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Ovocyte de truite partiellement dénudé



RESUME

Afin d'étudier chez la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), le réle de 'AMPc
lors de linduction de la reprise de la méiose ovocytaire, nous avons utilisé des
techniques d'incubation in vitro d’ovocytes débarrassés, ou non, de leurs cellules
folliculaires (dénudés ou non). La disparition de la membrane nucléaire (GVBD) nous
a servi de critére pour attester de la reprise de la méiose des ovocytes.

In vitro, les inhibiteurs de phosphodiestérase (iso-butilméthylxanthine ou IBMX
> 0,1 mM; théophylline > 1 mM), les substances stimulant I'adénylate cyclase (toxine
cholérique > 100 nM ; forskoline > 30 M), ou 'AMPc lui-méme (>8mM), bloquent
I'induction de la reprise de la méiose par la 17a20BDHP. L'association de la forskoline
et de I''BMX, déclenche en moins d’une heure, une augmentation trés importante de
'AMPc ovocytaire. Des concentrations maturantes (3.10-6M) de 17a20BDHP,
provoguent une diminution de faible ampleur des niveaux d'AMPc mesurés chez des
ovocytes non dénudés. Ces résultats laissent penser qu'une chute des niveaux
d'AMPc pourrait étre a I'origine du déclenchement de la reprise de la méiose, et qu'au
contraire les fortes concentrations en nucléotide inhibent la maturation. Nous avons
montré pourtant, que l'augmentation de sensibilité a 'hormone maturante qui survient
en fin de cycle ovarien, s'accompagne d’une augmentation de la concentration
ovocytaire en AMPc.

La dénudation manuelle ou enzymatique des ovocytes, provoque une
augmentation importante des niveaux d'AMPc ovocytaires. L'incubation d’ovocytes
non dénudés en présence d’inhibiteurs des syntheéses protéiques (cycloheximide,
puromycine) reproduit ce phénomeéne, ce qui n'est pas le cas des inhibiteurs de la
stéroidogenése. L’insuline est capable d'empécher la montée d'AMPc induite par la
puromycine. Nos premiers résultats montrent qu'il pourrait en étre de méme pour
I'"GF1. Les niveaux d’AMPc ovocytaires pourraient donc étre régulés négativement par
un facteur protéique (ou peptidique) d'origine folliculaire, éventuellement de type IGF1.

La 17a.20BDHP (3.10°M) fait chuter de maniere importante les niveaux d'’AMPc
ovocytaires lorsque ceux-ci sont préalablement augmentés par la dénudation. Trois
points nous font pourtant penser que cette chute de I'AMPc ovocytaire, n'est pas
directement a l'origine de la reprise de la méiose :

- Les niveaux d'AMPc d'ovocytes dénudés et traités par des concentrations
maturantes de 17a20BDHP restent supérieurs a ceux des ovocytes témoins (ni
dénudés ni traités) qui eux ne maturent pas.

- Des concentrations non maturantes de 17a20BDHP provoquent la méme
chute d'AMPc que des concentrations plus élevées de 17a20BDHP qui induisent la
reprise de la méiose.

- La testostérone, linsuline et certains dérivés de la 170208DHP qui ne
provoguent pas la reprise de la méiose ovocytaire chez la truite arc-en-ciel, induisent
une chute d'AMPc comparable a celle provoquée par la 17a203DHP.

MOTSCLES : Maturation ovocytaire, AMPc, truite arc-en-ciel, facteurs
folliculaires inhibiteurs.



INTRODUCTION GENERALE

La reproduction sexuée implique chez la plupart des animaux pluricellulaires, la
production de cellules haploides spécialisées, ou gametes, ne comprenant qu'un seul
jeu de chromosomes. La fusion de 2 gamétes au moment de la fécondation permettra
la formation d’'un nouvel individu diploide. C'est au cours : de la méiose, division
cellulaire d’'un type particulier, que s’effectue cette réduction du nombre de
chromosomes. Chez la femelle, le passage d’'une cellule diploide (ovogonie) a une
cellule haploide (ovocyte secondaire) se fait par étapes. Aprés une phase de
multiplication, qui chez les poissons téléostéens semble pouvoir étre observée de
facon plus ou moins périodique chez tous les animaux sexuellement matures (voir pour
revue TOKARZ, 1978), les ovogonies entament leur division meéiotique et se

différencient en ovocytes primaires. La méiose est alors interrompue.

Le noyau de l'ovocyte ou vésicule germinative (VG) reste bloqué en fin de
prophase de cette premiére division de méiose, pour une période pouvant aller de
guelques jours a plusieurs années suivant les espéces. Chez la plupart des vertébrés
la reprise de la méiose, appelée indifferemment maturation méiotique ou ovocytaire,
intervient peu de temps avant l'ovulation et aboutit a la formation d’un ovocyte

secondaire fécondable.

Durant leur blocage en prophase de méiose, les ovocytes accumulent les
substances de réserve (glycoprotéines, lipovitellines, phosvitines) et les composants
utilisés durant le développement embryonnaire (nucléoles, ARN messagers). Chez la
truite arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss), I'ovocyte en fin de croissance peut atteindre
4 a5 mm de diameétre. La vésicule germinative d'environ 250 um de diamétre gagne
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progressivement la périphérie de I'ovocyte. Elle est alors facilement discernable et
apparait a la loupe binoculaire comme une tache claire au contour bien défini. Dans
ces conditions, la maturation ovocytaire se caractérise au niveau macroscopique par
la disparition de la vésicule germinative, conséquence de la rupture de la membrane
nucléaire ("germinal vesicle breakdown" ou GVBD), et par un éclaircissement général
de lI'ovocyte dU a la fusion des gouttelettes vitellines et & leur migration a la périphérie

de l'ovocyte (JALABERT et FOSTIER, 1984).

Comme chez les amphibiens, il est maintenant clairement établi pour de
nombreuses especes de poissons, que la reprise de la méiose est induite par un
stéroide, sécrété par les cellules folliculaires en réponse a une stimulation
gonadotrope. Chez la truite arc-en-ciel, un dérivé de la progestérone, la
17ahydroxy,20B-dihydroprogestérone (17a208DHP), produite in vitro par les cellules
folliculaires sous stimulation gonadotrope (FOSTIER et al., 1981a), apparait comme le
stéroide le plus actif pour provoquer la reprise de la méiose (FOSTIER et al., 1973 ;
JALABERT et FINET, 1986). Elle agit contrairement & la GtH sur des ovocytes
débarrassés de leurs cellules folliculaires (JALABERT, 1976), et voit ses niveaux
plasmatiques augmenter brutalement dans les 2 jours qui précédent la GVBD
(FOSTIER et al., 1981b). De nombreux travaux effectués sur d'autres especes sont
venus confirmer ces observations, et il semble que la 170203DHP soit effectivement
le principal stéroide inducteur de la maturation (SIM) non seulement chez les
salmonidés mais probablement aussi chez d'autres téléostéens (NAGAHAMA, 1987 ;

GOETZ, 1983).

Les mécanismes cellulaires, mis en jeu lors de l'induction de la maturation
ovocytaire par la 17020BDHP chez les poissons, ou par la progestérone chez les
amphibiens, ne s'apparentent pas a ceux classiquement décrits pour l'action d'un

stéroide.



Chez les poissons, la maturation ovocytaire n'est pas bloquée par les inhibiteurs
de transcription (actinomycine D, mitomycine C), mais par les inhibiteurs de synthese
protéique (cycloheximide, puromycine) (DETLAFF et SKOBLINA, 1969 ; GOSWAMI

et SUNDARARAJ, 1973 ; JALABERT, 1976 ; THEOFAN et GOETZ, 1981).

Les mémes types de résultats ont été rapportés chez les amphibiens (DETLAFF
et SKOBLINA 1969 ; SMITH et ECKER, 1970 ; SCHORDERET-SLATKINE, 1972). De
plus chez le Xénope, I'apparition dans le cytoplasme ovocytaire d'un facteur protéique
inducteur de la maturation ("maturation promoting factor" ou MPF) n'est bloquée ni par
l'actinomycine D, ni par I'énucléation des ovocytes (SKOBLINA, 1969 ; SMITH et
ECKER, 1969 ; MASUI et MARKERT, 1971). L’action des stéroides lors de l'induction
de la maturation ovocytaire se rapprocherait plus, de par sa nhature post

transcriptionnelle, de celle des hormones peptidiques, que de celle des stéroides.

Cette constatation a poussé de nombreuses équipes travaillant sur la reprise
de la méiose chez les amphibiens, a étudier le r6le de I'AMPc lors de l'induction de la
maturation par la progestérone. Classiquement en effet, l'action des hormones
protéiques (ou peptidiques) passe par la modification des niveaux d'AMPc
intracellulaires. Chez les eucaryotes, 'AMPc permet I'activation d’une protéine kinase.
Cette enzyme se compose de 2 types de sous-unités, I'une régulatrice (R), l'autre
catalytique (C). La fixation de I'AMPc sur la sous-unité régulatrice permet la
dissociation de R et de C. La forme libre de la sous-unité C catalyse les réactions de
phosphorylation protéique (KREBS, 1972 ; KREBS et BEAVO, 1979). Chez les
amphibiens, I'élévation artificielle des niveaux d'AMPc ovocytaires ne provoque pas la
reprise de la méiose (SMITH et ECKER, 1971 ; SCHORDERET-SLATKINE, 1972 ;
BRACHET et al., 1974). Les expériences menées ultérieurement sur le xénope mirent
en évidence au contraire que les inhibiteurs de la dégradation de I'AMPc (IBMX :

OZON et al., 1978 ; HUCHON et OZON 1979. Théophylline : O'CONNOR et SMITH,
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1976 ; BRAVO et al., 1978 ; MALLER et al., 1979), les substances stimulant sa
synthese (toxine cholérique : SCHORDERET-SLATKINE et al., 1982a ; HUCHON et
OZON 1979 ; MALLER et al.,, 1979. Forskoline : SCHORDERET-SLATKINE et
BAULIEU, 1982), ou 'AMPc lui-méme (MORRILL et al., 1977), inhibaient la maturation

induite par la progestérone ou par le MPF (HUCHON et OZON 1979).

Ces résultats ont permis de batir I'nypothese selon laquelle la progestérone se
fixant & un récepteur membranaire, induirait la reprise de la méiose en provoquant la
chute de I'AMPc intraovocytaire et la diminution du taux de phosphorylation de

certaines protéines.

Les premiers travaux effectués pour tenter de mettre en évidence une
diminution des niveaux d'AMPC, a la suite d’'une stimulation stéroidienne des
ovocytes, ne furent pas concluants (DRURY et SCHORDERET-SLATKINE, 1975 ;
PAYS-DE SCHUTTER et al., 1975 ; O'CONNOR et SMITH, 1976). MALLER et KREBS
(1977) montrérent pourtant que chez le xénope, la reprise de la méiose était inhibée
par la micro injection de la sous-unité catalytique (C) de la protéine kinase AMPc
dépendante, et que l'induction de la maturation pouvait étre obtenue par micro injection
dans l'ovocyte de la sous-unité régulatrice, ou de l'inhibiteur spécifique (PKI) de cette
protéine kinase. La cinétique de maturation des ovocytes se situait dans ces 2 derniers
cas, entre celles des ovocytes traités par la progestérone et celle des ovocytes ayant

regu une micro injection de MPF.

Il en a été conclu que la déphosphorylation d’'une protéine dite de maturation ou
MP, substrat de la protéine kinase AMPc-dépendante, serait une condition nécessaire
et suffisante pour provoquer la reprise de la méiose. Cette déphosphorylation
précéderait I'apparition du MPF et devrait logiquement résulter d'une diminution des

niveaux d’AMPc intra ovocytaires.
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Les résultats des études menées ultérieurement pour tenter de visualiser cette

diminution furent contradictoires :

- Chez un autre amphibien Rana pipiens, une chute de 50 a 65% de la
concentration ovocytaire en AMPc a été observée 30 mn aprés le traitement des

ovocytes par la progestérone (SPEAKER et BUTCHER, 1977 ; MORRILL et al., 1977).

- Chez le Xénope, certains auteurs mirent en évidence une diminution des
concentrations en AMPc (BRAVO et al, 1978 ; MALLER et al, 1979 ;
SCHORDERETSLATKINE et al., 1982CICIRELLI et SMITH, 1985), mais ni I'amplitude
(de 10 a 50%), ni la cinétique (de 20 secondes a 3 heures) ne furent identiques d’'une
expérience a l'autre. Pour d'autres équipes (SCHORDERET-SLATKINE et al., 1978 ;
THIBIER et al, 1982) leffet de la progestérone ne fut visualisable qu'aprés
augmentation préalable des niveaux de base par la toxine cholérique ou la forskoline.
THIBIER et collaborateurs (1982) ont calculé a partir d'expériences de micro injection
de PKI (HUCHON et al., 1981) qu’'une diminution de 10 a 20% des niveaux d'’AMPc
devrait suffire @ provoquer la reprise de la méiose. La faible amplitude de cette chute
(souvent inférieure au seuil de détection) pourrait expliquer les contradictions

rapportées précédemment entre les travaux des différentes équipes.

