi augmentée. De plus, I'absence de charge des morpholinos réduit leur capacité
d’interaction avec les protéines (de nombreuses interactions entre des protéines et des acides
nucléiques se font pas l'intermédiaire d’interactions électrostatiques), ce qui diminue I'effet
« hors-cible » (Moulton, 2017).
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L'injection de morpholinos dans les ovocytes GV a été réalisée dans le but d’inhiber la
traduction de Patl2. Aprés 24 h de blocage, temps nécessaire a I'action des morpholinos, j'ai
observé que les ovocytes marqués en immunofluorescence avaient une répartition du signal
hétérogene et une augmentation de I'espace périvitellin. Ces modifications morphologiques sont
signe de souffrance ovocytaire et risquent de réduire considérablement la capacité des ovocytes
a maturer in vitro. Puisque ces signes de souffrance sont également observés dans les ovocytes
non injectés et bloqués pendant 24 h, ils sont probablement liés au temps de blocage. L'impact de
I'injection seule sur la souffrance ovocytaire n’a pas été évalué. Il faudrait, pour cela, injecter des
ovocytes et réaliser le méme type d'immunofluorescence, en absence de blocage.

La quantification de PATL2-HA a été réalisée en mesurant I'intensité du signal correspondant.
L’hétérogénéité du signal rend les mesures imprécises, elles sont donc réalisées dans des zones
ou le signal est homogene. Malgré une légere diminution du signal PATL2-HA dans les ovocytes
injectés avec les morpholinos-Patl2, la quantité de protéines PATL2 reste élevée. De plus,
I'intensité du signal PATL2-HA n’est pas davantage diminuée lorsque I'intensité du signal mCherry
est augmenté (Figure 74.A). Cela suggere que l'augmentation de la quantité de morpholinos
injectée ne permet pas d’optimiser la suppression de PATL2.

L'injection de morpholinos dans les ovocytes au stade GV n’a pas permis de supprimer PATL2
de maniere efficace. Cette observation pourrait s’expliquer par une stabilité importante de la
protéine PATL2. En effet, les morpholinos inhibent la production des protéines en agissant au
niveau de I’ARN, mais n’ont pas d’'impact sur les protéines déja produites. Si cette hypothése est
vraie, l'injection de siRNA n’aurait pas permis de supprimer PATL2. Une alternative serait donc la
méthode du Trim-Away qui permet d’induire la dégradation d’une protéine ciblée par un
anticorps, par le systéme ubiquitine-protéasome (Clift et al., 2017).

Dans le cas ol nous aurions réussi a supprimer PATL2 dans les ovocytes au stade GV, la suite
de I'étude consistait a faire de la maturation ovocytaire in vitro puis de la fécondation in vitro. Des
tests de fécondation in vitro, réalisés a partir d’ovocytes GV injectés avec de I’ARNm mCherry,
blogqués pendant 20 h puis maturés in vitro, n"ont pas permis d’obtenir d’embryon. Une
accumulation des spermatozoides au niveau de la zone pellucide avait été observée, suggérant
gue le vieillissement des ovules au cours de I'expérience rendait la zone pellucide impénétrable
pour les spermatozoides, nécessitant une adaptation du protocole. De ce fait, 'obtention des
embryons aurait di étre réalisée par parthénogenése ou par fécondation en ICSI.

2. Difficultés a exprimer une protéine a partir dARNm ou d’ADN plasmidique
injecté dans les ovules

2.a. L’ARNm mCherry injecté est produit en protéine

La seconde stratégie mise en place consistait a restaurer la production de PATL2 dans les
ovules Pat/2” en y injectant de I’ARNm au cours d’une ICSI. L’injection, dans les ovules, d’ARNm
mCherry synthétisé in vitro, permet la production d’une protéine fluorescente, signifiant que
’ARNm est efficacement traduit en protéine. De plus, les ovules injectés se développement
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jusqu’au stade blastocyste dans les mémes proportions que les ovules n’ayant pas recu d’ARNm,
prouvant ainsi I'innocuité de mCherry a la concentration utilisée (20 ng/ul).

2.b. Validation des outils moléculaires permettant de suivre 'expression de PATL2

L’efficacité de 'ARNm Pat/2 est plus difficile a étudier car la protéine produite n’est pas
fluorescente. Afin de vérifier I'intégrité de ’ARNm, 500 ng sont tout d’abord déposés sur un gel
d’agarose (Figure 76.A). La présence d’une bande unique et non étendue est encourageante car
elle suggére que 'ARNm n’est pas dégradé. Faute de marqueur de taille moléculaire pour ARN, la
taille de ’'ARNm Pat/2 peut seulement étre comparée avec celle de mCherry que nous savons
efficace. Sachant que I’ARNm mCherry contient environ 900 nucléotides, la position de la bande
Patl2 par rapport a la bande mCherry est compatible avec la taille attendue de Pat/2 (1600
nucléotides).

