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Résumé

Les tendances actuelles de fertilité dans les sociétés occidentales sont telles que les
femmes ont moins d’enfants et reportent a plus tard la venue de leur premier. Dans ce contexte
d’allongement de la période ou des xénobiotiques peuvent interférer avec les gonades avant la
conception surgit le besoin croissant d’avoir les outils pour mieux évaluer les dommages
potentiellement causés aux gameétes femelles. L’ovaire est ainsi fait qu’il contient un nombre fini
de follicules dormants non renouvelables (primordiaux) qui s’épuise progressivement jusqu’a la
ménopause. Les ovocytes qui s’y trouvent a I’état quiescent peuvent perdurer ainsi plusieurs

années et risquent de subir des atteintes multiples avant d’étre ovulés.

Plusieurs xénobiotiques ont été identifiés comme ayant le potentiel d’entrainer
spécifiquement une perte accélérée des follicules dormants. De cette perte, qui est irréversible,
peuvent surgir I’infertilité et une apparition prématurée de la ménopause; en effet, ces follicules
entretiennent le pool de follicules en croissance qui soutiennent la fonction ovarienne. Ces
conséquences sont fréquemment observées chez les survivantes de traitements de
radiochimiothérapie. Les agents y étant utilisés, particuliérement la radiation ionisante et les
agents alkylants, affectent des follicules ovariens de divers stades, mais les follicules primordiaux
y sont particulicrement sensibles. Bien que I’incidence des effets de ces traitements assez
répandus soit relativement bien décrite, le mécanisme spécifique pour expliquer la
dégénérescence des follicules dormants demeure incompris. Cela est du en grande partie a la
difficulté éprouvée a isoler des fractions pures de ces petits follicules, éparpillés au travers de la

masse de follicules en croissance, pour mener de telles études.

Dans cette étude, un systéme de culture d’ovaires néonataux de souris a été utilisé pour
caractériser la toxicité ovarienne d’un des agents alkylants les plus couramment utilisés en
chimiothérapie, le cyclophosphamide (CPA). Les ovaires a ce stade donnent justement accés a
une grande proportion de follicules primordiaux. Ils pourraient donc s’avérer précieux pour
mener des investigations plus approfondies sur les mécanismes sous-jacents a la dégénération de
ces follicules, par ce composé et d’autres. Cette étude a tenté d’établir les conditions pour étudier

ces mécanismes in vitro. La comparaison de la toxicité de différents métabolites du CPA chez la
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souris a permis de voir que 1’on pouvait reproduire les effets de cet agent sur les petits follicules
en utilisant directement la moutarde phosphoramidée (MP). Par ailleurs, le potentiel ovotoxique
d’un produit de dégradation volatile de la MP a également été soulevé. Les effets de la MP ont
ensuite été caractérisés dans le temps pour montrer que la dégénérescence des petits follicules
était assez rapide (24 a 72 h) et qu’elle se soldait par la fragmentation de ’ADN. Cependant, des
différences de réaction des cellules somatiques et germinales ont été notées en fonction du stade
folliculaire en histologie normale. 11 en fut de méme quant a la localisation d’un marqueur de
I’apoptose, la caspase 3 activée, qui fut détectée presque exclusivement dans les cellules
somatiques des follicules activés. La comparaison de la toxicité de la MP entre la souris et le rat
a par ailleurs été entreprise. Les résultats, présentés en annexe, ont confirmé I’existence d’une
grande différence de sensibilité des follicules primordiaux entre ces deux espéces. Cependant, ils
suggerent qu’elle ne soit pas due a des divergences dans le métabolisme général du CPA, tel que
proposé auparavant, mais & des différences physiologiques d’origine cellulaire. L’investigation
de ces bases cellulaires a été amorcée avec le systéme in vitro en regardant si les ovocytes
pouvaient détecter des cassures d’ADN. Les résultats disponibles en annexe suggérent qu’il
existe des différences dans la capacité de réparer de telles l1ésions en fonction de I’état
d’activation de I’ovocyte. Ainsi, les résultats obtenus lors de cette étude ont permis de poser
quelques conditions qui pourront mener & des investigations plus poussées des mécanismes de la
toxicité du CPA dirigée envers les follicules primordiaux avec 1’aide du systéme de culture

d’ovaires néonataux.
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Section I : revue de littérature

Introduction

L’ovaire joue le réle de pivot dans la fonction reproductrice de la femme par la production
d’hormones et la délivrance des gamétes femelles (ovocytes). La fonction de cet organe repose
sur la présence des follicules ovariens. Ce sont ces structures qui supportent le développement, la
maturation et I’ovulation des ovocytes. Or, I’ovaire contient une réserve non renouvelable de
follicules a I’état dormant, les follicules primordiaux. Plusieurs agents détruisent les ovocytes
inclus dans les follicules de ce stade, causant ainsi des dommages irréversibles. En effet, on
considére que lorsqu’un follicule primordial est détruit, il ne peut étre remplacé. Ainsi, leur
destruction peut entrainer 1’épuisement prématuré de la réserve de follicules et se traduire par de

’infertilité et la rupture de la fonction ovarienne (ménopause) de fagon précoce.

L’insuffisance ovarienne précoce est une conséquence commune des traitements de
radiochimiothérapie contre le cancer et certaines maladies autoimmunes. De fait, parmi les
différents agents utilisés lors de ces traitements, plusieurs causent des effets délétéres sur les
follicules dormants. La toxicité ovarienne de 1’un des plus largement utilisés d’entre eux, le
cyclophosphamide (CPA), a déja été caractérisée in vivo chez les rongeurs. Les follicules
primordiaux présentent divers degrés de résistance a cet agent selon ’espéce et la souche utilisée.
Ces variations ont été attribuées a des différences dans la bioactivation de ce promédicament.
Malgré tout, le mécanisme de destruction des follicules quiescents demeure incompris. Ce
manque réside en partie dans la difficulté a avoir accés a un nombre suffisant de follicules
primordiaux, qui, de par leur taille, n’occupent qu’une trés faible proportion de la masse tissulaire

ovarienne au stade adulte.

L’absence de moyens cliniques non invasifs pour évaluer la réserve ovarienne limite la
capacité a prédire I’issue de la fonction reproductrice de la femme aprés des expositions a des
agents ovotoxiques. Cela nous pousse a tenter d’approfondir la compréhension des mécanismes

sous-jacents a la destruction des ovocytes, notamment par le CPA. Cela pourrait, d’une part,



permettre de préserver la fonction ovarienne du nombre croissant de survivantes aux traitements

contre le cancer et d’autre part, mieux évaluer la santé des gamétes y ayant résisté.

Les prochaines sections visent, en premier lieu, a présenter I’'importance des follicules,
notamment les follicules primordiaux, dans 1’accomplissement de la fonction ovarienne. Ensuite,
elles présenteront les connaissances ayant trait a la dégénérescence naturelle des follicules
ovariens, puis celles rattachées a la destruction folliculaire induite par des xénobiotiques. Enfin,
les impacts de I’ovotoxicité sur la fonction reproductrice de la femme seront présentés, de méme

que les caractéristiques du CPA et ses effets connus sur I’ovaire.



1 Fonction et développement des follicules ovariens

1.1 Implication du follicule dans la fonction ovarienne

L’ovaire joue deux rdles importants dans I’organisme. L’un d’eux est d’assurer le
développement et la délivrance des gamétes femelles (par ’ovulation) pour que la fertilisation
puisse avoir lieu. L’autre consiste a produire des hormones, dont I’inhibine et les stéroides
ovariens, qui sont essentielles pour assurer le développement des ovocytes, exercer un
rétrocontrdle négatif sur I’axe hypothalamo-hypophysaire, préparer le corps de la mére et soutenir
I’établissement et le maintien des premiers stades embryonnaires lors de la grossesse (Hirshfield,

1991).

Le développement et la maturation des ovocytes s’effectuent au sein d’une structure
appelée le follicule, dans lequel la cellule germinale est entourée et supportée par des cellules
somatiques de deux types (Figure 1). Un développement folliculaire adéquat, au cours duquel le
follicule dormant est activé et traverse différentes étapes de croissance, est essentiel pour mener
au succes le processus d’ovulation. C’est au sein méme du follicule et de ses restes, le corpus
luteum, que seront produits I’estradiol et la progestérone. Ces deux stéroides capitaux sont
produits sous I’action des gonadotrophines hypophysaires FSH et LH. IIs participent activement
a Iorchestration du cycle menstruel en interagissant avec ’endométre utérin et en exergant une
rétroaction sur [’axe hypothalamo-hypophysaire pour réguler la production de la GnRH
hypothalamique et des gonadotrophines. Le follicule constitue donc une unité reproductrice
fondamentale au sein de I’ovaire. L’assemblage et le développement de ces unités constituent

ainsi des aspects critiques de la fonction reproductrice féminine (Hirshfield, 1991).
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Figure 1: Illustration du follicule ovarien et de ses couches de cellules somatiques

1.1.1 Cellules somatiques du follicule ovarien

Une des nécessités pour la reproduction est la capacité des cellules somatiques présentes
dans la gonade a contrdler et maintenir le processus de gamétogenese. Dans I’ovaire, deux types
de cellules somatiques entourent 1’ovocyte et participent au développement du follicule, ou
folliculogenese; il s’agit des cellules de la granulosa, couche qui borde immédiatement 1’ovocyte,
et celles de la theque, plus a I’extérieur (Figure 1). Ces cellules constituent le site d’action et de
synthése de plusieurs facteurs et hormones qui participent a la régulation complexe et mal
comprise du développement folliculaire en interagissant directement au niveau du follicule et

aussi dans I’axe hypothalamo-hypophysaire (Hirshfield, 1991).

Les cellules de la granulosa, de part leur proximité, fournissent a I’ovocyte le support
physique et le microenvironnement requis pour son développement. Elles traversent plusieurs
états de différentiation au cours du développement folliculaire, en passant de la quiescence dans
les follicules primordiaux a la lutéinisation dans les corpus luteum, via le stade pré-ovulatoire ou
elles synthétisent de grandes quantités d’estradiol. Cette différentiation résulte de I’action de
plusieurs hormones. De nombreux récepteurs spécifiques y ont été repérés, dont ceux pour les
gonadotrophines LH et FSH, et ceux pour quelques facteurs impliqués dans la régulation du
développement des follicules préantraux (EGF, AMH, IGF, notamment) (Skinner, 2005). La
biosynthése des stéroides y ayant lieu au cours de certaines parties de la folliculogenése est

régulée principalement par I’action de la FSH. Juste avant ’ovulation, la LH contrdle la capacité



de ces cellules a synthétiser les progestines. Ce réle important des gonadotrophines sur les
cellules de la granulosa aux stades avancés de développement folliculaire contraste avec les
premiers stades de follicules, ol ces cellules sont indépendantes des gonadotrophines et des

hormones stéroidiennes (Hirshfield, 1991).

Les cellules qui forment la théque, quant a elles, sont issues du stroma ovarien. La couche
la plus interne de cette structure est séparée des cellules externes de la granulosa par une
membrane basale. Leur rdle principal consiste & produire des androgénes a partir du cholestérol
afin d’alimenter les cellules de la granulosa qui les transforment en estrogénes aux stades avancés
de développement. Au stade du follicule primordial, les cellules de la théque ne sont pas
présentes. Leur recrutement, qui est critique, s’effectuerait vers le stade primaire chez le rat
(Skinner, 2005). Chez la souris, les premieres cellules de la théque reconnaissables apparaissent
seulement quand le follicule a acquis 2 & 3 couches de cellules de la granulosa (Peters, 1969). A
ces étapes de la folliculogenése, elles sont comme leurs voisines de la granulosa, indépendantes
des gonadotrophines et des stéroides, qu’elles ne synthétisent qu’a des stades ultérieurs de

développement (Hirshfield, 1991).
1.1.2 Assemblage des follicules primordiaux

L’histogenése des follicules primordiaux n’a pas été décrite clairement mais repose sur
’organisation des cellules somatiques autour d’un ovocyte quiescent. Au cours de la période
embryonnaire, les lignées de cellules germinales s’établissent dans la gonade et proliférent en
formant éventuellement des regroupements appelés des nids d’ovocytes. Les cellules germinales
sont transformées en ovocytes lorsque les ovogonies arrétent de proliférer et entament la méiose.
L’ovocyte traverse les premiers stades de la prophase I de la méiose mais arréte sa progression au
stade diploténe. Il demeure dans cet état pendant toute la folliculogenése jusqu’a I’ovulation, ot
la méiose reprend son cours. Ce n’est que tard dans le développement feetal chez la femme et tot
dans la période post-natale chez les rongeurs que ’assemblage des follicules primordiaux en tant
que tel s’effectuera (Hirshfield, 1991). L’apoptose s’enclencherait apparemment aléatoirement
parmi certains ovocytes au sein des nids, vraisemblablement sous ’effet du Tumor necrosis
factor-a.  (Morrison et Marcinkiewicz, 2002). Ensuite, les ovocytes restants, isolés,

s’associeraient avec des cellules squameuses, précurseurs des cellules de la granulosa. Ces



cellules somatiques, a I’intérieur et a ’extérieur des regroupements d’ovocytes, proliféreraient
pendant la période de formation des follicules primordiaux, mais deviendraient également
quiescentes une fois incluses dans ceux-ci (Hirshfield, 1991). Chaque follicule primordial est
ceinturé par sa propre membrane basale, probablement synthétisée par les cellules de
prégranulosa. Cet assemblage serait entravé par des niveaux élevés de progestérone et
d’estradiol. In vitro, un ajout de progestérone s’avérerait en mesure de réduire I’incidence de
’apoptose des ovocytes de rats au sein des nids (Kezele et Skinner, 2003). Chez le rat, un déclin
des niveaux d’estradiol, de par la séparation de la mére, précéde justement les jours post-natals

deux et trois, ol cet assemblage s’effectue (Montano et al., 1995).

Le nombre de follicules primordiaux établi a la naissance dépend en partie de la durée et
du taux de prolifération des ovogonies en mitose. Chez les mammiféres, le nombre maximal de
cellules germinales implantées dans 1’ovaire est observé autour du point de transition de la mitose
a la méiose des ovogonies (Reynaud et Driancourt, 2000). L’entrée en méiose des ovogonies
coincide également avec une mort massive de cellules germinales. Une autre perte importante
d’ovocytes s’effectue lors d’une période de dégénération des follicules primordiaux suivant de
peu la période de leur assemblage (Reynaud et Driancourt, 2000). Pour témoigner de
I’importance de la dégénération des ovocytes, notons que chez la femme, le nombre de follicules
primordiaux implantés a la naissance ne constitue que 20 % du nombre de cellules germinales
observées maximalement (Baker, 1963). Chez la souris, seulement 8000 follicules primordiaux
seront formés a partir des 85000 cellules germinales présentes au jour embryonnaire 18.5

(Hirshfield, 1991).

Les follicules primordiaux consistent donc en un seul ovocyte entouré généralement d’une
couche de cellules de prégranulosa aplaties, le tout cerné par une membrane basale. Les cellules
de ces follicules quiescents démontrent peu de signes d’activité biosynthétique. Ils évoluent dans
le stroma ovarien, sans cellules de la théque apparentes ou de tissu mésenchymateux organisé

pour les entourer, ni réseau indépendant de capillaires sanguins (Hirshfield, 1991).

Les femelles naissent avec une grande réserve de ces follicules primordiaux dormants. La

plupart de la documentation scientifique suggére que cette banque constitue le seul



approvisionnement de follicules qui pourront se développer jusqu’au processus d’ovulation
pendant toute la durée de la vie reproductrice de la femme (Hirshfield, 1991). Toutefois, une
€quipe a récemment reporté la présence potentielle d’une population de cellules souches de lignée
germinale dans I’épithélium de surface de I’ovaire et suggéré qu’elles pourraient contribuer a
remplacer rapidement les follicules ayant dégénéré (Johnson ef al., 2004). Ces auteurs ont par la
suite proposé que ces cellules souches de lignée germinales dérivées de la moelle osseuse
immigreraient de fagon continue dans les ovaires de souris (Johnson et al., 2005). Ces
observations suggerent qu’il soit possible que cette population de cellules souches puisse fournir
un apport continu de follicules primordiaux, mais elles sont loin de faire I’unanimité (Greenfeld
et Flaws, 2004; Gosden, 2004; Telfer et al., 2005; Gougeon, 2005). Ces critiques soulévent que
davantage de preuves, tout comme des corroborations indépendantes des résultats présentés,
seront nécessaires pour confirmer cette idée et remiser le paradigme du pool non renouvelable de
follicules primordiaux. La compréhension actuelle de la physiologie ovarienne s’accommode

mieux de I’idée d’un stock fini d’ovocytes instauré t6t dans le développement de I’organisme.
1.1.3 Transition des follicules du stade primordial au stade primaire

Certains follicules primordiaux demeurent a 1’état quiescent pendant presque toute la vie
de la femme tandis que d’autres amorcent leur développement aussitot qu’ils sont formés. La
premicre étape de la folliculogenése est la transition du stade primordial vers le stade primaire
(Figure 2). Cette transition est marquée par deux événements principaux. En premier lieu, il
s’effectue un changement dans la morphologie et I’activité des cellules de la granulosa, qui
passent d’un état squameux a cuboide. Ensuite, les volumes cytoplasmique et nucléaire de
I’ovocyte augmentent et la synthése d’une couche protéique autour de I’ovocyte (la zona
pellucida) s’amorce. Le résultat consiste en un follicule plus grand contenant des cellules de la
granulosa arrondies (Hirshfield, 1991; Skinner, 2005). Le vocable «primaire» est employé pour
identifier ces follicules jusqu’a ce qu’ils aient moins de deux rangs complets de cellules dans la

granulosa. Lorsqu’il y deux ou plus de ces rangs, le follicule est dit «secondaire».

Les facteurs qui régulent I’activation des follicules primordiaux seraient en bonne partie
produits dans I’ovaire méme, par les cellules de différents stades folliculaires. La compréhension

actuelle de ce processus suggere qu’il soit indépendant des gonadotrophines et de la plupart des



autres hormones extraovariennes. Le Tableau 1 présente les principaux facteurs de régulation de

ce phénomene, qui demeure malgré tout assez mal compris.

Tableau 1 : Principaux facteurs de régulation du développement des follicules primordiaux
Adapté de Skinner (2005)

Facteur de régulation Source Site d’action Effet
cellulaire cellulaire
Tumour necrosis factor alpha Ovocyte Ovocyte Apoptose

Basic fibroblast growth factor ~ Ovocyte Granulosa, theque, Promeut la transition
stroma primordial/primaire
Kit ligand Granulosa Ovocyte, theque, Promeut la transition

stroma primordial/primaire
Leukaemia inhibitory factor Granulosa  Ovocyte, granulosa Promeut la transition
primordial/primaire
Keratinocyte growth factor Theéque Granulosa Promeut la transition
primordial/primaire
Bone morphogenic protein-4 Théque, Granulosa Promeut la transition
stroma primordial/primaire

Survie de I’ovocyte

Growth differentiation factor 9  Ovocyte Granulosa Développement des
follicules primaires

Insuline Endocrine Ovocyte Antagoniste de I’effet du
KL

Hormone Anti-Miillerienne Follicule  Follicule primordial | Inhibe la transition
antral primordial/primaire

1.1.4 Poursuite de la folliculogenése et atrésie

Dans I’ovaire, un follicule qui amorce son développement s’engage nécessairement dans

’'une ou ’autre de deux issues bien distinctes. Il peut poursuivre son développement jusqu’a la



fin et en arriver a I’ovulation, ou bien se dégrader par un processus de mort programmée appelé
atrésie (Figure 2). En fait, la plupart des follicules (environ 99%) ne vont jamais se rendre au
stade de I’ovulation et vont entreprendre I’atrésie. Ce phénomeéne peut s’enclencher a n’importe

quel stade du développement folliculaire (Hirshfield, 1991).