L'ambiguité de ces résultats fut levée lorsqu'il a été démontré, a la fois sur
ovocyte entier (MULNER et al., 1979) et sur préparation de membranes (SADLER et
MALLER, 1981 ; FINIDORI-LEPICARD et al., 1981 ; JORDANA et al., 1981), que la
progestérone diminuait I'activité adénylate cyclase des ovocytes de xénope. La chute
de I'AMPc résulterait uniqguement de l'action de la progestérone sur la fraction
membranaire de l'adénylate cyclase (plus de 50 % de l'enzyme se trouve dans
'ovocyte sous forme soluble (FINIDORI et al., 1982)], et non de la stimulation de

l'activité phosphodiestérase (MULNER et al., 1980 ; SADLER et MALLER, 1987).
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Parallelement, d'autres travaux tendaient a démontrer que les récepteurs aux
stéroides, mis en jeu lors de l'induction de la maturation, se situeraient au niveau de

la membrane plasmide de I'ovocyte :

- Les premieres études effectuées chez les amphibiens ont mis en évidence
gue la micro injection de la progestérone en solution aqueuse ne provoquait pas la

reprise de la méiose (SMITH et ECKER, 1971 ; MASTU et MARKERT, 1971).

- Par la suite, il a été démontré que des dérivés stéroidiens, liés a des polymeres
(et donc supposés ne pas pouvoir pénétrer a l'intérieur de I'ovocyte) pouvaient induire

la maturation des ovocytes (ISHIKAWA et al., 1977 ; GODEAU et al., 1978).

- Enfin, d'autres équipes montrérent qu'un analogue synthétique de la
progestérone le R5020, se fixait spécifiguement a une protéine membranaire de 110
KDa (SADLER et MALLER, 1982) ou 30 KDa (BAULIEU et al., 1985) alors qu'aucun
récepteur cytosoluble n'avait pu étre mis en évidence au sein des ovocytes

d'amphibiens (voir pour revue, MALLER et KREBS, 1980).

D'autres résultats expérimentaux laissent supposer que le récepteur de la
progestérone serait accessible par le compartiment intracellulaire et se situerait en fait
sur le feuillet interne de la membrane plasmique. L'induction de la maturation a pu, en
effet, étre obtenue par micro injection de progestérone en solution lipidique (TSO et
al., 1982), ou par l'addition au milieu de culture de digitoxigénine (CARTAUD et al.,
1984) et non de digitoxine (de ces 2 composés agissant au niveau membranaire, seule

la digitoxigénine peut pénétrer dans le compartiment intracellulaire).

Chez les poissons, le seul argument en faveur d'une action membranaire des
stéroides provient d'expériences faites sur un poisson tropical, Brachydanio rerio, pour

lequel VOOGT et DE GROOT (1983) ont montré qu'il était possible d'induire la
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maturation ovocytaire au moyen d'astérosaponines, toxines produites par I'étoile de

mer, et qui interagissent avec les molécules de cholestérol membranaire.

La maturation ovocytaire peut étre induite chez le xénope par un grand nombre
de stéroides non estrogéniques (voir pour revue MASUI et CLARKE, 1979 ;
DESHPANDE et KOIDE, 1985), ainsi que par certains peptides tel que l'insuline (EL
ETR et al.,, 1980 ; MALLER et KOONTZ, 1981 ; LESSMAN et SCHUETZ, 1981).
Malgré les similitudes évoquées précédemment, entre le mode d'action général des
hormones peptidiques et celui de la progestérone, il semble que la reprise de la méiose
induite par l'insuline ou par les stéroides, ne découle pas des mémes mécanismes

cellulaires :

- Il a été montré que linsuline, comme la progestérone, inhibait I'adénylate
cyclase ovocytaire, mais que contrairement aux stéroides, elle agissait également sur

I'activité phosphodiestérase de I'ovocyte (SADLER et MALLER, 1987).

- Il semble que la progestérone et lI'insuline ne mettent pas en jeu les mémes

protéines de transduction :

Classiqguement en effet, la stimulation de l'adénylate cyclase passe par le
couplage du récepteur et de I'enzyme via une protéine Gs (protéine de liaison du GTP
ou "guanine nucleotide-binding protein™), son inhibition par un couplage via une
protéine Gi (RODBELL, 1980). La toxine de Bordetella pertussis empéche ce type
d'inhibition en provoquant 'ADP-ribosylation de la protéine Gi (KATADA et Ul, 1982 ;
HILDEBRANDT et al., 1983). L’inhibition de l'adénylate cyclase ovocytaire par la
progestérone n'est pas modifiée par l'utilisation de cette toxine (OLATE et al., 1984 ;
SADLER et al., 1984 ; MULNER et al., 1985), et passe donc par un autre type de
mécanisme. SADLER et MALER (1983) puis JORDANA et collaborateurs (1984) ont
montré que la progestérone agissait sur la cyclase en diminuant le taux de

renouvellement du GDP sur la protéine Gs.
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L'inhibition de la cyclase lors du traitement de cellules somatiques de rat par de
I'insuline n'est pas non plus bloquée par la toxine de Bordetella pertussis (GAWLER et
al., 1987). Il semblerait dans ce cas, que l'inhibition de I'adénylate cyclase mette en
jeu une protéine G d'un type nouveau, ou Gins. La nature de cette nouvelle protéine
n'‘est pas connue actuellement mais elle pourrait étre apparentée au produit de
l'oncogene ras p21. Chez le xénope en effet, la micro injection de cette protéine ras
p21 mime l'effet de l'insuline en provoquant la maturation des ovocytes (BIRCHMEIER
et al., 1985 ; DESHPANDE et KUNG, 1987). La micro injection d'un anticorps
monoclonal anti-protéine ras p21, inhibe l'induction de la maturation par l'insuline
(DESHPANDE et KUNG, 1987 ; KORN et al., 1987) mais n'a pas d'effet sur 'action de

la progestérone.

En d’autres termes, progestérone et insuline auraient des mécanismes d'action
(ou de transduction) spécifiques, la progestérone en agissant directement sur la sous-

unité Gs, l'insuline en activant une sous-unité Gins/ras.

Les facteurs de croissance de type IGF-I provoquent aussi la reprise de la
méiose (MALLER et KOONTZ, 1981 ; SADLER et MALLER, 1987), et agissent comme
l'insuline sur I'adénylate cyclase et la phosphodiestérase ovocytaire. || semblerait en
fait que I'action de l'insuline sur 'ovocyte de xénope puisse étre due a sa fixation de
maniére non-spécifique sur les récepteurs aux IGF-I (MALLER et KOONTZ, 1981 ;

SADLER et MALLER, 1987).

Chez les poissons, l'insuline ne provoque pas la maturation des ovocytes, mais
il semble qu'elle puisse potentialiser l'effet de la 17a20pDHP (LESSMAN, 1985).
Comme chez le Xénope son réle lors de l'induction de la maturation reste donc a

définir.
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Les quelques études qui ont été entreprises chez le poissons laissent supposer,
comme nous l'avons évoqué précédemment, que les mécanismes mis en jeu lors de
I'induction de la maturation ovocytaire sont similaires a ceux décrits chez le Xénope.

Nous nous sommes attachés a vérifier cette hypothése chez la truite arc-en-ciel :

- D'une part en recherchant un effet inhibiteur des drogues agissant sur le

métabolisme de I'AMPc. -

- D'autre part en examinant l'effet de la 17a20BDHP sur les niveaux d'AMPc

ovocytaires.

Ce dernier point nous a conduit a travailler sur des ovocytes entourés de leur
follicule puis sur des ovocytes défollicularisés (dénudés) et par la méme a examiner le

réle des cellules folliculaires dans le contréle des niveaux d’AMPc ovocytaires.
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Matériels et Méthodes
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1. GESTION DES ANIMAUX

Nous avons utilisé au cours de notre étude des truites arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss) agées de 2 a 3 ans. Trois souches ont été mises a notre
disposition, dont les périodes d’ovulation s'étendent de novembre a janvier pour les
femelles dites "hivernales”, de février a avril pour les "printanieres", et d'aolt & octobre

pour les "estivales"”.

Les animaux, transférés de leurs piscicultures d'origine au laboratoire un mois
avant expérimentation, ont été stockés dans des bassins alimentés en eau recyclée a

12C (+/-1), sous photopériode controlée ajustée a la photopériode naturelle.

Une fois par semaine durant la période de reproduction, les animaux sont
anesthésiés par un mélange eau-phénoxyéthanol 03 pour mille. Lorsque les femelles
sont a un stade suffisamment avancé (fin de vitellogénese), quelques follicules
peuvent étre détachés des ovaires par massage abdominal. Les ovocytes sont alors

observés sous loupe binoculaire (X10) en lumiére transmise.

Trois stades ont été distingués suivant la position de la vésicule germinative

(JALABERT et FOSTIER, 1984) :

- Les ovocytes en fin de vitellogénese (FV) dont la vésicule germinative (VG)

n'est pas encore visible.

- Ceux dont la VG commence a apparaitre comme une tache claire au sein
d’'une zone plus sombre de vitellus a la périphérie de I'ovocyte, et qui sont dit au stade

VG+ (VG subpériphérique).

- Enfin les ovocytes au stade VG+ (VG périphérique), présentant une vésicule

germinative au contour bien délimité, juste sous la membrane plasmique.
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Les animaux retenus pour expérimentation ont été isolés et sacrifiés le

lendemain.

2. INCUBATIONS DE COURTES DUREES (48H.)

2.1 Milieux

Les milieux de dissection et d’'incubation ont été adaptés de ceux mis au point

au laboratoire par JALABERT et FOSTIER (1984) et se composent comme suit :
b. Milieu de dissection (MD8/280)
Pour approximativement 1 litre de milieu :

e NaCl: 7,79

e KCI:0.23g

e MgSO4 (7H20) : 0.07g
e MgCI2(6H20) : 0.2g
e CaCl2 (2H20): 0.5g

e Hepes (Sigma :H-3375) : 1,199

Ces différents produits sont dilués dans 800 ml d’eau distillée. Le pH est alors
ajusté a 8 par NaOH (0,04 M). Enfin, la pression osmotique est ramenée a 280
mosmols par supplémentation en eau distillée. Le volume final est alors d’un litre

environ.
b. Milieu d’incubation (MI18/280)

Sa préparation est identique a celle du milieu de dissection mais comprend une

plus grande quantité d’Hepes (4,779g) et 1g de glucose.
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2.2 Préparation des follicules

Les femelles sélectionnées la veille en fonction de leur stade ovocytaire sont
sacrifiées et saignées par ponction dans la veine caudale. Les ovaires sont prélevés
et découpés en fragments de 2 a 7 follicules dans du ML8/280 a 4°C. Toutes les
incubations ultérieures auront lieu dans une étuve a 12 °C sous agitation rotative

permanente.

2.3. Appréciation de l'efficacité de la 170.20BDHPSur la maturation

La sensibilité ovocytaire a 'hnormone maturante a été estimée in vitro comme

décrite précédemment par JALABERT et al 1974 :

Les ovocytes (au sein ou non de leur follicule) sont incubés par lots de 25, dans
des piluliers contenant 4 ml de MI8/280. Apres 2 heures de préincubation, des
solutions de 17a20BDHP dans I'éthanol, (concentrations en progression géométrique
de raison 0.5) sont ajoutées dans chaque pilulier. La concentration de I'éthanol dans
les piluliers est alors de 0,25%. Le nombre de GVBD est estimé sous binoculaire aprées

48H d'incubation.

2.4. Efficacité des Substances Supposées inhiber la maturation ovocytaire

Les ovocytes sont placés durant les 2 heures de préincubation dans du milieu
contenant des concentrations variables des drogues a étudier. La 17020pDHP est
alors rajoutée a une concentration (3.10-6 M) suffisant a provoquer habituellement

100% de GVBD des ovocytes les moins sensibles (FV).

2.5. Dénudation

a. Dénudation enzymatique
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La technique de dénudation employée a été adaptée de celle mise au point au
laboratoire par JALABERT et HEYDORFF (résultats non publiés). Les follicules sont
incubés par lots de 600 dans 20 ml de milieu de dénudation. Le milieu de dénudation

est préparé a partir du MI8/280 et contient :

e Collagénase : 10ug/g d'ovocytes
e Epinéphrine : 10ug/ml

e BSA:2 mg/ml

e PVP:2mg/ml

e Sulfate de dextran : 1 mg/ml

e Héparine : 0,25mg/ml

e Acide hyaluronigue : 0,05mg/ml

Apres environ 10 h d'incubation, les ovocytes sont lavés abondamment avec du
ML8/280 a 4 °C et triés sous binoculaire. Seuls sont gardés les ovocytes totalement
débarrassés de leur follicule et ne présentant pas d'anomalies apparentes du vitellus.
Selon les animaux le rendement de cette technique peut varier de facon imprévisible,

de 5 a 80%.
b. Dénudation manuelle

La dénudation manuelle des ovocytes, laborieuse et délicate, est effectuée sous
binoculaire. Une tres légére pression est exercée sur I'ovocyte afin d'amorcer son
bourgeonnement a travers le follicule. L’ensemble épithélium ovarien, théques et

granulosa, peut-étre alors déchiré et plus ou moins completement séparé de I'ovocyte.