La production de protéine PATL2-DDK a partir d’ADN et d’ARNm est ensuite comparée par
Western Blot, a partir d’extraits protéiques de cellules HEK-293T ayant été transfectées avec I’ADN
Patl2 (Figure 76.B) ou avec ’ARNm Pat/2 (deux lots d’ARNm produits avec deux kits différents)
(Figure 76.C) et avec un anticorps anti-DDK. Lorsque les cellules HEK-293T sont transfectées avec
I’ADN Patl2, le Western Blot révele une bande intense a environ 60 kDa. Cette bande étant absente
dans l'extrait protéique de cellules HEK-293T non transfectées et compatible avec la taille
attendue de PATL2 (59.7 kDa), cela suggere que la production de protéine a partir d’ADN est
efficace. En revanche, la bande a 60 kDa n’est pas retrouvée lorsque les cellules HEK-293T sont
transfectées avec I’ARNm Patl/2 suggérant que la protéine PATL2 n’est pas produite. Les bandes
de faibles intensités, observées vers 35 kDa, correspondent probablement a une fixation non
spécifique des anticorps.

La production de protéines PATL2 a partir du plasmide suggere que I’ADN plasmidique peut
étre transcrit puis traduit par les cellules HEK-293T. En revanche, la production de protéines a
partir d’ARNm semble inefficace, malgré la synthése d’ARNm avec deux kits différents. Sachant
que la queue poly(A) est un élément essentiel a la traduction des ARNm en protéines, il serait
intéressant de vérifier I'efficacité de I'ajout de la queue poly(A) en déposant les ARN sur un gel
d’agarose avant et aprés I'étape de polyadénylation. Environ 150 résidus de type adénosine sont
supposés étre ajoutés. De plus, une méthode permettant de vérifier la qualité de la coiffe et de la
queue poly(A) a été publiée en 2020 (Moya-Ramirez, Bouton, Kontoravdi, & Polizzi, 2020). Cette
méthode permet d’attraper les ARNm polyadénylés avec des billes magnétiques composées de
plusieurs désoxythymidines et sur lesquelles se fixe la queue poly(A) des ARNm testés. Aussi, la
coiffe des ARNm est reconnue par une protéine chimére composée de EIF4E (protéine qui se
reconnait la coiffe des ARNm lors de I'initiation de la traduction) et d’un élément rapporteur, la B-
lactamase. L’hydrolyse du nitrocefin par la B-lactamase forme un composé coloré pouvant étre
détecté par une mesure d’absorbance a 492 nm. Le niveau d’absorbance est alors proportionnel
a la quantité d’ARNm correctement coiffés et correctement polyadénylés (Figure 78).
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Figure 78 : Méthode permettant la détection des ARNm correctement coiffés et correctement
polyadénylés.

Les ARNm correctement polyadénylés sont captés par des billes magnétiques composées de
plusieurs désoxythymidines. La coiffe de ces ARNm est détectée par une protéine chimere
composée de EIFAE et de B-lactamase. Ainsi, la fixation de EIF4E sur les ARNm correctement
coiffés peut étre détectée par l'ajout du substrat de la B-lactamase et la formation d’un
composé coloré. Figure d’aprées (Moya-Ramirez et al., 2020).

2.c. Expression de PATL2 hétérologue dans les ovules

La production de protéines PATL2 a partir de I’ADN et de 'ARNm a également été étudiée par
injection des acides nucléiques dans des ovules suivie d’une immunofluorescence. Sachant que la
transcription est inactive dans les ovules Mll et jusqu’a I'EGA, les embryons injectés avec de ’ADN
sont fixés au stade 2-cellules tardif (environ 30 h aprés I'ICSI) ou au stade blastocyste.

La détection de I'expression de PATL2 se fait en immunofluorescence, avec un anticorps anti-
tag (DDK). Nous avons testé deux anticorps anti-tag (DDK), un anticorps de chez Origéne et un
anticorps de chez Sigma-Aldrich, mais les marquages obtenus sont non spécifiques puisque les
embryons ayant recu uniquement ’ADN mCherry, et ayant été marqués avec un anticorps anti-
DDK, fluorescent de facon relativement importante. Malheureusement nous n’avons pas trouvé
un anticorps spécifique ne donnant pas de marquage sur les ovocytes non injectés.

Les embryons ayant recu ’ADN Pat/2, et étudiés au stade 2-cellules, fluorescent de maniére
semblable au contréle, suggérant que la protéine PATL2 n’est pas produite, ou que le signal est
marqué dans le signal non spécifique. Il se pourrait aussi que ces embryons aient été fixés de
maniére trop précoce par rapport a la reprise de la transcription. Dans les embryons injectés avec
de I’ADN et fixés au stade blastocyste, les signaux correspondant a PATL2-DDK mais également a
mCherry sont tres faibles, résultat probablement lié a une dilution du signal au cours des mitoses.

En revanche, I'intensité de fluorescence correspondant au signal PATL2-DDK est légérement
augmentée lorsque les embryons ont recu de ’ARNm Pat/2. |l se pourrait qu’une petite quantité
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de protéine PATL2 ait été produite, mais ce résultat nécessite d’étre confirmé, d’autant plus que
ces ARNm ne donnent pas de protéines dans les cellules HEK-293T.