Préantral

Secondaire
Primaire -~

Primordial .~ # %
e S

el b))
J

*” Ovocyte ovulé

Figure 2 : Dénomination des stades folliculaires traversés lors de la folliculogenése
Tiré de Devine et Hoyer (2004)

Celui-ci constitue un continuum d’événements qui alimentent la maturation des différents
types cellulaires du follicule (Hirshfield, 1991). Une fois le follicule primordial activé, son
développement est orchestré par I’entremise de facteurs intra-ovariens jusqu’aux stades
secondaires. Mais plus le follicule se développe, plus sa réceptivité a la FSH s’accroit (Gougeon,
1998). Cette hormone hypophysaire agit en tant qu’inducteur de premiére importance de la
maturation des cellules de la granulosa. Cependant, la réponse de celles-ci dépend de leur état de
maturation. La FSH peut y déclencher I’expression de récepteurs a la LH et de ’aromatase
(synthese d’estradiol) et permettre au follicule d’acquérir toute la machinerie nécessaire pour la

maturation finale. A un certain stade de développement, une cavité remplie de fluides (antrum)



se développe au sein des couches de la granulosa; le follicule résultant est alors dit «antraly.
Finalement le follicule peut atteindre le stade préovulatoire, ou les cellules de la granulosa sont
différentiées et se divisent moins, prét pour le pic de LH qui déclenchera I’expulsion de I’ovocyte
(ovulation). A la suite de cet événement, les restes de cellules du follicule entreprennent une
différentiation supplémentaire (lutéinisation) qui meéne a la formation du corpus luteum et
produisent de grandes quantités de progestérone nécessaire pour supporter |’implantation
potentielle d’un embryon. Le développement des derniers stades folliculaire serait donc dirigé
par la FSH et méme beaucoup par la LH (Sullivan ez al., 1999), mais il impliquerait toujours des
facteurs intra ovariens. Dans une boucle de rétroaction négative, la sécrétion de LH et de FSH
dans I’hypophyse antérieure est notamment affectée par I’action inhibitoire du 17-B-estradiol et
de la progestérone. L’absence de ces deux hormones ovariennes provoque ainsi une hausse des

niveaux de base de FSH et LH (Gougeon, 1998; Hirshfield, 1991).

1.1.5 Durée de la folliculogenése

La croissance des follicules aux premiers stades est trés lente. Une étude a traduit cette
lenteur en rapportant que 57% des follicules primordiaux ayant une cellule de la granulosa
cuboide, donc activée et marquée au bromodeoxyuridine lors d’une exposition de 7 jours a cet
agent, ont persisté tels quels pendant les 150 jours qu’ont duré I’expérience (Meredith er al.,
2000). Cependant, une méthode de fertilisation in vitro a été établie a partir des follicules
primordiaux et donne un estimé du temps (probablement minimal) requis pour le développement
de petits follicules; elle permet la récolte d’ovocytes fertilisables aprés deux séries de culture
(follicule entier, puis ovocyte séparé) variant entre 8 et 14 jours (O’Brien ef al., 2003). Chez le
rat, le temps de doublement des cellules de la granulosa a été estimé a 7 jours avant I’atteinte de
la premiere vingtaine de cellules autour de I’ovocyte (stade primaire) (Hirshfield, 1989). Le taux
de prolifération de ces cellules augmenterait par la suite, proportionnellement avec la taille du
follicule, pour atteindre un temps de doublement maximal de 24 h au stade antral. Mais le temps
nécessaire pour que le nombre de cellules d’une section de follicule atteigne 32 est probablement
plus grand que celui nécessaire pour passer des 32 aux 2500 cellules des follicules antraux

(Hirshfield, 1991).

10



Malgré tout, la caractérisation temporelle de la folliculogenése ne peut étre décrite avec
précision a cause de la variabilité engendrée par I’interaction de plusieurs facteurs régulant la
prolifération des cellules folliculaires. De fagon générale, la durée compléte de la folliculogenése
est longue par rapport a la durée du cycle reproducteur de la femelle adulte. Elle s’échelonne sur
plusieurs semaines chez les rongeurs et probablement sur plusieurs mois chez les animaux de
plus grande taille. Chez la souris, par exemple, le développement complet d’un follicule varie
entre 19 jours et 5 mois (Pedersen, 1970) pour un cycle d’oestrus de 4 jours. Chaque follicule
progresse a travers les différents stades de follicule a un rythme différent, rythme déterminé par
I’'importante somme d’influences qui affectent le temps de génération des cellules de la granulosa

(Hirshfield, 1991).
1.1.6 Etude des follicules préantraux en culture

Différents moyens ont été élaborés pour pallier a la difficulté d’étudier les petits follicules
préantraux; malgré leur nombre, ceux-ci ne constituent plus qu’une petite proportion du tissu
ovarien lorsqu’un pool de follicules en croissance est établi, dés la puberté. La culture d’ovaires
néonataux a été utilisée notamment pour étudier les facteurs impliqués dans D’activation du
développement des follicules primordiaux. Chez les rongeurs, c’est a ce stade que 1’ovaire
contient le plus de ces follicules dormants, leur formation ayant cours principalement avant le
quatriéme jour post-natal (Hirshfield, 1991). Cette méthode a été adaptée (Parrott et Skinner,
1999) sur les bases d’une technique similaire de culture de vésicules séminales et de la glande

bulbouréthrale (Cooke ef al., 1987; Alarid et al., 1994).

Les ovaires de rats prélevés et mis en culture au jour post-natal quatre contiennent environ
70 % de follicules primordiaux, majoritairement situés dans le cortex, et I’équivalent de 23 % de
follicules primaires, le reste étant des follicules secondaires préantraux (Parrott et Skinner, 1999).
Sur une période d’une quinzaine de jours de culture, le développement des follicules primordiaux
vers le stade primaire peut s’initier spontanément. Une étude a rapporté que prés de 40 % des
follicules primordiaux persistaient 14 jours aprés la mise en culture tandis que le pourcentage de
follicules en développement atteignait 60 %; le nombre total de follicules demeurait assez fixe
jusqu’au quatorzieme jour (Nilsson ef al., 2001). La comparaison avec le 30 % de follicules en

développement avant la mise en culture suggére que plus de follicules primordiaux amorcent leur
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développement en culture qu’in vivo sur la méme période, mais ce phénoméne demeure mal
compris. Fait intéressant, lorsque I’on met des ovaires de rat en culture au jour post-natal zéro
plutét que quatre, alors que les follicules primordiaux ne sont pas encore assemblés, leur
développement se poursuit spontanément aprés 1’assemblage (Kezele et Skinner, 2003). Pour
leur part, les ovaires de souris cultivés a partir du jour deux contiennent également une grande
proportion de follicules primordiaux et certains follicules s’y développent jusqu’au stade
secondaire préantral a I’intérieur d’une période de quatre jours de culture. Comme chez le rat,

plus de follicules semblent atteindre le stade primaire qu’in vivo (Durlinger et al., 2002).

Chez les espéces de plus grande taille, dont les bovins et les singes, la culture de piéces
corticales d’ovaires feetaux a été utilisée pour tenter d’identifier ce qui régule I’activation des
follicules primordiaux (Fortune, 2002). Le cortex y est utilisé car c’est 4 cet endroit que se
situent la plupart des follicules dormants. Le méme phénoméne de suractivation spontanée des
follicules primordiaux y survient, comme dans les piéces corticales d’ovaires humains adultes,
d’ailleurs (Carlsson ef al., 2006). En effet, le nombre de follicules primordiaux trouvés dans des
piéces corticales d’ovaires de babouins chute de moitié dés le deuxiéme jour de culture et de
82 % apres le dixieéme jour. Parallélement, le nombre de follicules primaires y augmente de sept
fois (Wandji et al., 1997). Les petits follicules bovins suivent les mémes tendances (Wandji et

al., 1996). Malgré cela, trés peu de follicules atteignent le stade secondaire.

Ainsi, ’observation de I’activation spontanée des follicules primordiaux est généralisée
malgré quelques différences techniques d’un laboratoire a I’autre. Il en est de méme quant au fait
que les follicules d’ovaires néonataux cultivés sont limités dans leur développement en culture,
en comparaison avec la situation in vivo (Devine et al.,, 2002). Aucun follicule antral ne s’y

développe a cause de I’absence de gonadotrophines, dont la FSH (Fainstat, 1968).

1.2 Cinétique du nombre de follicules primordiaux

L’ovaire de mammifére est particulier parce qu’il contient a la naissance de 1’organisme la
totalité des follicules qui lui seront nécessaires pour remplir sa fonction. Chez toutes les espéces,

la réserve de follicules diminue avec le temps (Hirshfield, 1991). Une étude a investigué la
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cinétique du développement des follicules préantraux chez la souche de souris CBA/Ca (Faddy et
al., 1987). Peu aprés la naissance, I’ovaire de ces souris contient environ 8000 ovocytes inclus
dans des follicules primordiaux. Un déclin a pic des follicules primordiaux s’effectue alors dans
ce qui constitue une phase initiale d’attrition. Cette perte massive serait due en bonne partie 2 la
mort de follicules, bien que certains ovocytes peuvent aussi migrer hors de I’ovaire, au travers de
1’épithélium de surface (Wordinger ez al., 1990). A 20 jours apres la naissance, le nombre de
follicules primordiaux est déja diminué & moins de 60 % du nombre initial, et &4 60 jours, il ne
constitue plus que 30 % du stock d’origine. La cadence du déclin diminue cependant avec
Iatteinte de la maturité sexuelle et va s’atténuer davantage une fois passé le cap des 60 jours. En
contraste au taux de mort des follicules primordiaux, le taux journalier auquel ils amorcent leur
croissance ne varie pas en fonction de I’dge. Le taux de croissance folliculaire est également
élevé, des follicules antraux étant observés généralement dés le jour post-natal neuf. Méme si les
souris n’entament pas une période similaire a celle de la ménopause chez la femme, elles
connaissent une période étendue de reproduction acyclique, suivie de 1’épuisement complet de la

réserve folliculaire quelques mois avant leur mort de vieillesse (Gosden ef al., 1983).
1.2.1 Epuisement de la réserve folliculaire chez la femme

Chez la femme, 1’épuisement progressif du stock de follicules primordiaux par entrée dans
des cycles de croissance folliculaire et d’atrésie aboutit normalement a la cessation de la cyclicité
menstruelle entre 45 et 54 ans; cela marque I’entrée dans la ménopause (Figure 3). L’importance
de la dégénération physiologique des follicules se comprend en considérant que sur les quelques
400 000 follicules présents a la puberté, seulement 400 vont aboutir 4 I’ovulation au cours de la
période reproductrice de la femme. Des modeles mathématiques de la diminution de la réserve
de follicules primordiaux ont été développés. Ils suggérent que le taux de perte folliculaire de la
femme doublerait autour de 37 ans, en raison d’un rythme d’initiation de la croissance folliculaire
plus important (Gougeon et al., 1994; Faddy et Gosden, 1996). Cela causerait un épuisement
prématuré de la réserve folliculaire, une forme de sénescence isolée d’un organe. En dessous du
seuil de quelques milliers de follicules restants (45-46 ans en moyenne), les patrons cycliques de
menstruations de la femme deviennent irréguliers (Richardson er al., 1987). Lorsqu’il reste
moins d’un millier de follicules, il n’y en a plus suffisamment pour soutenir les cycles

hormonaux supportant le cours normal des menstruations, et celles-ci cessent (Faddy er al.,
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1992). On considere une femme en ménopause si ses menstruations n’ont pas eu lieu pendant

une période supérieure & douze mois consécutifs (McKinlay, 1996).
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Figure 3 : Paramétres de fertilité chez la femme associé€s au nombre
de follicules présents dans I’ovaire
Adapté de Faddy et al. (1992)

La ménopause est donc déterminée par un certain nombre de follicules plutét qu’un
certain 4ge. Un modéle de déclin exponentiel simple (Faddy et Gosden, 1995) prédit que la
ménopause surviendrait chez la majorité des femmes a I’intérieur de 5 4 10 ans lorsque la réserve
ne compte plus que 10 000 follicules, et en dedans de 21 a 27 ans avec une réserve de 100 000
follicules. Lorsque cet état est atteint, la chute de sécrétion d’estrogénes et d’inhibine dans
’ovaire coincide avec une hausse des niveaux plasmatiques de FSH et de LH, 4 cause de la
cessation du rétrocontrole négatif exercé par ces facteurs ovariens sur 1’axe hypothalamo-
hypophysaire (McKinlay, 1996). Cela laisse peu de doutes sur le rdle central de I’ovaire dans ce
phénomeéne. De plus, des gonadotrophines exogénes ne sont plus en mesure de provoquer la

maturation folliculaire ou I’ovulation lors de cette période, de par le manque de follicules (Gow

et al., 1994).
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Ainsi, la pérennité de la fonction ovarienne repose sur le nombre de follicules y étant
présent. Elle sera donc influencée par le nombre de follicules établis a la naissance et la
dynamique entre la croissance et la mort folliculaire. La mort programmée des follicules est
capitale dans la régulation de la fonction ovarienne car la grande majorité des follicules ovariens
s’y destinent. La seconde partie examinera donc les mécanismes 4 la base de la dégénérescence

des follicules ovariens.

15



2 Mécanismes et effecteurs de 1a mort cellulaire dans ’ovaire

2.1 Introduction a la mort cellulaire programmée

La mort cellulaire programmée, ou apoptose, est impliquée dans plusieurs processus
physiologiques, notamment dans le développement et la fonction ovarienne. Dans les cellules de
mammiferes, la réponse apoptotique passe classiquement par I’une ou I’autre de deux voies
différentes, dépendamment du stimulus recu par la cellule. Dans la voie extrinséque, 1’apoptose
est initiée par la liaison & un récepteur de surface de ligands létaux, comme ceux de la
superfamille du ligand de Fas/Tumor necrosis factor-a. La voie intrinséque, qui transiterait
ultimement par la mitochondrie, prendrait origine d’une large gamme de changements a
I’intérieur méme de la cellule a la suite d’insultes pathologiques ou toxiques ou encore par

’absence de signaux de survie (Morita et Tilly, 1999; Riedl et Shi, 2004).

Une fois le signal 1étal regu, le recrutement de molécules de signal intracellulaire pour
relier ces signaux a un systéme central de controle est nécessaire. Les messagers secondaires
alors utilisés dépendent du type, de la dose et de la durée d’action des stimuli, mais aussi du type
cellulaire impliqué. Dans le cas de la liaison d’un signal 1étal a des récepteurs de mort cellulaire,
ceux-ci peuvent se regrouper en triades et lier la protéine FADD, qui peut alors servir
d’adaptateur pour recruter et activer la caspase initiatrice 8. Celle-ci peut a son tour activer une
caspase effectrice comme la caspase 3. Dans I’exemple d’un signal interne, les signaux sont
généralement intégrés au niveau de la mitochondrie sous la gouverne des protéines membres de
la famille Bcl-2. Elles sont prés d’une vingtaine, se subdivisent en facteurs favorisant ou inhibant
la poursuite de 1’apoptose et leurs interactions détermineront le destin de la cellule. Selon
Pintégration des signaux, différents facteurs peuvent étre reldchés de I’espace intermembranaire

mitochondrial vers le cytoplasme (Morita et Tilly, 1999; Riedl et Shi, 2004).

Le reldichement du cytochrome ¢ de la mitochondrie est un exemple des événements
intracellulaires capitaux sous le contrdle des membres de la famille du géne Bc/-2 (Figure 4). En
se liant & la protéine adaptatrice Apaf-1 dans le cytosol, le cytochrome ¢ permet d’engager la
machinerie impliquée dans I’exécution du processus de mort programmeée. La liaison de ce

complexe avec la procaspase 9 entraine ’activation de cette enzyme par clivage. Lorsqu’elle est
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activée, cette caspase joue un réle dans le déclenchement de la phase exécutive de I’apoptose, par
le clivage (I’activation) de caspases en aval, dont les caspases 2, 3, 6 et 7 (Riedl et Shi, 2004).
L’activité protéasique de celles-ci peut notamment catalyser le clivage des DNA-fragmentation
Jactor (40 ou 45) pour lever I’inhibition des sous-unités nucléases qu’elles contiennent et ainsi
entrainer la dégradation de I’ADN nucléosomal en fragments de longueur caractéristique (Liu et
al., 1998). Les caspases entrainent irrémédiablement les cellules dans la mort en affectant des
protéines cellulaires clés, des enzymes nucléaires et des facteurs de signalisation requis pour
I’homéostasie cellulaire (p.ex. la poly-ADP ribose polymerase, ’actine, la lamine) (Sakahira et
al., 1998). Les signes distinctifs de I’apoptose, tant morphologiques (condensation cellulaire,
bourgeonnement de la membrane plasmique, fragmentation et pycnose nucléaire) que
biochimiques (clivage d’ADN) seraient reliés a I’activation des caspases mais d’autres protéases

peuvent également exécuter ’apoptose (Morita et Tilly, 1999; Tilly, 2001).
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Figure 4 : Schéma simplifié de certains éléments impliqués dans I’apoptose
Inspiré de Tilly (2001)
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2.2 Apoptose et fonction ovarienne
2.2.1 Dégénérescence des ovocytes avant ’assemblage des follicules

Dans I’ovaire, une énorme quantité de cellules germinales est perdue par dégénérescence
au stade embryonnaire, quand les ovogonies se divisent par mitose et lorsqu’elles traversent les
premicres phases de la méiose. Malgré son importance numérique, le processus de mort des

ovogonies est relativement peu documenté.

Différentes approches ont été utilisées pour attribuer la perte des ovogonies a 1’apoptose.
D’abord, des analyses de contenu en ADN par cytométrie en flux dans des ovaires foetaux de
souris ont permis d’identifier une population de cellules apoptotiques (Coucouvanis et al., 1993).
Ensuite, la détection de fragments d’ADN en échelle dans des extraits d’ovaires murins feetaux
(Ratts et al., 1995) et I’observation d’ovogonies positives pour la fragmentation nucléaire chez la
souris (Reynaud et Driancourt, 2000) et I’humain (De Pol et al., 1997) sont venues appuyer ces
analyses. Dans des ovaires feetaux humains, la condensation de la chromatine et la formation de
corps apoptotiques dans les cellules germinales pendant I’ovogenése a également été observée en

microscopie électronique (De Pol et al., 1997, 1998).

L’étude des facteurs intracellulaires qui réguleraient cette dégénérescence abondante des
cellules germinales a aussi fait I’objet de quelques études. Les protéines anti-apoptotiques Bcl-2
et Mcl-1, de méme que Bax (proapoptotique), ont été immunolocalisées dans les cellules
germinales d’ovaires feetaux humains (Vaskivuo et al., 2001; Hartley et al., 2002; Quenby ef al.,
1999). Pour leur part, de nombreuses caspases dont les caspases initiatrices 8 et 9, de méme que
les caspases effectrices 2, 3 et 7, ont été détectées dans des spécimens d’ovaires feetaux humains
(Fulton et al., 2005). La forme clivée de la caspase 3 a été localisée dans les cellules germinales,
avant que les follicules primordiaux ne se forment (Fulton er al., 2005). De plus, la culture
d’ovaires feetaux de souris en présence d’inhibiteurs de caspases, dont I’activité avait été
confirmée dans les ovogonies et ovocytes, aurait abrogé 1’apoptose des cellules germinales
(Morita et Tilly, 1999). Plus tard dans I’ovogenése, c’est-a-dire dans la période qui coincide avec

la rupture des nids d’ovocytes, du marquage pour les fragments d’ADN (TUNEL) et pour la
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forme clivée de la poly-ADP ribose polymérase (clivage effectué au cours de I’apoptose) a été

observé dans les ovocytes murins (Pepling et Spradling, 2001).

Plusieurs modéles de souris mutantes ont également été utilisés pour examiner la
régulation de la survie des cellules germinales avant leur implantation au sein des follicules. Les
ovaires de souris dont ’expression du facteur de survie Bc/-x était diminuée présentaient moins
de follicules primordiaux a la naissance, ce qui suggére que ce facteur supporte la survie des
ovogonies pendant leur développement (Rucker et al., 2000). Chez ces souris, la délétion
supplémentaire des deux alléles du géne proapoptotique Bax a restauré la survie des cellules
germinales, suggérant ainsi que 1’équilibre entre Bc/-x et Bax est capital dans le destin des futurs
ovocytes (Rucker et al., 2000). Par ailleurs, une surexpression de Bc/-2 spécifique aux cellules
germinales en prolifération (transgeéne couplé au promoteur de c-kif) augmentait leur survie,
tandis que 1’inactivation des deux alléles de ce géne, mais pas d’un seul, entrainait une réduction
du nombre d’ovocytes implantés a la naissance (Ratts e a/., 1995). De plus, une réduction de
I’apoptose des cellules germinales feetales a été observée chez des souris dont était inactivé le
gene de I’acide sphingomyélinase, I’enzyme qui produit la céramide, un composé proapoptotique
(Morita et al., 2000). Le méme phénotype fut observé chez les souris knock-out pour ’'une des
caspases effectrices de 1’apoptose, la caspase 2 (Bergeron et al., 1998; Morita et al., 2001).
Cependant, I’inactivation de la caspase 3 n’a pas affecté le nombre de follicules primordiaux

implantés a la naissance (Matikainen et al., 2001b).