3. INCUBATIONS DE LONGUES DUREES (3a 7.J.)

3.1. Milieux
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Les compositions des milieux de lavage et d'incubation sont les mémes que lors
des incubations de courtes durées, seuls des antibiotiques sont rajoutés au milieu
d'incubation (pénicilline-streptomycine 100 U/ml ; kanamycine 100 ug/ml ; fungizone

250 pg/ml). Les différents milieux sont filtrés sur filtres "Milipore" stériles.

3.2. Préparation des follicules

Les ovaires sont prélevés sous hotte a flux laminaire aprés désinfection de
l'abdomen a I'Agroseptyl® et a l'alcool (65°). Les follicules sont individualisés et
stockés dans le milieu de lavage a 4 °C. Les incubations ultérieures auront lieu dans
un caisson stérile placé dans une étuve a 12 °C. L'ouverture du caisson et les

prélévements seront faits sous la hotte a flux laminaire.

(1) antiseptigue a base de sels d'ammonium quaternaires : Sanofi Santé

Animale.
4. MICROSCOPIE ABALAYAGE

Les ovocytes sont plongés durant 3 h dans un liquide fixateur constitué de
glutaraldéhyde (pH 7,4) dilué a 25% dans un tampon cacodylate 0,1 M (ajusté a 320
mosmol par du sucrose). Aprés un ringage d’'une heure dans le méme tampon les
ovocytes sont post-fixés par immersion d’'une heure dans une solution de tétroxyde
d'osmium 1 % dans le tampon cacodylate. lls sont alors rincés dans ce méme tampon
et déshydratés dans des séries de solution d'acétone de concentrations croissantes.
lls sont ensuite conservés dans l'acétone 100% jusqu'a ce que soit effectuée une
derniere déshydratation par la méthode du point critique. Enfin les échantillons sont

meétallisés a l'or, sous vide, avant observation au microscope a balayage.
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5. ETUDE DES FLUCTUATIONS DES NIVEAUX D’AMPc

OVOCYTAIRES

5.1. Extraction de I'AMPc

L'ensemble des opérations d'extraction et de dosage de I'AMPc (sauf précisions
ultérieures) est effectué a 4°C. Cinq a 10 ovocytes sont prélevés, éventuellement
dénudés rapidement lorsqu'il s'agit d’'ovocytes entourés de leur follicule, et broyés au
Potter dans un mélange extemporané de 5 ml d’HCI 04M et de 5 ml d’'une solution
d’EDTA 0,02 M contenant de la théophylline 2 mM (dans certains cas les ovocytes ont
été pesés avant d'étre broyeés). Les échantillons sont centrifugés a 4000 g durant 15
mn. La phase intermédiaire est récupérée et traitée selon la méthode de MEURS et
al., 1980 (passage a 100 °C durant 3 mn et neutralisation par CaCO3). Les échantillons
sont stockés a -20 °C jusqu'au dosage. Le pourcentage de récupération de I'AMPCc,

estimé par addition d’AMPc tritié avant broyage, est d'environ 91 %.

5.2. Dosage de I’AMPC par liaison protéigue

Les dosages d'AMPc ont été réalisés par une technique de liaison protéique
(MEURS et al., 1980). La protéine kinase A, utilisée comme protéine de liaison, a été
extraite de tissus musculaires de lapin et purifiée selon la technique de GILMAN, 1970
modifiée par TOVEY et al.,, 1974. Le tampon utilisé (0,2M Tris-4mM EDTA) est
fortement concentré en Tris [Tris(hydroxyméthyl)aminométhane] afin de compenser
d'éventuelles disparités de neutralisation par le CaCO3 et sachant que des
concentrations plus importantes encore (5M) ne modifient pas les caractéristiques du
dosage (TOVEY et al., 1974). La gamme d'étalonnage est préparée dans le méme
milieu que celui utilisé pour l'extraction de 'AMPc ovocytaire (ME : HCI-EDTA-
Théophylline, neutraliser par CaCO3) ou éventuellement dans du ME dilué par le

tampon de dosage (lorsque les concentrations en AMPc des échantillons nécessitaient
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egalement d'étre diluées dans ce méme tampon). Standards et, échantillons, AMPc
tritié et protéine de liaison, d’'un volume final de 300 pl, sont incubés durant 2 h a 4°C.
les fraction libres et liees d'AMPc marqué sont séparées par addition d'un mélange de
charbon actif (5 mg/ml), dextran (0,5 mg/ml), BSA (2mg/ml) dans le tampon Tris-HCI,
et par prélevement des surnageants aprés centrifugation (10 mm a 4000 g). Les
coefficients de variation intra et inter dosage s'élevent respectivement a 6,5% +/- 08
(SEM) et a 8,9%. Des échantillons provenant d’ovocytes dénudés, ainsi qu'un aliquote
témoin d'AMPc non marqué, ont été traités par de la phosphodiestérase (1 unité/ml
durant 30 mn a 37°C). Dans ces conditions, ce que I'on peut estimer comme étant la

part "aspécifique" du dosage s'éléve au maximum a 4%.

6 PRODUITS

- 170 20BDHP (Stéraloids)

- Acide hyaluronique (Sigma)

- AMPc (Sigma) -(3H]-AMPc (1,09 TBg/mmol) (Amersham)

- BSA (Sigma)

- Collagénase (Boehringer mannheim)

- db-AMPc (Sigma)

- Estradiol.17( (Stéraloids)

- Forskoline (Calbiochem-Behring)

-Fungizone (Gibco)

- Héparine (Sigma)

-IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) (Sigma)
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- Insuline bovine (Sigma)

- Kanamycine (Gibco)

-Pénicilline-Streptomycine (Gibco)

- Phosphodiestérase bovine 3',5'-cyclic nucleotide (Sigma)
- Polyvinylpyrolidone (PVP40) (Sigma)

- Sulfate de dextran (Sigma)

- Testostérone (Stéraloids)

-Théophylline (1,3-dimethylxanthine) (Sigma)

- Toxine cholérique (Sigma)

7. ANALYSES STATISTIQUES

Tous les points expérimentaux reportés sur les figures représentent (sauf
précisions ultérieures) des moyennes (+/- sd) de 3 valeurs. Selon les cas, les
comparaisons entre traitements ont été effectuées, soit par analyse de variance a 1
ou 2 facteurs suivies des tests de Tuckey ou de la PPDS (plus petite différence
significative), soit par des tests t de Student, soit par des test non paramétriques

lorsque la distribution des variables le justifiait.
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L’AMPc joue-t-il un réle dans le déclenchement de la maturation
ovocytaire ?

Expérimentation sur ovocytes intrafolliculaires
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| - INTRODUCTION

Chez les amphibiens il avait été montré que I'augmentation artificielle de 'AMPc
ovocytaire inhibait la reprise de la méiose, et que linduction de la maturation
s'accompagnait d’'une chute des niveaux d'’AMPc ovocytaires (voir pour revue
MALLER et KREBS, 1980). Cherchant & savoir si les mécanismes mis en jeu lors de
l'induction de la maturation étaient identiques chez la truite arc-en-ciel et chez le
Xénope, nous avons repris certaines des expériences qui avaient permis d’aboutir a
ces résultats chez les amphibiens. La dénudation des ovocytes de truite arc-en-ciel
étant délicate, nous avons commencé par travailler avec des ovocytes incubés dans

leur follicules.

Dans un premier temps nous avons tenté, comme cela avait été fait chez le
Xénope, de mettre en évidence chez la truite un effet inhibiteur des substances

supposeées augmenter 'AMPc ovocytaire.

Par la suite nous avons cherché a visualiser une éventuelle diminution du

nucléotide dans I'ovocyte au cours du traitement par la 17a203DHP.

La fin du cycle ovarien s'accompagnant d’'une augmentation de la sensibilité
des ovocytes a I'hnormone maturante (JALABERT et FOSTIER, 1984) nous avons
voulu savoir si des variations de I'AMPc ovocytaire existaient durant cette méme

période.
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Fig 1. Effet de concentrations croissantes de théocphylline

ou d'IBMX sur le X de maturation (de GVBD) induit par 1a
17a20808P (3.10°*M). Tous les points d'une méme courde sont
obtenus & partir d'ovocytes d'une seule femelle (25 ovocytes
pour chague concentration et chaque femelle).
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Fig 2. Effet de 1'IBMX (10°3M) sur les niveaux d'AMPc
ovocytaire (exprimés en pourcentage du niveau o'AMPc ovocytaire
avant addition de 1'IBMX). Les 2 courbes représentent les
données obtenues A partir d'ovocytes de 2 femelles gifférentes.
Chague pourcentage est calculé a partir d'un prélavement de 3
échantillons de 5 ovocytes.
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Il — RESULTATS

1. INHIBITION DE LA MATURATION OVOCYTAIRE

1.1. Effet de I'IBMX et de la théophylline

a) Effet sur la maturation ovocytaire

Les deux inhibiteurs de l'activité phosphodiestérase que nous avons utilisés
(IBMX et théophylline), bloquent totalement I'action de la 17a208DHP sur la GVBD
lorsqu'ils sont ajoutés dans le milieu d'incubation 2 h avant l'addition du stéroide. |l
semble toutefois que I'BMX soit plus efficace que la théophylline, I'inhibition maximum
des GVBD étant obtenue pour des concentrations de théophylline 10 fois supérieures
a celles requises par I'IBMX (figure 1). L'effet de I''BMX sur l'induction de la maturation
nous a conduit a rechercher quel pouvait étre son effet sur les niveaux d'AMPc

ovocytaires

b) Effet de I'lBMX sur les niveaux d'AMPc ovocytaire

L'effet de I''BMX a été testé sur 3 lots d’'ovocytes provenant de 3 femelles

différentes.

Lors de 2 de ces expériences de légeres augmentations significatives de I'AMPc
ovocytaire ont pu étre mises en évidence des la premiére heure d'incubation

(respectivement 16 et 17% des niveaux de base).

Lors de la troisieme expérience, 'augmentation de I'AMPc ovocytaire n'a pu étre
détectée qu'aprés 46 h d'incubation (les deux types de profil sont représentés sur la

figure 2).
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Fig 4. Effet de la forskoline (a et b ! SOuM ; ¢ : 10 uM),
asssociée & 1'IBMX (10°7M) sur lTes niveaux d'AMPc ovecytaires,
exprimé en pM/ovocyte. Les trois courbes représentent des
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échantillons de 5 ovocytes.
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La faible amplitude et I'ambiguité des réponses obtenues nous ont conduit a
mener le méme type d'étude avec des substances connues pour interférer dans la

synthese d'’AMPc et non plus dans sa dégradation.

1.2. Effet de la toxine cholérique et de la forskoline

a) Effet sur la maturation ovocytaire

Les 2 substances supposées stimuler I'adénylate cyclase inhibent totalement
I'induction de la maturation par la 17a20bDHP, pour des concentrations allant suivant
les femelles, de 11 nM a plus de 100 nM pour la toxine cholérique, et de 3 a 33uM

pour la forskoline (figure 3).

b) Effet de la forskoline sur les niveaux d'’AMPc ovocytaires

Les 3 expériences effectuées sur des ovocytes de 3 femelles différentes sont

représentées sur la figure 4.

L'addition de forskoline associée a de I'IBMX au milieu d'incubation, provoque

rapidement une accumulation considérable d'AMPc dans l'ovocyte :

- Lors de I'emploi de 50 uM de forskoline les niveaux atteints aprés 30 mn
représentaient plus de 15 fois le niveau de base (figure 4b) et suivant les femelles,

jusqu'a 32 voire 39 fois le niveau de base apres 4 h (figure 4a et 4b).

- Lorsque la forskoline est utilisée a plus faible concentration (figure 4c) son
effet reste trés important, et méme si dans l'unique expérience réalisée le taux
d'augmentation s'est avéré moins élevé que précédemment (6,5 fois le niveau de

base), les concentrations atteintes en pM/ovocytes restent comparables a celles

observées avec de plus fortes doses.
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Dans tous les cas étudiés, aprés cette brutale augmentation, les concentrations
en AMPc sont redescendues a des niveaux plus faibles sans pour autant atteindre les

valeurs initiales, méme apres 20 h d'incubation.

Ces résultats nous ont conduit a rechercher un effet direct de I'AMPc sur la

maturation ovocytaire.

1.3. Effet de I'AMPC Sur la maturation ovocytaire

L'addition de I'AMPc, ou de son dérivé dibutyrique, dans le milieu d'incubation,
bloque totalement l'induction de la GVBD par la 17a203DHP, le db-AMPc semblant
moins efficace que 'AMPc lui-méme (figure 5). Il n'a pas été possible, dans les limites
des concentrations utilisées (8 mM), de bloquer la totalité de la réponse ovocytaire a
I'hnormone maturante, la clarification du vitellus subsistant malgré la présence des

nucléotides dans le milieu.