Ensemble, les résultats décevants obtenus lors de la mise en place de la stratégie n°2
démontrent I'importance de vérifier la spécificité des anticorps utilisés et I'efficacité de production
d’une protéine a partir d’ADN ou d’ARNm. Les expériences sur cellules HEK-293T transfectées
soutiennent que ces cellules sont capables de produire la protéine PATL2 a partir de I’ADN, mais
pas a partir d’ARNm. Bien que plus encourageantes, les expériences sur les embryons injectés ne
permettent pas de certifier que les ADN et ARNm Patl2 permettent de produire la protéine.
Plusieurs mises au point pourraient étre réalisée afin d’améliorer la production de protéine PATL2.

Tout d’abord, la production de 'ARNm pourrait étre optimisée de facon a améliorer sa
traduction. Pour cela, il est possible de moduler I'étape de transcription in vitro ou I'étape de
polyadénylation. Il est notamment possible d’allonger la queue poly(A) en augmentant le temps
de réaction ou la quantité d’enzyme poly(A) polymérase. Les thérapies basées sur I'utilisation des
ARN sont en pleine expansion, ces résultats montrent a quels points la synthése d’ARN est une
étape cruciale.

Par la suite, il est nécessaire d’optimiser la production de la protéine, ainsi que sa détection.
Les concentrations d’ADN et d’ARNm injectés dans les ovules pourraient étre augmentées, et
I'immunofluorescence réalisée au stade 4-cellules. Par rapport aux embryons fixés au stade 2-
cellules, les embryons fixés au stade 4-cellules auraient plus de temps pour produire la protéine.
Ceci est d’autant plus important pour les embryons injectés avec de ’ADN puisque I’ADN ne sera
transcrit qu’a partir de 'EGA. De plus, I'utilisation des embryons au stade 4-cellules permettrait
d’éviter les problémes de diminution du signal au cours du temps, rencontrés au stade blastocyste.

V. Conclusion des travaux de la 3°™ partie

Si les stratégies proposées semblaient plutét faciles, leur mise en ceuvre nécessite de
nombreux controles. J’ai rencontré plusieurs difficultés, tant biologiques que méthodologiques,
qui ne m’ont pas permis d’aller au bout de ces expériences. Ces difficultés sont ici livrées, afin de
permettre aux lecteurs intéressés par ces techniques, de prendre connaissance des défis a
surmonter lors de ce type d’expériences.
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Dans cette étude, nous avons montré que PATL2 est une protéine ovocytaire indispensable a
la maturation ovocytaire et a au développement embryonnaire préimplantatoire chez la souris.
Son absence chez la souris est responsable d’anomalies de maturation ovocytaire, de retard de
développement embryonnaire au stade 2-cellules et induit la formation de blastocystes
morphologiquement anormaux dont I'expression de génes importants pour le développement
embryonnaire est altérée. Nous avons également montré que PATL2 persiste jusqu’au stade
zygote chez la souris, et disparait dans les embryons au stade 2-cellules, c’est-a-dire lors de I'EGA
majeure.

|. Comparaison du profil d’expression de Patl2 chez les Vertébrés

Afin de mieux comprendre ce qui régule la disparition de PATL2, jai étudié le profil
d’expression de PATL2 chez deux especes de Vertébrés trés éloignées au niveau phylogénétique :
le lapin et le xénope.

Dans les embryons de lapin, espéce dont I'EGA est tardive (entre 4 et 8-cellues), I'expression
de Patl2 (ARNm) est maximale au stade 4-cellules et s’éteint au stade 32-cellules. De facon
intéressante, I'expression de xPAT1A (P100) (protéines) chez le xénope suit un profil différent
puisque la protéine est abondante dans les ovocytes, disparait lors de la GVBD et reste absente
dans les embryons (Y. Nakamura et al., 2010) (Figure 79).
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Figure 79 : Différences du profil d'expression de PATL2/P100 chez le lapin et chez le xénope.

A : quantification des transcrits Patl/2, Ybx2, Cpebl et Ddx6 dans les embryons de lapin, entre
les stades 2-cellules et blastocystes. Les transcrits Pat/2 sont trés abondants au stade 4-cellules
et disparaissent au stade 32-cellules. Données de RNAseq non publiées, produites par
Véronique Duranthon, grace a un financement du Labex Revive (ANR-10-LABX-73).

B : abondance des protéines P100 dans les ovocytes et embryons de xénope, étudiée par
Western Blot. L’orthologue de PATL2, abondante dans les ovocytes immatures, disparait lors de
la GVBD. Figure d’apres (Y. Nakamura et al., 2010).

Ces résultats indiquent que, chez les Mammiferes, PATL2 est protégée des vagues de
dégradation des ARNm et des protéines survenant lors de la GVBD et de la fécondation, suggérant
une fonction plus tardive de la protéine. Chez les espéces dont I'EGA est plus tardive, il est
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nécessaire de conserver les transcrits maternels pendant plus longtemps. Il se pourrait que PATL2
participe a la stabilisation de ces transcrits maternels, les protégeant ainsi des différentes vagues
de dégradation.

