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Résumé

Au cours des dernicres années, il y @ cu unc augmentation des problémes de
fertilité ct un recul de Idge auquel les femmes ont leur premicr enfant. Cette période
d’attente peut avoir des cffets néfastes sur les ovaires puisqu’ils pcuvent étre cxposés a
dc nombreux xénobiotiques ct toxiques qui affectent le systéme reproducteur. Le
nombre de gamétes (follicules ovariens primordiaux) contenu dans 'ovaire cst défini
des la naissance. Chez les mammiféres, les ovocytes des follicules primordiaux
constituecnt un type cellulairc unique, bloqué en méiosc jusqu’a I’ovulation.
L’¢puiscment dc cette source non renouvelable méne a la ménopause qui est un

processus normal chez la femme.

Certaines cxpositions environnementales peuvent induire unc perte accélérée
des follicules primordiaux qui résultent en un arrét prématuré et permancnt de la
fonction physiologique dec l'ovaire, la ménopause précoce. Les expositions aux
traitements anti-cancéreux (chimiothérapic ct radiation ionisantc) ct lc tabagisme sont
connus pour la destruction des follicules ovariens et en particulicr les follicules
primordiaux. Par contre, les mécanismes responsables de leur destruction ne sont pas
bicn connus. 11 a été suggéré que les dommages a I’ADN des gamétes puissent étre un
mécanisme cxplicatif éventuel. Toutefois, ’cxistence de mécanismes de réparations des
dommages & I’ADN au sein des follicules est inconnue. De plus, la structure de
'ovairc et la dispersion hétérogene des follicules font en sorte qu’il est difficile
d’évalucr la réserve ovarienne ou cncore d’évaluer la qualité des gamétes aprés des

expositions néfastes.

Dans cettc c¢tude, un systtmc dec culture d’ovaires in vitro de rongeurs
nouveaux-nés et des expériences in vivo utilisant des souris ont été employés afin
d’étudicr la capacité des ovocytes a détecter les dommages causés a 'ADN. Nous
avons utilisé le cyclophosphamide (CPA), un agent chimiothérapeutique alkylant
couramment utilisé, comme exemple concret ct reconnu d’une exposition ovotoxique.
La moutarde phosphoramidée (MP), le métabolite actif du CPA, induit des dommages

a ’ADN (incluant les cassures a doubles brins) dans les cellules cancéreuses. La MP a

il



aussi ¢t¢ identifice comme étant Ie métabolite ovotoxique responsable d’cffets néfastes
(cx. infertilité et ménopausc précoce) chez les femelles cxposées aux agents anti-
cancéreux. La comparaison dc différentes concentrations de MP nous a permis
d’identificr la plus faible concentration qui induit la perte de follicules primordiaux
chez les souris ct les rattes. Nos expériences in vivo avee le CPA ont permis de
déterminer fes doses qui causent unc perte de follicules primordiaux chez les souris
CD-1. Des analyses histologiques incluant le comptage de follicules ont mis cn
¢vidence le fait que la MP détruit différents types cellulaires sclon lc stade folliculaire.
Les cellules germinales (ovocytes) des petits follicules sont ciblées par la MP et les
ccllules somatiques (cellules de la granulosa) sont ciblées dans les grands follicules.
Nous avons aussi déterminé que les cassures d’ADN a doubles brins (DSB) semblent,
au moins, cn partic responsable des cffets ovotoxiques de la MP au niveau des petits
follicules. Dc faibles concentrations de MP (0,1-30 uM) ont diminué significativement
Ic nombre de follicules primordiaux ct petits primaires chez Ies ovaires des souris CD-1
ct rattes Spraguc-Dawlcy in vitro. De plus, unc dosc de CPA (250 mg/kg) a
significativement réduit le nombre de follicules primordiaux dans les souris CD-1 in
vivo 24 h aprés I’cxposition. Les DSBs sont préscntes a des concentrations égales a
celles qui diminuent significativement lc nombre de follicules primordiaux. Les DSBs
¢taient présentes dans les petits follicules de maniére proportionnelle 4 la concentration
dc MP. Elles étaicnt aussi présentes avant que la perte de follicules soit évidente (12-24
h) et persistent aux points de temps ou la perte était achevée (8 jours). Ces résultats
m’ont permis dec montrer qu’il y existe unc différence de sensibilité entre les espéces et
les souches a la MP, mais que cette différence est liée a une différence physiologique
des ovaires et non a une différence de métabolisme hépatique. 1ls ont aussi démontré
d’une manic¢re concréte que les follicules peuvent détecter Ics dommages a I’ADN et
possédent peut étrc des mécanismes de réparations. Les résultats présentés dans
Particle et ’annexe suggérent que les toxiques qui ciblent les petits follicules agissent

avec un mécanisme commun, les DSBs.

“Stephanie Kristina Petrillo Patrick I/Devine



Avant-propos

Les données présentées dans ce mémoire ont ét¢ produites durant ma maitrise

cn scicnces expérimentales de la santé.

Mon projet de maitrisc cst basé sur des résultats préliminaires provenant
d’cxpéricnces commencées par Patrice Desmecules. J'ai effectué la majorité des
cxpéricnces ct analyses de résultats présentées dans Darticle. Les expériences et le
traitements des données présentés dans les figures 1 et 2 de article ont été effectuds
par Patrice Desmeules, la troisiéme cxpéricnce in vivo faisant parti du tablcau I ct la
figurc 8 a été complétée par la Dre. To-Quyen Truong. J'ai cffcctué toutes les

cxpéricnces ct les analyses de résultats présentées en annexe de ce mémoire.

Les résultats dc mon projet ont été présentés sous forme d’affiches a plusicurs
repriscs: deux colloques du Réscau de recherche en santé environnementale (2007,
2008) ct lc congres Armand-Frappicer (2007). J'ai également présenté mes résultats
lors des congres internationales incluant unc affiche lors du congrés Inrernational
Congress in Toxicology (2007), une présentation orale au congrés de la Society of
Toxicology (2008) et une présentation orale (presenté par la Dre. To-Quyen Truong)

au congres de la Society of Toxicology (2009).
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Section I : revue de la littérature

1 Physiologie ovarienne

Le follicule correspond a I'unité fondamentale de I’ovaire (Pedersen et Peters,
1968; Hirshfield, 1991; Skinner, 2005). Ils sont essentiels a la fertilité car sans eux,
aucune grossesse n’est possible. De plus, ils sont essentiels a la synthése d’hormones
telles que les estrogénes qui sont a I’origine du phénotype femelle et la progestérone
qui est essentielle 4 la grossesse (Hirshfield, 1991; McGee et Hsueh, 2000; Pepling,
2006). Tous les mois, les mammiféres femelles perdent plusieurs ovocytes (cellules
germinales) lors de leurs cycles menstruels. Ces ovocytes sont expulsés par I’ovaire lors
de I'ovulation. La plupart des ovocytes des follicules ovariens ne sont pas ovulés car
ceux-ci sont détruits par atrésie. L’atrésie est un mécanisme au sein de ’ovaire qui
sélectionne les meilleurs follicules pour étre ovulé (Hirshfield, 1991). L’épuisement des
follicules jusqu’a un certain seuil marque le début de la meénopause (Hirshfield, 1991;
Faddy er al., 1992; Faddy et Gosden, 1996). La ménopause, I’arrét du cycle menstruel
pendant au moins un an, est un processus normal chez les femmes qui est lié a la perte
de follicules ovariens et les hormones qu’ils produisent. Cette condition est associée 3

plusieurs modifications physiologiques (discuté dans la partie L.5).

Un des dogmes du domaine scientifique de la reproduction est que le nombre
d’ovocytes (cellules germinales) dans les ovaires, est défini dés la naissance chez les
humains et quelques jours aprés la naissance chez les rongeurs (Pedersen et Peters,
1968; Peters, 1969; Hirshfield, 1991; Rajah et al,, 1992; McLaren, 2000; Pepling,
2006). Un article publié par ’équipe menée par J.L Tilly dans le journal Nature en
2004 a réanimé une controverse datant des années 40 (Johnson et al., 2004). Les
chercheurs suggérent avoir identifié les cellules souches, de lignées germinales de
Iovaire, qui donne naissance & de nouveaux gamétes post-natal. Cela pourrait étre une
source renouvellable de cellules germinales aprés la naissance (Johnson et al., 2004).
La méme équipe de chercheurs mentionnent dans un autre article (Johnson et al., 2005),
que la source des cellules souches de lignée germinale qu’ils ont trouvé dans Iovaire,

proviennent de la moelle osseuse passant par le sang. Plus récemment, ils ont publié



une étude dans laquelle ils ont trouvé qu’une transplantation de la moelle osseuse peut
restaurer la fertilité des souris exposées a la chimiothérapie (Lee ef al., 2007). Les
résultats de Johnson er al. (2004, 2005), qui n’ont pu étre reproduit dans d’autres
laboratoires, ont été critiqués par des chercheurs a plusieurs reprises (Greenfeld et
Flaws, 2004; Gosden, 2004; Byskov ef al., 2005; Telfer et al., 2005; Gougeon, 2005;
Eggan er al., 2006). 11 est important de noter que ces résultats sont intéressants méme si
la communauté scientifique ne les accepte pas encore a ’unanimité. Tant qu’il n’y aura
pas des preuves additionnelles, provenant surtout d’équipes de recherches
indépendantes, le dogme qui stipule que les follicules primordiaux sont limités reste

accepté par la communauté scientifique.
1.1 La structure ovarienne

L’ovaire est constitué de deux zones, la portion intérieure (le stroma ou la
médulla) et la partie proche des parois, le cortex (Hirshfield, 1991; Fortune et al., 2000;
Fortune, 2003). Le stroma, une zone trés vascularisée, est la seule zone ou le sang,
contenant des nutriments et d’autres facteurs importants pour la survie et croissance des
follicules, circule. On retrouve essentiellement les petits follicules au niveau du cortex.
L’ovaire d’un nouveau-né est riche en petits follicules comparé a un ovaire d’adulte ou
les follicules sont dispersés et moins nombreux dans le cortex. Lors de leur
maturation, ils vont progresser vers le centre de 1’ovaire (Hirshfield, 1991; McLaren,
2000; Fortune, 2003). Au sein des ovaires adultes, tous les stades folliculaires sont
représentés. La majorité du volume ovarien chez les adultes est constitué surtout de

grands follicules et des corps jaunes (Hirshfield, 1991).