2. FLUCTUATION DES NIVEAUX D’AMPc OVOCYTAIRES
LORS DE L’INDUCTION DE LAMATURATION PAR LA

17020BDHP

2.1. En absence d’élévation préalable du niveau de base

a) Effet a court terme (moins d'une heure)

L'adjonction de 170203DHP dans le milieu d'incubation des ovocytes, ne
provogue pas a court terme, de modification des niveaux d'’AMPc ovocytaires. Des

prélevements ont été effectués aprés 30 sec., 1, 2, 4, 6, 10, 20, 30, 40 et 60 mn en
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présence ou non de 17a20BDHP sans qu'aucune différence n'ait pu étre notée entre

témoins et traités (données non représentées).
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b) Effet a plus long terme



Quatre expériences ont été menées sur difféerentes femelles en prolongeant les
incubations des ovocytes durant 10 h (figure 6). Tous les lots d'ovocytes traités par la
17a20bDHP ont présenté des dépressions significatives des niveaux d'AMPc,
d'amplitude et de cinétique extrémement variables d'une femelle a l'autre. De méme,
ni la périodicité, ni 'amplitude des fluctuations des niveaux de base, enregistrées chez

les témoins non traités, ne semblent comparables d’'une expérience a l'autre.

2.2. Apreés élévation du niveau de base

a) Effet de la 17a20BDHP sur les niveaux d'AMPc lors du traitement des

ovocytes par I'IBMX

Les différences observées entre ovocytes traités par I''BMX, seul ou associé a
la 17020BDHP, n'ont été significatives que dans I'une des 2 expériences réalisées

(figure 7).

b) Effet de la 17a20BDHP lors du traitement des ovocytes par la forskoline

et 'IBMX

L'addition de 17a20bDHP dans le milieu d'incubation aprés un prétraitement
des ovocytes a I''BMX et a la forskoline ne provoque pas de dépression significative
des niveaux d'AMPc (I'une des 3 expériences réalisées est représentée sur la figure

8)
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3. VARIATION DES NIVEAUX D’AMPc AUCOURS DE LA FIN

DU CYCLE OVARIEN

3.1. Etude statistique

Une dizaine d’ovocytes ont été prélevés par massage abdominal sur un grand
nombre de femelles. Les stades, poids et contenus en AMPc des ovocytes ont alors

été déterminés. Les résultats font apparaitre que :

- Il existe une corrélation hautement significative entre les concentrations en

AMPc et les poids ovocytaires (figure 9).

- Le contenu en AMPc des ovocytes au stade VG+/- ou VG+ est

significativement plus important qu'au stade FV (tableau 1).

- Il existe une corrélation hautement significative entre la sensibilité ovocytaire

ala 17020BDHP et la concentration des ovocytes en AMPc (figure 10).

Il semble donc que l'augmentation du poids ovocytaire lors de la fin du cycle
ovarien s’accompagne a la fois d’'une élévation de la concentration en AMPc des
ovocytes, et d’'une augmentation de leur sensibilité a I'hnormone maturante. Ces
résultats pouvant paraitre surprenants si I'on admet que 'AMPc est inhibiteur de
l'induction de la reprise de la méiose, nous avons tenté de les vérifier par des suivis

individuels.

3.2. Suivis individuels

Une douzaine de femelles ont été marquées et prélevées régulierement durant
leur fin de cycle ovarien. Malgré de fortes différences, individuelles on constate comme

précédemment, que la croissance ovocytaire se poursuit jusqu'a l'ovulation et
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s’accompagne d’une augmentation de la concentration en AMPc des ovocytes. Les

différents types de profils sont représentés sur la figure 11.

AMPc (en % de la concentration a l'ovulation)
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i
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Fig 11. Evolution de la concentration ovocytaire en AMPc
en fonction du temps avant 1'ovulation. Pour chacune des
femelles représentées (chaque courbe), des prélévements de 10 a
15 ovocytes ont été effectués régulidrement durant la fin du
cycle ovarien (du stade FV au stade VG*). Les ovocytes ont été
dénudés rapidement, pesés par groupes de 5 et traités selon le
protocole standard en vue du dosage de 1’AMPc. La figure en
surimpression représente pour les mémes femelles, 1’évolution
de la concentration ovocytaire en AMPc en fonction cu poids
ovocytaire.
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1. DISCUSSION

Il semble d'aprés nos résultats, que l'induction de la maturation ovocytaire chez
la truite arc-en-ciel ne puisse avoir lieu lorsque les concentrations intraovocytaires en
AMPc sont augmentées artificiellement. Nous démontrons en effet que les inhibiteurs
de l'activité phosphodiestérase, les substances stimulant l'adénylate cyclase, ou
'AMPc lui-méme, bloquent totalement l'induction de la reprise de la méiose par la

17a20bDHP.

Les résultats que nous avons obtenus lors de l'utilisation de théophylline ou
d'IBMX sont en accord avec ceux rapportés chez I'omble de fontaine, Salvelinus
fontinalis (GOETZ et HENNESSY, 1984 ; DEMANNO et GOETZ, 1987a), chez la
perche canadienne, Perca flavescens (DEMANNO et GOETZ, 1987b) et chez les

amphibiens (O'CONNOR et SMITH, 1976 ; MORRIL et al., 1977 ; BRAVO et al 1978).

Chez toutes ces espeéces, l'inhibition compléte de la maturation ovocytaire est
obtenue pour des concentrations d'inhibiteur du méme ordre de grandeur que celles

qgue nous avons utilisées chez la truite arc-en-ciel (1 mM).

Toutefois, les méthylxanthines telles que I''BMX ou la théophylline n'agissant
pas uniguement sur l'activité phosphodiestérase (voir pour revue WELLS et KRAMER,
1981 ; SMITH, 1975), il n'est pas certain que l'inhibition de la maturation obtenue avec
ce type de substances résulte exclusivement de leur action sur les niveaux d'’AMPc
ovocytaires. Il semble notamment que le blocage de la maturation qu’ils induisent
puisse étre, au moins partiellement, la conséquence d’une inhibition des synthése
protéiques de l'ovocyte. Chez le xénope il a été montré en effet que la théophylline
diminuait fortement lincorporation protéique des acides aminés (O'CONNOR et

SMITH, 1976 ; BRAVO et al., 1978). De plus chez 'omble de fontaine (DEMANNO et
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GOETZ, 1897) comme chez le xénope (BRAVO et al., 1978), la théophylline et les
inhibiteurs de synthése protéique sont capables de bloquer la reprise de la méiose,
méme lorsqu'elles sont ajoutées plusieurs heures apres le stéroide inducteur de la
maturation. Les périodes durant lesquelles ces 2 types de produit conservent un effet
inhibiteur sur la maturation sont identiques, ce qui laisse supposer que leurs modes

d'action pourraient étre les mémes.

Nous avons montré que chez la truite arc-en-ciel, il était possible de bloquer la
maturation ovocytaire par I''BMX sans modifier les niveaux d'AMPc ovocytaires, ou en
ne provoquant qu’une trés faible augmentation de ceux-ci. Chez le xénope, alors que
les méthylxanthines agissent effectivement sur I'activité phosphodiestérase (SADLER
et MALLER 1987), la théophylline ou IIBMX ne provoquent pas (ou peu)
d'accumulation d'AMPc dans I'ovocyte (O'CONNOR et SMITH, 1976 ; BRAVO et al.,
1978 ; MULNER, 1983). L’une des hypothéses avancées pour expliquer I'effet modéré
de ces produits serait que la majeure partie de 'AMPc se trouverait dans l'ovocyte
sous forme liée a la sous-unité R de la protéine kinase et donc peut étre sous une

forme non dégradable par les phosphodiestérases.

L'inhibition de la maturation par la forskoline semble plus démonstrative d’'un
effet via I'AMPc, aucun effet aspécifique n'ayant été rapporté jusqu'a présent. Nous
démontrons d'autre part qu'un traitement par la forskoline provoque une accumulation

rapide et considérable de 'AMPc ovocytaire.

Les mémes types de résultats (inhibition de la maturation, augmentation rapide
et tres importante des niveaux d'AMPc) ont été obtenus chez I'omble de fontaine

(DEMANNO et GOETZ, 1987).

Chez cette espece comme chez la truite arc-en-ciel l'augmentation des niveaux
d'AMPc n'est que transitoire. Malgré la présence continue de forskoline dans le milieu

de culture, les concentrations en AMPc ne se stabilisent pas a leurs niveaux
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maximums mais retombent apres quelques heures a un niveau qui reste malgré tout
supérieur aux concentrations initiales. Cette chute relative des niveaux d'AMPc
pourrait étre due au passage d'une partie de I'AMPc ovocytaire dans le milieu de
culture ou au blocage imparfait des phosphodiestérases par [I'IBMX,
vraisemblablement associé a une diminution des synthéses d'’AMPc par manque de
précurseur (ATP). La réponse des cellules folliculaires lors des traitements par la
forskoline pourrait également interférer avec la réponse de I'ovocyte lui-méme. Il a été
montré en effet chez Oncorhynchus rhodurus et chez Oryzias latipes, que la forskoline
stimulait la production dAMPc et la synthése de 17a20BDHP par les cellules

folliculaires (NAGAHAMA et al., 1985 ; IWAMATSU et al., 1987).

Lors des expériences que nous avons réalisées en présence de forskoline il est
envisageable qu'une partie de I'AMPc ovocytaire provienne des cellules folliculaires,
et que la 17a20BDHP produite par le follicule contrebalance l'effet de la forskoline en
faisant rechuter les niveaux d'/AMPc dans I'ovocyte. Ce dernier point nous semble peu
probable puisque la chute relative des niveaux d'AMPc que nous enregistrons apres
traitement par la forskoline a également été observée en présence d'inhibiteurs de la

stéroidogenése (résultats non représentés).

Enfin, en accord avec I'hypothése selon laquelle I'augmentation de I'AMPc
ovocytaire bloquerait I'induction de la maturation, nous démontrons que I'apport direct
d'AMPC ou de db-AMPc dans le milieu de culture inhibe I'induction de la GVBD par la
17020BDHP. Contrairement aux données rapportées chez les mammiféres
(MAGNUSSON et HILLENSJO, 1977) et chez les amphibiens (MORRIL et al., 1977)
I'AMPc semble plus efficace que son dérivé dibutyrique. A l'inverse, la production
folliculaire de 17020BDHP chez la truite est davantage stimulée par le db-AMPc que
par 'AMPc lui-méme (FOSTIER non publié). Il est possible que lors des expériences

d'inhibition de la maturation par les nucléotides cycliques, l'action du db-AMPc sur
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l'ovocyte soit contrebalancée par la stimulation de la production de 17a20BDHP par le

follicule.

Ces premiéres expériences faites chez la truite arc-en-ciel, semblant confirmer,
comme chez le xénope, que 'AMPc est inhibiteur de la maturation, nous nous sommes
attachés a vérifier que l'induction de la reprise de la méiose s‘accompagne d'une chute
des niveaux d’AMPc ovocytaires. Les mesures d’/AMPc que nous avons effectuées sur
follicules entiers laissent supposer que la 17020BDHP est effectivement capable de
faire chuter transitoirement les niveaux d’AMPc dans l'ovocyte de truite arc-en-ciel.
Néanmoins les diminutions que nous avons enregistrées sont de faible amplitude (15%
en moyenne), parfois a la limite de la signification et sans cinétique bien déterminée.
Chez I'omble de fontaine et la perche canadienne, DEMANNO (1987) rapporte que
seules 3 des 7 expériences effectuées ont permis de mettre en évidence une
diminution des niveaux d'AMPc lors du traitement par la 17020BDHP. Les résultats
obtenus chez ces 3 espéces se rapprochent de ceux rapportés chez les amphibiens.
Chez le Xénope, les tentatives effectuées pour mettre en évidence une diminution des
niveaux d'AMPc ovocytaires ont abouti a des résultats souvent contradictoires (voir
pour revue CICIRELLI et SMITH, 1985). Il semble néanmoins que la progestérone
provoque une diminution d'environ 20% de 'AMPc ovocytaire (CICIRELLI et SMITH,
1985). La faible ampleur de la chute d'AMPc pourrait expliquer, tant chez les
amphibiens que chez les poissons, les différences obtenues d’'une expérience a

l'autre.

L’ensemble de nos résultats confirme les données obtenues chez les

amphibiens :

- L’élévation artificielle de I'AMPc ovocytaire inhibe I'induction de la maturation

par la 17a203DHP.
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- La reprise de la méiose s'accompagne d’'une chute de faible ampleur des

niveaux d'’AMPC.

Il semble donc vraisemblable que cette diminution des niveaux d’AMPc soit,
comme chez les amphibiens, une condition nécessaire au déclenchement de la

maturation.