[I. Caractérisation de la fonction de PATL2 chez les Vertébrés

Chez le xénope, xPAT1A forme un complexe avec CPEB1, Xp54 (DDX6) et xRAP55 (LSM14) et
participe a réguler la traduction de la Cycline B1 et de C-MOS, protéines clés de la maturation
ovocytaire, dont la traduction dépend de CPEB1 (Han et al., 2017; Y. Nakamura et al., 2010). Chez
la souris, des expériences d'immunofluorescence ont montré que PATL2 ne colocalise pas avec
CPEB1 ni avec DDX6 et que les transcrits Cpebl1, Ddx6 et c-Mos ne sont pas dérégulés dans les
ovocytes GV et Ml déficients en PATL2 (M. Christou-Kent et al., 2018). Ces résultats, associés aux
différences temporelles d’expression de PATL2/xPAT1A chez la souris et le xénope, suggerent que
la fonction de PATL2 a évolué chez les Mammiféres, classe dans laquelle PATL2 resterait
importante aprés la fécondation, et fonctionnerait de maniére indépendante, ou partiellement
indépendante, de CPEBI1.

Dans un article publié en 2021, une équipe de chercheurs a reproduit, chez la souris, une des
mutations PATL2 identifiées chez la femme, la mutation p.Tyr217Asn (Cao et al., 2021). Pour cela,
ils ont injecté de ’ARNm codant pour la protéine modifiée, dans des ovocytes de souris. Aprés
avoir montré que l'injection de cet ARNm modifié dans les ovocytes GV altére leur capacité a
maturer in vitro, les auteurs ont affirmé que la mutation inhibe la dégradation de PATL2, induisant
une accumulation de la protéine. De maniére surprenante, I'injection d’ARNm Pat/2 non muté en
concentration élevée (1000 ng/ul) ne perturbe pas la maturation des ovocytes, mais ce point n’est
pas discuté par les auteurs. Ces derniers ont également déclaré que PATL2 inhibe la traduction de
C-MOS, une protéine impliquée dans I'activation de la voie de signalisation des MAP kinases.
D’ailleurs, les effets de la mutation de PATL2 pourraient étre partiellement contrebalancés par
I'ajout d’un activateur de MAP kinases au cours de la maturation in vitro, ce qui constituerait une
solution thérapeutique pour les femmes touchées par la mutation p.Tyr217Asn. Dans I'expérience
citée, la régulation de la traduction de C-MOS par PATL2 été étudiée dans des ovocytes au stade
GV, dans lesquels la maturation méiotique est inhibée par un inhibiteur de phosphodiestérases,
la milrinone. Sachant que la production de protéines C-MOS débute a partir de la GVBD (Han et
al.,, 2017), aucun signal n’aurait d étre obtenu. Il serait donc intéressant de reproduire
I’expérience sur des ovocytes apres la GVBD. De plus, plusieurs controles de cette publication sont
imprécis ou absents (« contréle négatif », « contréle normal ») et la quantité d’ARNm injectée
dans les ovocytes n’est pas contrélée, notamment lors des injections d’ARNm Gfp fusionné avec
I’'extrémité 3’"UTR de c-Mos (Cao et al., 2021). De ce fait, I'implication de PATL2 dans la régulation
de la traduction de c-Mos nécessite d’étre confirmée. Nous savons que les transcrits c-Mos ne sont
pas dérégulés dans les ovocytes GV et MIl Pat/l27- (M. Christou-Kent et al., 2018) mais la
guantification de C-MOS en termes de protéines n’a pas été étudiée. Il serait donc intéressant de
comparer la quantité de C-MOS par Western Blot ou immunofluorescence, dans des ovules Ml
issus des femelles Pat/2*/* et Pat|2”".
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La fonction de PATL2 reste donc mal comprise chez les Mammiféres et des expériences
complémentaires permettraient de mieux la caractériser.

- Afin d’étudier le réle de PATL2 dans le contréle de la traduction, une étude
protéomique pourrait étre réalisée sur des ovocytes (GV et MIl) et des embryons
(zygotes et 2-cellules) issus de femelles Pat/2** et Patl27".

- Les ARNm spécifiquement ciblés par PATL2 pourraient étre identifiés par
immunoprécipitation d’ARN (RIP, RNA ImmunoPrecipitation) suivi de séquencage
d’ARN. Cette technique permet de précipiter des complexes ribonucléoprotéiques
dans lesquels la protéine d’intérét est ciblée avec un anticorps (Gagliardi & Matarazzo,
2016). Elle serait donc réalisée a partir de la lignée PATL2-HA, avec un anticorps anti-
HA. A partir des ARNm identifiés, une séquence consensus dans la région 3’UTR des
ARNm ciblés par PATL2 pourrait étre recherchée afin de savoir si PATL2 régule ces
ARNm en se fixant sur une séquence spécifique.