1.2 La folliculogenése

Chez la souris, les ovogonies se différencient au 8° jour de gestation (E8). Elles
migrent & travers le mésoderme dorsal de la partie postérieur de I’intestin et colonisent
la gonade indifférenciée sur la créte génitale au E11-12 (McLaren, 2000). Les futures
cellules somatiques des follicules (cellules de la granulosa et de théques) proviennent

de la gonade indifférenciée. Les ovogonies se multiplient en méme temps que les



cellules somatiques. Au jour E18.5, les ovaires de souris et de rattes contiennent
respectivement ~85 000 et ~75 000 ovogonies (Hirshfield, 1991). Dés la naissance,
'ovaire de rongeur ne contient que des cellules germinales et somatiques.
L’établissement de la population des follicules primordiaux est achevé quelques jours
(selon la souche) aprés la naissance (Hirshfield, 1991; Rajah ef al., 1992; McLaren,
2000). Chez les humains, la population d’ovogonies (~5-7 x 10°) est établit entre la 5°
semaine et le 5° mois de gestation; quant aux follicules, ils sont formés avant la

naissance (Encha-Razavi et Escudier, 2003)

Les ovogonies (de rongeurs et humains) sont regroupées en kystes et entourées
de cellules somatiques (McLaren, 2000; Pepling et Spradling, 2001). Une fois que la
réplication mitotique des ovogonies s’arréte, le nombre de cellules germinales
n’augmente plus, et ces cellules deviennent la source non renouvelable des ovocytes.
Les ovogonies deviennent des ovocytes lorsqu'il passe de la prophase I de la mitose
(stade diploténe) & la méiose (E17.5 chez les souris) (Hirshfield, 1991; McLaren, 2000).
Le passage en méiose des ovogonies ne se produit pas simultanément dans toutes les
ovogonies mais plutot par vagues (Bullejos et Koopman, 2004). Les premiers follicules
primordiaux sont visibles au jour 2 post-natal (PND2) chez la souris et dés 4,5 mois de
gestations chez I’humain (Hirshfield, 1991; Rajah er al, 1992; Encha-Razavi et
Escudier, 2003). Juste aprés la naissance, les rongeurs et les humains ont une perte
massive d’ovocytes, de 75 000 a 27 000 chez la ratte PND2 et de 5-7 x 104 1-2 x 10°
chez I'humain (Rajah et al., 1992; Pepling et Spradling, 2001; Encha-Razavi et
Escudier, 2003). Chez les rongeurs, l’ovaire aux PND7 est assez différent
comparativement 2 la naissance car tous les follicules sont individualisés et définis, et

les ovocytes sont arrétés en prophase I de méiose (Rajah et al., 1992).
1.3 Les follicules ovariens
Tous les follicules sont composés de cellules somatiques et de cellules

germinales (Figure 1). Les ovocytes (cellules germinales) sont regroupés dans le cortex

de I’ovaire et les cellules somatiques qui les entourent proviennent du stroma. Les plus



petits follicules ont un seul type de cellule somatique (cellules de la granulosa) tandis
que les plus grands follicules ont aussi un deuxiéme type (cellules de la théque). Les
follicules primordiaux, qui sont en quiescence, ont une couche de cellules pré-granulosa

(cellules de la granulosa aplaties, Figure 1A).

Cellules somatiques

Cellulesdela @&
granulosa

Cellulesdela g
théque interne

Cellules de la e
théque externe

Cellules de
la granulosa
aplaties

Figure 1 : Illustration d’un follicule (A) primordial et (B) antral. Les follicules ovariens
sont composés d’une cellule germinale (ovocyte) et plusieurs cellules somatiques
(cellules de la granulosa et de la théque). Les follicules primordiaux (premier stade
folliculaire) sont en quiescence et incluent une couche de quelques cellules somatiques
immatures (cellules de la granulosa aplaties). Les follicules plus matures, tels que les
antraux, contiennent un ovocyte avec la zone pellucide bien défini ainsi que 6-12
¢paisseurs des différents types de cellules somatiques (cellules de la granulosa et de la
théque). Les follicules antraux contiennent aussi un antrum, un espace entre les cellules
somatiques rempli de fluide.

1.3.1 Les stades folliculaires

Les différents stades folliculaires présents chez la souris et la ratte ont été
respectivement bien décrit par Pedersen et Peters (Pedersen et Peters, 1968; Peters,
1969) et Anne Hirshfield (Hirshfield, 1991) et ces stades sont similaires chez presque
tous les mammiféres. Tous les stades folliculaires sont présents dans un ovaire adulte
(Figure 2). Le premier stade est un follicule primordial qui est un ovocyte entouré de
quelques cellules de la granulosa aplaties, 3-5 dans une coupe histologique d’ovaire
(Figure 1). Les follicules primordiaux correspondent au type 2 dans la classification

décrit par Pedersen et Peters (Pedersen et Peters, 1968; Peters, 1969). Une fois activé



pour commencer le développement, les follicules primordiaux passent aux stades de
follicules petits primaires (type 3a). Les facteurs de croissance qui sont impliqués dans
Iactivation des follicules primordiaux sont décrits en détail dans la section 1.3.2. Les
petits primaires ont 3 4 19 cellules de la granulosa dont au moins 3 sont cuboides dans
une coupe histologique. La transformation des cellules de la granulosa de forme aplatie
a cuboide démontre leur capacité a proliférer. La zone pellucide apparait entre
I'ovocyte et les cellules de la granulosa. Elle est produite dans les follicules primaires et
est composée de protéines sécrétées par 'ovocyte (Figure 1). Les grands primaires ont
au moins 20 cellules de la granulosa dans une couche compléte de cellules cuboides
(type 3b). Les petits secondaires (type 4) ont deux couches complétes, les grands
secondaires (type 5a or 5b) ont plus de deux couches mais pas d’antrum. Un antrum est
un espace rempli de fluide entre les cellules de la granulosa. 11 est présent seulement
dans les grands follicules et son volume croit durant la maturation du follicule (Figure
1,2). Les follicules antraux ont entre 3 et 12 couches de cellules de la granulosa et un
antrum. Les stades folliculaires chez la femme sont trés similaires aux rongeurs sauf
que les follicules pré ovulatoires (grands antraux) sont appelés « follicules de Graaf »
(Hirshfield, 1991; Encha-Razavi et Escudier, 2003). Lors de I’ovulation, le cumulus
oophorus (ovocyte et 1-2 couches de cellule de la granulosa A proximité de I’ovocyte)
est expulsé de I’ovaire et se dirige vers les trompes de Fallope (Figure 2). La partie
restante du follicule se referme et se transforme en corps jaune (Figure 2) ce dernier
étant la source la plus importante de progestérone chez les femelles. La progestérone
est essentielle & la poursuite d’une grossesse et au contréle du cycle menstruel/estrous

chez I’humain et le rongeur, respectivement (Peters, 1969; Hirshfield, 1991).
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Figure 2 : Folliculogenése et développement des stades folliculaires. Tous les stades
folliculaires et leur développement sont représentés dans une illustration d’ovaire. Les
ovocytes passent des stades pré-antraux, incluant les follicules primordiaux, primaires
(petits et grands) et secondaires (petits et grands), au stade antral suivi du stade pré-
ovulatoire. Aprés I’ovulation, le follicule se transforme en corps jaunes. Les stades
susceptibles a I’élimination par I’atrésie (fleches rouges) sont illustrés. [Adapté sans
permission de (Hoyer et Devine, 2002)].

Les cellules de la granulosa des petits follicules (des primordiaux aux grands
primaires) sont insensibles aux effets des gonadotrophines et d’autres stéroides (Oktay
et al., 1997; Skinner, 2005). Les cellules de la granulosa des follicules secondaires et
antraux contiennent des enzymes impliquées dans la stéroidogenése tel que I’aromatase,
I’enzyme de clivage de la chaine latérale du cholestérol (cytochrome p450) et
produisent ’hormone anti-Miillerienne (AMH) et I’inhibine qui joueraient un role dans
la régulation de I’activations des follicules primordiaux (Visser et Themmen, 2005;
Carlsson et al., 2006). Les cellules de la granulosa (des follicules secondaires et
antraux) produisent également de I’estradiol (Hirshfield, 1991). Lorsqu’elles se
différencient en corps jaune (lutéinisation) aprés I’ovulation, elles produisent également

la progestérone lors d’une grossesse (Hirshfield, 1991; Encha-Razavi et Escudier, 2003;



Skinner, 2005). Les autres cellules somatiques, présentes uniquement au sein des
follicules grands primaires, secondaires et antraux, sont les cellules de la théque interne
et externe (Hirshfield, 1991). Les petits follicules n’ont pas leur propre vascularisation,
tandis que les follicules matures ont 1 ou 2 artérioles autour des cellules de la
granulosa, parmi les cellules de la théque. Les cellules de la théque interne sont aussi
des cellules stéroidogéniques et sont responsables de la production des androgénes, la
rénine, des prostaglandines et de plusieurs autres hormones (Hirshfield, 1991; Oktay et
al., 1997; Skinner, 2005). Les androgénes synthétisés par les cellules de la théques
(I’androsténedione et la testostérone) sont les précurseurs de ’estradiol qui est produit
par les cellules de la granulosa via 1’aromatase (Hirshfield, 1991; Encha-Razavi et
Escudier, 2003). Les cellules de la théque externe ressemblent aux fibroblastes et

leur(s) réle(s) n’est pas bien connu (Hirshfield, 1991).

On estime que la maturation compléte d’un follicule primordial prend de 19 a
38 jours chez la souris selon la souche et ~85 jours chez I’humain (Hirshfield, 1991;
Hunt et Hassold, 2008). Le développement des premiers stades est plus long que celui
des follicules plus matures. Plusieurs étapes sont nécessaires pour qu’un follicule soit
complétement mature. Le follicule doit synthétiser des estrogénes, posséder les
récepteurs de 1’hormone folliculostimulante (FSH), I’hormone lutéinisante (LH), et
insulin like growth factor-1 (IGF-1).

1.3.2 L activation des follicules primordiaux

Le stade folliculaire primordial est quiescent et contient un ovocyte arrété en
prophase I de méiose. Etant en quiescence, leur métabolisme est au ralenti et il y a peu
d’évidences morphologiques de biosynthése (Hirshfield, 1991; Fortune, 2003).
L'activation d'un follicule primordial se manifeste par une augmentation du volume de
l'ovocyte et la transition de cellules de la granulosa aplaties a cuboides (Hirshfield,
1991; Skinner, 2005). L’activation des follicules primordiaux est un processus

continuel et irréversible. Ceux qui sont activés mais pas sélectionnés pour 1’ovulation



seront éliminés par atrésie (décrit dans la section 1.3.4) (Hirshfield, 1991; Fortune et
al., 2000; Fortune, 2003).

Les facteurs, autocrines et paracrines impliqués dans 1’activation des follicules
primordiaux sont nombreux mais peu connus. Certains facteurs tels que Kit ligand
(KL), basic fibroblast growth factor (bFGF), leukemia inhibitory factor (LIF),
keratinocyte growth factor (KGF), bone morphogenic proteins (BMP-4), ont montré (in
vitro et in vivo) des effets positifs sur la transition des follicules primordiaux aux
follicules petits primaires (Kezele ef al., 2002; Fortune, 2003; Skinner, 2005). KL,
produit dans les cellules de la granulosa, semble initier la croissance et le
développement des ovocytes (ou se retrouve le récepteur de KL) ainsi que la
prolifération des cellules de la granulosa et le recrutement de la théque (Parrott et
Skinner, 1999; Skinner, 2005). bFGF est produit par les ovocytes et semblent agir
positivement sur les cellules somatiques adjacentes pour influencer le développement
des follicules primordiaux. LIF, KGF et BMP-4 sont d’autres facteurs qui ont été
impliqués directement ou qui ont un effet sur la transition des follicules primordiaux en
petits primaires (Skinner, 2005). Un des facteurs récemment étudié, la phosphatase
and tensin homolog deleted on chromosome 10 (PTEN), un inhibiteur de la voie de
phosphoinositol  3-kinase (PI3K), semble étre impliqué dans la régulation de
Pactivation des follicules primordiaux (Reddy et al., 2005; Liu et al., 2006; Reddy et
al., 2008). L’hormone anti-miillérienne (AMH), synthétisée par les cellules de la
granulosa des follicules secondaires et petits antraux, semble contréler le nombre de
follicules en croissance via I'inhibition de 1’activation des follicules primordiaux
(Kevenaar et al., 2006; Carlsson et al., 2006). Le mécanisme qui implique 'AMH dans
la folliculogenése n’est pas complétement connu mais présente un grand intérét pour
I’étude de la reproduction chez les femelles (Visser et Themmen, 2005; Visser ef al.,

2006; Wang et Hoog, 2006; Nilsson e al., 2007).