Paradoxalement nos résultats montrent que la phase finale de la croissance
ovocytaire et la migration de la vésicule germinative s'accompagnent a la fois d’'une
augmentation de la sensibilité des ovocytes a la 17a203DHP, et d’'une augmentation
des concentrations ovocytaires en AMPc (exprimées par mg d’ovocyte). Chez le
xénope, les concentrations en AMPc (exprimées par unité de volume) restent stables
entre les stades ovocytaires (DUMONT, 1972) Il et VI (THIBIER et al., 1982). Pourtant
chez le Xénope comme chez la truite la quantité totale d'’AMPc par ovocyte augmente
durant la fin de la période de croissance (THIBIER et al., 1982), ce qui, en premiere
analyse, parait incompatible avec l'effet inhibiteur de I'AMPc sur la maturation. Il faut
toutefois remarquer que chez ces 2 espeéces il s'agit de mesures globales de TAMPC
et non d'une estimation de I'évolution du nucléotide au sein des compartiments

intracytoplasmiques incriminés lors de la maturation ovocytaire.
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EFFET DE LA DEFOLLICULARISATION SUR LES NIVEAUX D’AMPc

INTRAOVOCYTAIRES
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Fig 12. Photographies en microscopie electronique a balayage d'ovocytes de
truite arc-en-ciel. A : ovocyte dénudé par traitement enzymatique et présentant
encore quelques microvilosités (V) folliculaires a sa surface (X ). B : ovocyte
dénudé manuellement (X200) sur lequel subsiste encore des cellules de granulosa
(G).
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| - INTRODUCTION

Les résultats que nous avons obtenus lors des expérimentations sur ovocytes

non dénudés ne sont pas entierement satisfaisants.

- Si de fortes concentrations d’AMPc inhibent effectivement la maturation, la
cinétique et I'ampleur de la chute d'’AMPc que provoque la 17a20bDHP ne sont pas

reproductibles d’une expérience a l'autre.

- La nécessité d’'une chute d'AMPc lors de I'induction de la maturation est en

contradiction avec I'évolution de I'AMPc ovocytaire en fin de cycle ovarien.

Les cellules folliculaires pouvant étre a I'origine des difficultés rencontrées pour
caractériser les événements survenant lors de la maturation, nous avons entrepris de
travailler sur des ovocytes défollicularisés (dénudés). Nous nous sommes attachés
dans un premier temps a étudier l'effet de la dénudation sur les niveaux d'’AMPc
ovocytaires. Ceci nous a amené a nous interroger par la suite sur le réle du follicule

dans le maintien des niveaux de bases en AMPc des ovocytes.
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Il. RESULTATS

1. DEFOLLICULARISIATION

Des ovocytes provenant de plusieurs femelles ont été dénudés
enzymatiquement ou manuellement, puis observés en microscopie a balayage. Les
ovocytes dénudés enzymatiquement ne présentent plus aucune cellule folliculaire a
leur surface. Seules subsistent encore, par endroit, quelques microvillosités
enchassées a lintérieur des pores de la zona radiata (figure 12a). Les ovocytes
dénudés a la main présentent a leur surface des zones plus ou moins importantes
recouvertes de cellules de granulosa. La plus grande partie des surfaces débarrassées
de ces cellules folliculaires restent néanmoins recouvertes d'un tapis de microvillosités

(figure 12b).

2. EFFET DE LA DENUDATION SUR LE CONTENU DES OVOCYTES EN AMPc

L'évolution des niveaux d’AMPc apres dénudation a été suivie sur des ovocytes
provenant de femelles de souches (printaniére, estivale, hivernale) et de stades (FV,

VGHE, VG*) différents.

Dans tous les cas étudiés, la dénudation, qu'elle ait été manuelle ou
enzymatique, s'est toujours traduite par une augmentation importante de I'AMPc

ovocytaire.

Cette augmentation fut parfois significative des le premier prélévement (figure
13), c'est a dire aprés une nuit passée a 12 °C dans le milieu de dénudation (ovocytes
dénudés enzymatiguement), ou d'incubation (ovocytes dénudés a la main), auquel
s'ajoute le temps de préparation des ovocytes dénudés manuellement (environ 3 h a

4 °C), et 2h de préincubation a 12 °C.
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Malgré des niveaux de base pouvant étre tres différents d'une femelle a l'autre,
la cinétique et I'ampleur de I'accumulation de I'AMPc aprés dénudation (exprimé en
pourcentage des témoins non dénudés) sont comparables d’une expérience a l'autre.
Sur 9 expériences, les niveaux d'’AMPc atteints apres 6 h. d'incubation ont été en
moyenne 45 fois plus élevés chez les ovocytes dénudés que chez les témoins. Dans
certains cas I'accumulation d'’AMPc a été moins importante chez les ovocytes dénudés

a la main que chez ceux traités enzymatiquement (fig. 14).

3. INCUBATION D'OVOCYTES NON DENUDES EN PRESENCE D’INHIBITEURS

DE SYNTHESE PROTEIQUE OU STEROIDIENNE

L'augmentation des niveaux d’AMPc qui suit la dénudation peut laisser penser
gu'un ou plusieurs facteurs d'origine folliculaire (FIF ou facteur inhibiteur folliculaire),
exerce(nt) un contréle permanent sur la synthése et/ou sur la dégradation de ce

nucléotide dans 'ovocyte.

Il n'est pas exclu que les phénomenes enregistrés ne soient qu'artéfactuels, les
dénudations enzymatiques ou manuelles pouvant porter atteinte a l'intégrité de la

membrane ovocytaire et stimuler I'adénylate cyclase membranaire.

Afin de vérifier I'nypothése d'un contréle de I'AMPc ovocytaire d'origine
folliculaire, nous avons effectué des incubations d'ovocytes non dénudés, en présence
d'inhibiteurs des synthéses protéiques et stéroidiennes. L'évolution des niveaux
d'AMPc a été suivie durant 6 jours, les milieux étant renouvelés lors de chaque

prélévement :

L'inhibition de la synthése des stéroides par de I'aminoglutéthimide ne provoque

aucune modification décelable des niveaux d'AMPc. Par contre, 'emploi de
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significatives entre traitements : wp< 0,05,
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cycloheximide, ou plus encore de puromycine, déclenche apres 2 a 3 jours
d'incubation une forte augmentation du contenu ovocytaire en AMPc, qui se poursuit

durant toute la durée du traitement (figure 15).

4. EFFET DE L’'INSULINE SUR L’ACCUMULATION D’AMPc INDUITE PAR LES

INHIBITEURS DE SYNTHESE PROTEIQUE

L'accumulation d'’AMPc dans 1'ovocyte Sous l'effet de la puromycine ou de la
cycloheximide suggere que le facteur inhibiteur folliculaire (FIF) est de nature
protéique. Dans cette hypothése, nous avons testé I'effet conjoint de la puromycine et
de l'insuline et constaté que, dans 4 des 5 expériences réalisées, l'insuline bloquait
totalement l'augmentation de 'AMPC ovocytaire lors de I'utilisation de la puromycine
(figure 16). Lors de la 5éme expérience l'insuline n'a eu aucun effet significatif sur les
niveaux d'’AMPc (figure 17). Dans aucune des 5 expériences l'insuline (2ui/ml) n'a
provoqué la maturation des ovocytes, méme chez les témoins non traités par les

inhibiteurs.

5. EFFET DE L'IGF1 SUR L’ACCUMULATION D'AMPc INDUITE PAR LES

INHIBITEURS DE SYNTHESE PROTEIQUE

Une seule expérience a été réalisée jusqu'ici et les résultats sont donc a prendre
avec précaution. Il semble que I'IGF1 (10 nM) soit plus efficace que l'insuline a la
méme concentration ou a des concentrations supérieures (10 uM) puisque, lors de

cette expérience, l'insuline 10 uM n'a pas eu d'effet sur ’TAMPc ovocytaire (fig.17).
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1l - DISCUSSION

Tous les travaux que nous avons présentés ici tendent a montrer qu'un ou
plusieurs facteurs folliculaires (FIF) controlent en permanence les niveaux d'’AMPc

ovocytaires.

A notre connaissance, c’est la premiére fois qu'un contréle négatif de ce type et
de cette importance est observé. Des travaux similaires aux nétres ont été effectués
chez 2 autres especes de poissons, I'omble de fontaine et la perche canadienne
(DEMANNO et GOETZ, 1987 ; DEMANO, 1987). Chez aucune de ces especes il n'a
été rapporté que la dénudation provoque une élévation importante des niveaux
d'AMPc ovocytaires. Néanmoins, dans les 2 cas, il est fait mention d’une trés légere
augmentation des niveaux de base que les auteurs attribuent a la présence d'éthanol
dans le milieu d'incubation (I'éthanol étant apporté lors du traitement par la

17a20bDHP a donc été rajouté chez les témoins).

Chez la truite nous n'avons pas constaté de différence entre témoins incubés
ou non en présence d'éthanol (données non représentées). Il est possible que cette
faible augmentation d'AMPc notée chez ces 2 autres espéces soit, comme chez la
truite, le résultat d'une levée d'inhibition folliculaire, les 2 modéles ne se différenciant

gue par I'ampleur de I'accumulation d'AMPc qui en résulte.

Chez les amphibiens rien de tel n'a été montré. Alors que la maturation est
induite, comme chez les poissons, par une stimulation stéroidienne, la dénudation des
ovocytes d'amphibiens ne provoque aucune modification apparente des niveaux

d'AMPc ovocytaires.

Toutefois il semble que chez le xénope les cellules folliculaires puissent
augmenter 'AMPc ovocytaire, soit directement par le passage dans l'ovocyte de

I'AMPc produit par le follicule, soit indirectement par l'intermédiaire des estrogenes
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folliculaires capables d'augmenter les niveaux d'AMPc dans I'ovocyte (MULNER et
OZON, 1981 ; THIBIER et al., 1982). Mais dans ce cas précis il s'agirait plus d'une
modulation de I'effet de la progestérone sur la maturation que d’'un contréle permanent

des niveaux d’AMPc ovocytaires.

Chez les mammiféres, ou tout au moins chez le rat et la souris, il semble que la
situation soit l'inverse de celle que nous observons chez la truite. En effet, la
dénudation des ovocytes provoque a la fois la reprise de la méiose et la chute des

niveaux d'’AMPC ovocytaires (SCHULTZ et al., 1983 ; DECKEL, 1987).

L’'une des hypothéses qui peut étre avancée pour expliquer ce double
phénoméne serait qu'un facteur folliculaire, inhibiteur de la maturation ('OMI ou
"oocyte meiosis inhibitor"), contrélerait positivement les niveaux d'AMPc ovocytaires.
A notre connaissance, aucun travail n'est venu jusqu'a présent confirmer cette
hypothése. A l'inverse, il a été montré chez la brebis que 'AMPc ovocytaire augmentait
dans les premieres heures qui suivent la mise en culture des follicules en présence de
FSH et LH, puis rechutait au moment de la GVBD (MOOR et HESLOP, 1981).
Toutefois les auteurs n'observent aucune variation des niveaux d'AMPc aprés
dénudation des ovocytes, ce qui laisse supposer que cette augmentation serait plutot
la conséquence d’une stimulation par les hormones gonadotropes, que la levée d’une

inhibition folliculaire.

Comme nous l'avons déja évoqué, il n'est pas exclu que l'augmentation des
niveaux d'’AMPc enregistrée lors des expériences de dénudation soit artéfactuelle.
Certains des composants du milieu de dénudation, tel que I'épinéphrine et la
collagénase, sont en effet susceptibles de stimuler la synthése d'/AMPc (HANOUNE et
al., 1982). D'autre part I'adénylate cyclase étant une enzyme membranaire, il est
également possible qu’une stimulation mécanique de la membrane survenant lors de

la dénudation manuelle, soit a I'origine de l'augmentation d'AMPc constatée. On peut
55



supposer néanmoins que dans cette hypothese les niveaux d'AMPc seraient revenus
plus ou moins rapidement a leurs niveaux d'origine, ce qui n'a jamais été le cas dans

la limite des 18 voire 24 heures d'observation.

Si un facteur folliculaire contrdlait effectivement les niveaux d’AMPC ovocytaires
guelle pourrait en étre la nature ? Au moins deux types de composés pourraient

éventuellement jouer ce réle :

- Des stéroides qui chez la truite comme chez le Xénope semblent pouvoir

modifier les niveaux d’AMPc dans I'ovocyte (chapitre précédent).

- Des peptides tels que l'insuline ou les facteurs de croissance. Chez le xénope
en effet ceux-ci inhibent l'adénylate cyclase et stimulent les phosphodiestérases
ovocytaires (SADLER et MALLER, 1987) ce qui devrait se traduire par une diminution

des niveaux d'AMPc ovocytaires.

Les résultats que nous avons obtenus lors de ['utilisation d'aminoglutéthimide,
de cycloheximide et de puromycine confirment r hypothése de I'existence d’un FIF, et
font penser qu'il pourrait s'agir d’'une protéine ou d’un peptide. En effet, seul les
inhibiteurs de synthése protéique provoquent la méme accumulation d'AMPc que celle

constatée lors des expériences de dénudation.