- Chez le xénope, xPAT1A forme un complexe avec CPEB1, Xp54 (DDX6) et xRAP55
(LSM14). Les partenaires potentiels de PATL2 chez la souris pourraient étre identifiés
par coimmunprécipitation de PATL2 suivi d’une analyse protéomique.

[Il. Limites du modeéle utilisé

L'objectif de cette thése était d’étudier la fonction moléculaire de PATL2 afin de mieux
comprendre la pathogénie de I'infertilité liée a I'absence de PATL2 chez la femme.

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont été réalisés a partir d’une lignée de souris
génétiquement modifiée (Pat/27"), dans laquelle I'exon 7 du géne Patl2 a été supprimé, induisant
un décalage du cadre de lecture. La mutation générée chez la souris reproduit une mutation
identifiée chez la femme, a l'origine de la formation d’un codon stop dans I'exon 6. Le matériel
biologique des patientes n’étant pas disponible, il n’a pas été vérifié si le variant produit induit la
formation d’une protéine tronquée ou une absence totale de protéine du fait de la dégradation
de I’ARN non-sens (M. Christou-Kent et al., 2018). Notons que les conséquences d’une absence
totale de protéine pourraient étre légerement différentes que les conséquences d’une protéine
tronquée, et des variations phénotypiques pourraient avoir lieu entre les deux situations. Cela
pourrait expliquer que les phénotypes reproducteurs liés a I'absence de PATL2 ne sont pas
complétement identiques chez I’'Humain et la souris. De plus, I'étude d’une pathologie humaine a
partir du modele murin présente parfois certaines limites puisqu’il existe des différences majeures
entre le systéme reproducteur de la femme et celui de la souris. Par exemple, la souris est une
espece pluri-ovulante alors que la femme ovule, en général, un ovule unique a chaque cycle. Le
moment de 'EGA représente une autre différence importante puisque I'EGA se déroule entre les
stades 4 et 8-cellules chez la femme et entre le zygote et le stade 2-cellules chez la souris. Ces
différences entre I'Humain et la souris peuvent expliquer les différences phénotypiques observées
en I'absence de PATL2 chez la femme et la souris, et montrent que la souris est un modeéle
imparfait.
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Cependant, cette différence de phénotype a permis de mettre en évidence I'importance de
PATL2 dans I’embryon, ce qui n’avait pas été envisagé chez la femme, chez qui les ovules sont tous
inaptes a la fécondation (M. Christou-Kent et al., 2018). Il serait intéressant d’évaluer I'importance
de PATL2 entre la fécondation et 'EGA en modifiant la fenétre temporelle d’expression de PATL2,
dans un modéle animal dont la temporalité de I'EGA ressemble a celle de la femme, par exemple
le lapin.

Les différences phénotypiques retrouvées en I'absence de PATL2 chez la femme et la souris ne
sont pas inédites. Chez I’"humain, I'absence de AURKC est responsable d’infertilité masculine totale
avec un phénotype de macrocéphalie (Dieterich et al., 2007). En revanche, I'absence de cette
protéine chez la souris induit un phénotype moins sévere puisque les males (et les femelles) sont
sous-fertiles (Kimmins et al., 2007; Schindler, Davydenko, Fram, Lampson, & Schultz, 2012).

IV. Utilisation du modéle murin Pat/2”- dans la recherche de nouveaux marqueurs
de qualité ovocytaire et embryonnaire

Comme abordé dans l'introduction, la recherche de marqueurs prévisionnels de bonne ou
mauvaise qualité ovocytaire ou embryonnaire est un enjeu majeur en assistance médicale a la
procréation. En effet, évaluer la qualité d’un ovule ou d’'un embryon de maniére précoce est un
élément essentiel dans le choix du ou des embryons a réimplanter. Améliorer la sélection des
embryons a réimplanter est un défi immense puisque cela permettrait de maximiser les chances
de grossesse tout en réimplantant un embryon unique, et ainsi limiter les grossesses multiples,
plus risquées. De plus, I'amélioration des taux de réussite en FIV et en ICSI permettrait de limiter
le nombre de procédures invasives subies par les patientes, qui doivent supporter la stimulation
ovarienne, la ponction des ovules puis la réimplantation embryonnaire.

Le modéle murin Patl2”-, fortement sous-fertile mais tout de méme compatible avec la
production d’une descendance viable, représente une opportunité considérable dans la
découverte de nouveaux marqueurs de qualité ovocytaire et embryonnaire. Sachant que les
ovules issus des femelles Patl2”7- sont majoritairement de mauvaise qualité, ces gamétes
pourraient étre fécondés, puis le développement des embryons pourrait étre suivi en microscopie
en temps réel jusqu’au stade blastocyte. Les blastocystes obtenus seraient alors analysés
individuellement sur des critéres morphologiques et transcriptomiques, puis les résultats de ces
analyses seraient corrélés avec les données morpho-cinétiques apportées par la microscopie en
temps réelle. Cette double analyse pourrait ainsi aboutir a I'identification de nouveaux marqueurs
de la qualité ovocytaire et embryonnaire. Au cours de ma these, j'ai d’ailleurs participé au
développement d’une nouvelle stratégie de microscopie 3D (la microscopie par tomographie a
diffraction d’intensité) pour étudier le développement des embryons en temps réel (Pierre et al.,
2022).
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Autres travaux de thése

Au cours de ma thése, j'ai eu I'opportunité de travailler sur des projets annexes m’ayant permis
de développer davantage de compétences.