1.3.3 Incidence du nombre de follicules sur la fertilité

Les ovocytes restent bloqués en méiose durant des années ou décennies
(Hirshfield, 1991; Manger et al., 2006). Le premier cycle menstruel d’une femme
signifie que certains ovocytes précédemment arrétés en méiose ont été activés et ovulés,
un processus qui continuera pendant plusieurs décennies jusqu'a épuisement de la
source des follicules (ménopause). Les ovaires de femmes matures (~37 ans et plus)
présentent un taux d’atrésie élevé et un faible taux de follicules en croissance comparé
aux ovaires de jeunes femmes (Faddy, 2000). Au début de la ménopause, I’ovaire peut
avoir quelques centaines de petit follicules, mais pour des raisons inconnues, ces
follicules ne réussissent pas 4 compléter leur développement et ils sont perdus plus
rapide qu’auparavant (Faddy et Gosden, 1996; Faddy, 2000). 50% des femmes agées
d’autour 51 ans débute la ménopause lorsque le nombre de follicules primordiaux

atteint le seuil de ~1000 (Figure 3) (Faddy et Gosden, 1996).

a
£ Fertilité
% 1000000 timal
g OE e
Py Fertilité
décroissante
g 100000 —
§ Cyclicité
f iére

g 10000 Jrrégulidére
‘ ]
§ Ménopause suivi
1000 . . o\ dinfertilits

L} L J [} L] L § L J

0 18 31 37 41 45 51

Age

Figure 3 : La perte de follicules ovariens chez la femme et la fertilité. A la naissance,
les ovaires des femmes contiennent le nombre maximum de follicules ovariens dont la
majorité sont au stade primordial. Les femmes ont une fertilité optimale entre 16-35 ans
méme avec la perte graduelle de la réserve de follicules ovariens. Dés I’age de ~37 ans,
il y une perte de follicules primordiaux plus intense qu’auparavant qui est lié 4 une
fertilité décroissante et un cycle irrégulier. La ménopause est déclenchée lorsque
I’ovaire contient ~1000 follicules et est suivi d’un état d’infertilité permanent. [Adapté
sans permission de (Faddy ef al., 1992 ; Faddy, 2000 ; Desmeules, 2006)].



La croissance d’un follicule ne peut pas se poursuivre jusqu’au stade de grands
follicules (antraux) sans I’aide de certaines hormones tels que les gonadotrophines,
I’hormone de croissance ou I’hormone thyroidienne. L’hormone folliculostimulante
(FSH) a est un facteur qui induit la maturation des cellules de la granulosa (Hirshfield,
1991). La FSH est impliquée dans I’expression de I’inhibine, de I’aromatase, de I’IGF-1
et des récepteurs de LH et induit la synthése de protéoglycans qui sont tous importants
pour le developement des follicules et la reproduction. Seuls les follicules les plus
avanceés acquiérent les fonctions pour parvenir & la maturation finale. D’autres facteurs
tels que les seconds messagers (AMPc et GMP cyclique) ou la perte de contact avec
’ovocyte peuvent induire la lutéinisation (différenciation du follicule en corps jaunes).
La FSH permet aux follicules antraux de poursuivre leur développement jusqu’a
’ovulation. Le nombre de follicules sélectionnés pour I’ovulation est régulé par un
mécanisme de rétrocontrdle impliquant plusieurs hormones (ex. FSH et LH) et Iatrésie

(Hirshfield, 1991).
1.3.4 L’atrésie

L’atrésie est un mécanisme d’élimination des follicules qui permet la sélection
des meilleurs follicules pour la fécondation (Hirshfield, 1991; Fortune et al., 2000;
Encha-Razavi et Escudier, 2003). Des 400 000 ovocytes présents a la puberté chez la
femme seuls 400 d’entre eux seront ovulés durant sa vie (Encha-Razavi et Escudier,
2003). La sélection pour ’atrésie pendant le développement folliculaire serait en partie
imputable au fait qu’ils ne répondent pas suffisamment & la FSH et la LH (Pedersen et
Peters, 1968; Peters, 1969; Hirshfield, 1991).

L’apoptose des cellules de la granulosa est acceptée comme étant un des
mécanismes qui élimine les follicules lors de 1’atrésie (Hsueh ef al., 1996; Kaipia et
Hsueh, 1997; Hussein, 2005). Les études sur 1’atrésie ont été effectuées sur des cellules
de la granulosa provenant de follicules antraux. Toutefois, d’autres études ont
démontrés que les follicules primordiaux et primaires ne présentent pas d’activation de

certains marqueurs de I’apoptose tels que la fragmentation de ’ADN et 1’activation de
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la caspase 3 (Van Blerkom et Davis, 1998; Glamoclija e al., 2005). Un autre groupe a
suggéré que I’apoptose est aussi le mécanisme d’élimination des ovocytes car ils ont
trouvé une augmentation de I’activité des caspase-3 (une caractéristique de I’apoptose)
dans des ovocytes ovulés (Perez ef al., 1999; Perez ef al., 2005). Par contre, une étude
effectuée pour caractériser les changements morphologiques dans 1’ovocyte lors de
Iatrésie a suggéré que la voie de mort cellulaire dans les ovocytes est ni la nécrose ni
’apoptose, mais plutét un autre type de mort cellulaire (Devine et al., 2000). Les
informations concernant I’apoptose ou d’autres voies de morts cellulaires dans 1’ovaire
et surtout les ovocytes des follicules sont incomplets (Hussein, 2005; Escobar ef al,,

2008).
1.4 L’axe hypothalamo-hypophysaire-gonadique

Le cycle reproducteur et la synthése d’hormones ovariennes sont sous le
contrfle de plusieurs hormones de [’axe hypothalamo-hyphophysaire-gonadique
(Figure 4) (Hirshfield, 1991). L’hormone gonadolibérine (GnRH) ou hormone de
liberation des gonadotrophines (LHRH) est produite par I’hypothalamus. GnRH
stimule la synthése d’hormones, FSH et LH, dans le lobe antérieur de I’hypophyse
(Figure 4) (Hirshfield, 1991; Fortune, 2003). Pendant la phase folliculaire (premiére
moitié du cycle menstruel), la prolifération des cellules de la granulosa des follicules
(secondaires et antraux) est induite par la FSH. Cela résulte en une synthése accrue
d’estradiol. Au pic du cycle menstruel, le taux d’estradiol induit I’augmentation de la
LH, ce qui induit l'ovulation de follicules matures et une diminution rapide du taux
d'estradiol (Hirshfield, 1991; Fortune, 2003). La synthése de GnRH est contrdlée parla
progestérone, I’inhibine et I’estradiol par rétrocontréle négatif (Figure 4). En absence
de fécondation, les corps jaunes régressent et la diminution des taux d’hormones
(estrogéne, inhibine et progestérone) léve le rétrocontrdle négatif, ce qui permet la
libération de GnRH et I’'amorgage d’un nouveau cycle. Ce cycle se déroule sur une base
mensuelle ou quatre jours chez I’humain et la souris respectivement jusqu’a la survenue
d’une grossesse ou de la ménopause, période ou il ne reste plus de follicules
(Hirshfield, 1991; Faddy et Gosden, 1996).
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Figure 4 : L’axe hypothalamo-hypophysaire-gonadique. L’hypothalamus produit la
GnRH qui agit sur le lobe antérieur de 1’hypophyse pour induire la synthése de deux
hormones importantes (LH, FSH). Elles agissent sur les follicules ovariens pour
compléter leur maturation et ovulation. Les follicules antraux produisent I’estrogéne (en
particulier 17B-estradiol) et la progestérone. Lorsque les taux de 17pB-estradiol et
progestérone sont élevés, elles inhibent la maturation et ’ovulation de d’autres
follicules en agissant sur I’hypothalamus et I’hypophyse par rétrocontréle. [Adapté sans
permission de (Hoyer and Devine, 2002)].

1.5 Les conséquences de la ménopause sur la santé

Il existe plusieurs expositions qui induisent la ménopause précoce. Ils incluent
la génétique (Pal et Santoro, 2002), I’exposition aux traitements anti-cancéreux
(Meirow et Nugent, 2001; Sklar, 2005; Sklar et al., 2006) et le tabagisme (Jick et al.,
1977, Kinney et al., 2007; Mikkelsen ef al., 2007) mais il y en existe plusieurs autres
qui ne sont pas encore connus. La ménopause est souvent a l'origine d'effets
secondaires désagréables, telles qu’une prise de poids, des bouffées de chaleur et des
sueurs nocturnes (Umland, 2008). 11 y a d’autres problémes de santé plus sévéres qui
sont aussi associés 4 la ménopause surtout pour les femmes qui ont une ménopause
précoce (Sklar ef al., 2006). Par exemple, les femmes ménopausées ont un risque

accrue de survenu d’ostéoporose (Vega ef al., 1994; Pouilles ef al., 1994), de problémes
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cardiovasculaires et de mort par maladies cardiovasculaires (de Kleijn et al., 2002;
Antonicelli ef al., 2008), dysfonctions psychosexuelles (Dennerstein ef al., 2001), tous
des effets secondaires reliés au manque d’estrogénes. La thérapie de remplacement
d'hormones (hormone-replacement therapy, ou HRT) est une fagon de combattre les
effets de la ménopause sur la santé des femmes. Par contre, certaines études ont montré
un risque accru pour certains cancers incluant le cancer du sein. Méme aprés plus de 20
ans de recherches, la balance entre les bénéfices et les effets néfastes de HRT est
controversés (Shumaker ef al., 2003; Hodis, 2008; Rohan ef al., 2008; Utian et al.,
2008).

2 Exposition aux toxiques

La fonction ovarienne, la cyclicité et la fertilité, peuvent étre altérées aprés des
expositions aux facteurs environnementaux. Les toxiques peuvent non seulement
détruire les follicules mais aussi altérer la biosynthése hormonale de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire-gonadique et I’interaction entre les cellules somatiques et
germinales (Hirshfield, 1997; Hoyer, 2005). Certaines expositions affectent des stades
folliculaires spécifiques et d’autres ne montrent pas autant de spécificité. La
destruction des follicules antraux provoque des effets tels que 1’aménorrhée (arrét du
cycle menstruel pendant une durée de temps) et I’infertilité temporaire. Ces effets sont
temporaires car les grands follicules sont remplacés par les petits qui se développent
(Hoyer, 2005). Si les petits follicules sont détruits, les effets tels que D’infertilité,
aménorrhée et ménopause précoce prennent plus de temps i se manifester mais sont

généralement permanent (Hoyer, 2005).
2.1 Mécanismes d’actions de certains agents ovotoxiques

L’exposition aux phthalates est reconnue comme une cause de la destruction
spécifique des follicules antraux (Lovekamp-Swan et Davis, 2003; Hoyer, 2005). Le

Di-(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP) est utilisé dans la production des plastiques

incluant les emballages médicaux et alimentaires (Davis et al., 1994a). In vivo, le
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DEHP cause une réduction de la taille des cellules de la granulosa dans les follicules
antraux, une diminution des taux d’estradiol, de progestérone et de LH et une
augmentation du taux de FSH (Davis e al., 1994a). 1l a été montré in vitro que le
mono-(2-ethyl)phthalate (MEHP), le métabolite actif du DEHP, inhibe 1’aromatase
dans les cellules de la granulosa via I’activation des peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARs) qui sont des facteurs de transcription impliqués dans la régulation

de I’aromatase et I’estrogéne (Davis ef al., 1994b; Lovekamp-Swan et Davis, 2003).

L’exposition au méthoxychlore (MTX), un pesticide organochloré, est un
exemple d’exposition qui a une variété d’effets sur I’ovaire. Plusieurs études chez les
rongeurs ont démontré que le MTX détruit les follicules antraux, et par conséquent
réduit le volume ovarien et induit un cycle estrous continuel. Des études chez les souris
ont montré que le MTX augmente le stress oxydatif via les mitochondries et induit
Iatrésie des cellules de la granulosa et la mort éventuel des follicules antraux (Gupta et
al., 2006a; Gupta et al., 2006b). D’autres études chez les rats nouveaux-nés suggérent
que le MTX cause une hypersécrétion de I’AMH qui inhibe la folliculogenése et résulte
en moins de follicules en croissance et un volume ovarien réduit (Uzumcu ef al., 2006).
Une étude chez les babouins suggére que les follicules de primates sont ~100 fois plus

sensibles au MTX que ceux des rongeurs (Gupta ef al., 2007).