11 ressort donc de plusieurs études différentes que des facteurs clefs dans le déroulement
de I’apoptose seraient impliqués dans la dégénérescence des cellules germinales au cours du

développement de I’ovaire, avant que les ovocytes ne soient implantés au sein des follicules.
2.2.2 Dégénérescence folliculaire au stade postnatal

Une fois les follicules établis au sein de I’ovaire, la perte des cellules germinales est la
conséquence indirecte du processus d’atrésie. Bien que 1’atrésie puisse survenir a tous les stades
folliculaires, elle se distingue plus facilement chez les grands follicules préantraux et les
follicules antraux que chez les plus petits follicules préantraux (stades primordial, primaire,

secondaire préantral). Le processus de dégénérescence semble de plus se dérouler de fagon
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différente selon le stade folliculaire. Dans les grands follicules ovariens, I’ovocyte meurt une fois
que les cellules de la granulosa ont dégénéré et les restes du follicule sont éliminés par
phagocytose ou résorption dans le stroma ovarien (Inoue ef a/., 2000). Quant a elle, ’atrésie des
plus petits follicules semble étre enclenchée dans I’ovocyte d’abord, la mort des cellules de la
granulosa survenant en second lieu (Reynaud et Driancourt, 2000; Morita et Tilly, 1999). II
semble que les mécanismes opérant le contrdle de la mort des ovocytes dans ces petits follicules
(primordiaux, primaires) seraient davantage complexes que ceux mis en ceuvre dans les ovocytes

au stade feetal (Reynaud et Driancourt, 2000).
2.2.2.1 Dégénérescence des plus grands follicules

Les premiers signes d’atrésie rencontrés dans les grands follicules (grands préantraux et
antraux) concernent les cellules de la granulosa et se rapprochent des caractéristiques
morphologiques classiques de I’apoptose. Ils incluent la condensation cytoplasmique
accompagnée de pycnose nucléaire, la condensation de la chromatine et sa redistribution contre
I’enveloppe nucléaire (Tilly, 1996). La dégradation nucléaire dans ces cellules a été révélée par
I’étiquetage des fragments d’ADN in situ et I’examen des oligonucléosomes dans des extraits
d’ovaires entiers (Ratts ef al., 1995; Tilly et Hsueh, 1993). La survie des cellules de la granulosa
semble reliée au statut du facteur de transcription p53, qui lorsque surexprimé, peut y entrainer un
déclenchement rapide de la mort (Keren-Tal et al., 1995). L’activation de I’apoptose des cellules
de la granulosa était aussi rapidement déclenchée aprés modification a la hausse de I’expression
du geéne proapoptotique Bax (Tilly et al., 1995), tandis que la surexpression de Bc/-2 I’inhibait
(Hsu et al., 1996). Pendant I’atrésie des grands follicules, la déficience en Bax a d’ailleurs
retardé la mort des cellules de la granulosa jusqu’a ’apparition d’ovocytes en dégénérescence

(Knudson et al., 1995), alors que 1’ovocyte dégénére toujours en dernier a ces stades.

Le réle des caspases dans 1’exécution de 1’apoptose des cellules de la granulosa a aussi été
investigué. La déficience en caspase 3 a entrainé des déréglements dans la dégénérescence des
follicules au stade antral, en retardant a son tour la mort des cellules de la granulosa; la caspase 2,
pour sa part, ne semblerait pas y jouer un rdle essentiel (Matikainen er al, 2001b). La
transformation de la procaspase 3, de méme que ’activité enzymatique de la caspase 3, ont

d’ailleurs été détectés pendant la mort des cellules de la granulosa murines (Robles et al., 1999),
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tandis qu’un inhibiteur spécifique pour cette caspase bloquait leur dégénérescence en culture
(Maravei ef al., 1997). Cette caspase apparait donc essentielle dans la progression de la mort
programmeée des cellules de la granulosa pendant 1’atrésie, comme pour celle de nombreux autres

types cellulaires.
2.2.2.2 Dégénérescence des follicules immatures

En contraste aux données sur la mort des cellules de granulosa des grands follicules, les
mécanismes d’initiation et d’exécution de 1’apoptose dans les cellules de follicules préantraux
demeurent trés peu connus, notamment a cause de la difficulté a extirper une quantité
significative de ces follicules du tissu ovarien. Quelques informations proviennent toutefois des
souris transgéniques. Une étude a révélé la présence d’une réserve trois fois plus grande de
follicules primordiaux au moment de la puberté chez des souris knock-out pour Bax, alors
qu’aucune différence du nombre de ces follicules n’était observée a la naissance (Perez et al.,
1999a). Cela suggére que ce gene proapoptotique soit impliqué dans la mort programmeée des
ovocytes aux stades folliculaires préantraux. Par contre, I’implication de 1’antiapoptotique Bc/-2
est moins claire. Chez des souris transgéniques ol une surexpression de Bc/-2 était confinée aux
ovocytes de follicules en croissance (transgéne en aval du promoteur pour la protéine Zona
Pellucida-3 qui est exprimée a partir du stade folliculaire primaire), le nombre de follicules
primaires est demeuré inchangé par rapport aux souris sauvages. Pourtant, plus de petits
follicules préantraux (de 2 a 4 couches de granulosa dans leur classification) persistaient dans le
tissu (Morita et al., 1999). De plus, lorsque Bc/-2 était surexprimé avant 1’établissement des
follicules primordiaux, I’augmentation du nombre de ce type de follicule & la naissance ne se
maintenait pas a long terme, les souris transgéniques retrouvant un pool de follicules primordiaux
semblable aux souris sauvages a partir de 30 jours (Flaws ef al., 2001a). D’autre part, dans des
ovaires humains, les ovocytes et les cellules de la granulosa des follicules primordiaux et
primaires, bien que positifs pour la fragmentation nucléaire (TUNEL), étaient exempts
d’immunomarquage pour p53, un facteur de transcription pouvant étre relié au déclenchement de

I’apoptose (Depalo et al., 2003).

Le manque d’information concernant le processus de mort des ovocytes au sein des

follicules contraste quelque peu avec les données provenant de I’étude des ovocytes ovulés in
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vitro. Apres un certain temps de culture, ces ovocytes démontrent spontanément des signes
d’apoptose incluant le rétrécissement du cytoplasme et le bourgeonnement de la membrane
plasmique. Le clivage et la fragmentation d’ADN in situ, de méme que I’activité de caspases, y
ont aussi été démontrés (Perez ef al., 1999b; Perez et al., 1997; Morita et Tilly, 1999; Tilly,
2001). Cette dégénérescence spontanée peut étre inhibée par la surexpression de Bc/-2 (Morita et
al., 1999), PIinhibition des caspases et I’exposition & un métabolite contrebalancant les
événements promus par la céramide, la sphingosine-1-phosphate (Perez et al., 1997). Malgré
certains résultats contradictoires (Van Blerkom et Davis, 1998), la majorité des éléments appuient
’idée que la dégénérescence des ovocytes ovulés, comme celle des ovogonies, passe par

’apoptose (Perez et al., 1999b).

Par contre, les évidences sont moins nombreuses et probantes en ce qui concerne la mort
des ovocytes alors qu’ils sont & I’intérieur du follicule. L’examen de I’ultrastructure des ovocytes
atrétiques a notamment révélé quelques divergences avec les critéres standard de 1’apoptose. La
ségrégation nucléolaire, la condensation nucléaire et cytoplasmique, la formation de corps
apoptotiques et la redistribution de la chromatine le long de la membrane nucléaire, des signes
distinctifs de 1’apoptose (Wyllie er al., 1980), n’ont pas été observés dans les ovocytes de

follicules de rat en dégénérescence a différents stades (Devine et al., 2000).

En outre, I’inactivation du gene de la caspase 3 n’a pas changé le nombre de follicules
préantraux perdus lors des deux premiers mois de la période postnatale (Matikainen ef al.,
2001b). Cela en dépit du fait que les ovocytes ovulés et les ovogonies expriment assurément
cette caspase effectrice chez la souris (Exley et al., 1999). La forme clivée de la caspase 3 a aussi
été localisée dans quelques ovocytes de follicules préantraux de souris (Fenwick et Hurst, 2002),
suggérant qu’elle puisse a tout le moins avoir une implication partielle dans la dégénérescence de

ces follicules.

Ainsi, le role de facteurs impliqués dans 1’apoptose sur le destin des follicules ovariens
semble varier selon leur stade de développement. L’implication de la mort programmée s’est
avérée jusqu’ici plus facilement identifiable lorsque la dégénérescence des cellules de la

granulosa précede celle du follicule tout entier ou aprés que 1’ovocyte ait été explusé du follicule.
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Mais bien que la perturbation de la fonction ovarienne puisse passer par des mécanismes encore
plus difficiles a élucider que la mort cellulaire, la réduction du nombre de follicules ovariens,
particulierement des follicules dormants, est une conséquence commune et critique de 1’action
des xénobiotiques. La troisiéme partie situera notamment cet aspect a travers le survol de

I’interférence des substances toxiques avec la fonction de I’ovaire.
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3 Perturbation de la fonction et du développement folliculaire par les

xénobiotiques

La dégénérescence des follicules ovariens par atrésie fait partie intégrante de la
physiologie ovarienne. Pendant la vie reproductrice de la femelle, un recrutement constant de
follicules dormants s’effectue pour entretenir les pools de follicules a différents stades de
croissance. La plupart de ces follicules seront éliminés par atrésie, processus essentiel pour
ramener un équilibre. Le flux constant de follicules ainsi généré est 1’élément sur lequel repose la
fertilité de la femelle et il est régulé par le statut hormonal et plusieurs facteurs intraovariens et

environnementaux (Hirshfield, 1997).

Or, la susceptibilité des différents stades folliculaires face aux agents toxiques est connue
comme étant variable. La gamme des effets des xénobiotiques inclut des différences aussi
importantes que la perturbation de la prolifération cellulaire ou de la stéroidogenése aux stades
avancés, que la destruction directe de follicules. L’impact sur la fonction reproductrice va

différer dépendamment du sous-ensemble de follicule affecté.
3.1 Toxicité dirigée vers les follicules en croissance

Les xénobiotiques qui causent des dommages sélectifs aux grands follicules en croissance
peuvent entrainer une interruption temporaire et réversible de la cyclicité; les effets ne se
manifesteront qu’a court ou moyen terme. En effet, si les follicules dormants ont été épargnés
apres la fin de ’exposition, la fonction ovarienne normale va étre retrouvée ultimement, une fois
que des follicules primordiaux auront été recrutés pour régénérer le flot de follicules en

croissance (Hoyer, 2005).

L’atteinte des follicules croissants peut se situer au niveau de la production de stéroides
ou de I’ovulation. Par exemple, le di-(2-ethylhexyl)phthalate, un composé utilisé pour conférer
de la souplesse aux plastiques, inhiberait I’expression de 1’aromatase via I’activation du récepteur
de proliférateurs activés par les peroxysomes (Lovekamp-Swan et Davis, 2003; Davis et al.,
1994). Une telle action peut abaisser le niveau d’estradiol en circulation et entrainer une

perturbation de la cyclicité. D’autres composés en mesure d’affecter la balance estrogénique,
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comme les psoralens (Diawara et al., 1999), peuvent également venir interférer dans la régulation
de I’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien et amener des irrégularités dans la cyclicité ovarienne.
Les plus grands follicules peuvent aussi étre amenés vers I’atrésie par des agents cytotoxiques
tuant leurs cellules en prolifération dans la granulosa; le CPA en est un exemple (Ataya et al.,

1989).
3.2 Toxicité dirigée vers les follicules primordiaux

Quant a elle, I’atteinte des follicules primordiaux peut entrainer des effets irréversibles.
Ces unités constituent une banque non renouvelable a la source de tout follicule en croissance et
auxquels la longévité de la fertilité féminine est intimement liée. Cependant, les effets sur la
cyclicité de I’atteinte de la réserve de follicules primordiaux peuvent n’étre détectés que
tardivement. En effet, la fonction ovarienne peut se maintenir jusqu’a ce que les follicules déja
activés au moment de I’exposition aient terminé leur maturation ou dégénéré et qu’un nombre
insuffisant de follicules primordiaux ne puisse reconstituer le pool de follicules en croissance.
Chez le rat, la réduction du nombre de follicules primordiaux établis & la naissance, par
exposition in utero au busulfan, ne semblait pas ralentir le taux auquel ils étaient activés au stade
post-natal. Chez ces sujets avec une banque réduite de follicules primordiaux au départ, le
nombre de grands follicules antraux s’est maintenu & un niveau normal jusqu’a 1’épuisement
complet, prématuré, de la réserve de follicules dormants au rythme de décroissance naturel
(Hirshfield, 1994). Ainsi, les conséquences ultimes de la destruction de ces follicules sont
infertilité et la ménopause précoce. Une autre conséquence potentielle de la rupture de la
fonction ovarienne est I’apparition de tumeurs ovariennes; il semble y avoir une relation directe

entre leur développement et la déplétion des ovocytes dans 1’ovaire (Hoyer et Sipes, 1996).

Les produits identifiés comme pouvant détruire des follicules primordiaux sont variés et
incluent notamment des molécules qui lient le récepteur de 1’Aryl Hydrocarbone (AHR).
Plusieurs études in vivo chez le rat et la souris ont montré que certains hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), notamment le benzo[a]pyrene (B(a)P), le 3-methylchloranthrene (3-MC) et
le dimethylbenz[o]Janthracene (DMBA) peuvent détruire les follicules dormants (Mattison et
Thorgeirsson, 1979; Gulyas et Mattison, 1979; Mattison, 1979; Mattison et al., 1983a; Borman et

al., 2000). Une administration orale de doses élevées de BaP a la mére souris pendant la
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gestation s’est méme avérée en mesure de produire une stérilit€ compléte chez ses filles

(MacKenzie et Angevine, 1981).

Quelques composés retrouvés en milieu professionnel peuvent également toucher les
petits follicules ovariens. Parmi ceux-ci figurent les diepoxides créés par le métabolisme du 1,3-
butadiene, un produit reldché pendant la confection de caoutchouc synthétique et de résines
thermoplastiques. Une étude a montré que les follicules primordiaux étaient respectivement
détruits a 98% et 85% chez des souris dosées avec le 1,3-butadiene monoepoxide et le 1,3-
butadiene diepoxide (Doerr et al., 1996). La dimérisation du 1,3-butadiene forme le 4-
vinylcyclohexene (VCH), un composé largué a faible concentration pendant la fabrication des
pneus, des plastifiants et des pesticides. Le VCH cause la destruction sélective des follicules
primordiaux et primaires chez la souris et son métabolite diepoxide, le VCD, en fait autant chez
le rat et la souris (Grizzle et al., 1994; Kao et al., 1999; Smith et al., 1990), entrainant de
I’insuffisance ovarienne précoce (Mayer et al., 2002). Le 2-bromopropane, un substitut des
chlorofluorocarbones, est un autre composé industriel qui peut amener la destruction de follicules
primordiaux et d’autres types folliculaires chez la souris (Yu et al., 1999) et la femme (Kim ef al.,

1996).

Une variété d’autres agents peut produire des pertes importantes de follicules
primordiaux, notamment certaines toxines fongiques et des antibiotiques (p.ex. la bléomycine)
(Hoyer, 2005). Ceux qui sont les mieux décrits et dont les femmes sont le plus & méme d’étre
exposés a fortes doses demeurent les agents utilisés en radiochimiothérapie. La radiation
ionisante est depuis longtemps reconnue pour causer une destruction rapide des ovocytes
contenus dans les follicules primordiaux et une hausse de 1’atrésie entrainant une perte de volume
ovarien (Russell et al., 1959; Dobson et Felton, 1983; Jarrell ef al., 1986; Lee et Yoon, 2005). La
cisplatine, la doxorubicine, la vinblastine ainsi que plusieurs agents alkylants comme la moutarde
azotée, le chlorambucil, le CPA, le busulfan (Yoshida er al, 2005), le 1,4-
di(methyanesulfonoxy)-butane (Myleran) et le trimethylenelamine (TEM) font partie, quant a
eux, des agents antinéoplastiques répertoriés comme ayant la capacité d’interférer avec la
fonction ovarienne en affectant directement les follicules dormants (Hoyer et Sipes, 1996, Hoyer,

2005).
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3.3 Métabolisme des produits toxiques dans I’ovaire

Le métabolisme au sein de I’ovaire pourrait contribuer 4 y moduler I’étendue des
dommages causés par des composés toxiques. La régulation de I’expression des enzymes de
bioactivation et de détoxification demeure pourtant peu connue dans ce tissu. Son étude est
compliquée par le fait qu’elle peut étre affectée par les hormones en circulation et étre amenée a
varier selon les différents types cellulaires et folliculaires, 1’état de différentiation de ces cellules
et le moment du cycle. De plus, le role des enzymes membres de la famille des cytochromes
P450 dans la bioactivation des xénobiotiques dans 1’ovaire demeure difficile a établir car
plusieurs d’entre elles ont aussi une implication dans la stéroidogénése (aromatase, P450scc,
P450c17). Malgré tout, I’expression ovarienne de plusieurs formes de cytochrome P450 suggére
que le métabolisme les xénobiotiques y a lieu, méme si 1’ovaire pourrait n’étre qu’un organe
secondaire de bioactivation en comparaison avec le foie (Cannady et al., 2003; Devine et Hoyer,
2004). Quant aux réactions de détoxification, il est connu qu’elles peuvent étre catalysées dans
’ovaire par I’époxyde hydrolase microsomale (hydratation de 1’epoxide en diols; Cannady er al.,
2002) et par la gluthation-S-transferase (GST, conjugaison avec le glutathion). Dans 1’ovaire de
rat, I’expression des différentes isoformes de la GST s’est révélée dépendante de 1’4dge et des
hormones et serait plus importante dans le corpus luteum (Singh et Pandey, 1996; Toft et al.,
1997). Son activité serait pourtant moins variable a travers le cycle oestral que celle de deux
autres enzymes de détoxification investiguées, la phénol UDP-glucuronosyltransférase et la
phénol sulfotransférase. Leur activité présentaient une élévation accrue pendant la phase lutéale

du cycle (Becedas et Bengtson Ahlberg, 1995).

Le rdle direct du métabolisme ovarien dans la toxicité a été examiné pour certains
xénobiotiques. Lorsque injecté directement dans I’ovaire, le BaP, qui doit étre activé en un
métabolite toxique, était ovotoxique (Shiromizu et Mattison, 1984). De surcroit, la perte
d’ovocytes causée par ce HAP était atténuée lorsqu’un inhibiteur potentiel des cytochromes
P450, I’a-naphtoflavone (ANF), était administré parallélement (Shiromizu et Mattison, 1984). 11
a été suggéré que les cellules de granulosa des grands follicules soient en mesure de métaboliser
directement le DMBA et le 3-MC (Bengtsson et al., 1987, 1992). Mais le 7,12-DMBA peut aussi
causer directement une perte de follicules primordiaux sur des ovaires néonataux de souris in

vitro (Rajapaksa et al., 2007).
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Par ailleurs, il semble que les xénobiotiques eux-mémes puissent contribuer a3 moduler
I’expression des enzymes de bioactivation et de détoxification dans I’ovaire. Davantage de
métabolites du BaP ont été trouvés aprés incubation avec des extraits de tissus provenant de
souris exposées au 3-MC par rapport aux tissus témoins, suggérant une induction du métabolisme
de cet HAP par le 3-MC (Mattison et al., 1979). Chez la souris, le VCH et son diepoxide, le
VCD, affecteraient le niveau d’expression d’ARN messager, de méme que la distribution et
’activité fonctionnelle des protéines de 1I’époxide hydrolase microsomale (Cannady et al., 2002).
Dans I’ovaire, cette enzyme semble étre surtout localisée dans les cellules interstitielles et de la
théque (Cannady et al., 2002). Il en est de méme pour certaines isoformes du cytochrome P450
(2E1, 2A et 2B) connues pour activer le VCH quant a leur modulation par ces composés et a leur
localisation (Cannady et al., 2003). Des variations du métabolisme entre les compartiments de
’ovaire ont par ailleurs été mises en évidence. En effet, la capacité de détoxiquer le VCD serait
décroissante entre les grands follicules préantraux, les petits follicules préantraux et les cellules
de I’interstice (Flaws et al., 1994). 11 semble donc que les cellules de I’interstice ovarien jouent

un réle prépondérant dans I’activation des xénobiotiques.
3.4 Connaissances reliées a la destruction des follicules préantraux par des agents toxiques

Normalement, I’atrésie des follicules préantraux est déclenchée par des stimuli dont
’action demeure encore mal comprise. Il en est autant des moyens par lesquels les composés

chimiques peuvent accélérer la perte de ces follicules.
3.4.1 Implication de la voie apoptotique dans la mort des follicules préantraux

Les quelques études ayant examiné les mécanismes sous-jacents a la destruction des petits
follicules ovariens ont surtout porté sur la toxicité du VCD. Chez le rat, cet agent cause une
diminution du nombre de follicules primordiaux et primaires aprés des expositions répétées a
80 mg/kg ou plus in vivo chez des individus immatures et néonataux, et a 30 pM sur des ovaires
néonataux exposés in vitro (Springer et al., 1996a; Devine et al., 2002). Bien que les nombres de
follicules aient été réduits aprés seulement huit jours d’exposition en culture (& 30 uM), les
premiers signes de destruction folliculaire ont été détectés au dixiéme jour d’exposition au VCD

in vivo (Springer et al., 1996a; Devine et al., 2002). Les ovocytes de certains follicules
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primordiaux et primaires présentaient des formes irrégulieres et montraient une forme de
margination de la chromatine le long de la membrane nucléaire, malgré un patron de dégradation
nucléaire qui s’est révélé aléatoire dans les follicules entiers au cours de la période d’exposition

(6 a 14 jours; Springer et al., 1996a).