J'ai participé au développement d’outils microscopiques permettant I'évaluation de la qualité
ovocytaire et embryonnaire de maniére peu invasive. Ce projet, réalisé en collaboration avec
I’équipe de physiciens du CEA-Leti de Grenoble, leader dans le domaine des micro et nano-
technologies, repose sur |'utilisation de vidéo microscopie holographique avec reconstruction 3D.
Une partie du travail réalisé au cours de ce projet a fait I'objet d’'une publication (Pierre et al.,
2022). Dans une seconde partie non publiée, j'ai participé a la mise au point d’un modele de
visualisation des vagues calciques chez la souris.

J'ai également travaillé sur un modéle de souris transgéniques dans lequel les taux de
transmission de I'alléle muté ne suivent pas les lois de Mendel. Afin d’étudier le mécanisme en
jeu, j’ai réalisé des biopsies de globules polaires et tenté une mise au point de PCR sur ces
échantillons (données non publiées).

J'ai encadré une étudiante en stage de Master 1 s’intéressant au role des phospholipases A2
dans I'expansion des blastocystes et leur éclosion. Pour cela, I'expansion des blastocystes et leur
éclosion étaient évalués en présence d’inhibiteurs spécifiques de phospholipases A2 sécrétées
(données non publiées).

J'ai, de plus, participé a la rédaction de plusieurs publications du laboratoire, en commencgant
par m’intéresser aux protéines régulatrices des ARNm dans I'ovocyte (M. Christou-Kent et al.,
2020), puis a un varient ZP1 identifié dans la méme cohorte que celle ayant permis d’identifier
PATL2 (Loeuillet et al., 2022). J'ai réalisé une étude bibliographique visant a comparer les taux
d’aneuploidie spermatique chez I'homme et le chimpanzé (Guyot et al., 2021). J'ai contribué a la
rédaction d’un article ayant montré que le traitement des spermatozoides de souris avec la
phospholipase A2, groupe X (PLA2G10) permet d’améliorer les taux de fécondation in vitro et que
cet effet est lié a 'activité enzymatique de la phospholipase mais aussi a sa fixation sur son
récepteur PLA2R1 (Abi Nahed et al., 2022). J'indique finalement cette publication d’avril 2022 dans
laguelle ma participation a été mineure (gestion des souris) (G. Martinez et al., 2022).
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Abstract:
We present a compact 3D diffractive microscope that can be inserted directly in a cell incubator
for long-term observation of developing organisms. Our setup is particularly simple and robust,
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regime) to the blastocyst stage (highly scattering regime) were successfully
reconstructed. Due to its subcellular resolution, our system can provide quantitative information
on the embryos’ development and viability. Hence, this technology opens novel opportunities for
3D label-free live-cell imaging of whole embryos or organoids over long observation times.

1. Introduction

The study of small living organisms, from unicellular organisms to small animal models such
as Caenorhabditis elegans [1] including also organoids and preimplantation embryos, requires
imaging in three dimensions on a broad range of length scales, from micrometer to study
subcellular structures to millimeter to analyse whole organisms.

Suitable microscopy techniques should be able to resolve structures not only laterally but also
in the axial direction, a property named optical sectioning. Fluorescence based techniques such
as confocal, two-photon or light-sheet microscopy possess this capability and are widely used
to study thick samples. However, labelling specimen with fluorescent dyes or proteins is an
invasive process, which may not be possible or suitable for some applications. Moreover, the
use of fluorescence poses other issues such as phototoxicity [2], because detecting sufficient
fluorescence signal requires relatively high excitation intensities and limited observation time,
since fluorophores are prone to photobleaching [3].

These limitations can be circumvented by exploiting a contrast due to light diffraction instead
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Abstract: The oocyte faces a particular challenge in terms of gene regulation. When oocytes
resume meiosis at the end of the growth phase and prior to ovulation, the condensed chromatin
state prevents the transcription of genes as they are required. Transcription is effectively silenced
from the late germinal vesicle (GV) stage until embryonic genome activation (EGA) following
fertilisation. Therefore, during its growth, the oocyte must produce the mRNA transcripts needed
to fulfil its protein requirements during the active period of meiotic completion, fertilisation, and
the maternal-to zygote-transition (MZT). After meiotic resumption, gene expression control can
be said to be transferred from the nucleus to the cytoplasm, from transcriptional regulation to
translational regulation. Maternal RNA-binding proteins (RBPs) are the mediators of translational
regulation and their role in oocyte maturation and early embryo development is vital. Understanding
these mechanisms will provide invaluable insight into the oocyte’s requirements for developmental
competence, with important implications for the diagnosis and treatment of certain types of infertility.
Here, we give an overview of post-transcriptional regulation in the oocyte, emphasising the current
knowledge of mammalian RBP mechanisms, and develop the roles of these mechanisms in the timely
activation and elimination of maternal transcripts.