Un autre exemple d’expositions qui détruit les petits follicules et les follicules
en croissance est le tabagisme et particuliérement les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP). Une méta analyse d’études épidémiologiques a suggéré que le
tabagisme réduit la fécondité et augmente les risques d’infertilité (Augood et al., 1998).
Le 7,12-dimethylbenz[a]anthracéne (DMBA), un HAP ovotoxique présent dans les
cigarettes affecte tous les stades folliculaires chez les rongeurs (Rajapaksa et al.,
2007b; Igawa et al., 2009). Le benzo(a)pyréne (BaP), un HAP, est un autre exemple de
produits chimiques présents dans les cigarettes. Chez les rats, le BaP altére la
folliculogenése en réduisant le volume des follicules en croissance et diminue 1’effet de
la FSH, a des concentrations présentes dans le liquide folliculaire chez des fumeuses
(Neal et al., 2007).
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Il existe des toxiques qui affectent particuliérement les follicules primordiaux.
Les traitements anticancéreux tels que la radiation ionisante (RI) et les agents
chimiothérapeutiques comme le CPA sont connus pour éliminer la réserve ovarienne en
follicules primordiaux (Plowchalk et Mattison, 1991; Meirow et al., 1999; Meirow et
Nugent, 2001; Hoyer, 2005). Les effets du CPA sont décrits en détail dans la section 4.
L’exposition au 2-bromopropane, un solvant, a causé la perte de follicules primordiaux
chez les rattes et engendré I’infertilité, ’aménorrhée et la ménopause précoce chez un
groupe de femmes coréennes exposées a ce dernier sur leur lieu de travail (usine) (Koh
et al, 1998; Yu et al, 1999). Le 4-vinylcyclohexéne diépoxide (VCD) est un
meétabolite d’un sous produit industriel connu pour détruire uniquement les petits
follicules, primordiaux et petits primaires, chez les rongeurs et les primates (Mayer et
al., 2004; Devine et al., 2004; Thompson ef al., 2005; Appt et al., 2006). Le mécanisme
d’action du VCD n’est pas bien connu, mais deux possibilités sont étudiées. La
premiére serait I’induction de 1’apoptose des ovocytes et des cellules de la granulosa
(Springer et al., 1996; Kao et al., 1999; Hu et al., 2001). Le deuxiéme mécanisme
suggeré est que le VCD et ses métabolites interagissent avec la voie de signalisation de
Kit/KitL qui est un facteur essentiel a le survie des follicules primordiaux et petit
primaires (Fernandez ef al., 2008). Le VCD est utilisé pour produire un modéle animal

de la ménopause.
2.2 Métabolisme et détoxification de produits toxiques par I’ovaire

La majorité du métabolisme d’agents toxiques se produit au niveau du foie mais
certains organes cibles peuvent détoxifier ou métaboliser ces agents. Le métabolisme
de substances toxiques par I’ovaire dépend du toxique. Il existe deux groups d’enzymes
de biotransformation (phase I et phase II) dans I’organisme qui métabolises les
xénobiotiques et les rends (habituellement) moins toxiques. Les cytochromes p450 font
partie des enzymes de la phase I et sont essentiels dans beaucoup de fonctions
biologiques. L’ovaire contient plusieurs isoformes de cytochrome p450, tels que
CYPIAL, 1B, 1A, 2B et 2E1 (Cannady et al., 2003; Rajapaksa ef al., 2007a). Certains

toxiques sont bioactivés par I’ovaire lors de leur métabolisme tel que le 7,12-

15



dimethylbenz[a]anthracéne (DMBA). En plus, 1’ovaire contient le microsome epoxide
hydrolase (mEH) et le glutathion S-transférase (GST), des enzymes de conjugaison et
de détoxification (Lopez et Luderer, 2004; Keating et al., 2008b). Alors les ovaires
peuvent détoxifier certains agents toxiques. Par contre, dans I’ovaire de souris, les
mEH et les CYP1A1 et 1B1 sont responsables de la bioactivation du DMBA a son
métabolite ovotoxique ultime, 3,4,-diol-1,2-epoxide (Rajapaksa ef al., 2007b; Keating
et al., 2008a). Dans I’ovaire et le foie, le 4-vinylcyclohexéne (VCH) est bioactivé en
VCD par le CYP2EI (Rajapaksa ef al., 2007a; Keating ef al., 2008a). Le métabolisme
du CPA et du VCD sont discutés en détails dans la section 4 et I’annexe,

respectivement.
3 Chimiothérapie et les effets sur le systéme reproducteur

3.1 Les différents agents de chimiothérapie et leurs effets sur le systéme

reproducteur

Les traitements anticancéreux sont associés a plusieurs effets secondaires qui
atteignent le systéme reproducteur telles que I’infertilité, 1’aménorrhée et méme la
survenue d’une ménopause précoce. Certaines femmes traitées contre le
cancer, principalement avec des traitements utilisant des agents alkylants, souffrent de
ces effets pendant et méme aprés leurs traitements. Des études épidémiologiques ont
montrées que 21 a 100% des femmes traitées contre le cancer du sein souffrent
d’aménorrhée 4 cause du traitement (Bines ef al., 1996; Minton et Munster, 2002).
Pour certaines femmes, 1’aménorrhée est temporaire mais les traitements éliminent
quand méme leurs follicules. Donc elles souffrent tout de méme d’une ménopause
précoce plus tard dans leur vie, par rapport aux femmes non exposées. La radiation, la
chimiothérapie ou la combinaison de ces deux types de traitements chez des enfants et
jeunes femmes sont des facteurs trés importants dans la survenue d’une ménopause
précoce (Chemaitilly et al., 2006). Lors des traitements avec la radiation, la sévérité des
effets sur les ovaires sont dépendants de la dose et de 1’4ge au moment des traitements.

Les doses de radiothérapie (Gy), auxquelles D’insuffisance ovarienne précoce
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commence, ont ¢té déterminées par un modéle mathématique: 14,3-20,3 Gy
selon I’age (0 a 30 ans) lors de I’exposition (Wallace e al., 2003; Wallace ef al., 2005).
Une étude a démontré que 1000-3000 cGy utilisé lors des traitements contre le cancer
sont des doses qui causent des dommages aux ovaires (Couto-Silva et al., 2001), avec
des associations moins significatives 34 des concentrations de 100-1000 cGy

(Chemaitilly et al., 2006).

Les études épidémiologiques, portant sur les effets des traitements de
chimiothérapie, peuvent étre utilisées pour comparer la toxicité ovarienne des différents
traitements afin de prédire les risques qui leurs sont associés. Les agents
chimiothérapeutiques sont utilisés seuls ou en combinaison avec d’autres traitements tel
que la radiation pour combattre le cancer. Il est donc difficile de déterminer la toxicité
d’'un agent en particulier. (Chemaitilly e al., 2006). Certains agents
chimiothérapeutiques posent un risque plus important que d’autres pour I’accélération
de la perte des follicules primordiaux et un risque accru de ménopause précoce. Il s’agit
d’agents alkylants et non alkylants tels que le mephalan, le busulfan, la moutarde
azotée, le chlorambucil et la procarbazine (Chiarelli ef al., 1999; Thomson ef al., 2002;
Chemaitilly es al., 2006). Les agents alkylants dont le cyclophosphamide (CPA)
causent des problémes au niveau du systéme reproducteur dans les modéles animaux
(Meirow et al., 1999; Meirow et al., 2001; Meirow et Nugent, 2001; Meirow et Schiff,
2005). D’autres agents chimiothérapeutiques ont un risque modéré, comme le cisplatine
et I’adriamycine, ou un risque faible, methotrexate, 5-fluorouracil, vincristine,
bleomycine et 1’actionmycyin-D (Bines ef al., 1996; Sonmezer et Oktay, 2006). Le
cisplatine induit des aneuploidies dans les ovocytes ovulés suite a une exposition avant
I'ovulation (Meirow et Schiff, 2005). L’adriamycine et la bléomycine causent
uniquement des dommages aux gamétes femelles et des mutations dominantes 1étales
chez les folliucles matures et pré ovulatoires de souris (Russell ef al., 1996; Meirow et

Schiff, 2005).

La chimiothérapie pourait augmenter les mutations et altérations génétiques
dans les cellules germinales selon I’agent utilisé et le stade de maturation des gameétes

(Aguilar-Mahecha ez al., 2005; Barton ef al., 2005; Meirow et Schiff, 2005). Quelques
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facteurs détérminent la toxicité des agents aux gamétes aprés des traitements comme
I’4ge de la patiente et les traitements utilisés (Meirow et Nugent, 2001; Meirow et
Schiff, 2005; Sonmezer et Oktay, 2006). La plupart des données proviennent des études
chez les animaux, montrant les effets d’un seul agent, une réduction de la population
folliculaire et parfois des effets épigénétiques. Les données épidémiologiques sont
souvent compliquées par les combinaisons des agents utilisés (Meirow et Nugent,
2001; Meirow et Schiff, 2005). Chez I’humain, les études ne démontrent pas de
maniére unanime les mémes résultats que chez les animaux (Meirow et Schiff, 2005).
Certaines études démontrent qu’il y a un risque accru a la survenue de naissance
prématuré et/ou de faibles poids a la naissance chez les femmes traitées avec des agents
alkylants et/ou la radiation contre le cancer lorsqu’elles étaient enfants (Sanders e al.,
1996). D’autres études montrent peu ou aucun risques associés aux agents alkylants
dans les mémes conditions (Byme ef al., 1998; Green ef al., 2003;Signorello et al.,
2006). Ce désaccord peut-étre lié & la faible puissance des études épidémiologiques
comparées aux études chez les animaux puisque le nombre de patientes et de
naissances chez les humains est moindre comparés aux rongeurs testés (Byme e al.,
1998). Les effets peuvent aussi étre masqués car les grossesses étudiées dans les études
épidémiologiques se déroulaient longtemps aprés les demiers traitements anti-
cancéreux. Il est possible que les dommages/mutations aux gamétes causent des
avortements précoces, s'il y a fécondation, ou qu’ils soient réparés pendant les années

entre le traitement et la fertilisation (Ward et Chen, 2001; Meirow et Nugent, 2001).
3.2 Evaluation de la réserve ovarienne

Le suivi de la fréquence des menstruations des patientes pendant et aprés les
traitements anti-cancéreux est utilisé pour évaluer la réserve ovarienne (Petrek e al.,
2006). Plusieurs études suggérent que la dose cumulée du cyclophosphamide détermine
le risque de ménopause précoce (Anderson ef al., 1995; Meirow, 1999; Sklar, 2005;
Sklar er al., 2006; Petrek et al., 2006). Toutefois, d’autres données suggérent que des
menstruations normales et la fertilité aprés les traitements ne sont pas des indicateurs

précis de la réserve ovarienne (Meirow ef al., 2001; Oktay et al., 2006). Méme les
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femmes qui continuent & avoir un cycle menstruel ont moins de follicules primordiaux
comparées aux femmes du méme 4dge qui n’ont pas subi de traitements (Sklar et al.,
2006). 1l faut noter qu’un certain temps d’attente est nécessaire afin d’observer des
effets sur la fécondité en se basant sur le nombre de follicules primordiaux. Les taux
hormonaux (FSH, AMH et inhibine), les mesures du volume ovarien et le nombre de
follicules antraux sont utilisés pour estimer le nombre de follicules ovariens qui reste
dans Iovaire qui est li€ 4 la fertilité et I’induction de la ménopause (Visser ef al., 2006;
Kevenaar et al.,, 2006; Broekmans ef al., 2006). Mais ces mesures de fertilité ne
peuvent pas déterminer le nombre exact de follicules primordiaux ou prédire le succés
des grossesses. La concordance entre ces mesures et la santé/qualité des ovocytes ou du
succes des grossesses n’est pas connu (Ebner ef al., 2006; Broekmans et al., 2006;
Smeenk et al., 2007; Lie Fong et al., 2008).