L’analyse de certains génes dans des fractions folliculaires séparées mécaniquement en
fonction de la taille a aussi été effectuée apres des expositions au VCD. Dans une étude, les
niveaux d’ARN messager dans les petits follicules préantraux d’ovaires de rats immatures
exposés quotidiennement &8 80 mg/kg de VCD pendant 10 jours ont été rehaussés pour le
proapoptotique Bax, de méme que pour deux formes d’enzymes antioxydantes, la superoxide
dismutase mitochondriale ayant le manganése comme co-facteur et 1’époxyde hydrolase
microsomale, quelques heures aprés la derniére injection (Springer et al., 1996b). Aprés quinze
jours d’exposition, les niveaux de protéines de I’antiapoptotiqueBc/-x; et de Bax n’étaient
pourtant pas changés, bien que davantage de protéines Bad (proapoptotique) aient été détectées
dans les fractions de petits follicules préantraux des ovaires du groupe traité (Hu et al., 2001a).
Néanmoins, le ratio Bax/Bcl-x; dans les fractions mitochondriales de petits follicules serait
augmenté par le traitement au VCD, ce qui concorderait avec 1’idée d’un mécanisme apoptotique
orchestré par Bax dans ces follicules (Hu et al., 2001a). De I’immunomarquage cytoplasmique
pour le cytochrome ¢, qui peut étre relaché des mitochondries au cours de I’apoptose, a aussi été
observé dans les cellules de la granulosa des petits follicules, mais pas dans leurs ovocytes (Hu ef
al., 2001a). La méthode de la séparation des follicules par la taille utilisée pour ces études
apporte malgré tout quelques difficultés d’interprétations; les types cellulaires de tous les stades
folliculaires (de primordial a secondaire préantral) se retrouvent mélangés et les follicules qui
constituent la plus grande proportion des échantillons analysés sont donc ceux qui ne montrent

pas de signes morphologiques ou numériques d’atteinte (les plus grands).

Malgré tout, cette méthode a €té utilisée pour caractériser le role de la cascade des
caspases dans ’atrésie accélérée des petits follicules exposés au VCD. En contraste avec les
grands follicules (non détruits par ce produit), les petits follicules préantraux prélevés au premier
et au quinzieme jours du dosage au VCD présentaient une activité cytosolique accrue de la

caspase 3 (Hu et al., 2001b). En plus d’une augmentation générale des niveaux de procaspase 3
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et de caspase 3 activée dans les fractions cytosoliques, I’intensité de I'immunomarquage de cet
effecteur central de ’apoptose était accrue dans les ovocytes et les cellules de la granulosa des
petits follicules préantraux a différents stades, in vivo (Hu ef al., 2001b) et in vitro (Devine et al.,
2002). Par ailleurs, une augmentation de I’activité de la caspase 8 a été détectée au quinzieme
jour d’exposition au VCD, tandis que pour la caspase 9, ce fut au premier jour (Hu et al., 2001b).
Malgré ces données, la perte des follicules primordiaux par le VCD ne serait pas prévenue par
I’inactivation compléte des caspases 2 ou 3, tandis que I’absence de ces protéases atténuerait la
dégénérescence des follicules primaires (Takai er al, 2003). La destruction des follicules
primordiaux et primaires induite par ce composé chez la souris était pourtant significativement,
mais pas totalement, diminuée par I’inactivation du médiateur de ’apoptose Bax (Takai et al.,

2003).
3.4.2 Implication du récepteur de Paryl hydrocarbone

L’étude des mécanismes de destruction des petits follicules préantraux s’est penchée sur
le role du récepteur de I’aryl hydrocarbone (AHR). 11 s’agit d’un des seuls récepteurs sur lesquels
des études d’ovotoxicité ont porté et encore une fois, des différences entre les espéces et les

souches de souris ont été rapportées.

D’abord, quelques évidences suggerent que ce récepteur est fonctionnellement requis pour
induire I’expression de Bax et engendrer I’apoptose dans les cellules germinales foetales
(Matikainen er al., 2002) et les ovocytes de petits follicules préantraux exposés aux HAPs
(Matikainen et al., 2001a). L’accumulation de ce facteur proapoptotique, qui a deux des
éléments de réponse au AHR dans son promoteur, a été observée dans les ovocytes de follicules
primordiaux et primaires a la suite d’une exposition au 9,10-DMBA, un HAP (Matikainen ef al.,
2001a). De plus, cette accumulation de Bax et la dégénérescence subséquente de ces follicules en
présence du métabolite du 9,10-DMBA n’a pas été démontrée dans des ovaires néonataux
cultivés en présence d’ANF, un antagoniste de ’AHR (Matikainen et al., 2001a). Dans des
pieces corticales d’ovaires humains greffées sous la peau de souris subséquemment exposées au
9,10-DMBA, les mémes effets quant a 1’accumulation de Bax et 4 la survie des follicules ont été
observés (Matikainen et al., 2001a). Pourtant, les dioxines, qui lient ’AHR, ne seraient pas

cytotoxiques pour les ovocytes au méme titre que les HAPs. Une différence dans 1’élément de
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réponse a8 ’AHR du géne Bax lui conférant une capacité de liaison différente lorsque lié a une
dioxine, expliquerait cet apparent paradoxe (Matikainen et al., 2001a). La TCDD, un agoniste de
I’AHR, agirait malgré tout a titre de perturbateur endocrinien sur le vieillissement ovarien,

lorsqu’elle est utilisée a des doses ne détruisant pas les follicules (Franczak e al., 2006).

Les études examinant le réle de I’AHR dans 1’ovotoxicité du VCD se sont révélées moins
probantes. Chez la souris, I’inactivation du géne de I’AHR n’a pas entrainé d’amoindrissement
du pouvoir de destruction des follicules primordiaux et primaires du VCD (Takai et al., 2003,
Thompson et al., 2005). Chez le rat, en contraste, les niveaux d’ARN messager de I’AHR étaient
plus élevés dans les petits follicules aprés un traitement avec ce composé. In vivo, en co-
exposition avec I’ANF, moins de petits follicules ont été détruits par le VCD, mais uniquement
chez le rat. De plus, I’administration paralléle d’ ANF a réduit la hausse d’activité de la caspase 3
observée dans les petits follicules de rats lors d’une simple exposition au VCD (Thompson et al.,
2005). En dépit de ces résultats suggérant que les effets du VCD sur les follicules primordiaux et
primaires soient médiés par ’AHR chez le rat, I’expression d’ARNm de facteurs dont la
régulation est connue pour étre affectée par la liaison a ce récepteur (Sous-unités Yal et Ya2 de
la GST, CYP 1Al et 1A2) y est restée inchangée par le traitement au VCD, lorsque mesuré au

quinziéme jour d’exposition (Thompson et al., 2005).
3.5 Apoptose dans les ovocytes ovulés aprés exposition a la doxorubicine

Bien que la dégénérescence des ovocytes lors de I’atrésie semble différer de celle des
ovocytes ovulés, plusieurs informations ont été récoltées sur la toxicité d’un agent de
chimiothérapie, la doxorubicine, sur de tels ovocytes exposés in vitro. Dans ces cellules, la
doxorubicine induit, en aval d’un efflux de KCI, la rétraction de la membrane de I’ovocyte par
rapport a la zone pellucide, son bourgeonnement, le clivage de la chromatine et la formation de
corps apoptotiques (Perez et al., 2000). De plus, la culture de ces ovocytes en présence du
métabolite antiapoptotique sphingosine-1-phosphate permet de suspendre la mort induite par cet
anticancéreux (Morita et al., 2000). Les ovocytes ovulés sont pareillement davantage résistants a
la doxorubicine lorsque le géne codant pour I’acide sphingomyélinase, impliquée dans la
production de la céramide, est inactivé (Morita et al., 2000). Il semble que le signal de mort

déclenché a la suite d’une telle exposition passerait encore une fois par le facteur Bax,

31



’inactivation de ce géne conférant aux ovocytes une résistance face a la doxorubicine (Perez et
al., 1997). Toutefois, en contraste avec le paradigme de la nécessité de I’activation du facteur de
transcription p53 pour la mort des cellules tumorales (Ding et Fisher, 1998), les ovocytes de
souris knock-out pour p53 sont tout aussi sensibles & la doxorubicine que ceux des souris

sauvages (Perez et al., 1997).

Par ailleurs, les caspases semblent impliquées dans 1’exécution de la mort de ces ovocytes
exposés en culture. Celle-ci a été prévenue partiellement par I’inactivation du géne de la caspase
2 (Bergeron et al., 1998) et I'utilisation d’inhibiteurs spécifiques de caspases (Perez et al.,
1999b). De plus, des essais d’activité de caspases ont suggéré qu’elles soient spécifiquement
activées dans ces ovocytes, avant la cascade de changements morphologiques associés a

’apoptose induite par cet agent (Perez et al., 1999b).

Ainsi, plusieurs xénobiotiques peuvent entrainer une perte accélérée de follicules
ovariens. Bien que la voie de I’apoptose ait fait 1’objet d’investigations qui suggérent une
implication importante de ce processus dans les cellules ovariennes, les mécanismes en amont qui
la déclenchent ont été peu étudiés. Quoiqu’il en soit, une perte accrue de follicules peut avoir des
conséquences importantes sur la fertilité¢ de la femme. La quatriéme section examinera comment

se manifestent directement ces effets, particulicrement dans le contexte post-chimiothérapie.
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4 Perturbation de la fonction reproductrice de la femme

La perturbation de la fonction reproductrice des femmes par les xénobiotiques est un
enjeu amené a gagner en importance. En effet, deux tendances de fertilité se dessinent dans les
sociétés occidentales du 21°™ siécle : les femmes ont moins d’enfants et elles repoussent
davantage le moment ou elles auront leur premier, soit pour des motifs domestiques,
professionnels ou pour I’éducation (Friedlander et Thewes, 2003). Or, avec 1’4dge, le nombre de
follicules décroit tandis que la période pendant laquelle les ovaires peuvent subir des expositions
néfastes s’allonge. La qualité des ovocytes, qui peuvent demeurer des dizaines d’années en
dormance dans 1’ovaire, constitue ainsi un souci important. Il est connu qu’elle se détériore avec
I’dge, comme le dénote, par exemple, I’augmentation de I’incidence d’aneuploidie chez les
femmes plus dgées (Warburton, 2005). On s’attend donc a ce qu’un nombre croissant de femmes

éprouve des problémes de fertilité dans I’avenir (Singh er al., 2005).
4.1 Insuffisance ovarienne (ménopause) précoce

Le nombre de follicules primordiaux au sein de 1’ovaire constitue I’élément a la base de la
durée de vie fonctionnelle de I’ovaire. La réserve qu’il contient est établie avant que ne s’amorce
la vie reproductrice de la femme et ne serait pas renouvelable. Le nombre de follicules dormants
décline donc progressivement, par atrésie et entrée réguliére dans les vagues de croissance
folliculaire, jusqu’a ce qu’il n’en reste plus suffisamment pour soutenir la fonction ovarienne.
Cet épuisement se traduit naturellement par le phénoméne de ménopause chez la femme, qui
résulte donc de la sénescence isolée d’un organe. Mais des perturbations dans cette dynamique
peuvent amener un déficit fonctionnel ovarien prématuré. Trois mécanismes sont possibles pour
expliquer une accélération du vieillissement ovarien: une réduction initiale du nombre de
follicules primordiaux, un dysfonctionnement folliculaire bloquant le processus de croissance et
de maturation du follicule et simulant un épuisement ovarien, et une atrésie folliculaire accélérée
(Letur et al., 2004). Ces états peuvent se traduire par de I’insuffisance ovarienne précoce (IOP),
ou ménopause précoce, ainsi désignée parce qu’il y a rupture de la fonction de I’ovaire et
apparition des signes cliniques de la ménopause (arrét des menstruations (aménorrhée) prolongé
et augmentation des niveaux de FSH) plus t6t que prévu. On considére que la ménopause est

précoce lorsqu’elle survient avant 1’dge de 40 ans (Letur et al., 2004; Fenichel, 2005).
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4.1.1 Conséquences de I’insuffisance ovarienne précoce sur la santé de la femme

La qualité¢ de vie et I’estime personnelle des femmes en 4ge de procréer peuvent étre
affectées de fagon négative par I’apparition d’un état d’infertilité et spécialement s’il se manifeste
de fagon inattendue. La chute d’oestrogénes ayant lieu en cas d’insuffisance ovarienne, qu’elle
survienne naturellement ou précocement, est accompagnée de plusieurs effets physiologiques. Ils
incluent souvent des symptomes vasomoteurs (bouffées de chaleurs et sueurs nocturnes) et
génitourinaires (vaginite, dysurie, dyspaneurie) (Ganz et Greendale, 2001). Plusieurs femmes
démontrent également des signes psychologiques compatibles avec le vieillissement général,
notamment une détérioration de I’humeur et des connaissance, et une prédisposition a la
dépression (Rehman et Masson, 2005) et a la maladie d’Alzheimer (Paganini-Hill et Henderson,
1994). De plus, la ménopause précoce a été associée avec un risque accru de problémes
cardiovasculaires (van der Schouw et al., 1996) et d’ostéoporose (Kritz-Silverstein et Barrett-
Connor, 1993; Osei-Hyiaman et al., 1998; Shapiro et al., 2001). Ainsi, la prolongation de la
période ou les risques de développer ces symptomes sont plus élevés est un enjeu particulier chez

les femmes touchées par I’IOP.
4.2 Facteurs de prédisposition a I’insuffisance ovarienne précoce

L’incidence de I’insuffisance ovarienne précoce est estimée a un pourcent chez les
femmes de moins de 40 ans et & 1/1000 chez celles n’ayant pas encore atteint la trentaine
(Coulam et al., 1986). Certains facteurs étiologiques de ce phénoméne sont présentées dans le
Tableau 2. Des mutations sur quelques génes, dont ceux des récepteurs de la FSH et de
I’inhibine, ont été reliées a I’apparition de ce phénoméne (Kok er al., 2005). Chez les individus
souffrant du syndrome d’ataxie-télangiectasie, une mutation du géne ATM améne un déficit
initial du stock de follicules primordiaux qui se traduit par de I’IOP (Barlow et al., 1996). Un
autre exemple provient des souris déficientes pour le récepteur 3 couplé a la protéine G, chez
lesquelles on dénote une décroissance importante de fertilité avec ’dge (Ledent et al., 2005).
L’importance des facteurs génétiques dans 1’explication de I'IOP se traduit par le fait que le
groupe de femme qui est le plus a risque de développer de I’insuffisance précoce «naturellement»
est celui ol un historique familial de ménopause prématurée a été noté (Kok et al., 2005). Par
contre, des interventions médicales comme !’irradiation et la chimiothérapie sont également des

facteurs d’importance associés a 1’étiologie de ce phénoméne (Anasti, 1998). Des formes moins
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précoces d’insuffisance ovarienne sont aussi reliées a des facteurs environnementaux et habitudes

de vie; la consommation de tabac figurerait parmi les plus probants (Augood et al., 1998).

Tableau 2 : Etiologie de I’insuffisance ovarienne précoce
Adapté de Pal et Santoro (2002)

Causes possibles d’insuffisance ovarienne précoce

Génétiques

Non génétiques

Idiopathique

Polymorphisme du récepteur a la FSH

Galactosémie

Polymorphisme de I’inhibine B

Gonadotrophines anormales

Déficit enzymatique : 17a hydroxylase, 17-20 desmolase

Défauts dans la signalisation cellulaire

Prédisposition liée a I’antigéne HLA-DR3

Syndrome BPEI (Blepharophimosis, Ptosis, Epicanthus inversis I)

Extirpation des gonades iatrogéne : chirurgie / irradiation / chimiothérapie
Toxines : tabagisme
Oophoritis

Maladies autoimmunes : p.ex. aplasie thymique congénitale

4.3 Chimiothérapie et fonction reproductrice de la femme

L’utilisation

des régimes intensifs de chimiothérapie et de radiothérapie dans le traitement

de certaines maladies et de tumeurs s’est grandement raffinée au cours des 25 derniéres années.

Ainsi, Defficacité croissante de cette thérapie est en grande partie responsable de 1’amélioration

considérable du taux de survie des jeunes patients la subissant (Boring et al., 1994). Un exemple

marquant est le taux de survie au-dela de cinq ans d’enfants leucémiques, qui a plus que doublé

en passant de 33%,

lors de la période 1971-1975, & 69% pour celle de 1986-1990 (McVie, 1999).
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Dans les populations d’Angleterre et des Pays-Bas, la survie au-dela de cinq ans fut atteinte, pour
la période 1986-1990, par au moins 50% des patients pour 80% des types de cancers infantiles et
entre 15 et 45% des cancers diagnostiqués chez les adultes (McVie, 1999). De cette amélioration
surgit le souci d’amoindrir les effets secondaires engendrés par 1’exposition a4 des agents
chimiothérapeutiques, des antracyclines aux agents alkylants en passant par les alkaloides, chez
les survivants de cancers. Parmi les principaux effets non désirés de ces traitements figurent la
toxicité dirigée vers le cceur (Simbre et al., 2005), le systéme nerveux, le systéme urinaire
(Misiura, 2006) et celle affectant les gonades, tant femelles (Falcone et al., 2004) que males
(Schrader et al., 2001; Magelssen et al., 2006; Chapman, 1982). La gonadotoxicité est une
résultante importante et commune des cures de radio- et de chimiothérapie et, chez la femme, elle

se manifeste principalement par I’lOP (Anasti, 1998; Falcone et al., 2004).

C’est ’atrésie folliculaire accélérée qui semble étre 4 la source du déficit fonctionnel
ovarien prématuré causé par plusieurs composés utilisés en chimiothérapie et par la radiation
ionisante. Les petits follicules ovariens apparaissent remarquablement vulnérables a ces agents,
méme si le mécanisme sous-jacent est encore incompris. De fagon générale, la toxicité ovarienne
est plus grande pour les agents alkylants, comme le CPA, que pour les agents dont I’action est
dépendante du cycle cellulaire, comme le methotrexate ou le fluorouracil (Tableau 3). Ceux-ci
affectent davantage la croissance et la maturation folliculaire qu’ils ne détruisent des ovocytes
(Hensley et Reichman, 1998). La radiation ionisante posséde également un pouvoir ovotoxique
puissant, proportionnel a la dose, et une dose de 20 Gy administrée a une fillette se traduit
toujours par de I’impubérisme, de par la destruction de la réserve de follicules (Thibaud et al.,
1992). Le risque de mutations chromosomiques potentiellement responsable de fausses couches,
de malformations congénitales et de maladies génétiques affectant la progéniture, s’additionne a
celui de I’IOP par I'usage de radiochimiothérapie, méme si peu d’évidences d’anormalités

génétiques existent dans la progéniture de personnes traitées (Chapman, 1982).
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Tableau 3 : Degré de risque d’insuffisance gonadique associé aux agents chimiothérapeutiques
Adapté de Sonmezer et Oktay (2006)

Risque élevé Risque intermédiaire Risque faible
Cyclophosphamide Cisplatine Methotrexate
Melphalan Adriamycine 5-Fluorouracil
Busulfan Paclitaxel (& confirmer) Vincristine
Moutarde azotée Bleomycine
Chlorambucil Actinomycin-D
Procarbazine

4.3.1 Incidence des troubles de la fonction ovarienne aprés chimiothérapie

Pendant les traitements de chimiothérapie, les femmes d’age reproducteur éprouvent trés
souvent des irrégularités menstruelles transitoires ou de I’aménorrhée. Cependant, une proportion
de ces femmes retrouve généralement une cyclicité normale dans les six mois qui suivent les
traitements. En effet, les follicules en croissance semblent invariablement affectés par ces agents
et il faut attendre de 3 a 6 mois pour que leur pool se reconstitue a partir des follicules
primordiaux épargnés par le traitement (Sonmezer et Oktay, 2006). Ultimement, si une quantité
significative de follicules primordiaux a été détruite, une aménorrhée définitive apparaitra.
Cependant, plusieurs femmes avec une réserve folliculaire diminuée peuvent maintenir une
cyclicité normale sur plusieurs années avant cette étape annongant la transition vers la ménopause
(Sonmezer et Oktay, 2006). Cela complique évidemment grandement 1’évaluation des dommages
car les études se fient en grande partie sur ce paramétre de fertilité pour évaluer la gonadotoxicité

post-chimiothérapie.