Keywords: developmental competence; fertilisation; mRNA; oocyte maturation; translation

1. Introduction

For correct and timely function, each cell regulates the expression of its genes to suit its specific
protein requirements at any given moment. A cell’s requirements differ according to cell type and
depend on an interaction of extracellular and intrinsic cues. A cell can execute gene regulation at a
number of stages along the protein production pathway: (1) At the transcription level, via transcription
factors and chromatin accessibility, (2) at the mRNA level by controlling the processing, translation,
and degradation of transcripts, and (3) at the protein level, where protein activity can be modulated
via post-translational modifications and degradation.

The most prominent form of regulation for the majority of genes is executed at the level of
transcriptional control [1]. The binding of transcription factors is influenced by epigenetic factors
including DNA methylation, the histone composition of the nucleosome, and histone modifications.
Transcription factors bind to accessible DNA regulatory sequences upstream of the gene near the
site of transcription initiation through DNA-binding motifs and act as switches, turning on or off

Cells 2020, 9, 662; d0i:10.3390/cells9030662 www.mdpi.com/journal/cells
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Abstract

A female factor is present in approximately 70% of couple infertility, often due to
ovulatory disorders. In oocyte maturation defect (OMD), affected patients have a pri-
mary infertility with normal menstrual cycles but produce no oocyte, degenerated
(atretic) or abnormal oocytes blocked at different stages of maturation. Four genes
have so far been associated with OMD: PATL2, TUBB8, WEE2, and ZP1. In our initial
study, 6 out of 23 OMD subjects were shown to carry the same PATL2 homozygous
loss of function variant and one patient had a TUBB8 truncating variant. Here, we
included four additional OMD patients and reanalyzed all 27 subjects. In addition to
the seven patients with a previously identified defect, five carried the same deleteri-
ous homozygous ZP1 variant (c.1097G>A; p.Arg366GIn). All the oocytes from
ZP1-associated patients appeared shriveled and dark indicating that the abnormal
ZP1 protein induced oocyte death and degeneration. Overall ZP1-associated patients
had degenerated or absent oocytes contrary to PATL2-associated subjects who had
immature oocytes blocked mainly at the germinal vesicle stage. In this cohort of
North African OMD patients, whole exome sequencing permitted to diagnose 44%

of the patients studied and to identify a new frequent ZP1 variant.

KEYWORDS
infertility, OMD, oocytes, zona pellucida

hormonal levels but upon in vitro fertilization they present variable

defects in oocyte maturation leading to absent, immature, atretic or

Human infertility is defined as the inability to conceive a child after
1 year of unprotected intercourse and both male and female causes
are equally described. Genetic factors are described in several types
of female infertilities, including Polycystic Ovary Syndrome (PCOS),
Premature Ovarian Failure or oocyte maturation defects (OMD).
Women with OMD usually have normal menstrual cycles and

unfertilizable eggs. Within the ovaries, oocytes are arrested at pro-
phase of meiosis | until their recruitment in the pool of growing folli-
cles, leading to the production of a fully-grown Germinal Vesicle
(GV) oocyte. This latter is sensitive to hormonal stimulation, leading to
meiosis resumption characterized by the GV breakdown (GVBD) and
the extrusion of the first polar body, giving rise to fully mature eggs,

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any
medium, provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.

© 2022 The Authors. Clinical Genetics published by John Wiley & Sons Ltd.
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Abstract: Numerical chromosomal aberrations in sperm are considered to be a major factor in
infertility, early pregnancy loss and syndromes with developmental and cognitive disabilities in
mammals, including primates. Despite numerous studies in human and farm animals, the incidence
and importance of sperm aneuploidies in non-human primate remains mostly undetermined. Here
we investigated the incidence and distribution of sperm aneuploidy in chimpanzees (Pan troglodytes),
the species closest to human. We identify evolutionary conserved DNA sequences in human and
chimpanzee and selected homologous sub-telomeric regions for all chromosomes to build custom
probes and perform sperm-FISH analysis on more than 10,000 sperm nuclei per chromosome. Chim-
panzee mean autosomal disomy rate was 0.057 & 0.02%, gonosomes disomy rate was 0.198% and the
total disomy rate was 1.497%. The proportion of X or Y gametes was respectively 49.94% and 50.06%
for a ratio of 1.002 and diploidy rate was 0.053%. Our data provide for the first time an overview
of aneuploidy in non-human primate sperm and shed new insights into the issues of aneuploidy
origins and mechanisms.