3.3 L’importance de la santé des ovocytes

La qualit¢ ou la santé des ovocytes chez les follicules primordiaux est
importante pour la santé des enfants. Puisque la contribution génomique maternelle
d’'un embryon est fourni par I’ovocyte, leur intégrité détermine le succés du
developpement (Hirshfield, 1997; Encha-Razavi et Escudier, 2003). La qualité d’un
gamete peut avoir un effet sur le succés du développement & différents moments; la
fécondation, I'implantation, ou le développement embryonnaire. Malheureusement, il
n’existe pas de mesures (ou tests) pour évaluer la santé/qualité des follicules chez les
femmes aprés qu’elles aient subit des expositions néfastes. De plus, un grand nombre
de follicules en croissance sont perdus via ’atrésie ce qui peut masquer des effets
toxiques (Hirshfield, 1997). Des analyses pathologiques/histologiques peuvent étre
effectuées afin d’observer la morphologie des follicules et leur nombre dans un
échantillon d’ovaire, mais cela ne donne pas d’informations sur I’intégrité¢ moléculaire
de ’ADN ou d’autres effets (Hirshfield, 1997; Lambalk er al., 2004). L’ADN des
gametes est sensible aux expositions toxiques qui touchent ’ADN tels que la radiation
ionisante (IR), les agents chimiothérapeutiques (Arnon e al, 2001) et d’autres

substances génotoxiques comme la fumée de cigarette (Kinney ef al., 2007). Le risque
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accrue pour des complications tels que des avortements spontanés (de la
Rochebrochard et Thonneau, 2002) et la trisomie 21 (Jones, 2008) chez les enfants de
femmes plus dgées est un exemple de 1’importance de la qualité des cellules germinales
puisqu’il est suggéré que les follicules des femmes plus dgées ont plus de dommages a

I’ADN ou autres problémes génétiques (Vijg, 2007).
3.4 Augmentation des survivants des cancers infantiles

La survie des jeunes patients est imputable aux traitements agressifs des
tumeurs et cancers. Ces traitements incluent souvent la radiation, la chimiothérapie ou
la combinaison des deux traitements (Blatt, 1999; Thomson et al., 2002). Avec les
améliorations des traitements anti-cancéreux chez les enfants, on estime qu’en 2010
chaque 250° adulte serait un survivant d’un cancer infantile (Blatt, 1999; Maltaris et al.,
2007). Drailleurs, le succés ces derniéres années ménent 3 une génération de jeunes
adultes qui ont survécu mais qui pourraient étre affectés au niveau du systéme
reproducteur et surtout les gamétes (Byrmne et al., 1998; Green et al., 2003; Nagarajan et
Robison, 2005; Signorello ef al., 2006). Les cancers infantiles sont beaucoup plus rares
que les cancers chez les adultes. Etant donné, il est difficile de tiré des conclusions sur
les effets au systéme reproducteur de ces jeunes patients et les effets possibles chez leur
progéniture (Byrne ef al., 1998; Blatt, 1999). Chaque année, plus de 20 000 enfants et
adolescents américains sont diagnostiqués pour un cancer dont le plus courant est la
leucémie aigiie des lymphocytes (Blatt, 1999; Pallapies, 2006). Le pourcentage de
survie 5 ans aprés un cancer est de plus de 70% chez les enfants et adolescents, ~87%
chez ceux traités pour la leucémie lymphoblastique aigue et plus de 90% chez ceux
avec le lymphome de Hodgkin (Linet er al., 1999; Pulte et al., 2008). 11 est donc
important de déterminer si les dommages aux gamétes induits durant les traitements

chez les patientes peuvent avoir des effets néfastes sur leurs progénitures.
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4 Cyclophosphamide

4.1 Utilisation du cyclophosphamide (CPA)

Depuis sa synthése dans les années 1950, le CPA est un des agents
chimiothérapeutiques et immunosuppresseurs les plus utilisés au monde (Colvin,
1999). Le CPA est utilisé pour le traitement des cancers: du sein, du poumon, des
lymphomes, de la leucémie, du rétinoblastome et du neuroblastome (Anderson ef al.,
1995; Colvin, 1999; Hurley, 2002). I est également utilisé comme
immunosuppresseur pour des maladies auto-immunitaires tels que I’arthrite, la sclérose
en plaque, le lupus érythémateux disséminé (LED) ainsi que pour combattre le rejet
d’organes lors d’une transplantation (Colvin, 1999; Allison, 2000; Krishnan et al.,
2008). La dose de CPA dépend du type de maladie. Une prise orale quotidienne
requiére des concentrations plus faibles, 100-200 mg/jour pour quelques maladies
incluant I’immunosupression. Les doses plus fortes, 600-1000 mg/m?, sont elles
administrées via des injections intraveineuses intercalées de quelques semaines de

relache pour la majorité des cancers (Moore, 1991; Anderson et al., 1995).
4.2 Métabolisme du cyclophosphamide

Le CPA est un agent bis-alkylant de la classe des moutardes nitrogénées qui ont
toutes un cycle phosphoramide en commun (Figure 5), et ce sont leurs deux
groupements réactifs qui les différencient et apportent leur différentes toxicités (Colvin,
1999; Ludeman, 1999). Le CPA n’a pas de pouvoir thérapeutique lui-méme et doit étre
métabolisé pour produire une molécule active. Le CPA est activé au niveau du foie et
d’autres organes par les cytochromes P450 (CYP2A6, 2B6, 2C19, 2C9, 3A4, et 3A5)
en 4-hydroxycyclophosphamide (4-HO-CPA, Figure 5) (Chang et Waxman, 1993; Ren
et al., 1997; Chang et al., 1997; Colvin, 1999; Plowchalk et Teeguarden, 2002). Une
fois formé, le 4-HO-CPA et deux autres métabolites intermédiaires, aldophosphamide
(AP) et iminophosphamide, participent dans des réactions d’inter conversion

(Ludeman, 1999). La moutarde phosphoramidée (MP) et I’acroléine sont les deux
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produits qui proviennent de la dégradation spontanée de I’intermédiaire AP (Figure 5).
Alors, le CPA et les autres moutardes nitrogénées doivent étre transformés afin d’avoir

leur pouvoir thérapeutique (Colvin, 1999).
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Figure 5 : Principaux événements impliqués dans le métabolisme du
cyclophosphamide (CPA). Les métabolites intermédiaires du CPA produisent
I’aldophosphamide (AP). La dégradation de I'AP produit deux métabolites, la moutarde
phosphoramidée (MP) et I’acroléine. [Adapté sans permission de Ludeman, (1999) et
Desmeules, (2006)].

Les métabolites du CPA peuvent étre détoxifiés par deux voies. La voie la plus
importante est la détoxification par ’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) qui transforme
’AP en carboxyphosphamide (CPM), qui ne forme pas la MP. La deuxiéme voie
implique deux réactions avec I’alcool déshydrogénase (ADH); (1) transformation de
AP en alcophosphamide et (2) transformation de 4-HO-CPA en 4-
ketocylophosphamide ~ (4-KTCP) (Colvin, 1999; Zhang et al, 2005).
L’alcophosphamide et le 4-HO-CPA ne peuvent pas former la MP. Les enzymes de
détoxification sont abondants, et la demi vie du CPA, quelques soit la dose utilisée, est

de 5-8 h dans le plasma (Moore, 1991; Anderson et al., 1995).
4.3 Mécanismes de toxicité des moutardes nitrogénées

Les moutardes nitrogénées sont des agents bis-alkylants grice a leurs deux

groupements qui interagissent avec les protéines, les membranes cellulaires ou ’ARN
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et forment des ponts inter et intra brins avec I’ADN, surtout a la position N7 des
guanines, qui causent I’arrét de la réplication due a la distorsion de la structure de
’ADN (Figure 6) (Colvin, 1999). Par conséquent, cela permet la destruction des
cellules cancéreuses qui se multiplient plus vite que les cellules normales (Colvin,
1999; Ludeman, 1999; Hurley, 2002). 1l est aussi suggéré que ces mémes mécanismes
soient responsables des effets sur le systéme reproducteur et les gamétes femelles

(Plowchalk et Mattison, 1991; Desmeules et Devine, 2006).

Réactif intermédiaire
(ion aziridium)
R
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N N)\N'H2
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Figure 6 : Alkylation d’une guanine par une moutarde nitrogénée. Un des deux
groupements réactifs forme un anneau aziridium qui interagit avec un nucléotide
(guanine). L’alkylation d’une deuxiéme guanine formerait des ponts inter- ou intra-
brins d’ADN qui induit I'inhibition de réplication et I’activation de I’apoptose. [Adapté
sans permission de Moore, (1991) et Desmeules, (2006)].

4.4 La toxicité du cyclophosphamide au niveau du systéme reproducteur
4.4.1 Effets du CPA chez les gamétes miles

Des effets du CPA chez les méles, qui ont été exposés lors des traitements
anticancéreux, sont nombreux et démontrent une incidence accrue pour I’oligospermie
(=1-20 million de spermatozoides dans 1 ml de sperme) ou I’azoospermie (absence
totale de spermatozoides dans le sperme) qui résultent en une infertilité (Kenney et al.,

2001; Grimes et Lopez, 2007). Plusieurs études chez les animaux ont étudié les effets
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du CPA sur le systéme reproducteur males et leur progéniture (Sotomayor et Cumming,
1975; Sotomayor ef al., 1978; Auroux et al., 1990). Des dommages a I’ADN de cellules
germinales, des altérations de le chromatine et des altérations des protéines du sperme
sont quelques effets ou mécanismes suggérés pouvant expliquer I’infertilité et les
problémes d’implantation et développement embryonnaire de la progéniture
des rongeurs et humains exposés au CPA (Harrouk et al., 2000; Codrington et al.,
2004; Hales er al, 2005; Codrington et al., 2007a; Codrington et al., 2007b).
L’exposition aigué au CPA chez les rats méles augmente la transcription des génes de
réponses aux stress, incluant ceux pour la réparation de I’ADN et I’apoptose, dans les
spermatides arrondies (Aguilar-Mahecha et al., 2001). Par contre, une exposition
chronique au CPA réduit I’expression de ces mémes génes majoritairement dans les
spermatocytes au stade pachyténe et spermatides arrondies (Aguilar-Mahecha ef al.,
2002). Ces effets du CPA semblent étre spécifique au stade de maturation des gamétes
males et résultent en une re-programmation épigénétique aberrante dans les zygotes
(Hales et al., 2005; Barton et al., 2005). L’exposition chronique paternelle au CPA par
gavage (6mg/kg) 6 jours/semaine pendant 4-5 semaines avant les accouplements chez
les rats résulte en des effets épigénétiques dans les zygotes de la génération F1, incluant
I’hyperméthylation du pronucléus femelle, I’hypométhylation du pronucléus male et
des altérations des histones (phosphorylation et acétylation). Méme le transfert des
dommages a I’ADN des gamétes paternels 4 leur progéniture a été démontré (Hales ez
al., 2005; Barton et al., 2005; Barton ef al., 2007). L’accés relativement facile aux
cellules germinales des maéles rend les études des effets du CPA sur eux plus facile que
chez les femelles, mais les mécanismes d’action du CPA, les effets épigénétiques et les

effets sur la progéniture sont encore a étudier.
4.4.2 Effets du CPA chez les gamétes femelles