On considére traditionnellement que 1’ovaire prépubére tolére davantage la
chimiothérapie que I’ovaire adulte. Cela pourrait traduire simplement 1’état de la réserve de
follicules, plus grande en bas dge. A certaines chimiothérapies administrées avant la puberté, en
particulier celles impliquant des agents alkylants, sont malgré tout associées un risque important
d’IOP (Ortin ef al., 1990). La différence majeure avec 1’adulte réside dans le fait que I’IOP peut

prendre davantage de temps & se manifester. D’un suivi, il est ressorti que 40% des femmes
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ayant été traitées avec des agents alkylants dans I’enfance, ayant encore des régles normales a 21
ans, développaient quand méme de I’aménorrhée définitive avant 1’age de 30 ans (Byme ef al.,
1987). Ainsi, la fertilité de ces femmes peut persister plusieurs années aprés le traitement, méme

si la fonction ovarienne est pour rompre prématurément.

La fertilité des enfants des deux sexes traités par radiochimiothérapie a fait I’objet de
quelques études épidémiologiques. Des différences dans la combinaison d’agents curatifs, la
durée du suivi des patients, les parametres évalués et le nombre de patients inclus, chaque fois
réparti en divers groupes, en compliquent I’interprétation. Certaines rapportent une incidence
d’IOP plus élevée que d’autres. Par exemple, sur une quarantaine de survivantes traitées par
chimiothérapie (chlorambucil, vinblastine, procarbazine et prednisolone) pour la maladie de
Hodgkin avant et pendant la puberté, environ la moitié ont subi des perturbations dans les
niveaux de gonadotrophines et d’estradiol. Parmi cette portion, des symptomes d’IOP ont été
diagnostiqués dans 58 % des cas, a I’intérieur de cinq années suivant le traitement (Mackie et al.,
1996). Le risque de développer une ménopause précoce dans la vingtaine a été estimé étre deux
fois supérieur aux témoins chez les femmes traitées apres 1’apparition de la puberté (13 a 19 ans)
par combinaison d’irradiation et de chimiothérapie (Byrne, 1999). Les agents alkylants,
administrés en paralléle avec I’irradiation lors de traitements précédant 1’age de 20 ans, ont été
associés a un déficit de fertilité modéré chez les femmes, mais cette estimation variait de fagon
importante selon le type de cancer, la combinaison du régime administré et le sexe (Byme et al.,
1987). Chez 103 femmes qui furent traitées pour un lymphome de Hodgkin alors qu’elles avaient
entre 13 et 40 ans, des grossesses n’ont été rapportées que pour 20% d’entre elles (Horning et al.,
1981). Par contre, un suivi comparant la fertilité entre les survivants de la leucémie et leurs fréres
et sceurs a conclu que les femmes ne montraient pas de déficit de fertilité aprés traitement avec
des agents alkylants, contrairement aux hommes, lorsque traitées avant 1’apparition de la puberté
(Byrne, 1999). Une autre étude a rapporté que les chances d’avoir un enfant chez 299 survivants
de la leucémie, étaient significativement moindres aprés combinaison d’irradiation et de

chimiothérapie que par I’usage de chimiothérapie uniquement (Nygaard et al., 1991).

Certaines études regardant les effets de la chimiothérapie chez les femmes plus agées

rapportent des effets davantage significatifs sur la fonction reproductrice, essentiellement parce
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qu’ils se manifestent plus t6t et sont détectés plus aisément. L’apparition d’aménorrhée a
I’intérieur des sept mois suivant la thérapie a été observée chez 18 des 34 femmes auxquelles on
avait administré du CPA; parmi celles-ci, I’arrét des menstruations s’est produit moins d’un mois
apres la fin du traitement et les menstruations sont revenues dans moins de 10% des cas (Uldall et
al., 1972). Une autre étude a fait le suivi pendant 16 mois de 41 femmes entre 21 et 51 ans,
traitées par chimiothérapie de fagon discontinue (10 & 78 mois) pour la maladie de Hodgkin
(Chapman, 1982). De ces femmes, 26% ont été touchées d’irrégularités dans les menstruations
(oligoménorrhé) et 62% d’aménorrhée; les biopsies ont d’autre part montré une réduction du
nombre de follicules primordiaux. Un résumé des études ayant eu trait avec I’aménorrhée induite
par le CPA dans le traitement du lupus érythémateux a aussi été effectué. Il en est ressorti que le
taux d’IOP chez ces femmes de 28 ans en moyenne, exposées a des doses cumulatives de 12 a
25 g de CPA, variait entre 27 et 60%; ’aménorrhée définitive s’est manifestée en moyenne
quatre mois apres la fin du traitement, constitué de doses maximales de 1 g répétées (Wetzels,

2004).

En résumé, les conclusions des études ayant trait a la fertilité féminine post-
chimiothérapie sont toujours délicates. Les femmes y prenant part présentent souvent des
différences d’4dge importantes, elles ne regoivent pas toutes le méme régime d’agents et la durée
du suivi pour évaluer la fonction reproductrice post-traitement est variable d’une étude a I’autre.
Or, il a déja été décrit que I’IOP peut survenir brutalement aprés une période de cyclicité
réguliére se maintenant sur une période allant de quelques mois a quelques années, pendant
laquelle la femme peut étre fertile (Sonmezer et Oktay, 2006). Les quelques études ayant
rapporté que I’emploi d’analogues de GnRH puisse protéger les ovaires lors de traitements
chimiothérapeutiques présentent aussi plusieurs limitations qui les rendent difficiles a interpréter
et qui empéchent d’utiliser potentiellement ce moyen a titre préventif (Sonmezer et Oktay, 2006).
Par exemple, I’une d’elles a évalué la fonction ovarienne chez des femmes aprés traitement pour
le lymphome non-Hodgkinien. Les patientes étaient au nombre de 13, avaient entre 18 et 40 ans,
ont re¢u des proportions variables de quatre agents chimiothérapeutiques et ont été suivies entre

23 et 99 mois a la suite du traitement (Dann et al., 2005).
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4.3.2 Facteurs du pronostic de la fonction ovarienne aprés chimiothérapie

Des études rapportées ci-haut, il ressort quelques facteurs du pronostic de I’insuffisance
ovarienne apreés traitement de chimiothérapie. L’un deux est ’dge des patientes au moment du
traitement. De fagon générale, I’incidence de la perturbation de la fonction ovarienne et de
I’infertilit¢ compléte est plus importante chez les femmes plus dgées (Sanders et al., 1996;
Moore, 2000; Meirow, 2000). Par exemple, une étude a révélé une fréquence d’aménorrhée
secondaire définitive de 21 a 71% avant 40 ans et de 49 a 100% apres 40 ans (Blumenfeld et al.,
1999). La dose de CPA nécessaire pour induire I’arrét des menstruations a fait I’objet d’une
estimation; elle diminuerait en fonction de I’dge, passant de 20.4, 9.3 a 5.2 g pour les tranches
d’age de 20-29, 30-39 et plus de 40 ans, respectivement (Shalet, 1980). Ces résultats suggérent
que I’impact de la destruction d’une partie de la réserve de follicules dormants est plus grand
lorsque le nombre restant de follicules est plus petit, comme chez les femmes plus 4gées. En
effet, ’insuffisance ovarienne est reliée assez directement au nombre de follicules présents dans
I’ovaire. L’observation d’une incidence plus faible d’aménorrhée immédiate chez les jeunes
femmes expliquerait pourquoi leurs ovaires ont été considérés comme «plus résistants» aux effets
de la chimiothérapie. En fait, les jeunes femmes possédent une réserve de follicules primordiaux
plus importante et sont donc moins @ méme de la perdre complétement. Cependant, si elles en
ont perdu une quantité significative, elles risquent quand méme de développer de I’IOP, quoique
plus tardivement que les femmes plus vieilles chez qui la réserve folliculaire est moins

importante (Sonmezer et Oktay, 2006).

Le régime thérapeutique utilisé affecte le niveau de risque d’IOP. Le taux d’échec de la
fonction ovarienne a été évalué chez des jeunes femmes traitées pour différents types de cancer
(moyenne d’4ge de 29 ans) avec différentes combinaisons d’agents chimiothérapeutiques
(Meirow, 1999). Dans cette étude, ce taux variait selon la maladie soignée, probablement parce
que les doses et la nature des agents utilisés différaient; il était de 15% pour la leucémie myéloide
aigu€, 44% pour le lymphome non Hodgkinien, 32% pour le lymphome de Hodgkin et 50% pour
le cancer du sein. On y a par ailleurs évalué le risque de développer de I’insuffisance ovarienne
en fonction de la composition du régime thérapeutique administré. 1l a été estimé que la présence
d’agents alkylants dans le régime multipliait par 3,98 ce risque, conférant ainsi a ce type d’agents

une action stérilisante supérieure aux autres agents antimitotiques analysés (dérivés de platine,
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antimétaboliques, alcaloides de plantes et antibiotiques) (Meirow, 1999). Le risque de
ménopause précoce a aussi été évalué comme étant directement proportionnel a la dose d’agent
alkylant administré (Chiarelli ez al., 1999) ou de CPA, lorsque cet agent est employé (Manger et
al., 2006).

4.3.3 Evaluation clinique de la réserve folliculaire

A I’heure actuelle, 4 la suite d’une exposition potentiellement gonadotoxique, 1’évaluation
directe de I’état de la réserve de follicules primordiaux ne peut étre effectuée précisément car
celle-ci nécessite 1’emploi d’un moyen invasif, le comptage direct des follicules. L’évaluation de
la fonction ovarienne générale s’effectue avec des tests se basant sur la mesure d’hormones de
I’axe HHO, la FSH et la LH, ou encore sur des hormones provenant de I’ovaire, telles 1’estradiol,
I’AMH et I’inhibine (Singh et al., 2005). Quant a elles, les mesures directes de volume ovarien
par sonographie ne permettent que I’estimation du nombre des plus gros follicules, ceux au stade
antral (Flaws et al., 2001b; Flaws et al., 2000). La portée de I’ensemble de ces tests demeure
limitée car en plus de montrer une variabilité considérable et d’avoir tendance a surestimer le
pool folliculaire total, aucun ne refléte directement le nombre de follicules primordiaux (Baird et
al., 2005). Ainsi, la prédiction de la durée de la vie fonctionnelle de I’ovaire et du potentiel de
fertilit¢ des femmes ayant été exposées a des agents de chimiothérapie ou a d’autres
xénobiotiques ovotoxiques demeure tres difficile a établir, car ces paramétres sont plutét reliés au
nombre de follicules primordiaux restants. De surcroit, aucun des signes évalués ne traduit la

qualité des ovocytes survivants (Baird et al., 2005)

Les autres indicateurs de fertilité utilisés, comme 1’historique des menstruations ou le taux
de grossesse, n’indiquent pas directement si les ovaires sont demeurés non affectés aprés le
traitement. En effet, la fonction ovarienne peut persister longtemps aprés une réduction du
nombre de follicules primordiaux s‘il en reste suffisamment pour reconstituer le pool de follicules
en croissance. D’ailleurs, différentes études rapportent que de nombreuses patientes ont montré
une cyclicité menstruelle normale aprés de la chimiothérapie avant de tomber en ménopause
prématurément, quelques années seulement apres le traitement (Byrne et al., 1992; Wallace et al.,
1993). Une étude chez des souris qui furent soumises a différentes doses de CPA supporte

également ces observations cliniques. Elle a montré que I’administration de cet agent a une dose
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en mesure de détruire 50% de la réserve de follicules primordiaux n’affectait pas la performance
reproductrice aprés le traitement, telle que mesurée par I’évaluation des taux d’ovulation,
d’accouplement et de grossesse (Meirow ef al., 1999). Par contre, le taux de malformations au
sein de la progéniture des femelles exposées augmentait lorsqu’elles étaient accouplées quelques
semaines aprés le traitement, suggérant une atteinte directe des ovocytes en croissance au

moment de I’exposition (Meirow et al., 1999, 2001).
4.4 Pathophysiologie des dommages ovariens causés par la chimiothérapie

L’analyse de I’histologie ovarienne aprés des traitements de radiochimiothérapie a été
effectuée dans quelques études. Dans des biopsies d’ovaires humains, 1’atrophie du tissu,
découlant d’un nombre réduit de follicules, est I’observation la plus commune; elle a été décrite
apres des traitements avec plusieurs agents de chimiothérapie, notamment le CPA, la vinblastine
et le busulfan (Himelstein-Braw et al., 1978; Marcello et al., 1990; Familiari et al., 1993;
Damewood et Grochow, 1986). Une action directe du CPA et du chlorambucil sur les ovocytes a
été suggérée apres analyse de spécimens d’ovaires de femmes y ayant été exposées (Warne ef al.,
1973; Damewood et Grochow, 1986). Aprés une exposition a la cisplatine in vitro, les follicules
primordiaux de piéces corticales d’ovaires humains présentaient des cellules de la prégranulosa
tumescentes et une architecture folliculaire perturbée, de par la disparition de ’ovocyte (Meirow
et Nugent, 2001). Pareillement, au niveau de 'ultrastructure, les modifications des follicules
apres chimiothérapie incluaient le gonflement du noyau des cellules de la prégranulosa, Iatteinte
des ovocytes et I’épaississement de la lame basale autour de certains follicules primordiaux

(Familiari ef al., 1993).

Ainsi, les traitements de chimiothérapie sont associés a des troubles de la fonction
ovarienne qui découlent de la destruction de follicules. En particulier, ’utilisation d’agents
alkylants engendre un risque plus élevé d’anomalie de la fertilité féminine. La prochaine section
survolera les caractéristiques de 'un deux, le CPA, ainsi que les effets directs qu’il engendre sur

I’ovaire.
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S Usage du cyclophosphamide et effets sur la fonction ovarienne

5.1 Utilisation du cyclophosphamide

Le CPA est agent alkylant de la classe de moutardes azotées reconnu pour affecter la
fonction ovarienne. Il est I’un des médicaments les plus actifs dans le traitement des cancers du
sein, du poumon, de I’ovaire, de la maladie de Hodgkin et d’autres lymphomes, des myélomes,
des neuroblastomes et des tumeurs de Wilm. Ses propriétés immunosuppressives sont également
exploitées notamment dans le traitement de maladies comme I’arthrite, le lupus, la sclérose en

plaque, ainsi que lors de transplantations d’organes (Moore, 1991).

Le CPA consiste en un cycle phosphoramide auquel est reliée une moitié bifonctionnelle
constituée de deux groupements chloroéthyl. Les autres membres du groupe des moutardes
azotées partagent aussi ces deux groupements qui conférent & ces molécules un pouvoir bis
alkylant (Figure 5). Leur mécanisme principal d’action implique la création de ponts interbrins
sur ’ADN, ce qui prévient sa réplication, et est justement fondé sur cette propriété
bifonctionnelle (Colvin et al., 1976). Le CPA lui-méme est cependant sans effet thérapeutique; il

doit étre activé métaboliquement pour générer des métabolites aux propriétés alkylantes.
5.2 Paramétres de la pharmacocinétique du cyclophosphamide

La posologie du CPA varie selon le type de maladie traitée. Il peut étre administré
quotidiennement a des doses de 100 & 200 mg par voie orale. Lorsque de plus fortes doses sont
requises, des injections intraveineuses multiples de 600 4 100 mg/m” peuvent étre administrées, &
des intervalles de quelques semaines (Moore, 1991). Pour une méme dose, peu importe la route
d’absorption, la concentration plasmatique maximale ne différe pas significativement (Struck ef
al., 1987) et serait atteinte environ quatre heures aprés I’administration. Dans les différents
tissus, comme dans le plasma, environ 20% du CPA et 67% de ses différents métabolites sont liés
a des protéines (Moore, 1991). Le temps d‘action du CPA serait relativement rapide puisque sa
demie-vie tourne autour de 5 & 8 h (Momerency ef al., 1994). Cependant, son aire-sous-la-courbe
de disparition plasmatique pourrait étre modifiée par des interactions médicamenteuses; chez le
rat, elle fut augmentée de 50% par I’administration concomitante de methotrexate et de

fluorouracil, possiblement de par une réduction de sa clairance rénale (De Bruijn et al., 1990), qui
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atteint normalement 5.4 L. L’élimination du CPA s’effectuerait principalement via le
métabolisme hépatique (Moore, 1991). Seulement 10% du CPA est retrouvé tel quel dans
’urine, la plupart étant excrété sous forme de métabolites inactifs (Bagley ef al., 1973). 1l a par
ailleurs été suggéré que ce produit était soumis de fagon importante & de la recirculation

entérohépatique (Dooley et al., 1982).

R= Agent

H
<:§PI9 Cyclophosphamide
~

@ Chlorambucil
Ny,

Melphalan

CH— Moutarde azotée

Figure 5 : Différents représentants des moutardes azotées.
L’encadré illustre leur groupement commun.
Adapté de Moore (1991)

5.3 Métabolisme du cyclophosphamide

L’activation métabolique du CPA nécessaire a son action est initiée dans le foie par
plusieurs isoformes du cytochrome P450 (Yu et Waxman, 1996). Il semble méme que les
niveaux protéiques de certaines isoformes (CYP3A4, CYP2C8 et CYP2C9) catalysant cette
réaction d’oxydation puissent étre augmentés par une exposition préalable au CPA ou a un autre

oxazaphorine, I’ifosfamide, tel que démontré sur des hépatocytes en culture (Chang et al., 1997).
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Quoiqu’il en soit, cette oxydation sur le quatriéme carbone du cycle aboutit a la formation de 4-
hydroxycyclophosphamide (4-OH-CPA; Figure 6). La déshydrogénation du CPA, qui n’est pas
nécessairement le résultat de I’action directe de P450, peut pour sa part générer un métabolite
transitoire, I’iminophosphamide, qui peut a son tour générer du 4-OH-CPA (cis ou trans). Le 4-
HO-CPA est sujet a I’ouverture de son cycle de carbone, ce qui permet la formation du tautomére
acyclique appelé aldophosphamide (AP). L’AP peut facilement étre hydraté et est sujet & une
réaction de a-B-élimination qui scinde la molécule en acroléine et en moutarde phosphoramidée
(MP). La MP peut éventuellement générer une autre molécule au pouvoir alkylant, la
chloroéhtylaziridine (CEZ), par hydrolyse du lien entre les atomes d’azote et de phosphore. Dans
cette cascade, seule la réaction d’oxydation initiale nécessite I’implication d’une enzyme, le reste

ayant lieu spontanément (Ludeman, 1999).

Les métabolites intermédiaires du CPA (AP, 4-OH-CPA, iminophosphamide) participent
a un ensemble de réactions d’interconversion (Ludeman, 1999). Ces réactions aboutissent
inéluctablement vers la formation de MP, I’agent reconnu pour exercer I’effet thérapeutique
(Colvin et al., 1976). Le pseudo-€équilibre dans lequel ces métabolites se maintiennent se met
ainsi a diminuer a mesure que la production de MP s’effectue. Cette balance des diverses formes
en conversion peut étre affectée par la présence de substances nucléophiles avec des groupements
thiols. En ce qui conceme la MP, la conjugaison avec de tels agents est considérée comme
irréversible et agit comme mécanisme de détoxification. Par contre, la liaison d’AP ou de 4-OH-
CPA avec des groupes thiols améne la formation de conjugués labiles, qui contribuent a
repousser la production des métabolites actifs. Ces deux intermédiaires se lient notamment avec
le glutathion, mais la stabilité des complexes dépendrait de la concentration de ce nucléophile

(Ludeman, 1999).
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Figure 6 : Principaux événements impliqués dans le métabolisme du cyclophosphamide
Adapté de Ludeman (1999)

Bien que la cascade amenant la formation du composé actif du CPA ne nécessite qu’une
seule réaction enzymatique, plusieurs réactions catalysées par des enzymes impliquent ses
métabolites (Ludeman, 1999). L’oxydation de la molécule de CPA par le P450 peut parfois
s’effectuer sur le groupement méthyl de I’azote du groupe moutarde. Ce processus de
déchloroéthylation meéne a la formation de chloroacéthylacide, un agent monoalkylant pouvant
geénérer de la toxicité secondaire. L’oxydation de I’AP est aussi opérée enzymatiquement et

constitue un mécanisme de détoxification important du CPA. La résultante de cette réaction
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catalysée par une aldéhyde déshydrogénase (ALDH) est la production de carboxyphosphamide
(CPM), un métabolite dont la décomposition ne méne pas a la production de MP (Figure 7). Une
teneur €levée en ALDH est d’ailleurs considérée comme étant un mécanisme important de
résistance des cellules cancéreuses face au CPA (Gamcsik ef al., 1999). Deux autres voies
mineures de détoxification, en comparaison avec la production de CPM, sont 1’oxydation du 4-
HO-CPA en 4-ketocylophosphamide (4-KTCP) par une alcool déshydrogénase (ADH) et
’oxydation de I’AP en alcophosphamide, qui est catalysée par une alcool déshydrogenase ou une

aldo-kéto-réductase (Zhang et al., 2005).
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Figure 7 : Deux voies de détoxification du cyclophosphamide
Adapté de Ludeman (1999)
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Figure 8 : Alkylation d’une guanine par une moutarde azotée
Adapté de Moore (1991)

I1 est généralement accepté que la MP serait ’agent qui se lierait de fagon covalente a
I’ADN pour exercer I’action cytotoxique recherchée. Il s’agit d’'une molécule au potentiel bis-
alkylant qui réagit par un processus divisé en plusieurs étapes (Ludeman, 1999). Ce processus est
initié par une attaque nucléophile intra-moléculaire de ’atome d’azote sur le carbone B d’une
chaine chloroéthyl; cela aboutit a4 la formation d’un ion aziridium (Figure 8). Ensuite, le
processus nécessite une attaque inter-moléculaire par un nucléophile sur I’ion aziridium
intermédiaire; cela meéne a I’ouverture du cycle et a I’alkylation du nucléophile. La bis-alkylation
est possible grace & la répétition de cette séquence sur I’autre groupement chloroéthyl de la
molécule de MP. La formation de ponts interbrins sur I’ADN s’effectue en général lorsque les
deux nucléophiles sont sur la position N7 de résidus de désoxyguanosine sur des brins
complémentaires. De telles adduits peuvent entrainer des cassures du brin d’ADN. L’acroléine,
qui est produite en quantité équimolaire a la MP, peut également former des adduits avec I’ADN.