Nous référant aux travaux effectués chez le xénope nous avons testé I'effet de
l'insuline et de I'NGF1 sur 'augmentation d’AMPc induite par la puromycine. Nous avons
constaté qu'a forte concentration (10 uM), l'insuline bloquait totalement I'effet des
inhibiteurs de synthése protéique, ce qui n'a pas été totalement le cas lors de
l'utilisation de I''GF1l. Un certain nombre de données, obtenues tant chez les
mammiféres que chez les amphibiens, suggérent pourtant que "l'insuline like growth

factor 1" pourrait étre le FIF mis en évidence lors des dénudations d’ovocytes :
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- Chez la truite les niveaux d'AMPc restent stables lorsque les ovocytes
entoureés de leurs follicules sont incubés in vitro et en absence de tout apport hormonal
extérieur. Ceci indique que les facteurs contrélant I'AMPc ovocytaire sont d'origine
folliculaire et non plasmatique. Or contrairement a l'insuline, I''GF1 peut effectivement

étre synthétisé par des cellules de granulosa en culture (HAMMOND et al., 1985).

- Chez le xénope (SADLER et MALLER, 1987), les effets de IGF1l et de
l'insuline sur l'ovocyte sont identiques (induction de la maturation, inhibition de
'adénylate cyclase, stimulation de la phosphodiestérase) L'insuline agirait sur
'ovocyte par l'intermédiaire des récepteurs a I''GF1 (MALLER et KONTZ, 1981 ;

SADLER et MALLER, 1987).

- Bien que n'ayant pas été entierement concluants, nos résultats montrent que
'lGF1 est capable a de faibles concentrations (10 nM) d'agir sur les niveaux d'AMPc

ovocytaires. L'efficacité de I''GF1 pourrait étre plus importante que celle de I'insuline.

L’ensemble de ces données nous incite a penser que I'lGF1 pourrait étre I'un

des facteurs contrdlant le niveau de base ovocytaire en AMPc.

Il est néanmoins possible que d'autres types de composés participent a ce
contréle. On ne peut exclure totalement que des stéroides interviennent a un moment
ou a un autre pour réguler les niveaux d'/AMPc de l'ovocyte (indépendamment du
déclenchement de la maturation). En effet il n'est pas certain que dans nos conditions
expérimentales I'emploi de Il'aminoglutéthimide suffise a bloquer totalement la

stéroidogeneése, les faibles quantités de stéroides qui pourraient subsister suffiraient

alors a empécher la montée de I'AMPc dans l'ovocyte.

On peut également s'interroger sur la durée relativement longue (3 jours
environ), nécessaire pour que commence l'augmentation de 'AMPc lors de traitements

par les inhibiteurs :
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- Correspond-elle au temps d'action de la puromycine, indispensable pour que

toute trace d’un facteur tel que I'lGF disparaisse du follicule ou il était synthétisé ?

- Témoigne t'elle d'inhibitions en cascade, intervenant soit au niveau du follicule
soit méme de l'ovocyte, et dont la montée des niveaux d'’AMPc serait une des
conséquences ? On peut en effet envisager que l'incubation prolongée en présence
d’inhibiteurs des synthéses protéiques finisse par provoquer I'arrét des synthéses des
phosphodiestérases ovocytaires. L'élévation des niveaux d'’AMPc ne serait alors en
guelque sorte, que la manifestation d'un profond déreglement du métabolisme

ovocytaire.

Si l'on tient compte a la fois des résultats obtenus lors des dénudations
d’'ovocytes (augmentation des niveaux d'AMPc aprés quelques heures), et des
observations faites lors de I'utilisation des inhibiteurs de synthése protéique,
I'hnypothése la plus probable reste qu’un facteur de type IGF produit par le follicule
contrdle le niveau de base ovocytaire en AMPC. L'élimination de ce facteur lors des
expériences de dénudation, ou le blocage de sa synthése lors de l'emploi de

puromycine se traduirait par une élévation de 'AMPc ovocytaire.

Dans cette hypothése, la faible amplitude de l'augmentation de I'AMPc
ovocytaire, survenant parfois lors de dénudations manuelles, s'expliquerait par la
présence a la surface de I'ovocyte de zones plus ou moins importantes recouvertes de
cellules de granulosa. Ces cellules, en continuant de produire le FIF, réduiraient la
réponse de l'ovocyte. Ceci sous-entend que le FIF ne serait produit que par les cellules

de granulosa et non par les cellules théquales ou par I'association theque-granulosa.

58



UNE CHUTE DES NIVEAUX D’AMPc EST ELLE UNE CONDITION

NECESSAIRE A LA REPRISE DE LA MEIOSE ?

EXPERIMENTATION SUR OVOCYTES DEFOLLICULARISES
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| - INTRODUCTION

Chez le xénope le traitement des ovocytes par la toxine cholérique permet, en
augmentant les niveaux d'AMPc, de mettre en évidence l'effet inhibiteur de la
progestérone sur I'AMPc ovocytaire (THIBIER et al., 1982 ; SCHORDERET SLATKINE
et al., 1982). En absence de cet artifice, les conséquences sur I'AMPc d’'un traitement
par la progestérone ne sont que trés difficlement décelables, compte tenu de la faible
ampleur des phénomenes a observer. Chez la truite, la dénudation des ovocytes nous
a permis, d’une part, de faire abstraction de l'influence des cellules folliculaires sur
'ovocyte, et d'autre part, en augmentant les niveaux d’AMPc ovocytaire, de rendre

possible la caractérisation de I'action de la 17a20DHP sur ce nucléotide.
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Fig 18. Effet de la 17a20BDHP sur 1'accumuiation d¢'AMPc
d'ovocytes dénudés manuellement ( O ) ou enzymatiquement ( O ).
Les ovocytes dénudés ont é&té incubés en présence (synboles
plein) cou non (symboles vides) de 17a2080MP (10°°M). Certains
ovocytes ayant servi de témoins ( & ) ont été incubé au sein de
leur follicule, et ont été dénudés juste avant )'extraction de
1'AMPc. Le point 26ro fait référence 4 1'addtion de 1a
17a2080HP. Chaque point représente la moyenne (% SD) de trois
échantillons cde 5 ovocytes. Différences significatives entre
traitements : p < 0,01 (kx); différences non significatives :
NS.
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IIl - RESULTATS

1 EFFET DE LA 17a20BDHP SUR LES OVOCYTES DENUDES

1.1. Traitement continu par de la 170203DHP

a) Effet sur la maturation ovocytaire

L’addition de 17a20BDHP au milieu de -culture d'ovocytes dénudeés,
enzymatiquement ou manuellement, provoque leur maturation, malgré parfois une

légere perte de sensibilité.

b) Effet sur les niveaux d’AMPc

Deux expériences ont été réalisées afin de détecter un effet précoce de la
17020BDHP (10-6 M). Les prélevements des ovocytes ont été faitsa0,5;1;2;4; 10
; 15 ; 30 et 60 min et n'ont pas permis de révéler de différences entre les ovocytes
traités ou non par la 17a20BDHP (données non représentées). Par contre, lorsque les
incubations sont poursuivies sur une plus longue période, on constate que la
17020BDHP (10-6M) provoque une chute importante et prolongée des niveaux
d'AMPc ovocytaires (figure 18). Comparée aux témoins cette chute est d'environ 40%
aprés 6 h d'incubation, que les ovocytes aient été dénudés enzymatiquement ou
manuellement. Les ovocytes traités par de la 17020BDHP reprennent normalement
leur méiose, et ceci bien que leurs niveaux d'AMPc ne descendent jamais en dessous

des niveaux mesurés chez les témoins non dénudés.
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Fig 19. Effet de différentes concentrations de 17a20B0HP
sur les niveaux d'AMPc et sur Ja reprise ce la méicse (GVBO)
d’'ovocytes dénudés enzymatigquement. Les guantités d'AMPc
mesurédes chez les ovocytes traités par de la 17a20BCHP sont
exprimées en pourcentage des niveaux d'AMPc mesurés chez les
ovocytes témoins (incubés sans 17a20@0HP). Les prélévements des
ovocytes pour la mesure de niveaux d'AMPc ont éteé effactués
aprés 6 h d'incubation. L'estimation du nombre d'ovocyte ayant
repris leur méfose &4 été réalisée aprés 45 h d'incubation.
Différences significatives entre traitements :x#+sx0 <« 0,001;
NS : différences non significatives. Les chiffres indiqués au
dessus des histogrammes représentent le nombre d’expériences
ayant servi & calculer les moyennes.
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c) Effet doses-réponse

Des concentrations trés faibles de 17a20BDHP (1,4 a 55 nM) ne provoquent
pas la maturation des ovocytes, mais sont capables de bloquer la montée de 'AMPc
induite par la dénudation. Nous n‘avons pas pu mettre en évidence de différence entre
les niveaux d'’AMPc des ovocytes traités par des doses maturantes ou non maturantes
de 17020BDHP. Il ne semble pas exister de relation entre le pourcentage de
maturation et l'importance de la chute de I'AMPc (figure 19). La perte de I'efficacité de
la 17020BDHP sur la stabilisation des niveaux d'AMPc est observée pour des
concentrations variables suivant les femelles, comprises entre 1,4 et moins de 0,2 nM

(figure 19).

1.2. Réversibilité des traitements

a) Effet des fortes concentrations de 17a208DHP

Le traitement par de la 17a20BDHP (3.10-6 M) durant 3 a 15 mn suffit a
provoquer la reprise de la méiose d'ovocytes dénudés enzymatiquement. Nous
n‘avons pas constaté de différence entre les niveaux d'AMPc d’ovocytes traités
temporairement ou en continu par de fortes concentrations de 17020BDHP. Dans les
2 cas 'AMPc se maintient a un niveau bas durant toute la durée des prélevements,
méme apres un traitement de 3 mn seulement (figure 20). L'effet de la 17a203DHP
(3.10-6 M) semble irréversible, méme lorsqu'elle est apportée puis retirée du milieu
avant la dénudation. Toute stimulation n'en est pas pour autant impossible puisque

'adénylate cyclase reste sensible a la forskoline (figure 21).
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Fig 20. Effet d'un traitement par de la 17a20BDHP appliqué
durant de courtes durées et & fortes concentrations, sur les
niveaux d’AMPc Qvocytaires. Les ovocytas dénudés
enzymatiquement ont ¥té incubés 3 min (@), 15 min ( A), ou 18
h ( =) en présence d'un exces de 17a2080MP (3.10-%%), puis
lavés abondemment avec du ML8/280 et réincubés dans du milieu
sans hormone durant 48 h afin d'estimer le nombre d'ovocytes
ayant repris leur méiose. Ovocytes dénudés ( O ), ovocytes non
dénudés incubés sans 17a2000HP ( & ), Les moyennes (+SD)
roprd:ont‘.a ont été calculées sur des échantillons de 3 lots §
ovocytes.
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Fig 21, Effet de la dénudation, ou de la forskoline sur
les niveaux d'AMPc d'ovocytes ayant été prétraités par de la
17a20B0HP. Dos ovocytes iIntrafolliculaires ont é&td incubés
durant une heure dans du milieu MIB/280 contenant de la
17Q2000KP 3.10"*M. 1Ils ont en suite été lavés abondemment
(ML8/280), dénudés manuellement, at placés dans du milieu sans
stéroide contenant (Forsk) ou non (17a208P) de 1a forskoline 50
uM. TF : témoins n'ayant été ni préincubés avec de la
1702080HP, N1 dénudés. TOM témoins dénudés sans avoir é&té
prétraité par cde la 17a2080HP. Différences signmificatives entrae
traitements : # p<0,05 ; *xp<0,01,
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b) Effet des faibles concentrations

L’effet de la 17020BDHP sur les niveaux d'AMPC est réversible lorsque le
stéroide est utilisé a de faibles concentrations. Le retrait du stéroide se traduit par la
remonté de I'AMPC ovocytaire, et ceci méme lorsque le traitement préalable par la
170 20B3DHP a été effectué durant plusieurs heures. Apres 6 h d'incubation, les niveaux
d'AMPc des ovocytes traités temporairement par de la 17020DHP 3 ou 15 pM

rejoignent les niveaux des ovocytes témoins dénudés (figure 22).

2. TRAITEMENTS PAR DES SUBSTANCES NON MATURANTES

2.1. Effet des stéroides non maturants

La testostérone n’est pas capable d’induire la reprise de méiose des ovocytes
de truite arc-en-ciel. Aux 2 concentrations que nous avons utilisées, elle provoque par
contre une diminution des niveaux d'AMPc (en pourcentage des témoins dénudés)
identique a celle obtenue avec la 17a20BDHP (figure 23). Il en est de méme pour la
17a-hydroxyprogestérone (17a0OHP) et la 17020Bdihydroprogestérone, 2 autres

stéroides non maturants proches de la 17a20DHP (non représenté).

Enfin, I'estradiol 176 n'a aucun effet sur les niveaux d'AMPc des ovocytes, que

ceux-ci soient au stade FV ou VG* (figure 23).