La toxicité ovarienne du CPA se manifeste par la destruction des follicules
ovariens, I’atrophie ovarienne, et une baisse du taux d’estrogéne liée a la destruction

des follicules antraux (Moore, 1991; Plowchalk et Mattison, 1992; Anderson et al.,
1995). La MP est le métabolite actif et ovotoxique du CPA. Cela a été démontré in vivo
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(Plowchalk et Mattison, 1991) et également in vitro chez les souris (Desmeules et
Devine, 2006). La toxicité du CPA et de la MP pour certains stades folliculaires a été
démontrée dans des études chez les animaux et in vitro. Des souris C57BL/6N adultes
injectées une seule fois avec du CPA présentaient une perte de follicules primordiaux et
antraux. Les ovocytes des primordiaux et les cellules de la granulosa des antraux
étaient les plus affectées (Plowchalk et Mattison, 1992). 24 h aprés I’exposition, le
nombre de follicules primordiaux sains était réduit a 73%, 42% et 38% respectivement
pour 75, 200 et 500 mg/kg comparé au groupe témoin (saline). La dose effective (EDsq)
qui réduit le nombre de follicules primordiaux de 50%, était respectivement de 134,
122 et 101 mg/kg CPA pour 24h, 3 et 7 jours aprés exposition. La sensibilité des
ovocytes des follicules primordiaux était surprenante puisque les cellules de la
granulosa (a I’exception de ceux des follicules primordiaux) ont une forte activité
mitotique qui devrait les rendre plus sensibles au CPA. Meirow, et al., (1999) ont
montré qu’une seule exposition i.p. (75mg/kg CPA) détruisait ~50% des follicules
primordiaux chez des souris Balb/c, 7 jours aprés I’exposition, et affectait la
reproduction, le nombre de portée et le cycle estrous a long terme (>4 semaines).
Meirow e al., (2001) ont démontré qu’il y avait 10 fois plus de malformations chez les
nouveaux-nés comparé au groupe contrdle (saline) chez des souris Balb/c aprés une
dose de 75 mg/kg CPA avant I’accouplement. De plus, cette incidence accrue de
malformations chez les nouveaux-nés (33%) persistait avec des ovules provenant de
follicules primordiaux (Meirow ef al., 2001). Chez les rattes, le CPA semble affecter
les cellules de la granulosa des follicules matures qui sont plus prolifératives (Ataya et
al., 1985; Ataya et al., 1989; Jarrell et al., 1991). Une dose aigué de CPA de >150
mg/kg ou 5 mg/kg/j pour 21 jours, a réduit significativement le nombre de follicules
antraux sains et a diminué le taux d’estradiol et de progestérone chez les rattes
Sprague-Dawley adultes (Ataya ef al., 1985; Jarrell ef al., 1991). De plus, il n’y a pas
eu d’effets significatifs sur le nombre de follicules primordiaux ni sur la fécondité des
rattes exposées (Jarrell et al., 1991). Alors I’exposition au CPA a des effets différents

sur différentes espéces.
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5 Dommages a I’ADN et voies de réparation
5.1 Structure de la chromatine

La chromatine présente différents stades de condensation pour étre capable
d’étre contenu dans le compartiment nucléaire. Elle peut étre présente en deux formes:
soit I’euchromatine qui est décondensée permettant I’expression des geénes, soit
I’hétérochromatine qui est trés condensée pour inhiber I’expression des geénes (Vijg,
2007). La forme la moins condensée est (1) la double hélice d’ADN, suivi de 2) la
forme de chromatine « collier de perles » qui consiste en une série de nucléosomes
(Figure 7). Les nucléosomes sont les unités de bases des chromosomes et sont
composés de ~200 paires de bases (pb) enroulées autour d’un octamére d’histones. Cet
octamére est constitué de deux copies de chaque histone; H2A, H2B, H3 et H4 (Figure
7) (Ward et Chen, 2001; Fernandez-Capetillo ef al., 2004). Chez les mammiféres il
existe des variants de I’histone H2A, comme H2AX et H2AZ, mais la fonction de
chaque variant n’est pas complétement connu. L’H2AX est important pour initier la
réparation des dommages a I’ADN (décrit dans la section 5.4) (Redon et al., 2002;
Fernandez-Capetillo et al., 2004). L’ADN est lié aux histones grice aux forces
€lectrostatiques entre les groupements phosphores de I’ADN et les charges positives
des acides aminées des protéines d’histones. Le prochain stade de condensation de la
chromatine implique (3) I’empilation de plusieurs nucléosomes pour former une fibre
d’un diamétre de ~30 nm. Ces fibres sont enroulés pour produire un chromosome qui
peut avoir différents niveaux de condensation (4-6) (Vijg, 2007). Certaines
modifications d’histones telles que la méthylation, I’acétylation ou la phosphorylation
peuvent altérer les liens entre les histones et I’ADN et conduire a des modifications
épigénétiques qui favorisent la formation de 1’hétérochromatine versus euchromatine

(Ward et Chen, 2001).
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Figure 7 : La structure de la chromatine et les différents niveaux de condensation. La
double hélice d’ADN (1) est la forme la moins condensée. Un nucléosome (2) est
constitué d’un octamére d’histones sur lequel s’enroule 180pb d’ADN. Ces
nucléosomes sont compactés en fibre (30 nm, 3). Un chromosome peut avoir différents
niveaux de condensation (4-6) selon le cycle cellulaire. [Adapté sans permission de
Ward et Chen, (2001) et Vijg (2007)].

5.2 Les réponses aux dommages 3 I’ADN

Il existe des mécanismes de réparation de ’ADN dans les cellules. Ils sont
nécessaires car les fonctions physiologiques normales induisent des réactions
d’hydrolyse et d’oxydation qui causent quotidiennement des milliers de dommages a
’ADN (Ward et Chen, 2001). Il y a d’autres causes de dommage a I’ADN tels que les
rayons ultra violet (UV) du soleil, la radiation ionisante (RI) et d’autres agents
génotoxiques (Ward et Chen, 2001; Hurley, 2002). Les dommages a I’ADN ont quatre
effets généraux; (1) interférence avec la transcription de I’ADN, (2) déclenchement de
I'initiation de la signalisation cellulaires pour induire soit ’apoptose soit 1’arrét de la
mitose, (3) déclenchement de Iinitiation de la signalisation pour la réparation des
dommages, et (4) changements permanents de I’ ADN tel que des mutations (Ward et
Chen, 2001). L’entretien du génome nécessite (1) la signalisation des dommages a
’ADN et (2) la réparation des lésions (Ward et Chen, 2001). Les voies de réparations

induites (décrites dans la section 5.3) dépendent du type de dommage. Les dommages
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incluent les adduits, les ponts intra et inter brins, cassures a simples (SSBs) et 4 doubles
brins (DSBs) (Ward et Chen, 2001; Helleday ef al., 2008). Bien que les cassures a
simple brin soient néfastes, I’utilisation du brin intact pour la réparation reste possible.
Cela n’est pas le cas pour les DSBs qui sont des lésions plus sévéres et complexes a

réparer.
5.2.1 Les cassures a doubles brins : les pires dommages 2 ’ADN

Les DSBs sont les dommages 4 I’ADN les plus toxiques pour les cellules; une
seule cassure causerait la perte de plus de 100 millions pb d’une partie d’un
chromosome et induirait la mort d’une cellule (Ward et Chen, 2001; Helleday et al.,
2007). Les DSBs sont trés toxiques pour une cellule car ils peuvent étre présents
n’importe ou dans I’ADN, et peuvent résulter en la perte d’une portion d’un
chromosome si deux DSBs sont présents sur un chromosome. Le type de dommage
induit par les DSBs affecte les deux brins d’ADN a des sites opposés et suffisamment
proches (10-20 bp) pour éviter la réparation par les voies de réparation par excision.
Ces voies utilisent un brin d’ADN intacte pour copier les séries de pb nécessaires au
remplacement de celles manquantes ou incorrectes. Les DSBs sont induites par
plusieurs expositions et mécanismes, tels que la R, les espéces réactives oxygénées
(ROS) et lors d’un arrét de la fourche de réplication (Figure 8) (van Gent et al., 2001).
Meéme si les DSBs sont trés toxiques pour une cellule, il existe certains cas ot les DSBs
font parties d’un processus physiologique important incluant I’échange de chromatides
soeurs durant la méiose (Fernandez-Capetillo ef al., 2004; Neale et Keeney, 2006) et la
recombinaison V(D)J dans les lymphocytes pour produire une diversité d’anticorps
(van Gent et al., 2001; O'Driscoll et Jeggo, 2006; Helleday et al., 2007). Une réparation
parfaite est essentielle car s’il y a des erreurs ou une persistance des DSBs, il pourrait
avoir des changements chromosomiques tels que des délétions, insertions,
translocations ou une accumulation spontanée des dommages (Figure 8) (Ward et
Chen, 2001; van Gent ef al., 2001; O'Driscoll et Jeggo, 2006; Helleday et al., 2007).
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Figure 8 : Les causes et conséquences des cassures a doubles brins d’ADN. [Adapté
sans permission de van Gent ef al., (2001))].

5.3 Les voies de réparations

Les voies de réparation sont trés complexes et leur caractérisation chez les
mammiféres n’est pas compléte. Les informations ci-dessous ne sont pas exhaustifs
mais plutét un survol des aspects de base les plus importants. Les trois voies majeures
de réparation des dommages 4 I’ADN sont: la réparation par excision, la recombinaison
homologue (HR) et non-homologous end joining (NHEJ). L’induction d’une voie
plut6t qu’une autre dépend du type de dommage (Ward et Chen, 2001; Shrivastav et al.,
2008).

La réparation par excision inclut les voies de réparations tels que ’excision de
base (BER), I’excision de nucléotide (NER) et la réparation d’un mésappariement
(MMR) (Ward et Chen, 2001; Helleday et al., 2008). Toutes ces voies enlévent les
bases et les nucléotides qui sont incorrects ou pas correctement alignées et utilisent le
brin intact de la double hélice de ' ADN comme modéle pour la re-synthétisation et la
réparation. La voie BER est utilisée lorsqu’il y a une erreur dans une petite série de
bases, des cassures a simples brins (SSB), ou des sites abasiques. La voie NER est un

mécanisme général de réparation qui enléve les bases d’ADN endommagés et re-
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synthétise la bonne série. La voie MMR est généralement utilisé pour ’excision des
nucléotides qui ne sont pas correctement alignées ou des tours générés par des
insertions ou délétions de certains nucléotides dans un brin (Ward et Chen, 2001;

Menezo et al., 2007; Helleday ef al., 2008).

Chaque voie de réparation, HR et NHEJ, a des facteurs qui lui sont propres. La
voie NHEJ répare les cassures d’ADN en rejoignant les bouts d’ADN aux sites de
cassures avec la DNA-PK et ses protéines accessoires (Figure 9, colorés en vert) (van
Gent et al., 2001; Kobayashi ef al., 2008; Shrivastav ef al., 2008). DNA-PK, composé
d’une grande sous unité catalytique (DNA-PKcs) et le dimére Ku70-Ku80 qui contrle
Pactivité du complexe, est important dans la voie de NHEJ. Ku70-Ku80 a une grande
affinité pour les fragments d’ADN, particuliérement ceux des DSBs (Figure 9). DNA-
PK est capable de détecter des dommages lui-méme en reconnaissant les distorsions
dans la conformation de ’ADN (Ward et Chen, 2001). Artémis est une nucléase
importante pour les réparations des DSBs induites par la RI et la recombinaison V(D)J.
Le role de 53BP1 dans NHEJ est de détecter les changements dans la structure de la
chromatine. XRCC4, XLF et Lig IV forment un complexe qui remplit I’espace créé par
les dommages et marque la fin de la réparation (Figure 9) (van Attikum et Gasser,
2005; Kobayashi et al., 2008; Shrivastav et al., 2008). Le role de ces facteurs (Tableau

1 et Figure 9) et d’autres (non présentés) restent a élucider.