Bien que ces adduits puissent étre réparés par 1’enzyme O°-alkylguanine-ADN-alkyltransférase
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(AGT), contrairement a ceux causés par la MP (Cai et al., 2000, 1999), I’acroléine pourrait étre
responsable de certains effets secondaires du traitement au CPA, comme des cystites

hémorragiques (Batista ez al., 2006).
5.4 Toxicité ovarienne du cyclophosphamide

La toxicité ovarienne du CPA a été relativement bien caractérisée chez les rongeurs. Une
étude regardant les effets sur la structure et la fonction ovarienne chez la souris C57BL/6N a
montré une relation dépendante de la concentration et du temps entre la toxicité ovarienne et le
CPA (Plowchalk et Mattison, 1992). Une seule injection de cet agent a causé une diminution
significative des nombres de follicules primordiaux et antraux a des doses de 75 a 200 mg/kg. Le
CPA a par ailleurs détruit totalement les follicules primordiaux lorsqu’il fut administré a
300 mg/kg et ce, a I’intérieur de 72 h. Ce stade folliculaire s’est montré comme le plus sensible
car 50% étaient perdus & 122 mg/kg tandis que ce taux de perte n’était atteint qu’a 200 mg/kg
pour les follicules antraux. Quant au nombre des autres follicules en croissance, il fut diminué
seulement a plus long terme (7 jours) a la dose la plus forte (500 mg/kg), vraisemblablement a
cause de la destruction des follicules primordiaux observée aux points de temps précédents (1 et 3
jours). A I’intérieur de 24 4 72 h aprés le traitement, plusieurs follicules primordiaux montraient
une symétrie distordue entre 1’ovocyte et son noyau, aboutissant a une condensation et au
marquage plus foncé du matériel nucléaire. Malgré cela, les cellules de la granulosa de ces
follicules maintenaient une apparence saine. Puisque des signes histologiques proches de
I’atrésie ont quand méme été observés chez ces follicules en croissance, les auteurs ont suggéré
qu’une grande proportion serait en mesure de recouvrer face aux effets de cet agent; en effet leur
nombre était rétabli 14 jours aprés I’exposition, une période trop courte pour suggérer leur
remplacement par des follicules primordiaux (Plowchalk et Mattison, 1992). Dans une autre
étude, le nombre de follicules primordiaux de souris Balb/c s’est vu affecté de fagon dépendante
a la dose de CPA a partir d’une concentration aussi faible que 20 mg/kg, lorsque compté sept
jours suivant une injection simple (Meirow ef al., 1999). 1l est connu que la sensibilité des
follicules primordiaux au CPA varie entre les souches de souris et entre les espéces (Shiromizu et

Mattison, 1984).
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Chez le rat, la sévérité des dommages folliculaires semblerait directement corrélée a
Pactivité proliférative des cellules de la granulosa au moment de I’exposition. En effet,
’observation des dommages ovariens a la suite d’une exposition aigué & cet agent jusqu’a
200 mg/kg chez des rats Sprague-Dawley n’a pas révélé une diminution du nombre de follicules
primordiaux. Seul le nombre de follicules antraux sains ont été diminué, et seulement & partir de
150 mg/kg (Jarrell er al., 1987, 1991; Davis et Heindel, 1998). A cette dose, d’ailleurs,
davantage de dégradation nucléaire (TUNEL et gel d’agarose) a été observée dans les cellules de
la granulosa au stade antral, 24 h aprés I’injection du produit (Lopez et Luderer, 2004). Par
contre, dans les follicules préovulatoires, les cellules de la granulosa différentiées présentaient
peu de dommages (Davis et Heindel, 1998). A partir de 200 mg/kg, des signes d’altération des
cellules de la granulosa ont cependant été repérés dans tous les follicules plus avancés qu’au
stade primaire (Davis et Heindel, 1998). La viabilité et la capacité de production de stéroides de
cellules de la granulosa (récoltées a partir des plus grands follicules) de rat s’étaient déja avérées
pouvoir étre diminuées lorsque ces cellules étaient exposées in vitro a une forme activée de CPA,

le 4-hydroperoxycyclophosphamide (4HC; Ramahi-Ataya et al., 1988).

De fagon concomitante avec I’altération de la fonction/survie des cellules de granulosa
dans les follicules antraux, une chute des niveaux d’estradiol et de progestérone a été observée a
court terme apres 1’exposition in vivo chez le rat. Ces baisses étaient également associées a une
hausse de la FSH et 4 une diminution du nombre de corps jaunes résultant de la réduction des
ovulations et la perturbation de la cyclicité vaginale (Jarrell ez al., 1991; Davis et Heindel, 1998).
Malgré tout, la performance reproductrice des rates & long terme ne semble pas étre diminuée par
une exposition simple au CPA (Jarrell ef al., 1991), ce qui supporte I’idée que les effets d’une

altération des follicules antraux sur la fonction ovarienne sont temporaires.

Chez le rat, le déséquilibre du nombre de follicules sains sur le nombre total de follicules
provoqué par le CPA serait compensé par un recrutement plus important de follicules, avec pour
conséquence de rehausser ce ratio 24 & 72 h post-injection (Davis et Heindel, 1998). Ainsi, bien
que les follicules primordiaux de rats ne soient pas détruits directement par le CPA, leur
recrutement serait accru aprés une exposition a cet agent, et en définitive, la diminution de la

réserve folliculaire pourrait aussi étre accélérée (Davis et Heindel, 1998).
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Il a été proposé que I’ovaire ne puisse pas métaboliser directement le CPA et que la
toxicité induite dans cet organe soit due essentiellement a ’entrée des métabolites en provenance
du sang (Ataya et al., 1990). Une étude in vivo a cherché a déterminer directement le rdle relatif
de deux métabolites du CPA dans la toxicité ovarienne chez la souris (Plowchalk et Mattison,
1992). Parmi les produits utilisés, aucun des deux composés générant de 1’acroléine sans
produire de MP n’a affecté le nombre des follicules primordiaux, en croissance ou antraux. Pour
leur part, les composés générant la MP se sont avérés en mesure de diminuer les nombres de
follicules primordiaux et antraux. Contrairement au CPA seul, ces produits ont également
entrainé la baisse du nombre des autres follicules en croissance (Plowchalk et Mattison, 1992).
Cette étude suggére donc que la MP serait le métabolite ultime qui, aprés avoir pénétré dans

I’ovaire, détruirait les follicules.

6 Objectifs

Les effets rapportés du CPA dans I’ovaire font état de variations en fonction du type
cellulaire, du type folliculaire et, de surcroit, entre les espéces. Ces éléments suggérent qu’il
puisse exister des différences dans le métabolisme systémique et/ou ovarien du CPA et dans la
capacité de réaction des cellules ovariennes aux atteintes que ce composé peut leur porter. Une
compréhension plus approfondie des bases physiologiques de ces différences est donc nécessaire
afin de pouvoir mieux évaluer les risques que courent les femmes exposées a cet agent

ovotoxique et a d’autres.

L’étude des mécanismes de destruction des petits follicules ovariens est limitée par
I’acces a ces follicules au stade adulte. Les conclusions ayant trait aux follicules préantraux sont
rarement concluantes de par ’impossibilité a isoler des fractions pures de ce type de follicule et
de par le fait qu’ils ne représentent, & cause de leur taille, qu’une trés petite portion du tissu
ovarien au stade adulte. De ces limitations surgit la pertinence d’établir les conditions pour
étudier la toxicité dirigée vers ces petits follicules dans un contexte ou ils sont prédominants. Un
systéme de culture d’ovaires néonataux offre cet avantage en plus de permettre le maintien de
I’intégrité du tissu et des follicules qu’il contient, qui sont des unités fonctionnelles complexes et

multicellulaires.
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Les présents travaux poursuivaient le but d’étudier la toxicité des métabolites du CPA su
les follicules préantraux dans un systéme de culture d’ovaires néonataux. En premier lieu, ils
visaient a déterminer les concentrations toxiques effectives de différents métabolites du CPA sur
des ovaires de souris in vitro et a ultimement effectuer la comparaison avec les ovaires de rat.
Ensuite, I’objectif était de caractériser dans le temps la destruction folliculaire et les différents
types cellulaires entrainés vers la dégénérescence par le CPA dans les ovaires cultivés. Enfin,
Iinvestigation de la voie de mort cellulaire par laquelle les cellules ovariennes sont éliminées par
le CPA a été amorcée, en tentant de localiser in situ des marqueurs de dégradation nucléaire et

d’apoptose.
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Section | 1 Article

Cet article a dii étre retiré en raison de restrictions liées au droit d’auteur.

Desmeules P. et Devine P.., 2006. Characterizing the ovotoxicity of cyclophosphamide

metabolites on cultured mouse ovaries. Toxicological sciences 90(2): 500-509.
doi: 10.1093/toxsci/kfj086

Résumé en frangais de l'article

Le cyclophosphamide (CPA), un agent alkylant utilis¢ en chimiothérapie, est connu pour
avoir un pouvoir de destruction élevé des follicules ovariens primordiaux chez les rongeurs et
'humain.  Malgré que la toxicité ovarienne du CPA soit assez bien décrite, le mécanisme de
destruction de ces follicules dormants demeure incompris. Ce manque de connaissances réside
en partie dans la structure complexe de l'ovaire, qui restreint l'accés a ces follicules. Nous
présentons ici la caractérisation de la sensibilité¢ ovarienne a différents métabolites du CPA et le
rythme des altérations morphologiques induites par la moutarde phosphoramidée (MP, un
métabolite actif du CPA) in vitro sur des ovaires néonataux, qui donne acces a de nombreux
follicules primordiaux. Des ovaires intacts de souris prélevés au jour post-natal 4 ont été placés
en culture et exposés a différents produits de dégradation du CPA au jour 0 de culture. Aprés une
culture allant jusqu'a 8 jours, les tissus ont été récoltés pour effectuer le comptage de follicules
aprés histologie classique ou immunohistochimie. Le 4-hydroperoxy-CPA (4-HC), un précurseur
de métabolite activé du CPA, et la MP ont entrainé une diminution significative du nombre de
follicules primordiaux et primaires a des concentrations supérieures ou égales a 1 et 3 JIM,
respectivement (p > 0.05). L'acroléine a affecté le nombre de follicules seulement apres des
expositions répétées pour une concentration au-dela de 30 JIM. Le carboxyCPA et le 4-ketoCPA
ont pour leur part causé une réduction du nombre de follicules primordiaux et primaires petits
seulement a la concentration la plus élevée (100 JLM). La perte de follicules induite par la MP est
devenue significative aprés 1 ou 2 jour(s) d'exposition aprés des expositions a 10 ou 3 JIM,
respectivement, tel que déterminée par le comptage des follicules présentant des signes de

pycnose et un marquage de dégradation nucléaire (TUNEL). Les types cellulaires pycnotiques
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variaient selon le stade folliculaire, & savoir les ovocytes dans les plus petits follicules et les
cellules de la granulosa dans les follicules primaires grands. Le marquage au TUNEL a été

observé dans les deux types cellulaires, mais la caspase 3 activée, qui peut étre présente lorsque

l'apoptose est enclenchée, n'a pas été détectée dans les cellules des follicules primordiaux. De
plus, I'administration d'un inhibiteur de caspases pan-spécifique parallelement a la MP n'a pas
prévenu la perte de follicules induite par cet agent. Ainsi, de bréves expositions a la MP ou au 4-
HC peuvent induire des pertes de follicules permanentes dans les ovaires, et la MP est
vraisemblablement le métabolite du CPA ultimement ovotoxique. Par ailleurs, il semble que la
voie de mort cellulaire empruntée par les follicules primordiaux a la suite d'une exposition a cet

agent et a ces concentrations soit indépendante des caspases.

Contribution des co-auteurs

L'¢tudiant a effectué la totalit¢ des travaux présentés dans cet article. Le professeur
Devine a participé en développant les bases du projet, en effectuant les comptages en double des
nombres de follicules, le suivi de certaines cultures d'ovaires et enfin, en contribuant

significativement a la rédaction et a la correction du manuscrit.

NOTE : Dans la partie Résultats de l'article, & la page 59 de ce mémoire, des inversions dans les
références a la figure 4 sont présentes. On devrait lire 4A, 4B et 4C au lieu de 4B, 4C et 4E,

respectivement, et une référence a la figure 4E devrait étre rajoutée a la fin de la phrase: <<Large

primary follicles with pyknotic[...] than in control avaries (4E). In para/le/, [...]»
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary Figure 1: Fluorescent immunohistochemical staining of cultured PND4 CD-1
mouse ovaries with or without PM. Red staining shows TUNEL (A-C) or cleaved Caspase-3 (D-
F) staining in untreated ovaries (A, D), ovaries exposed 24 h to 10uM PM (B, E), and negative
controls (C, F). Staining of nuclei (Hoechst) is in blue. Green/grey structures are red blood cells.
Representative images of ovarian sections (n = 5-8 ovaries per condition) from 3-4 experiments

are shown. Arrows show stained oocytes (solid arrows) or granulosa cells (hollow arrows).
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Discussion générale et conclusions

La présente étude a permis de tester le potentiel d’un systéme de culture d’ovaires
néonataux pour étudier la toxicité ovarienne du CPA. Les concentrations nécessaires pour
générer de la toxicité ovarienne avec différents métabolites du CPA ont été déterminées, mais
davantage dans le but de valider le systtme que pour mimer les effets rapportés in vivo.
Toutefois, les effets connus de cet agent sur les petits follicules préantraux de souris y ont été
reproduits. En utilisant directement la MP, ou un composé la générant, les types cellulaires
affectés et le moment d’apparition des signes de dégénérescence se sont révélés identiques a ce
qui fut observé in vivo aprés exposition au CPA (Plowchalk et Mattison, 1991, 1992). Les
métabolites de cet agent entrainent la pycnose de 1’ovocyte des follicules aux stades primordial et
primaire petit et peut induire 1’apoptose des cellules de la granulosa aux stades plus avancés du

développement folliculaire.

Les résultats obtenus lors de cette étude montrent qu’il est possible d’utiliser directement
la MP pour reproduire la toxicité ovarienne du CPA sur les petits follicules préantraux in vitro.
Par ailleurs, le réle potentiel d’un autre métabolite (volatile) a aussi été soulevé. On soupconne
que ce métabolite est la chloroéthylaziridine (CEZ) parce que cette molécule constitue le produit
majeur de décomposition de la MP in vitro et qu’a pH physiologique, trés peu de moutarde nor-
azotée est générée a partir de la MP (Lu et Chan, 2006; Watson et al., 1985). Une récente étude
rapporte que chez le rat, la CEZ poss¢de une demie-vie et un volume de distribution supérieurs au
4-OH-CPA et a la MP (Lu et Chan, 2006), suggérant qu’elle puisse étre plus largement distribuée
dans les tissus que ses précurseurs; ces parameétres ont incité ces auteurs a suggérer que la CEZ
puisse contribuer de fagon significative & I’action antitumorale du CPA. La puissance observée
du métabolite volatile dans notre étude et la charge de la MP a pH physiologique, ce qui séme le
doute quant a sa capacité de gagner adéquatement le milieu intracellulaire, fait surgir la question
de I’'importance relative de ces deux molécules dans la toxicité ovarienne du CPA. In vitro, la
fraction de MP convertie en CEZ a déja été estimée a 32 % (Lu et Chan, 2006) et la demie-vie de
ce produit de dégradation serait plus longue (Engle ef al., 1982) que celle de la molécule mére.
Dans ce contexte, la possibilité, dans le systéme de culture utilisé, que la faible pénétrance de la

MP la compartimente a I’extérieur de I’ovaire et que les effets toxiques observés soient
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principalement dus a la génération de CEZ ne peut étre exclue. Ainsi, une investigation

approfondie des effets directs de la CEZ sur I’ovaire sera nécessaire pour clarifier ce point.

Cette étude a par ailleurs révélé que deux métabolites du CPA considérés comme non
toxiques (CPM et 4-KTCP) ont généré dans I’ovaire, a forte concentration, des effets similaires &
ceux des agents plus puissants. Ces métabolites ne sont pas connus pour générer de la MP, mais
I’étude de la structure de ces molécules révéle la présence de groupements chloroéthyl (Ludeman,
1999). 11 serait pertinent de se demander si ces groupements pourraient leur conférer un certain
pouvoir alkylant, trés faible en comparaison a la MP, ne se manifestant qu’a de trés fortes
concentrations. Un pouvoir mutagéne de ces deux métabolites sur Escherichia coli avait déja été
soulevé et s’était la aussi révélé largement inférieur a celui de la MP ou de I’acroléine
(Ellenbergen, 1977). Par ailleurs, une réversion potentielle de la réaction d’oxidation nécessaire
pour générer ces métabolites pourrait s’opérer partiellement, a fortes doses, régénérant de I'’AP ou
du 4-OH-CPA; I’occurrence de cette réaction n’a toutefois pas encore été décrite. Malgré tout,
les fortes doses requises pour détruire les ovocytes avec ces deux composés sont probablement

largement supérieures a celles auxquelles 1’ovaire pourrait étre exposé in vivo.

L’évaluation de I’ovotoxicité de 1’acroléine au moyen de ce systéme in vitro s’est avérée
moins probante. La plus faible concentration nécessaire pour diminuer le nombre de follicules
primordiaux avec I’acroléine peut plus difficilement étre comparée directement a celle de la MP
ou du 4HC, parce que ce produit est plus volatile (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). L’acroléine
est pourtant connue pour exercer des effets cytotoxiques a 30 uM sur des cellules CHO en culture
apres une exposition aussi courte qu’une heure (Cai ef al., 1999). Malgré tout, un systéme de
culture fermé pourrait s’avérer nécessaire pour mieux caractériser, sur 1’ovaire, la toxicité de ce
produit auquel I’humain peut étre exposé par de multiples sources, comme la fumée de cigarette
et les gaz d’échappement automobile (Ghilarducci et Tjeerdema, 1995). Dans le systéme ouvert
utilisé ici, I’emploi de cette substance volatile s’est probablement traduit par une exposition
excessivement courte du tissu ovarien. L’ovotoxicité de I’acroléine aprés de multiples
expositions a fortes doses suggére quand méme qu’elle puisse jouer un réle direct dans la toxicité
ovarienne du CPA. On s’attend d’ailleurs a ce qu’elle soit produite en fraction équimolaire a la

MP (Ludeman, 1999) au site d’action lorsque le 4-OH-CPA (ou le 4HC, in vitro) pénétre dans
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ovaire et qu’il puisse moduler la cytotoxicité de cet autre métabolite actif (Blomgren et
Hallstrom, 1991; Wilmer et al., 1990). L’acroléine posséde aussi la capacité d’interagir avec
I’ADN, mais les lésions qu’elle engendre seraient apparemment réparées par ’enzyme de
réparation de I’ADN O°-alkylguanine-ADN-alkyltransférase, contrairement a celles occasionnées
par la MP (Cai et al.,, 1999, 2000). Toutefois, I’activité de cette enzyme dans I’ovaire et les
ovocytes demeure inconnue. Par ailleurs, 1’acroléine pourrait jouer un role indirect dans la
toxicité ovarienne du CPA, car il a été fait mention qu’elle puisse inhiber certaines formes de
’ALDH, enzymes impliquées dans la détoxification du CPA (Rekha et Sladek, 1997; Ren et al.,
1999).