2.2. Effet de 'insuline

L'insuline provoque également, lorsqu'elle est employée a fortes doses (figure
24), une diminution importante de I'AMPc ovocytaire (environ 50% aprés 6h

d'incubation). En aucun cas elle n'a provoqué la maturation des ovocytes.
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Fig 23. Effet comparé de 1a 17a20Q0HP (17a208P), de la
testcstérone (Testo), et de 1'estradiol (E2), sur le contenu en
AMPc d'ovocytes dénudés par traitement enzymatique ( mesurés
aprés 6 h d'incubation en présence des différentes hormones).
Les valeurs sont exprimées on X (2 SEM) des témoins dénudés,
incubés sans stéroide (TE). Les chiffres au dessus des
histogrammes représentent le nombre d'expériences ayant 4té
réalisées. Différences significatives entre les traitements :

* %% D<0,001.

Fig 24. Effet de 1'insuline sur les

€ heures

d'ovocytes dénucés par traitement enzymatique . Les

sont dénudés puis traités durant 6 h

(*%%) : 0,001).

par de 1
(2 ui/ml). Chaque donnée représentée correspond &
(+ SD) de trois échantillons de 5 ovocytes (provenant d’'une
seulea femellae), Différences significatives entre traitements

niveaux d'AMPc
ovecytes
"insuline
la moyenne
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1. DISCUSSION

Les résultats que nous avons présentés ici mettent en évidence que la
170e20BDHP, comme la progestérone chez les amphibiens, est capable d'agir sur les

niveaux d'’AMPC ovocytaires.

Il a été montré chez le xénope que la progestérone provoquait la chute de la
concentration de I'AMPc ovocytaire lorsque celle-ci avait été artificiellement
augmentée par un traitement préalable a la toxine cholérique (THIBIER et al., 1982 ;

SCHORDERET-SLATKINE et al., 1982).

De méme chez la truite, nous montrons que la 17020BDHP est capable de
bloquer l'accumulation d’AMPc survenant lors de la dénudation et de faire chuter
durablement la quantité d'AMPc par ovocyte. Seules les concentrations importantes
d’hormones voient leur effet se prolonger aprés leur retrait du milieu d'incubation. Cette
prolongation de I'action du stéroide pourrait étre due a son accumulation a l'intérieur

de l'ovocyte et, éventuellement, a son relargage progressif dans le milieu de culture.

Chez la truite, comme chez le xénope, la chute d'AMPc induite par le stéroide
en absence d'élévation préalable des niveaux de base est de faible ampleur, ce qui
rend son observation difficilement reproductible. Le traitement des ovocytes par la
toxine cholérique chez le xénope ou leur dénudation chez la truite permet
I'amplification de la réponse aux stéroides maturants. Chez ces 2 espéces, I'estradiol,
stéroide n'induisant pas la reprise de la méiose, ne provoque pas non plus la chute
des niveaux d'AMPc. En premiére analyse il semble pourtant que les similitudes entre
les 2 modeéles s'arrétent la, puisque contrairement a ce qui a été montré chez les
amphibiens la chute de la concentration ovocytaire en AMPc ne semble pas étre une
condition suffisante pour provoquer la reprise de la méiose des ovocytes de truite arc-

en-ciel :
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Schéma 1. Moddle de mécanisme d'action de la progestérone

sur la reprise de la méicse ovocytaire. Pg : progestércne ;
R2Cz : protéine kinase AMPc-dépendante ; C : sous unité
catalytique de cette protéine ; Mp-P et Mp : protéine de

maturation phosphorylée ou non ; MPFise : facteur 1nducteur de
la maturation (GVBD).
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La dénudation des ovocytes, malgré 'augmentation des niveaux dAMPc qu’elle
provoqgue, ne bloque pas l'induction de la maturation par la 17a20DHP (tout au moins
dans les premiéres heures qui suivent le début de 'augmentation d'AMPCc). Le suivi
des niveaux d'’AMPc d’ovocytes dénudés et traités par la 170203 DHP indique pourtant
gue la concentration ovocytaire en AMPc reste toujours supérieure dans les ovocytes
traités par ce stéroide, aux niveaux mesurés chez les témoins intrafolliculaires

(ttmoins non dénudés, non traités) qui eux ne maturent pas.

Ceci va a I'encontre des mécanismes décrits classiquement chez le xénope ou
la chute des niveaux d'AMPc provoque la diminution des phosphorylations AMPc
dépendantes, et par voie de conséquence l'apparition du MPF et la maturation de
l'ovocyte (schéma 1). Selon cette hypothése le déclenchement de la GVBD ne survient
que lorsque les niveaux d'’AMPc tombent en dessous d’'une valeur seuil inférieure au
niveau de base. Ainsi chez le xénope, lors d’un traitement par la toxine cholérique puis
par la progestérone, cette valeur n'étant pas franchie, le stéroide ne provoque pas la
reprise de la méiose des ovocytes (THIBIER et al., 1982 ; SCHORDERET-SLATKINE
et al., 1982). Ces observations sont en Contradiction avec ce que nous constatons
chez la truite lors du traitement d’ovocytes dénudés par la 17a208DHP, puisque la
maturation se déclenche dans des ovocytes dont les niveaux d’ AMPc sont supérieurs

aux niveaux de base.

On pourrait objecter que la mesure globale du contenu ovocytaire en AMPc
n'‘est pas a méme de révéler des variations survenant au niveau d’'un compartiment
cellulaire précis. La valeur seuil déclenchant la reprise de la méiose ne serait franchie

gue dans cet unique compartiment et pourrait ne pas étre mise en évidence.
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L'autre éventualité serait que la 17020pDHPagisse effectivement sur les
niveaux d'AMPc ovocytaires mais provoque la reprise de la méiose par des

mécanismes ne mettant pas directement en jeu ce nucléotide.

Nos résultats confortent cette deuxieme hypothése :

- La testostérone, l'insuline, ou de trés faibles concentrations de 17a203DHP
qui n'induisent pas la reprise de la méiose, provoquent une diminution des niveaux

d'AMPc identique a celle induite par des concentrations maturantes de 17a203DHP.

- Il n'existe, d'autre part, aucune relation entre I'ampleur de la chute d’AMPc et

le pourcentage d’ovocytes qui reprennent leur méiose.

On comprend mal, dans I'hypothése ou les mécanismes déclenchant la
maturation seraient identiques a ceux décrits chez le xénope, comment 2 chutes
comparables des niveaux d'AMPc pourraient suivant les cas induire ou non la

maturation des ovocytes.

Dans ces conditions, il semble plus probable que la chute des niveaux d'AMPc
ne provoque pas la reprise de la méiose des ovocytes de truite arc-en-ciel, ou tout au

moins qu’elle ne soit pas une condition suffisante au déclenchement de la maturation.

Cette conclusion est en accord avec les résultats obtenus chez I'étoile de mer.
Chez cet invertébré, I'hormone maturante (la 1-méthyladénine) provoque la diminution
des niveaux d'’AMPc ovocytaires (MEIJER et ZARUTSKIE, 1987). Pourtant, ni la
microinjection de phosphodiestérase (MEIJER et ZARUTSKI, 1987), ni celle
d'inhibiteurs des protéines kinases AMPc dépendantes (MEIJER et al.,, 1989)
n'induisent la reprise de la méiose des ovocytes ainsi traités. Il en a été conclu gu'il
existerait une double voie de contrble, I'une levant l'inhibition exercée par I'AMPc,
lautre stimulant I'apparition du MPF et provoquant la GVBD. Chez le xénope au

contraire, il a été admis que la diminution de 'AMPC ovocytaire était une condition
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suffisante pour provoquer la GVBD : la diminution d’activité de la protéine kinase AMPc
dépendante provoquée par la microinjection de l'inhibiteur de cette protéine kinase ou
par la microinjection de sa sous unité R, suffit a provoquer la reprise de la méiose
(MALLER et KREBS, 1977 ; HUCHON et al., 198la). Récemment pourtant
GELERSTEIN et collaborateurs (1988) ont montré que l'adénosine provoquait la
maturation des ovocytes tout en augmentant les niveaux d'AMPc ovocytaires alors
que, a linverse, l'acétylcholine diminuait ces niveaux de 10 a 40 pour-cent sans
provoquer la maturation des ovocytes. Tout comme chez |'étoile de mer et chez la
truite, ces auteurs suggerent qu'il existerait une 2éme voix de contrle de la

maturation, paralléle a celle mettant en jeu I'AMPc.

Quels pourraient étre, chez ces différentes especes, les mécanismes incriminés

lors de l'induction de la maturation, indépendamment de la voie mettant en jeu ’TAMPc

?

De nombreux travaux ont analysé le réle des cations divalents lors de la reprise
de la méiose des ovocytes d'amphibiens. Il a été montré que l'absence de Ca2+ et de
Mg2+ ou la présence d'EDTA dans le milieu d'incubation inhibait la reprise de la
méiose (MERRIAM, 1971 ; MAROT et al., 1976 ; MASUI et al., 1977). D'autre part de
nombreux traitements augmentant la concentration intraovocytaire en Ca2+ ou en
Mg2+ (ionophorése, ionophore, fortes concentrations en divalent dans le milieu de
culture) induisent la reprise de la méiose (MOREAU et al., 1976 ; WASSERMAN et
MASUI, 1975 ; BALTUS et al.,, 1977). Il semble néanmoins, apres de longues
controverses, que la progestérone ne provoque pas d’augmentation du calcium
intraovocytaire et ne soit donc pas impliguée en tant que second messager lors de la
maturation des ovocytes de xénope (voir pour revue CORK et al., 1987 ; CICIRELLI

et SMITH, 1987).
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Schéma 2. Modéle de mécanisme d’action de la
progestérone sur Jla reprise de la méicse Oovocytaire. Pg :
progestérone ; Phosph. 28 : protéine phosphatase 28 s h=P/ 14
inhibiteur 1 de 1la Phosphatase 1 Posph. 1 : protéine
phosphatase 1 ; ¢ : SCus unité catalytique de la protéine
kinase AMPc dépendante i Mp-P et Mp : protéine de maturation
phosphorylée ou non.

73



Récemment pourtant BELLE et collaborateurs (1986) ont montré chez le
Xénope que la micro injection de Mg2+ provoquait la GVBD en absence de
progestérone, sans modifier les niveaux d’AMPC ovocytaires. L'induction de la
maturation par Mg2+ étant inhibée par la toxine cholérique, I'hypothese avancée est
gue ce divalent activerait, directement ou non, les protéines phosphatases impliquées
dans la déphosphorylation de la protéine de maturation (MP), cette déphosphorylation
conduisant a l'apparition du MPF. La progestérone provoquerait la maturation en
agissant, d’'une part sur les protéines kinases via I'AMPc, et d'autre part sur les
phosphatases par l'intermédiaire d’'une augmentation de la concentration ovocytaire
en Mg2+ (schéma 2). La mise au point de microélectrodes spécifiques devrait

permettre de tester cette hypothése tant chez les amphibiens que chez les poissons.

Les divalents ne sont pas les seuls candidats susceptibles d’agir comme
deuxieme messager. Chez le Xénope l'insuline provoque in vitro la maturation des
ovocytes via les récepteurs aux IGF1 (MALLER et KOONTZ, 1981). Elle agit a la fois
en inhibant l'adénylate cyclase et en stimulant certaines phosphodiestérases
(SADLER et MALLER, 1987). Pourtant, contrairement a la progestérone, certains de
ses effets sur l'ovocyte (augmentation du pHi, phosphorylation de la protéine
ribosomale S6) ne sont pas bloqués par la toxine cholérique (STITH et MALLER, 1984)
et pourraient mettre en jeu des mécanismes indépendants de TAMPC. Comme pour
d'autres types cellulaires, l'insuline modifierait le turn-over de phosphoinositides
membranaires, et, augmentant la production de diacylglycérol (DAG), activerait la

protéine kinase C.

A l'appui de cette hypothése il a été montré chez les amphibiens (STITH et
MALLER, 1987 ; KLEIS-SAN FRANCISCO et SCHUETZ, 1988 ; LAURENT et al.,
1988) comme chez les mammiféres (ABERDAM et DECKEL, 1985 ; LEFEVRE et al,

1988), que l'activation de la protéine kinase C par les esters de phorbol induisait la
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reprise de la méiose. De plus, chez le xénope, l'inhibition de la production du DAG
bloquerait la maturation lorsqu’elle est induite par l'insuline, et non pas lorsqu’elle est
induite par la progestérone (STITH et MALLER, 1987). Il existerait donc chez le
Xxénope, une proteine kinase C activable par l'insuline, et non par la progestérone, dont
la stimulation pourrait provoquer la maturation des ovocytes. La encore, une double
voie de contrble de la GVBD a été mise en évidence, I'une passant par 'TAMPC, l'autre

par les phospholipides membranaires.

Bien que chez le xénope ces 2 possibilités d'induction de la reprise de la méiose
ne soient pas mises en jeu par les mémes hormones, il est envisageable gu'il n'en soit

pas de méme chez la truite arc-en-ciel.

D’autre part, ces 2 voies de contréle ne sont pas totalement indépendantes 'une
de l'autre puisque la maturation des ovocytes reste impossible en présence de toxine
cholérique. Quel que soit le mécanisme d'action de I'hormone maturante, 'AMPc

conserve ses potentialités inhibitrices.