La voie de réparation HR est considérée comme la plus efficace et sans erreurs
parce qu’elle emploie une copie d’ADN homologue comme une chromatide sceur pour
matrice de réparation. Les fragments d’ADN sont liés par plusieurs facteurs tels que le
RPA (replication protein A), RADs (RAD51, RAD52, RAD54), Ubcl3 et Mus81-
Emel, et ces facteurs nucléoprotéiques se lient 4 la région du chromosome endommagé
(Tableau 1 et Figure 9). Ubcl3 modifie la structure de la chromatine pour rendre
I’acces au site de dommages plus facile pour des facteurs comme RADS5I1 et RPA qui
sont impliqués dans la réparation (van Attikum et Gasser, 2005; Kobayashi et al., 2008;

Shrivastav et al., 2008). Cette voie est bien connue chez les levures mais pas autant
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chez les mammiféres ot plusieurs autres facteurs et méme d’autres voies de réparations

pourraient étre impliquées.
5.4 Réparations des DSBs et phosphorylation de ’histone H2AX

Les DSBs sont principalement réparées par HR chez les levures, et par NHEJ
chez les mammiféres, méme si les deux voies de réparation sont présentes (Valerie et
Povirk, 2003; O'Driscoll et Jeggo, 2006; Helleday ez al., 2008; Kobayashi et al., 2008;
Shrivastav et al., 2008). Il y a encore des débats en ce qui conceme la voie la plus
importante chez les humains pour réparer les DSBs. Peu importe la voie induite, la
réparation des DSBs est extrémement complexe et inclut une centaine de facteurs

(Figure 9) (Shrivastav e al., 2008; Srivastava ef al., 2008; Kobayashi et al., 2008).

nucléosome
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Figure 9 : Facteurs impliqués dans la réparation des DSBs via HR ou NHEJ. Les
facteurs ubiquistes impliqués dans les deux voies sont colorés en jaune et la fléche
pointillée signifie que I’ATM a des effets spécifiques aux facteurs de chaque voie. Les
protéines impliqués dans la réparation via NHEJ ou HR sont colorés en vert et bleu
respectivement. Les facteurs colorés en gris sont soit des nouveaux facteurs qui ne sont
pas bien caractérisés soit impliqués dans plusieurs voies de réparations. [Adapté sans
permission de (van Attikum et Gasser, 2005) et (Kobayashi et al., 2008)].
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La voie de réparation HR emploie une copie d’ADN homologue comme une
chromatide sceur pour étre la matrice de réparation comparer & la voie NHEJ qui rejoint
les bouts d’ADN aux sites de cassures, mais ne peut pas distinguer entre les bouts
d’ADN brisés lorsqu’il y a plus qu’une cassure pour bien réparer les dommages. Les
premiéres étapes dans les voies de réparations HR et NHEJ sont identiques. Lorsqu’il y
a une DSB dans une cellule de mammiferes, le complexe Mrel 1-Rad50-Nsbl (MRN)
la détecte (Tableau 1, Figure 9) (Furuta ef al., 2003). Une fois détecté, le MRN recrute
des molécules d’Ataxia telangiectasia-mutated (ATM) , un homo dimére inactif qui fait
partie de la famille des phosphoionositide 3-kinase-like kinases (PIKK), au site de DSB
et est responsable de la premiére monomérisation d’ATM pour produire un monomére
actif (Khanna et al., 2001; Bakkenist et Kastan, 2003). La forme active d’ATM peut
aussi activer d’autres molécules d’ATM en les phosphorylant (Figure 9) (Bakkenist et
Kastan, 2003). Lors des DSBs chez les cellules de mammiféres, la forme phosphorylée
d’ATM (monomére) phosphoryle d’autres protéines qui déclenchent I’arrét du cycle
cellulaire, I'apoptose ou la réparation des dommages a I’ADN (Vijg, 2007; Kobayashi
et al., 2008; Shrivastav ef al., 2008). ATM-and Rad3-related (ATR) est un membre de
la méme famille PIKK qui est trés similaire 8 ATM dont les fonctions ne sont pas bien
connues chez les mammiféres. ATM phosphoryle I’'H2AX lors des expositions aux
faibles doses de RI tandis que I’ATR phosphoryle I'H2AX lorsqu’il y a des dommages
induits pendant la réplication (Ward et Chen, 2001; Burma et al., 2001; Fernandez-
Capetillo ef al., 2002; Fernandez-Capetillo et al., 2004). Ces activités commencent des
voies de réparation HR et NHEJ et leurs fonctions sont souvent chevauchantes (Figure
9) (Ward et Chen, 2001; Fernandez-Capetillo et al., 2004; Shrivastav et al., 2008;
Kobayashi et al., 2008).
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Tableau 1 : Principaux facteurs impliqués dans la signalisation et réparation des
cassures & double brins d’ADN chez les mammiféres

Fonctions [ Facteurs
Ubiquistes (HR et NHEJ)
Signalisation Mrel1/Rad50/Nsbl,
ATM
Signalisation et y-H2AX
réparation
Facteurs spécifiques a la voie NHEJ
Signalisation et DNA-PK (DNA-PKcs, Ku-70-Ku80),
réparation 53BP1
Réparation XRCCA4, Ligase 4 (Lig IV), Artémis
Facteurs spécifiques a la voie HR
Rad51, Rad54, XRCC3, BRCAI, BRCA2,
Réparation RPA

Une des modifications post-transcriptionelles des protéines de chromatine lors des
réponses aux dommages 4 I’ADN est la phosphorylation de I’histone H2A, type H2AX
chez les eucaryotes sur la serine 139 (Redon ef al, 2002). L’H2AX peut étre
phosphorylé par plusieurs membres de la famille PIKK (ATM, ATR ou DNA-PK) dont
les activités se chevauchent (Tableau 1 et Figure 9) (Ward et Chen, 2001; Fernandez-
Capetillo ef al., 2004; Kobayashi e al., 2008). La phosphorylation de I’'H2AX est
importante pour la réparation des DSBs et des SSBs qui deviennent des DSBs lors de la
réplication et réparation (Kobayashi et al., 2008). La phosphorylation de ’H2AX se fait
sur des méga bases (10%) d’ADN autour des DSBs, formant des « foyers » (YH2AX,
Figure 9) (Rogakou ef al., 1998; Rogakou et al., 1999). Les réles précis de ces foyers
ne sont pas encore complétement connus mais ces foyers ont été impliqués dans le
recrutement de plusieurs facteurs de réparations aux sites des DSBs (Paull et al., 2000;
van Attikum et Gasser, 2005; Kobayashi et al., 2008; Shrivastav et al., 2008; Srivastava
et al., 2008). Celeste et al., (2003) ont suggéré que YH2AX n’est pas le facteur principal
pour le recrutement mais plutdt pour concentrer et conserver les facteurs aux sites des
DSBs. Nous pouvons utiliser les modifications post-transcriptionelles de la chromatine
(ex. foyers de YH2AX) pour étudier et localiser les DSBs puisqu’il a été suggéré que
les foyers disparaitraient seulement lorsque la réparation serait compléte (Burma et al.,
2001; Ward et Chen, 2001; Sedelnikova et al., 2002). L’H2AX n’est pas essentiel pour

la survie d’un organisme mais son importance pour I’entretien du génome est soulevée
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par une augmentation importante de la susceptibilité aux tumeurs, a Pinstabilité
génomique et a la sensibilité 4 la radiation chez les souris qui n’ont pas I’H2AX

(Celeste et al., 2002; Celeste et al., 2003).
5.5 Dommages a ’ADN des gamétes

Certaines expositions qui causent des dommages 4 I’ADN des gametes ont déja
été discutées dans les sections 2.1, 3.1 et 4.4. Toutefois, les voies de réparation chez les
gametes sont trés peu étudiées et par conséquent peu d’informations est disponible pour
savoir quelles voies sont présentes et lesquelles sont actives, particuliérement chez
’ovocyte (Suh ef al., 2006; Menezo, 2006; Menezo et al., 2007). 11 existe des preuves
(résumé dans Ashwood-Smith et Edwards, 1996) indirectes de la présence de voies de
réparations actives, en se basant sur des tests in vitro effectuéssur des extraits
d’ovocytes de rongeurs et humains. L’étude de Menezo e al., (2007) a démontré que
les ovocytes ovulés GV humains contiennent la majorité des génes de réparations
d’ADN (plusieurs voies) nécessaires pour réparer les dommages induits surtout par les
ROS. Toutefois, il reste 4 déterminer si ces génes et leurs facteurs sont actifs dans les
ovocytes et s’ils peuvent réparer des dommages plus complexes (ex. les DSBs). Une
¢tude in vitro effectuée sur des ovaires de souris exposées a la MP, n’a permis
de montrer ni marquage de TUNEL ni marquage de caspase 3 active dans les ovocytes
de petits follicules ovariens, suggérant que ces ovocytes ne sont pas €liminés par
apoptose (Desmeules et Devine, 2006). D’autres études avec des souris knock-out,
majoritairement chez les méles, ont suggéré que certains facteurs de la réparation de
I’ADN (divers voies) sont nécessaires lors de la gamétogenése et la fertilité (Hsia et al.,
2003). Ces données sont insuffisantes pour conclure qu’il existe des mécanismes de

réparation d’ADN actifs dans les ovocytes.
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Figure 10 : Les conséquences possibles d’une exposition des gamétes induisant des
dommages 4 I’ADN. Les fléches vertes indiquent les résultats possibles pour un
follicule une fois réparé. Les fléches rouges indiquent les conséquences possibles pour
des follicules endommagés.

Etant donné quiil y a un manque d’informations, nous proposons des
conséquences possibles lors de I’'endommagement de I’ADN chez un ovocyte d’un
follicule primordial. Premiérement si les dommages sont trop sévéres, le follicule
mourra comme Desmeules et Devine (2006) a démontré (Figure 10, fléches noires).
Deuxiémement si des mécanismes de réparations sont actifs et efficaces dans les
ovocytes, les dommages peuvent étre complétement réparés et I’ovocyte sera normale
et continuera son développement sans effets secondaires (Figure 10, fléches vertes). Le
plus inquiétant, est le sort des follicules primordiaux dont les dommages 4 I’ADN ne
sont pas réparés. Ces derniers peuvent mourir aprés l’activation ou survivre a
Iactivation et poursuivre leur développement (Figure 10, fleches rouges). Les faibles
expositions peuvent étre dangereuses car les dommages qu’elles induisent ne sont pas

assez séveres pour induire ni la mort des follicules ni la réparation des dommages.
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Y

La MP induit la mort des cellules cancéreuses en causant des dommages a
I’ADN (incluant les DSBs). Elle détruit aussi des petits follicules ovariens et les cellules
de la granulosa des grands follicules et cause des changements morphologiques dans les
ovocytes des petits follicules. Cela nous laisse croire que le méme mécanisme cause la
perte des follicules primordiaux et primaires in vivo et in vitro, spécifiquement par la
formation des DSBs chez I’ovocyte. On dispose de peu d’informations sur les réponses
aux dommages 4 'ADN au sein des gamétes et particuliérement sur les gamétes
femelles. Il y en a encore moins d’informations sur I’existence ou le fonctionnement des
mecanismes de réparations de I’ADN. Dans des expériences préliminaires avec des
ovaires de souris exposés & la MP in vitro, nous avons remarqué la phosphorylation de
H2AX chez des ovocytes ce qui suggérent la formation de DSBs. Ces résultats nous
ameénent a formuler I’hypothése suivante: les ovocytes des follicules ovariens peuvent
détecter et réparer les dommages 2 I’ADN. Afin de déterminer si notre hypothése est
vraie, nous proposons de caractérisé la phosphorylation de I’'H2AX aprés des

expositions in vitro.