La sensibilité aux effets du CPA différe entre les espéces de mammiféres et méme a
travers les souches. 1l a été proposé que des variations dans la bioactivation puissent étre a la
source de ces différences (Anderson et al., 1995). Au niveau des follicules primordiaux ovariens,
la sensibilit¢ au CPA des rats est de beaucoup inférieure a la souris et cette différence a
également été attribuée a des variations dans le métabolisme extraovarien (Davis et Heindel,
1998). En effet, on suppose que les métabolites ovotoxiques exercent leurs effets aprés
pénétration dans I’ovaire via la circulation sanguine (Ataya er al., 1989). Leur cinétique
modulerait donc leur pouvoir ovotoxique. La possibilité d’éviter le métabolisme extraovarien
dans le systeme in vitro a donc été exploitée pour montrer que le nombre de follicules
primordiaux est diminué seulement a partir de 30 uM de MP dans des ovaires de rats néonataux,
en contraste avec les 3 uM nécessaires chez la souris (Voir Annexe 1). Ces résultats suggérent
donc que les follicules primordiaux de rats présentent une résistance intrinséque a la MP
supérieure par rapport aux souris. Ainsi, les différences inter-espéces observées pourraient
reposer davantage sur des bases cellulaires que sur le métabolisme général du CPA, tel que déja
proposé d’ailleurs (Fleming, 1997). Il n’en demeure pas moins que les réactions de bioactivation
du CPA peuvent clairement affecter la production de métabolites qui atteindront I’ovaire. Ces
réactions varieraient méme selon le stade de développement de I’organisme; le métabolisme
global du CPA, in vivo, serait en effet plus rapide chez I’enfant que chez 1’adulte (Tasso et al.,
1992). Ainsi, d’autres expériences seraient nécessaires pour effectuer une transposition directe

des résultats obtenus des ovaires néonataux vers 1’ovaire adulte; I’investigation de la toxicité de
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la MP sur I’ovaire adulte devrait étre entreprise sur des piéces corticales ovariennes de rongeurs

pour pouvoir effectuer cette comparaison.

Les différences importantes de toxicité ovarienne du CPA entre les rongeurs compliquent
I’extrapolation chez les humains des résultats obtenus a partir d’autres espéces. Le recours a des
systémes in vitro sera nécessaire pour évaluer directement la résistance des follicules primordiaux
humains puisque les moyens techniques actuels ne permettent pas d’évaluer précisément les
nombres exacts de follicules primordiaux chez la femme (Singh ef al., 2005). Plusieurs rapports
suggerent que I’IOP est une conséquence directe des traitements de chimiothérapie avec le CPA
(Anasti, 1998; Meirow et Nugent, 2001; Falcone et al., 2004; Sonmezer et Oktay, 2006).
Cependant, son pronostic dépend partiellement de 1’age et certaines études ne montrent pas de
relations directes entre les traitements de chimiothérapie et I'IOP (Byrne, 1999). Les faibles
effectifs et les expositions a des régimes d’agents variés au cours des traitements compliquent
I’interprétation des résultats de ces études. Néanmoins, 1’absence de marqueurs de la réserve de
follicules primordiaux implique que les changements dans ce pool folliculaire ne peuvent étre
détectés avant qu’ils ne disparaissent enticrement et que la ménopause survienne (Singh et al.,
2005). Le rapport de plusieurs cas d’IOP chez des travailleuses de Corée exposées
professionnellement au 2-bromopropane (Koh et al., 1998) traduit bien le manque actuel de
moyens pour évaluer et prévenir les dommages ovariens avant que des effets irréversibles ne se

manifestent.

Cette étude a par ailleurs permis de soulever la délicatesse de la caractérisation temporelle
de la dynamique folliculaire dans les ovaires cultivés. Dans les ovaires témoins, le nombre de
follicules primordiaux sains a diminué au huitiéme jour de culture tandis qu’aucune augmentation
du nombre de follicules atrétiques de ce stade n’a été décelée (Tableau 1 de I’article). Le nombre
de follicules primaires sains (petits et grands) a quant a lui stagné, tandis que plus de follicules
atrétiques de ce stade ont été observés a partir du quatriéme jour de culture (Fig. 2 et 4 de
I’article). Dans leur ensemble, ces résultats suggérent que pendant la période de culture, des
follicules primordiaux ont été recrutés et que les follicules primaires qu’ils sont devenus ont
contribué a remplacer les follicules de ce stade ayant dégénéré. Cependant, la durée du processus

de dégénérescence des follicules préantraux est inconnue, particuliérement in vitro. La latence
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des follicules en dégénérescence dans le tissu cultivé et leur addition dans les comptes effectués
au fil du temps est également probable, particulierement a la lumiére de la comparaison du
déroulement dans le temps des nombres de follicules pycnotiques et sains (Fig. 2 et 4 et Tableau
1 de I’article). Le processus d’atrésie dans les follicules antraux pourrait s’échelonner sur plus de
48 h (Osman, 1985) mais le développement des petits follicules est excessivement lent, et tel

pourrait étre leur dégénérescence, in vitro ou méme in vivo.

Le phénomene d’atrésie des petits follicules préantraux est mal compris et peu étudié.
Cependant, il a été suggéré qu’il s’initierait dans ’ovocyte dans les plus petits follicules et dans la
granulosa aux stades plus avancés de développement folliculaire (Reynaud et Driancourt, 2000;
Morita et Tilly, 1999; Matikainen et a/., 2001b). Dans les plus petits follicules, le maintien d’une
apparence saine des cellules de la granulosa alors que I’ovocyte montre des signes de
dégénérescence donne & penser que la MP déclencherait un processus de mort semblable a celui

mis en branle au cours de I’atrésie dans ces follicules; cela reste cependant & confirmer.

Quant a elle, I’atteinte des cellules de la granulosa des follicules primaires grands
constitue un signe de dégénérescence plus ressemblant & ce qui est observé dans les follicules des
derniers stades préantraux au stade préovulatoire. Ces cellules sont en division, malgré que ce
processus puisse y étre trés lent par rapport aux stade antral (Hirshfield, 1991; Meredith ef al.,
2000). Le CPA est reconnu pour affecter les cellules avec un index mitotique plus élevé (Ataya
et al., 1989; Colvin et al., 1976) parce que comme les autres agents alkylants, ses métabolites
bloquent la réplication de I’ADN en y formant des ponts intermoléculaires pouvant générer des
cassures (Fritz e al., 1997). 1] apparait donc normal que la MP entraine la mort des cellules de la
granulosa au stade primaire (grand) plutét que dans les follicules primordiaux, ou les cellules de
la prégranulosa sont quiescentes (Hirshfield, 1991). Dans les follicules antraux affectés par le
CPA, des cellules de la granulosa avec une taille plus grande ont été observés et cette réaction

serait attribuable & un blocage au stade G2 du cycle cellulaire (Pendse et al., 2004).
Nos résultats suggerent par ailleurs que la prolifération de cellules dans la granulosa

pourrait possiblement contribuer en a remplacer certaines tuées par le CPA et permettre au

follicule primaire grand de se maintenir en vie, du moins a court terme. En effet, la présence de
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plus de follicules primaires grands avec des cellules pycnotiques dans la couche de granulosa au
jour 2 d’exposition a 3 pM de MP (Fig 4-e de I’article) ne s’est pas soldée par une diminution
significative du nombre de ces follicules aprés huit jours de culture (Données non montrées).

Cette idée nécessite toutefois plus d’investigations.

A Pinverse des cellules de la granulosa, la plupart des ovocytes exposés a la MP ont
dégénéré aux stades primordial et primaire petit, tandis que beaucoup d’entre eux ont maintenu
une apparence normale au stade primaire grand, au moment ou le maximum de pycnose a été
observé. Ces observations opposées concernant les deux types cellulaires compliquent
I’élucidation des mécanismes d’ovotoxicité, mais elles se rejoignent au moins sur le point que les
différences physiologiques y étant a la base sont présentement inconnues dans 1’ovaire. Dans les
cellules germinales males, ou les effets du CPA sont aussi intimement reliés au stade de la
spermatogenese (Trasler er al., 1986), une exposition aigué au CPA peut nuire a la progression
méiotique des spermatocytes au stade pachyténe (Aguilar-Mahecha et al., 2005). Cependant, les
ovocytes demeurent bloqués au méme stade de la méiose tout le long de la folliculogenése
(Hirshfield, 1991), ce qui limite en partie la comparaison des effets du CPA chez les gamétes

entre les deux sexes.

Les différences de réaction au CPA des ovocytes en fonction du stade folliculaire
pourraient simplement étre de nature physique. La capacité de ces composés a pénétrer les
cellules pourrait en effet étre limitée par les différences de taille entre les structures et la synthése
de la zona pellucida a partir du stade primaire (Hirshfield, 1991). Par contre, I’utilisation d’un
marqueur de cassures d’ADN a révélé la présence de foyers nucléaires dans les ovocytes, de
fagon assez uniforme dans le tissu et au sein des plus grands follicules primaires (Voir I’ Annexe
2). Cela suggere que le métabolite causant ces effets diffuse bien dans 1’ovaire et dans tous les

types cellulaires et folliculaires.

Au niveau des cellules tumorales, les mécanismes identifiés de résistance au CPA incluent
des variations a la hausse de niveaux de molécules de détoxification comme le glutathion, de
Pactivité d’enzymes de détoxification comme 1’ALDH (Bunting et Townsend, 1996 a,b) ou des

mécanismes de réparation de I’ADN, notamment celui basé sur I’excision de nucléotides
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(Andersson et al., 1996; Gamcsik er al,, 1999). Bien qu’il semble plausible que de telles
différences soient présentes en fonction du type folliculaire et entre les cellules ovariennes, qui

traversent de nombreux états de différentiation, elles ne sont présentement pas identifiées.

Les niveaux de glutathion ou d’autres molécules de détoxification dans I’ovaire pourraient
varier d’une espéce a ’autre et étre dépendants du stade folliculaire et du type cellulaire. En ce
qui concerne le glutathion, il semble son niveau, dans I’ovaire entier, ne varieraient que trés peu
entre les espéces et les souches de souris (Mattison ez al., 1983b). Par contre, il serait plus faible
au stade néonatal (Mattison et al., 1983b), mais cette différence pourrait étre attribuable a
I’absence de corpus luteum, ou I’expression des enzymes le produisant pourrait étre plus
importante (Eliasson ef al., 1999). Chez le rat, la déplétion du glutathion in vivo n’a cependant
pas entrainé de changements dans le nombre de follicules antraux détruits par le CPA (Lopez et
Luderer, 2004); on ne sait pas quel a été I’effet de ce traitement sur le nombre de petits follicules
car ils n’ont pas été comptés dans cette étude. La mesure des différences de niveau de tels agents
dans les petits follicules est compliquée par la difficulté a en isoler des fractions pures. Elle
pourrait étre facilitée par le recours au systéme de culture utilisé ici, contenant des populations

folliculaires un peu plus homogeénes.

Quant a elle, la capacité a réparer les dommages a I’ADN engendrés par le CPA constitue
un enjeu important pour les cellules germinales. Chez le méle, 1’expression de génes impliqués
dans la réparation d’ADN semble altérée par le CPA dans les cellules germinales, et
différemment en fonction de la phase de la spermatogenése (Aguilar-Mahecha ez al., 2001, 2002).
La hausse de I’expression de certains de ces génes dans les spermatides et les spermatocytes
aprés une exposition aigué suggére que ces processus soient impliqués dans la réponse au CPA
(Aguilar-Mahecha ef al., 2001). L’importance de la capacité a réparer I’ADN dans la résistance
au CPA est également traduite par I’observation que I’'inhibition de PARP, une enzyme de
réparation de I’ADN dont la suractivation peut mener a la nécrose par déplétion d’ATP (Virag et
Szabo, 2002), rehausse le pouvoir délétere de cet agent alkylant sur des cellules CHO (Tatsumi-
Miyajima ef al., 1999). Dans les petits follicules préantraux, la détection du polymére synthétisé

par cette enzyme pourrait étre entreprise a la suite d’expositions in vitro a la MP. 1l serait
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également intéressant de tester si son inhibition entraine une sensibilisation de ces petits follicules

face a la MP.

En utilisant un marqueur de cassures d’ADN double brin dans des ovaires exposés in vitro
a la MP, nous avons observé des proportions significativement élevées d’ovocytes de follicules
primordiaux et primaires marqués (Annexe 2). Or, bien que I’on ait pu observer de nombreux
foyers de la forme phosphorylée de I’histone H2AX dans une grande proportion d’entre eux, la
plupart des ovocytes des follicules primaires grands maintiennent une apparence saine aprés ces
expositions. Cette observation suggere que des différences dans la réponse ou la capacité de
réparation face a ce type de lésion puissent exister en fonction de 1’état d’avancement du follicule
ou de I’ovocyte. Elle ouvre ainsi la voie a une investigation plus approfondie des événements en
aval de la phosphorylation de H2AX dans les ovocytes, notamment le recrutement des facteurs de

réparation d’ADN qui s’effectue au niveau des foyers (Paull ez al., 2000).

L’atteinte de I’intégrité de I’ADN des mitochondries pourrait aussi s’avérer une piste de
recherche intéressante pour tenter d’expliquer la différence de réaction des ovocytes de différents
stades folliculaires au CPA. Moins de mitochondries sont retrouvées dans les ovocytes de
follicules primordiaux par rapport aux primaires (Jansen et de Boer, 1998) et cet état pourrait
contribuer a les sensibiliser face a un tel type de dommage. Il a déja été proposé que I’atrésie est
un moyen évolutif d’éliminer les ovocytes dont la qualité des mitochondries est atteinte
(Krakauer et Mira, 1999). De plus, I’injection de mitochondries purifiées dans des ovocytes
ovulés en culture en diminuait le nombre en apoptose (Perez et al., 2000). Enfin, bien que
plusieurs mécanismes de réparation de I’ADN mitochondrial aient été identifiés dans les cellules
eucaryotes, il semble que la capacité a effectuer de la réparation de I’ADN par recombinaison,
processus nécessaire pour réparer certaines Iésions engendrées par le CPA, puisse varier d’un
tissu & autre (Stuart et Brown, 2006) et ainsi, pourrait potenticllement étre moindre dans
Povaire. Le réle que joue la préservation de la qualité et de la quantité des mitochondries dans la
différence de sensibilité des ovocytes aux xénobiotiques demeure encore a établir. Parmi le type
d’expériences qui pourraient étre réalisées dans I’ovaire figurent le suivi de I’expression de génes
mitochondriaux ou I’évaluation directe de la morphologie et du nombre de ces structures au

moyen de la microscopie €lectronique aprés une exposition a la MP.
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La localisation in situ de la fragmentation nucléaire dans les ovaires exposés a la MP a
présenté quelques limites. L’utilisation du marquage au TUNEL s’est révélée moins sensible que
I’identification des cellules pycnotiques en histologie classique pour détecter les cellules
ovariennes en dégénérescence, tel que déja soulevé ailleurs (Davis et Heindel, 1998). On peut
supposer qu’il existe des différences dans 1’état de progression de la voie de mort cellulaire a
travers toutes les cellules en dégénérescence d’une section ovarienne donnée. Le TUNEL
présente la limite de ne pouvoir repérer que celles ot des fragments d’ADN sont présents, donc
celles & un état avancé du processus de mort cellulaire. 11 a déja été observé qu’une séparation
temporelle importante pourrait avoir lieu entre les signes nucléaires morphologiques et la
fragmentation nucléaire détectable avec cette technique (Collins ef al., 1997). Néanmoins, ce
type de marquage a permis de confirmer que la MP engendre de la dégradation nucléaire dans les
types cellulaires pycnotiques, méme s’il ne permet pas de discriminer entre ’apoptose et la

nécrose (Stadelmann et Lassmann, 2000; Blagosklonny, 2000).

La voie de mort cellulaire induite par le CPA dans 1’ovaire n’a d’ailleurs pas fait I’objet
d’investigations approfondies. Dans différents types cellulaires, plusieurs études suggérent que le
CPA induit Dactivation de la voie apoptotique en se basant sur I’observation de changements
membranaires concordants, de la dégradation nucléaire et de I’activation de caspases (Bullock ef
al., 1993; Story et al., 1999; Mirkes et Little, 2000; Schwartz et Waxman, 2001; Chen et al.,
1994). Par contre, certaines études ont observé un réle mineur ou secondaire de I’apoptose dans
la mort de souches cellulaires induite par des agents de chimiothérapie (Tannock et Lee, 2001),
tandis que d’autres rappellent que la nécrose peut aussi étre impliquée de fagon importante dans

ce processus (Karle et al., 2001).

Dans les cellules somatiques ovariennes que le CPA détruit, la caspase 3 activée a été
détectée. L’implication de cette importante caspase effectrice concorde donc avec certaines
données sur les autres types cellulaires et avec celles concernant la mort des cellules de la
granulosa dans le contexte d’atrésie (Tilly et al., 1991; Asselin ef al., 2000). En ce qui a trait a
Pexécution de la mort des ovocytes, la caspase 3 ne semble pas y étre essentielle, qu’elle soit
naturelle (Matikainen et al., 2001b) ou induite par les xénobiotiques (Takai et al., 2003). Bien

que son activité et sa présence aient été détectées dans les fractions et les cellules de petits
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follicules préantraux d’ovaires de rats traités au VCD (Hu et al., 2001b), sa déficience dans un
modeéle murin ne conférait pas de protection aux follicules primordiaux et ne prévenait que
partiellement la mort des follicules primaires causée par cette substance (Takai ef al., 2003). Or,
cette caspase y a été localisée principalement dans les cellules de la granulosa, du moins chez le
rat (Devine et al., 2002). Dans I’étude de Takai et al. (2003), les follicules primaires ont été
comptés sans égard au stade petit ou grand, comme dans la nétre. Sans cette classification, il est
impossible de spécifier si, en I’absence de cette caspase, la mort des follicules primaires grands
(marquant pour la caspase 3) a été prévenue de fagon plus importante que les primaires petits
(dans lesquels c’est I’ovocyte qui présente des signes de dégénérescence). Ces données nous

incitent a poursuivre nos études en maintenant I’attention sur les stades folliculaires spécifiques.

L’utilisation d’un inhibiteur de caspases n’a pas permis de prévenir la mort des follicules
détruits par la MP. Ces données tendent a appuyer I’idée que les caspases ne jouent qu’un réle
limité et facultatif dans 1’exécution de la mort des follicules préantraux. Cependant, il se peut
que ’inhibiteur n’ait pas suffisamment réduit I’activité des caspases dans le tissu cultivé. Malgré
tout, la possibilité que les métabolites du CPA induisent des voies de mort cellulaire a la fois
dépendantes et indépendantes des caspases a déja été proposée (Huang et Hales, 2002). Au
niveau des follicules ovariens, I’incapacité a observer des signes classiques d’apoptose en
microscopie électronique dans les ovocytes de follicules en dégénérescence naturelle chez le rat
(Devine et al., 2000) ou induite par le CPA in vitro chez ’humain (Raz et al., 2002) a également
été rapportée. Le fait que I’inactivation parallele du proapoptotique Bax ou de la caspase 2 ne
réussisse pas a prévenir la mort des ovocytes murins provoquée par I’inactivation d’une kinase
essentielle dans la réponse & I’endommagement de I’ADN, ’ataxia telangiectasia-mutated
(ATM), supporte I’idée que plus d’une voie, et potentiellement différents effecteurs, assurent

I’élimination des cellules germinales dans 1’ovaire (Morita et a/., 2001; Tilly, 2001).

Il serait judicieux de considérer I’utilisation d’ovaires néonataux cultivés comme ici pour
examiner I’ultrastructure des cellules folliculaires a la suite d’exposition a la MP. En effet, ils
contiennent d’abondants follicules primordiaux et primaires dont les cellules pourraient étre
scrutées pour tenter d’y repérer des signes de nécrose ou d’apoptose. La compréhension de la

voie impliquée dans la mort de ces follicules pourrait permettre de la prévenir pour préserver la
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fonction reproductrice de la femme sur une période allongée aprés des traitements de
radiochimiothérapie. Ce systéme de culture offre également d’autres avantages. Il ouvre la porte
a une meilleure manipulation du tissu et des populations de follicules, notamment par 1’usage
contrdlé d’inhibiteurs spécifiques et d’ARN inhibiteurs. De plus, la culture d’ovaires néonataux
est plus simple que celle de piéces corticales d’ovaires adultes et le nombre de follicules
primordiaux qui s’y trouvent n’en peut qu’étre supérieur et moins variable. L’accés a une grande
proportion de follicules primordiaux est avantageux, car la dispersion de ces follicules dans le

tissu ovarien adulte est un critére souvent limitant dans les études mécanistes in vivo.