Keywords: chromosome; cytogenetic; infertility; non-human primate; reproduction; spermatozoa

1. Introduction

The number of species at risk of extinction is currently nearly 1000 times the normal
rate of extinction through evolution [1,2]. Primates are not spared and ~75% of species
have declining populations worldwide [3]. To support species conservation and prevent
inbreeding depression, new approaches have emerged incorporating genetics and/or re-
productive biology technologies [4]. For instance, a genetic approach using non-invasively
collected samples of a population allows an accurate characterization of its size, dynamics,
dispersion distance and gene flow, but also the determination of group membership, move-
ments, and relatedness at individual scale [5,6]. Active genetic management of fragmented
populations is then achievable. Genetic diversity can be introduced by individual reloca-
tion or via medically assisted reproduction techniques (ART), predominantly vaginal or

Int. ]. Mol. Sci. 2021, 22, 10383. https:/ /doi.org/10.3390/ijms221910383
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Abstract: The group X secreted phospholipase A2 (PLA2G10) is present at high levels in mouse
sperm acrosome. The enzyme is secreted during capacitation and amplifies the acrosome reaction
and its own secretion via an autocrine loop. PLA2G10 also improves the rate of fertilization. In
in vitro fertilization (IVF) experiments, sperm from Pla2g10-deficient mice produces fewer two-cell
embryos, and the absence of PLA2G10 is rescued by adding recombinant enzymes. Moreover,
wild-type (WT) sperm treated with recombinant PLA2G10 produces more two-cell embryos. The
effects of PLA2G10 on mouse fertility are inhibited by sPLA; inhibitors and rescued by products
of the enzymatic reaction such as free fatty acids, suggesting a role of catalytic activity. However,
PLA2G10 also binds to mouse PLA2R1, which may play a role in fertility. To determine the relative
contribution of enzymatic activity and PLA2R1 binding in the profertility effect of PLA2G10, we
tested H48Q-PLA2G10, a catalytically-inactive mutant of PLA2G10 with low enzymatic activity
but high binding properties to PLA2R1. Its effect was tested in various mouse strains, including
Pla2r1-deficient mice. H48Q-PLA2G10 did not trigger the acrosome reaction but was as potent as
WT-PLA2G10 to improve IVF in inbred C57B1/6 mice; however, this was not the case in OF1 outbred
mice. Using gametes from these mouse strains, the effect of H48Q-PLA2G10 appeared dependent on
both spermatozoa and oocytes. Moreover, sperm from C57B1/6 Pla2r1-deficient mice were less fertile
and lowered the profertility effects of H48Q-PLA2G10, which were completely suppressed when
sperm and oocytes were collected from Pla2r1-deficient mice. Conversely, the effect of WT-PLA2G10
was not or less sensitive to the absence of PLA2R1, suggesting that the effect of PLA2G10 is polymodal
and complex, acting both as an enzyme and a ligand of PLA2R1. This study shows that the action
of PLA2G10 on gametes is complex and can simultaneously activate the catalytic pathway and the
PLA2R1-dependent receptor pathway. This work also shows for the first time that PLA2G10 binding
to gametes” PLA2R1 participates in fertilization optimization.

Keywords: in vitro fertilization; sperm; capacitation; acrosome reaction; PLA2G10; PLA2R1
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Oligogenic heterozygous inheritance of
sperm abnormalities in mouse
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Abstract Male infertility is an important health concern that is expected to have a major genetic
etiology. Although high-throughput sequencing has linked gene defects to more than 50% of rare
and severe sperm anomalies, less than 20% of common and moderate forms are explained. We
hypothesized that this low success rate could at least be partly due to oligogenic defects - the
accumulation of several rare heterozygous variants in distinct, but functionally connected, genes.
Here, we compared fertility and sperm parameters in male mice harboring one to four heterozy-
gous truncating mutations of genes linked to multiple morphological anomalies of the flagellum
(MMAF) syndrome. Results indicated progressively deteriorating sperm morphology and motility
with increasing numbers of heterozygous mutations. This first evidence of oligogenic inheritance

in failed spermatogenesis strongly suggests that oligogenic heterozygosity could explain a signifi-
cant proportion of asthenoteratozoospermia cases. The findings presented pave the way to further
studies in mice and man.

Editor's evaluation

This study provides insights into the detrimental effect of accumulative heterozygous mutations

on sperm abnormalities. By breeding a series of knockout strains known to cause multiple flagellar
defects, the authors demonstrated that such variations at two (digenic) or more loci (oligogenic) can
contribute to sperm abnormalities in the head. These findings are significant in that they implicate
oligogenic inheritance as a possible cause of unexplained male infertility.

Introduction

Infertility is a major health concern affecting 15% of couples of reproductive-age worldwide (Mascar-
enhas et al., 2012; Boivin et al., 2007). The infertility burden has increased globally for both genders
in the past 30 years (Sun et al., 2019), and now affects approximately 50 million couples worldwide
(Datta et al., 2016). Infertility is broadly treated by assisted reproductive technologies (ART), and
today the number of individuals who were conceived by ART is close to 0.1% of the total world popu-
lation, with over 8 million children already born following in vitro fertilization (IVF). Currently, ART is
estimated to account for 1-6% of births in most countries (Faddy et al., 2018), with over 2.5 million

Martinez et al. eLife 2022;11:€75373. DOI: https://doi.org/10.7554/eLife.75373
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