Enfin d'autres phospholipides membranaires pourraient jouer un rble dans
l'induction de la maturation par la progestérone. CHIEN et collaborateurs (1986) ont
montré en effet que la progestérone produisait chez Rana une augmentation de la
méthylation de la phosphatidyléthanolamine. L'injection du produit de cette méthylation
serait capable de provoquer la maturation des ovocytes en absence de progestérone,
vraisemblablement en modifiant la fluiditt membranaire, comme le suggérent les

expériences de MORRILL et collaborateurs (1989).

Malgré les différences que nous avons pu mettre en évidence chez la truite et
chez le xénope dans l'implication de I'AMPc ovocytaire au cours de la maturation, il

semble que certaines convergences puissent étre dégagées :
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- Chez la truite comme chez le Xénope, les hormones qui provoquent la reprise
de la méiose font chuter les niveaux d’AMPc ovocytaires (que cette chute soit ou non

a l'origine de la maturation).

- Chez ces 2 espeéces linsuline, gu'elle induise ou non la reprise de la méiose,

est susceptible d’agir sur le niveau de ’AMPc ovocytaire.

- Il semble vraisemblable aujourd'hui que la progestérone chez le Xénope
comme la 17a20BDHP chez la truite induisent la reprise de la méiose par différents
types de mécanismes dont certains ne mettraient pas directement en jeu une chute

des niveaux d'’AMPc ovocytaires.
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DISCUSSION GENERALE CONCLUSIONS ET CONJECTURES

Les études que nous avons menees tant sur ovocytes intrafolliculaires que sur ovocytes
dénudeés ont permis de mettre en évidence que les niveaux d’/AMPc ovocytaires chez la truite
arc-en-ciel, sont contrdlés par un ou plusieurs facteurs d'origine folliculaire durant toute la fin

du cycle ovarien.

La possibilité que ce contrdle soit exercé par des facteurs de type insuline nous semble
apporter un éclairage nouveau sur le role biologique de ces substances lors de la reprise de la
méiose. Malgré ce qui est observé chez le xénope, ou l'insuline est capable de provoquer la
reprise de la méiose ovocytaire, il semble vraisemblable & la lumiere de nos résultats que
I'insuline et les facteurs de croissance agissent sur I’ovocyte avant la reprise de la méiose, pour
réguler les niveaux d'’AMPc intraovocytaires et non en tant que facteur inducteur de la

maturation.

Nous avons pu démontrer que la reprise de la méiose induite par la 17cc20BDHP (ou
tout au moins la GVBD puisque seul ce critére a été pris en compte comme indice de la reprise
de la méiose) n'est pas la conséquence (dans nos conditions expérimentales) d'une chute globale

des niveaux d'’AMPc ovocytaires.

Le modéle que nous proposons, bien que s'appuyant sur certaines hypotheses non encore
verifiées chez la truite arc-en-ciel, permettrait d'expliquer nombre de questions qui ont été

soulevées lors de cette étude :

L'ovocyte de truite arc-en-ciel, contrairement a ce qui a été décrit chez les amphibiens,

ne posséderait pas son propre systeme de contréle de ses niveaux d’ AMPc.

Chez le xénope il a été montré que tres tot au cours de I'ovogenése se mettaient en place
des mécanismes de rétrocontréle de la concentration en AMPc des ovocytes. Il existerait dans
I'ovocyte une protéine, substrat des protéines kinases AMPc dépendantes, dont la forme

phosphorylée inhiberait la production dAMPc (MULNER et al., 1983 ; schéma 3).
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AMPc

Phosph.1

Schéma 3. Modadle posaible de la régulation du niveau de
1"AMPc ovocytaire par un mécanisme de rétrocontrédle. C : sous
unité catalytique de la protéine kinase AMPc dépendante ; Mp-pP
et Mp : protéine de maturation phosphorylée ou non i Posph. 1 :

protéine phosphatase 1.
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L’inhibition de la phosphorylation de cette protéine provoque effectivement une

augmentation importante de la concentration ovocytaire du nucléotide.

Chez la truite on peut émettre I'hypothése de I'absence de tels mécanismes d'auto-
contréle. La régulation des niveaux d'’AMPc ovocytaires serait assurée par l'intermédiaire de
substances produites par les cellules de la granulosa. L'accumulation d'AMPc dans 1’ovocyte
consécutivement a une dénudation, serait la conséquence de la levée de l'inhibition exercée par

le follicule.

Nous avons évoqué précédemment le paradoxe qui semblait exister entre I'nypothése
d'une maturation ovocytaire déclenchée par la chute des niveaux d'AMPCc, et I'augmentation

parallele de la sensibilité a I'normone maturante et de la concentration en AMPCc des ovocytes.

Nous avons démontré qu'il n'existait pas de relation entre le pourcentage d’ovocytes

maturants et les niveaux d'’AMPc dans ces ovocytes aprés action de la 17a208DHP (figure 19).

Nous avons mis en évidence également qu'il était possible d'obtenir 100% de maturation

ovocytaire avec des niveaux d'’AMPc supérieurs aux niveaux de base.

En d’autres termes la réponse des ovocytes a I'hormone maturante ne dépend pas (dans
une certaine mesure) des niveaux d’AMPC, ni avant ni apres l'apport du stéroide. Ceci
expliquerait que les concentrations en nucléotide puissent augmenter en fin de croissance

ovocytaire sans interférer avec I'évolution de la sensibilité.

Cette augmentation des concentrations ovocytaires en AMPc constatée en fin de cycle
ovarien, pourrait étre due a un accroissement dans l'ovocyte des capacités de synthése en
nucléotide. Dans cette hypothese, la levée de I'inhibition folliculaire lors de la dénudation
devrait permettre aux ovocytes proches de lI'ovulation (VG+) de produire plus d'AMPc que ceux
qui en sont éloignés (FV). Il ne semble pas que ce soit le cas, puisque les niveaux maxima

atteints apres dénudation sont identiques chez les ovocytes aux stades FV et VG+.
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L’augmentation d'AMPc en fin d'ovogenése serait plutdt la conséquence de la diminution de
I'inhibition exercée par le follicule, du fait, soit d'une synthese plus faible des substances

inhibitrices, soit d’une perte de 1'efficacité de ces substances sur I’ovocyte.

Si une faible augmentation de I'AMPc ovocytaire n'est pas préjudiciable au
déclenchement de la maturation, une augmentation plus importante des niveaux de ce
nucléotide est capable, chez la truite comme chez le xénope, d’inhiber totalement I'induction de
la reprise de la méiose. Le contrdle exercé sur I’ovocyte par le follicule doit donc permettre de
maintenir des niveaux d'AMPc compatibles avec la maturation. Le pic préovulatoire de
17020BDHP, en bloguant toute augmentation d'’AMPc dans I'ovocyte, prendrait en quelque
sorte le relais des facteurs folliculaires avant que ne survienne l'ovulation. L'action de la
170 20BDHP sur I'AMPc ovocytaire, nous apparait plus comme le blocage des potentialités
inhibitrices d’une élévation des niveaux du nucléotide, que comme un facteur déclenchant, par
lui-méme, la reprise de la méiose. En cela, la maturation ovocytaire chez la truite se
rapprocherait plus du modeéle proposé chez I'étoile de mer (MEIJER et al., 1989) que de celui
en vigueur chez le xénope. Chez la truite arc-en-ciel la 17a20BDHPagirait sur l'ovocyte a

travers une double voie de contr6le :

A) Tout d'abord en maintenant de maniére durable les niveaux d’AMPc a un niveau

compatible avec la reprise de la méiose et avec I'évolution ultérieure de I’ovocyte :

- DEMANNO et GOETZ (1987) chez le saumon de fontaine et SCHORERET-
SLATKINE et BAULIEU (1982) chez le xénope montrent que les fortes concentrations
d’AMPc produites sous I'effet de la forskoline restent inhibitrices pendant plus du tiers de la

durée de la maturation.
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Schéma 4. Modéle de mécanisme d'acticn de 1a 17a2080HP
sur Ja reprise de la méicse ovocytaire, FIF : facteur
inhibiteur folliculaire : MPF : facteur inducteur de la
maturation (GVBD) ; Q $ Q $:n‘cm1mo inducteurs de la
maturation ; i : mécanismes inhibiteurs de la maturations.

81



- 11 a été montré par ailleurs que I'AMPCc inhibait également les divisions mitotiques d’un
certain nombre de lignées cellulaires (NOSE et KATSUTA, 1975 ; STAMBROOK et VELEZ,
1976), ce qui laisse supposer que de trop fortes concentrations en nucléotide dans I'ovocyte

pourraient nuire a l'initiation du futur développement embryonnaire.

- Nous avons montré que les concentrations maturantes de 17a20BDHP agissaient sur
I'AMPc ovocytaire de maniere prolongeée, voire irréversible puisque les niveaux du nucléotide
n‘augmentent pas apreés I'ovulation. Si I'on assimile la dénudation a une ovulation artificielle,
c’est donc vraisemblablement grace a cette action durable de la 17a20bDHP que les niveaux

d’AMPc se maintiennent a un niveau rendant possible I'évolution de I'ovocyte.

B) Indépendamment de la voie mettant en jeu une diminution (ou un contréle) des
niveaux d'AMPc, la 17a20bDHP induirait I'apparition du MPF et la reprise de la méiose au
travers de mécanismes qui restent encore a déterminer. C'est cette voie de contrble de la

maturation qui pourrait étre inhibée par les fortes concentrations d'AMPc.

A l'issue de ce travail il nous est possible de proposer le schéma suivant (représentation

ci-contre) :

1°). Avant maturation : les cellules de la granulosa contrélent les niveaux d'’AMPc dans
I'ovocyte par l'intermédiaire de facteurs inhibiteurs (de type IGF1 par exemple). Au fur et a
mesure de la croissance ovocytaire ce contrdle tend a diminuer, ce qui entraine une légere

augmentation des niveaux d'/AMPc dans I'ovocyte.

On peut s'interroger sur le role biologique d’une telle augmentation. Comme le
suggerent LESSMAN et collaborateurs (1988), il est possible que I'AMPc, en agissant sur la
polymeérisation de la tubuline ovocytaire, favorise la migration de la vésicule germinative vers

la périphérie de I'ovocyte.
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Indépendamment de I'augmentation des niveaux d’AMPc on assiste a I'accroissement de
la sensibilité des ovocytes a la 17a20BDHP. Ceci s'explique vraisemblablement par la mise en

place progressive des mécanismes qui entreront en jeu lors de I'induction de la maturation.

2) Durant le déclenchement de la maturation : la 17a.20BDHP prend le relais des facteurs
folliculaires et maintient 'AMPc ovocytaire a son niveau de base ou provoque une tres légere
diminution de sa concentration dans I'ovocyte. Le stéroide induit la reprise de la méiose par des
mécanismes ne mettant pas directement en jeu une chute d’AMPc mais pouvant étre inhibés par

de fortes concentrations en nucléotide.

La reprise de la méiose dépendrait en fait de I'équilibre entre des mécanismes inhibiteurs
impliquant 'AMPc, et des mécanismes inducteurs résultant de I'action du stéroide maturant sur
I'ovocyte. Ceci n'exclue pas que, comme chez les amphibiens, la déphosphorylation d’une
protéine dite de maturation (MP) soit a l'origine de la cascade d'événements conduisant a
I’apparition du MPF et a la reprise de la méiose. Dans cette hypothése, les mécanismes
inducteurs de la reprise de la méiose pourraient par exemple mettre en jeu l'activation d’une
phosphatase (voir schéma 2) comme cela a été suggéré chez le xénope (BELLE et al., 1986).
La prépondérance des mécanismes inhibiteurs ou stimulateurs pourrait expliquer les différences

constatées entre certaines espéces lors de I'induction de la reprise de la méiose :

- Chez I'étoile de mer, la chute des niveaux d’AMPc en dessous de leur niveau de base,
ou l'inhibition de la protéine kinase AMPc dépendante, ne déclenchent pas la maturation des
ovocytes. L'induction de la reprise de la méiose ne pourrait pas étre obtenue uniquement par la
levée de l'inhibition exercée par I'AMPc, mais nécessiterait aussi la mise en jeu de mécanismes

stimulateurs.

- Chez le xénope au contraire, la maturation ovocytaire pourrait étre obtenue soit par la

levée de l'inhibition exercée par I'AMPCc, soit par I'intermédiaire des mécanismes stimulateurs.
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- Chez la truite arc-en-ciel il est possible de déclencher la maturation méme lorsque les
concentrations d'’AMPc sont supérieures aux niveaux de base. Les mécanismes stimulateurs

pourraient contrebalancer jusqu'a un certain point les mécanismes inhibiteurs.

Contrairement a ce qui a été montré chez I'étoile de mer, nous ne sommes pas en mesure
d'affirmer qu’une chute de ' AMPc ovocytaire en dessous des niveaux de base ne suffise pas a

provoquer (artificiellement ?) la reprise de la méiose.

A la lumiére de nos résultats, il semble néanmoins plus probable que la 17a.20BDHP se
substituant aux facteurs folliculaires empéche I'élévation de I'AMPc ovocytaire, mais provoque
la reprise de la méiose par des mécanismes ne mettant pas directement en jeu une chute de

I'AMPc dans lI'ovocyte.
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