Les ovaires néonataux montrent aussi certaines limites. Ils contiennent peu de grands
follicules préantraux, & cause de la courte durée de culture employée et de 1’absence de
gonadotrophines dans le milieu de culture. Cela limite 1’évaluation des paramétres sur les
follicules primaires grands et les petits secondaires, de par leur faible nombre. Cela coupe aussi
les petits follicules de I’influence des plus grands follicules et des corpus luteum, qui produisent
des facteurs intraovariens et qui sont des voisins a I’intérieur desquels certains processus de
détoxification pourraient s’opérer de fagon prédominante (Toft ef al., 1997). Dans le contexte in
vitro, I’ovaire se retrouve aussi en dehors des contrles hormonaux extraovariens. L’impact de
cet état sur la réponse des ovaires néonataux au CPA est toutefois difficile a établir, ces ovaires
ne contenant pas de follicules dépendants des gonadotrophines au départ de la culture. Celles-ci
pourraient toutefois agir en régulant I’activité d’enzymes de détoxification (Bengtsson et
Rydstrom, 1983), ou encore la communication entre ’ovocyte et les cellules de la granulosa
(Granot et Dekel, 1998). La rupture de ces liens pourrait affecter le destin du follicule entier,
compliquant ainsi I’identification du type cellulaire et folliculaire le plus sensible aux

xénobiotiques.

La pénétration des composés dans 1’ovaire cultivé s’effectue par I’épithélium de surface et
non par le sang, comme c’est le cas in vivo. La régulation du flux sanguin a ’ovaire est
considérée capable de jouer un rdle dans la modulation de la toxicité ovarienne du CPA
(Danforth et al., 2005). L’impact de cette différence sur la dynamique de distribution des
composés a I’intérieur du tissu cultivé demeure inconnu, mais puisque les effets de la MP ont été

observés jusqu'au centre du tissu cultivé, ceci suggére qu’elle y pénétre adéquatement. De plus,
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dans le systéme in vitro, la latence des produits avec une demie-vie plus longue constitue
stirement une différence importante avec le contexte in vivo, ou la circulation et I’excrétion

peuvent limiter ’exposition du tissu ovarien a ces métabolites.

Finalement, il faut rappeler que les conditions pour étudier la toxicité ovarienne du CPA
et d’autres composés in vitro a été entreprise a travers ces travaux dans le but de permettre de
conduire des investigations plus approfondies sur les mécanismes d’ovotoxicité. Il existe
présentement beaucoup plus d’interrogations que d’éléments de réponses par rapport a ces
mécanismes, tel que schématiquement résumés a la figure 9. Leur compréhension est nécessaire
pour pouvoir éventuellement prévenir la destruction des cellules germinales lors de traitements de
chimiothérapie ou d’expositions a d’autres contaminants présents dans 1’environnement de la
femme et créer de nouveaux médicaments sans cet effet secondaire important. 11 est également
important de comprendre davantage la nature méme des dommages causés par cet agent
génotoxique dans les ovocytes afin de mieux conseiller les femmes qui souhaiteraient enfanter
aprés des cures de chimiothérapie. En effet, des traitements qui viseraient a prévenir la mort des
follicules, soit par I’inhibition de I’apoptose ou par 1’administration paralléle d’agonistes de
gonadotrophines (Danforth ez al., 2005; Meirow et al., 2004), pourraient laisser des cellules
germinales au bagage génétique endommagé. La santé des gamétes survivants aprés ces
traitements demeure un souci particuliérement important chez la femme, car les ovocytes peuvent
persister trés longtemps a I’état dormant dans 1’ovaire et accumuler des dommages avant d’étre
ovulés. Un exemple inquiétant des dommages entrainés par le CPA provient de 1’observation
qu’une reprogrammation épigénétique aberrante des génomes paternel et maternel semble
s’operer apres fertilisation par des spermatozoides y ayant été exposés (Barton et al., 2005; Hales
et al., 2005). Ainsi, il est important d’établir des conditions qui permettront de mieux évaluer les

dommages causés aux gamétes femelles par cet agent et par d’autres.
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En contexte in vitro, ’exposition d’ovaires a la MP s’est avérée en mesure de causer des
dommages aux petits follicules préantraux. Cependant, ’implication d’un de ses produits de
dégradation volatile, potentiellement la CEZ, a été soulevée. Quel qu’il soit, I’agent ultimement
ovotoxique peut générer des cassures d’ADN dans les ovocytes (Annexe 2), mais les follicules
préantraux réagissent différement face a ces insultes en fonction du stade de développement. Les
divergences a cet égard pourraient résider dans la capacité de réparation des dommages a I’ADN,
notament au niveau du recrutement des facteurs de réparation de I’ADN aux sites de
phosphorylation d’H2AX. L’altération de I’intégrité de I’ADN mitochondrial et des variations
dans le niveau d’agents de détoxification comme le glutathion sont deux autres facteurs proposés
pour étre investigués. Les ovocytes et les cellules de granulosa atteints par la MP ont montré des
signes de dégradation de ’ADN méme si la caspase 3 activée n’a pas été détectée dans les
ovocytes. Ainsi, la voie de mort cellulaire empruntée dans ces cellules suite a une exposition a la
MP pourrait s’écarter du patron classique de I’apoptose. L’évaluation de I’'implication de
facteurs plus en amont dans la cascade apoptotique, comme Bax, ou de ceux faisant le lien entre
les dommages a I’ADN et I’apoptose, comme p53, serait utile pour clarifier ce point.
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Annexe 1 : Effets de la Moutarde Phosphoramidée sur le nombre de follicules

préantraux d’ovaires néonataux cultivés de rat

La sensibilité des follicules primordiaux au CPA différe largement entre le rat et la souris
(Plowchalk etMattison, 1992; Mattison e al., 1983b; Jarrell e al., 1987, 1991; Davis et Heindel,
1998). 11 a été supposé que cette différence entre espéces était attribuable au métabolisme
général du CPA (Ataya et al., 1990), qui amenerait la production de quantités différentes de
métabolites actifs a ’ovaire. Pour évaluer directement la sensibilité des follicules primordiaux de
rat 4 la MP, le métabolite actif du CPA, des ovaires néonataux y ont été exposés in vitro tel que
décrit dans I’article (Desmeules et Devine, 2006). Les résultats montrent que comme in vivo pour
le CPA, la dose de MP nécessaire pour induire une diminution du nombre de follicules
primordiaux est beaucoup plus élevée chez le rat. A 30 uM de MP, significativement moins de
follicules primordiaux et primaires grands (non montré) furent comptés tandis que le nombre de
follicules primaires petits demeura semblable a celui des témoins (Figure 10). A la concentration
la plus forte, 100 pM, la MP entraina une diminution du nombre de tous les stades folliculaires
présents, mais aussi une altération générale du tissu. Ces résultats montrent que la résistance des
follicules primordiaux de rat 4 la MP n’est pas attribuable totalement a une détoxification plus
efficace du CPA. Ils suggérent que des variations physiologiques tissulaires ou cellulaires soient

a la base de cette différence entre les deux espéces.
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Figure 10 : Nombre de petits follicules d’ovaires de rat cultivés 8 jours apres une exposition a
différentes concentrations de moutarde phosphoramidée (MP). Des ovaires de rats Sprague-
Dawley ont été prélevés sur des nouveaux-nés de 2 a 4 jours et isolés avant d’étre mis en culture
et exposés a la MP une fois au jour 0 de culture. Le nombre de follicules ovariens sains a été
compté a chaque douziéme section tel que décrit dans I’article. Les valeurs représentent la
moyenne =+ erreur standard sur la moyenne. L’astérisque rapporte une différence significative
d’avec les témoins, p < 0.05, ANOVA, n = 10 a 12 ovaires par condition dans 3-4 expériences

différentes.
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Annexe 2 : Détection de la forme phosphorylée de H2AX dans des ovaires

exposés a la Moutarde Phosphoramidée in vitro

Introduction

Plusieurs agents qui endommagent I’ADN sont en mesure de détruire les ovocytes des
follicules primordiaux ovariens. Le cyclophosphamide (CPA) et la radiation ionisante en sont
des exemples (Hoyer et Sipes, 1996). Le CPA est un agent bis alkylant qui est connu pour
geénérer des ponts inter- et intrabrin sur ’ADN (Ludeman, 1999); ce type d’adduits peut générer
des cassures du brin d’ADN, des lésions qui sont critiques pour la survie des cellules. Chez la
souris, la dégénérescence des ovocytes causée par le CPA semble plus facilement induite au stade
primordial, ol ’ovocyte est dormant (Plowchalk et Mattison, 1992; Desmeules et Devine, 2006),
qu’a d’autres stades folliculaires. Une efficacité variable des mécanismes de réparation d’ADN
dans ’ovocyte a travers différents stades folliculaires pourrait étre avancée pour expliquer ces
différences. Afin de savoir si le CPA induit des cassures d’ADN dans les ovocytes des petits
follicules préantraux, nous avons cherché a repérer un événement cellulaire impliqué dans la
reconnaissance de ce type de dommage. Nous avons tenté de localiser les foyers de la forme
phosphorylée de I’histone H2AX (y-H2AX), qui se forment aux sites de cassures double brin
d’ADN (Rogakou et al., 1998), dans des ovaires néonataux exposés au métabolite actif du CPA

in vitro.
Méthodologie

Des ovaires de souris CD-1 ont été prélevés sur des jeunes au jour post-natal 4 et mis en
culture pour étre exposés a la moutarde phosphoramidée (MP, un métabolite actif du CPA) tel
que décrit dans ’article (Desmeules et Devine, 2006), 1’exposition ayant été effectuée au jour 4
de culture. Les tissus récoltés a différents points de temps aprés 1’exposition (3, 6, 9, 12, 18, 24,
et 48 h) ont été traités pour I'immunohistochimie comme dans I’article, sauf que 1’anticorps
primaire (y-H2AX, Upstate, CA) a été dilué a 1:50 et I’anticorps secondaire biotinylé de lapin a
1:75. Les foyers nucléaires de y-H2AX présents dans les ovocytes de chaque stade folliculaire
ont €té comptés, manuellement, sur des photos numériques prises sur un microscope a
fluorescence standard (grossissement de 64 fois). Les comptes de foyers ont été regroupés dans

trois classes : de 0 a4, de 5 a 10, et plus de 10 foyers par ovocyte.
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-Statistiques

Pour comparer les distributions d’ovocytes marqués entre les concentrations pour chaque
point de temps, les deux classes de plus de 5 foyers ont été fusionnées pour pouvoir utiliser la
méthode exacte de Fischer; trop de proportions étaient prés de 0 ou | pour effectuer un Chi-carré.
Pour une méme concentration de MP, I’homogénéité des distributions au fil du temps a été
investiguée par un test de G de vraisemblance. Les groupes homogénes ont ensuite été regroupés
manuellement en faisant un test de comparaison multiple basé sur des tests de Chi-carré

(Scherrer, 1984) avec I’aide du logiciel JIMP® (Version 5.1, SAS Institute Inc, Cary, NC).

Résultats

L’immunomarquage effectué pour localiser y-H2AX dans des ovaires néonataux apres
exposition a la MP a révélé la présence de foyers nucléaires. De tels foyers ont ét€ observés dans
les ovocytes de follicules de tous les stades présents (Fig. 11) aprés traitement a la MP, mais trés
peu étaient présents dans les ovaires témoins (Tableau 4); certaines cellules de la granulosa
présentaient aussi des foyers (non montré). Les follicules marqués étaient distribués assez
uniformément dans le tissu mais le nombre de foyers par ovocyte était variable; seulement
certains d’entre eux étaient discernables dans quelques ovocytes tandis qu’ils étaient tres

abondants et parfois méme accompagnés d’un bruit de fond dans d’autres (Fig. 1-A).

La comparaison des distributions du nombre de foyers par ovocyte a été effectuée entre
les témoins et chacune des concentrations de MP utilisées pour chaque type folliculaire. Chez les
follicules primordiaux et primaires petits, une plus grande proportion d’ovocytes avec plus de 5
foyers de y-H2AX par rapport aux témoins a été observée a partir de 9 h aux deux concentrations
testées (Tableau 4), sauf chez les follicules primaires petits 4 3 uM (Tableau 4, Fig. 2-C). A
I’exception des follicules primordiaux exposés & 10 pM, une plus grande proportion de foyers a
été observée jusqu’a 48 h apres I’exposition dans les ovocytes de tous les types folliculaires aux
deux concentrations testées. Par ailleurs, hormis les follicules primaires petits 48 h aprés
I’exposition, la proportion d’ovocytes avec un plus grand nombre de foyers s’est révélée plus
importante & 10 uM qu’a 3 uM a tous les points de temps ou une plus grande présence de foyers

par rapport aux témoins a été rapportée (Tableau 4).
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Pour mieux caractériser ’apparition des foyers de y-H2AX dans les ovocytes de follicules
primordiaux et primaires, la comparaison des distributions de foyers a été effectuée entre les
points de temps pour chaque concentration. Dans tous les cas ou la détection d’une proportion de
foyers supérieure aux témoins a été observée 9 h aprés I’exposition, la proportion de follicules
avec plus de foyers s’est accrue davantage & 12 h (Fig. 12, A-B-D). Dans les follicules
primordiaux, les distributions de nombre de foyers observés dans les ovocytes étaient homogénes
de 12424 ha 10 uM de MP (y* = 2.26; P =0.31; Fig. 2, B) contrairement a la méme période a
3 uM de MP (i, P < 0.05; Fig. 2, A), ou le nombre d’ovocytes avec plus de 10 foyers s’est accru.
Dans les follicules primaires petits, le pic d’ovocytes contenant le plus grand nombre de foyers a
été atteint 18 h apres I’exposition aux deux concentrations testées; les distributions de nombre de
foyers se sont révélées similaires, a I’intérieur de chaque concentration, entre les points de temps

12 et 24 h 3uM : ¥* = 1.84; P = 0.40; 10pM : * = 0,19; P = 0.90; Fig. 2, C-D).

Le nombre de follicules primaires grands présents dans les tissus analysés s’est avéré trop
faible pour effectuer une analyse statistique semblable, mais plusieurs de ces follicules
présentaient des ovocytes avec des foyers de y-H2AX (Fig. 1-C). Par exemple, la distribution
d’ovocytes marqués (de 0 4 4: de 5 a 10: plus de 10) était de 7:3:2 et 6:3:4 a 3 uM et
2:1:13et6:0:9a10uM, 18 et 24 h aprés I’exposition, respectivement.

Discussion

Les résultats obtenus lors de cette étude suggérent que la MP induit des cassures d’ADN
double brin dans les ovocytes de petits follicules préantraux. En effet, des foyers d’un facteur
considéré comme spécifique a ce type de lésions, y-H2AX (Rogakou er al., 1998), y a été
immunolocalisé aprés exposition d’ovaires a la MP in vitro. Cette observation est plausible
compte tenu qu’il est connu que les effets cytotoxiques du CPA sur les cellules germinales
peuvent passer par la formation d’adduits sur I’ADN (Anderson et al., 1995). Les adduits formés
par le CPA sur I’ADN pourraient résulter en des cassures d’ADN directement ou indirectement,
notamment par des tentatives de réparation des ponts inter- et intrabrin générés sur I’ADN
(Niedernhofer et al., 2004). De hauts niveaux de foyers de y-H2AX ont d’ailleurs été observés
dans des spermatocytes de stade pachyténe aprés une exposition aigué au CPA chez le rat

(Aguilar-Mahecha et al., 2005).
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L’apparition de foyers de y-H2AX dans les ovocytes des follicules primordiaux et
primaires s’est révélée étre dépendante du temps. Une proportion supérieure de follicules
marqués pour y-H2AX n’est apparue que 9 ou 12 h aprés I’exposition. Cette présence accrue de
cassures d’ADN apparait tardive, considérant la demie-vie trés courte de la MP dans les
conditions de culture (environ 18 min (Engle et al., 1982)). En comparaison, des foyers de y-
H2AX ont été observés dans ces tissus aussi tot que 1,5 h aprés une exposition a 0,5 Gy de
radiation ionisante (Communication personnelle). Ce délai de quelques heures entre I’exposition
a la MP et I’apparition de cassures d’ADN pourrait étre attribuable au temps nécessaire pour que
le produit pénétre en profondeur dans les ovaires et/ou les ovocytes. 1l est aussi possible que les
cassures ne soient causées qu’aprés une tentative de réparation des adduits formés par la MP sur
I’ADN. Ainsi, le temps requis pour que les processus de réparation d’ADN se mettent en branle

pourrait expliquer partiellement le délai observé.

Quoiqu’il en soit, ces données suggérent que I’apparition des foyers de y-H2AX puisse
précéder quelque peu I’apparition des signes de dégénérescence des ovocytes. A 3uM de MP, il
faut attendre 24 ou 48 h dans les follicules primordiaux et primaires petits pour qu’un nombre
significatif d’ovocytes pycnotiques soit observé (Figure 4 de I’article). Pourtant, dans ces
follicules, au-dela de 50% d’ovocytes présentaient des foyers de y-H2AX aussi tot que 18 h apres
I’exposition a cette concentration. La comparaison directe entre ces données est toutefois limitée
parce que les deux critéres mentionnés ne peuvent étre observés en méme temps avec les

meéthodes utilisées.

Par ailleurs, la persistance de plusieurs ovocytes avec des foyers de y-H2AX aussi tard
que 48 h aprés I’exposition dans ces follicules laisse supposer que la phosphorylation de H2AX
est maintenue pendant leur dégénérescence. Cela serait supporté par des rapports précédents
suggérant que la phosphorylation de H2AX puisse se maintenir pendant le déroulement de
I’apoptose et méme au cours de la fragmentation nucléaire (Mukherjee e al., 2006; Huang et al.,
2006). L’observation de plusieurs ovocytes marqués pour y-H2AX avec un bruit de fond

important a 24 et 48 h aprés I’exposition pourrait correspondre & un état avancé de
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dégénérescence révélé par un marquage pour la fragmentation nucléaire a ces points de temps

(Figure 5 de I’article).

Ainsi, les résultats obtenus lors de cette expérience suggérent que I’induction de cassures
d’ADN double brin par le CPA dans les ovocytes de petits follicules préantraux puisse jouer un
réle important dans leur dégénérescence. Cependant, 1’observation paralléle de foyers d’H2AX
dans une grande proportion d’ovocytes de follicules primaires grands, dont la plupart
maintiennent une apparence saine aprés exposition & la MP aux point de temps examinés ici
(données non montrées), laisse supposer que des différences de réaction des ovocytes face a ce
type de dommage puissent exister entre les stades folliculaires. Ainsi, 1’efficacité des
mécanismes de réparation de I’ADN pourrait s’avérer une piste intéressante a étudier en vue
d’expliquer les différences de sensibilité des follicules ovariens au CPA. Le recrutement de
facteurs de réparation d’ADN aux sites de y-H2AX pourrait varier en nature ou en efficacité d’un

type cellulaire/folliculaire a I’autre.
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Tableau 4" : Proportion de follicules présentant des ovocytes avec plus de 5 foyers de y-H2AX
en fonction de la concentration et du temps aprés des expositions de Moutarde Phosphoramidée

(MP) a des ovaires néonataux en culture

- o ]

Primordiaux Primaires petits
Témoins MP 3 uM MP 10 pM Témoins MP 3 pM MP 10 pM
Temps % n° % n % n | % n % n % n
apres plus de plus de 5 plusde 5 . plusde5 plusde 5 plusde 5
Pexposition 5 foyers foyers : foyers foyers foyers

(h) foyers :

3 0 27 1.2 85 7.5 40 0 17 4 25 0 12

6 .08 125 4.6 175 39 179 . 128 39 196 51 10 40

9 3 166 18.9° 111 489~ 243, 0 28 156 45 315 73

2 12 85 32.7 98 80" 140 . 23 44 395 42 80! 72

18 i 0 15 55.6" 169 781%% 140, 0 16 59° 61  985"% 67

24 - 39 178 58.4° 137 732%% 151 . 36 56 444" 72 828"% 93

48 | o 68 39.47 33 8.7 69 | 0 12 512" 43 22.6" 31

a : De 2 4 4 ovaires par expérience dans 2 a 3 expériences différentes ont été analysés
b : n représente le nombre de follicules inclus dans I’analyse
* représente une différence significative avec les témoins, P < 0.05

§ représente une différence significative avec I’autre concentration de MP, P < 0.05
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Figure 11

Phospho-H2AX
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Figure 12

Primordial Primaire petit
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