Le degré de perte de follicules ovariens est lié a la concentration ou a la dose de
MP/CPA utilisée. Nous avons déja montré que 3 et 10 pM MP sont des concentrations
qui causent la perte significative de follicules primordiaux dans les ovaires de souris
CD-1 exposées in vitro (Desmeules et Devine, 2006). Nous nous sommes alors
demandé si la formation des DSBs était évidente avant les changements
morphologiques des follicules et des concentrations qui causent la perte significative
des follicules primordiaux. Nous avons utilisé la phosphorylation de I’histone H2AX
comme marqueur sensibles et fiables pour la détection et réparation des DSBs. Trois &
48 h aprés une seule exposition & la MP (3 ou 10 pM), le nombre de foyers YH2AX
dans les follicules a été plus nombreux avec la plus forte concentration de MP. Le
nombre maximal des foyers était présent 18 & 24 h aprés 1’exposition et a diminué
graduellement jusqu'a 48 h. La quantité de foyers YH2AX était significativement

augmentée dans les ovaires traités comparé aux témoins 9 h aprés I’exposition a la MP,
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Objectif 1 : Déterminer si les ovocytes peuvent détecter les DSBs, si la quantité des
dommages dépend de la concentration utilisée, et si les foyers de yH2AX

persistent.

Pour compléter cet objectif, j’effectuerai deux types d’expériences différentes
mais utilisant les mémes techniques pour les analyses, comptage de follicules et
immunohistochimie. Les premiéres expériences seront des cultures d’ovaires de souris
CD-1 nouveau-nés exposés une seule fois a différentes concentrations de MP in vitro.
Plusieurs concentrations de MP (0,1-3 uM) seront utilisées pour déterminer si les DSBs
sont présentes dans les ovocytes seulement lors d’une exposition 4 une concentration
qui réduit significativement le nombre de follicules primordiaux. Les ovaires seront
fixés 24 h et 8 j aprés ’exposition 4 la MP et la localisation et le nombre de foyers
seront notés. Nous determinerons si le nombre de DSBs 4 24 h dépent de la
concentration de MP et si ce nombre est lié & la sévérité de la perte des follicules
primordiaux que nous observons aprés 8 jours. La comparaison de la distribution et le
nombre de DSBs entre 24 h et 8 jours, nous donnera plus d’informations pour

déterminer si les follicules contient des dommages pour au moins 8 jours,

Jeffectuerai aussi des expériences in vivo avec des souris CD-1 adultes
exposces au CPA et sacrifiées 24 h et 8 j aprés I’exposition. Ces expériences nous
aiderons a (1) confirmer que le systéme in vitro de culture est un bon systéme pour
étudier les ovaires et (2) comparer la souche CD-1 a d’autres souches de souris utilisées

pour étudier les effets du CPA sur le systéme reproducteur femelle.

Objectif 2 : Déterminer s’il y a une différence de sensibilité entre les espéces de

rongeurs.
I1 existe une différence de sensibilité entre les espéces aprés des expositions aux

toxiques. Nous voulons comparer la sensibilité ovarienne des souris CD-1 et rattes

Sprague-Dawley 4 la MP et déterminer si les DSBs sont aussi présentes chez les rattes.
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Ces expériences détermineront si le mécanisme de toxicité est similaire entre deux

espéces de rongeurs.

Pour compléter cet objectif, nous effectuerons le méme type d’expériences in
vitro avec des cultures d’ovaires de rattes Sprague-Dawley nouveau-nés exposés a
différentes concentrations de MP (1-30 uM). Des analyses histologiques (comptage de
follicule) ainsi que des analyses immunohistologiques (foyers YH2AX) seront utilisés.
Nous allons comparer les effets de la MP chez des ovaires de souris et de rattes pour
déterminer si (1) les rattes sont moins sensibles a la MP (2) si les ovaires de rattes
détectent les DSBs (3) si les mémes types cellulaire et stades folliculaires sont affectés

(4) et s’il y a une différence de sensibilité entre les espéces de rongeurs.
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Section II: Résumé de I’article en francais

Petrillo Stephanie K., Desmeules Patrice, Truong To-Quyen, and Devine Patrick J., en

préparation. Detection of DNA damage in dormant oocytes after phosphoramide
mustard exposures of cultured rodent ovaries. Toxicology and Applied Pharmacology.

Les ovocytes sains sont essentiels pour avoir des enfants en bonne santé, mais peu est
connu sur la capacité des ovocytes d'identifier et de réparer les dommages a ’ADN.
Nous avons utilisé le cyclophosphamide (CPA), une drogue alkylante et ovotoxique, et
son meétabolite actif, la moutarde phosphoramidée (MP), pour montrer que la MP (=3
#M) réduisait significativement le nombre de follicules primordiaux dans des ovaires
cultivés des souris CD-1. Maintenant nous étudions la capacité des oocytes de rongeurs
de répondre aux cassures a doubles brins (DSBs) d’ADN induit par la MP en examinant
la phosphorylation de I'histone H2AX (yYH2AX), un marqueur des DSBs. L’exposition
des ovaires & 3 ou 0,1 uM de MP, au jour 4 de culture, a induit respectivement la perte
significative des follicules primordiaux et petits primaires. Nous avons observé la
YH2AX induit par la MP principalement dans les ovocytes. L’augmentation du nombre
d’ovocytes avec des DSBs était dépendante de la concentration de MP. Le nombre de
foyers maximal dans les ovocytes est atteint 12 4 24 h aprés I’exposition a 3-10 uM
MP. Le nombre d'ovocytes avec >5 foyers YH2AX/ovocyte a été significativement
augmenté (p<0,05) 24 h aprés une exposition 4 1 pM MP comparé aux témoins et a
persisté pendant au moins 8 jours aprés I’exposition. L’inhibition des kinases qui
phosphoryle ’H2AX a augmenté la perte des follicules de maniére significative
comparée a la MP seulement. Chez les souris CD-1 adultes, le CPA a induit la perte de
follicules primordiaux et la formation de foyers YH2AX dans les ovocytes aprés une
seule exposition (250 mg/kg CPA). L’exposition a la MP d’ovaires de rattes Sprague-
Dawley cultivés in vitro a diminué significativement le nombre de follicules
primordiaux (>30 pM) et a augmenté les ovocytes avec les foyers YH2AX (>3 uM).
Les résultats suggérent que les ovocytes peuvent détecter les DSBs induits par la MP et
que les dommages sont induits aux concentrations inférieures a celles qui causent la
perte significative des follicules primordiaux. Les résultats suggérent aussi que les

foyers YH2AX peuvent persister dans les ovocytes pour au moins 8 jours aprés une
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exposition in vitro & la MP. Ils suggérent aussi qu’il y a des différences spécifiques
entre les espéces dans la sensibilité &4 la MP mais que le mécanisme de toxicité est
similaire. Les ovocytes qui survivent avec des dommages & I'ADN peuvent représenter
un risque accru de problémes de fertilité ou de problémes de développement chez la

progéniture.
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Abstract

Healthy oocytes are critical for producing healthy children, but little is known about
whether or not oocytes have the capacity to identify and recover from injury. Using a
model ovotoxic alkylating drug, cyclophosphamide (CPA), and its active metabolite,
phosphoramide mustard (PM), we previously showed that PM (>3 pM) caused
significant follicle loss in neonatal mouse ovaries in vitro. We now investigate the
ability of oocytes to respond to PM-induced DNA damage, examining histone H2AX
phosphorylation (YH2AX), a marker of DNA double strand breaks (DSBs). Exposure of
cultured neonatal mouse ovaries to 3 and 0.1 pM PM induced significant losses of
primordial and small primary follicles, respectively. PM-induced YH2AX was observed
predominantly in oocytes, in which DSBs increased in a concentration-dependent
manner and peaked 18-24 h after exposure to 3-10 uM PM. Numbers of oocytes with
>5 yYH2AX foci were significantly increased with exposure to >1 puM PM both 1 and 8
days after exposure compared to controls. Inhibiting the kinases that phosphorylate
H2AX significantly increased follicle loss relative to PM alone. In adult mice, CPA
also induced follicle loss and YH2AX in oocytes in vivo. PM also significantly
decreased primordial follicle numbers (=30 pM) and increased YH2AX foci (=3 pM) in
cultured pnd4 Sprague-Dawley rat ovaries. Results suggest oocytes can detect PM-
induced damage at or below concentrations which cause significant primordial follicle
loss, and there are quantitative species-specific differences in sensitivity. Surviving
oocytes with DNA damage may represent an increased risk for fertility problems or

unhealthy offspring.
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Introduction

Mammalian females are born with a finite number of gametes (Pedersen and Peters,
1968), which must remain healthy and viable over a period of decades to maintain
fertility (Hirshfield, 1991; Hirshfield, 1997). Primordial germ cells undergo extensive
mitoses during fetal organogenesis to establish a limited pool of gametes which arrest in
meiosis, before becoming incorporated into dormant ovarian primordial follicles (~ 1
million in humans at birth) (Hirshfield, 1991; Faddy, 2000). The gametes, now
considered oocytes, remain in meiotic arrest at the diplotene stage for up to several
decades until follicles are either activated to develop and ovulate or undergo atresia
(Hirshfield, 1991; Fortune et al., 2000; Fortune, 2003). From birth, small numbers of
follicles are continuously activated to develop, and adult ovaries have follicles of all
stages present (Hirshfield, 1991; Gougeon, 1998). A woman will progressively lose
follicles throughout her reproductive years until they are depleted, at which time she
enters reproductive failure (Faddy and Gosden, 1996; Faddy, 2000).

The mechanisms which underlie many of the cases of infertility or birth defects have
been hard to pinpoint, in many cases (Nelson and Holmes, 1989; Rasmussen e? al.,
2003). Several factors, including genetics, smoking, and ovotoxic exposures have been
identified as possible contributors to accelerated loss of ovarian follicles or to
deleterious effects on the health of offspring. One of the most severe examples of such
exposures is cancer therapy. Although existing clinical and epidemiological studies do
not show a higher incidence of birth defects or abnormalities in children of women
given chemotherapy and/or radiation (Pal and Santoro, 2002; Sklar ef al., 2006; Sklar,
2005; Meirow and Nugent, 2001; Mikkelsen et al., 2007), such changes in gametes
have been observed in rodent studies. Alkylating agents have been shown to cause
accelerated loss primordial follicles in rodents studies (Ataya et al., 1989; Desmeules
and Devine, 2006; Meirow et al., 1999; Plowchalk and Mattison, 1992). A higher
incidence of malformations has been observed in fetuses of female mice exposed to the
widely used alkylating chemotherapeutic agent cyclophosphamide (CPA) (Meirow et
al., 2001; Armon et al., 2001). Also, certain chemotherapeutic drugs and radiation are
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known to increase genetic defects in gametes and accelerate gamete loss after toxic
exposures to male rats (Aguilar-Mahecha et al., 2005). Paternal exposures to CPA have
been shown to cause epigenetic reprogramming of gametes or embryos in rats (Barton

et al., 2005; Barton et al., 2007).

Advances in treatment of cancers have resulted in increased long-term patient survival
(Sklar ez al., 2006), especially for young patients who have a survival rate of 70-90%
(Linet et al., 1999; Pulte et al., 2008). Thus, avoiding side effects of these treatments,
including infertility, have become increasingly important. Risk factors for
chemotherapy-induced ovarian failure include patient age, type and dose schedule of
treatment, and genetic determinants (Byme, 1999; Meirow and Schiff, 2005).
Epidemiological studies have demonstrated that exposure to chemotherapy drugs,
especially alkylating or DNA-damaging agents, and radiation can result in decreased
fertility, temporary or permanent amenorrhea (loss of menstrual cyclicity), and/or
reduction in ovarian follicles (Byrne, 1999). Young women who have undergone
chemo- or radiotherapy have a greater risk of undergoing premature reproductive failure
than untreated women, even if they regain normal ovarian function after treatments end
(Chemaitilly et al., 2006, Meirow and Nugent, 2001; Meirow and Schiff, 2005; Sklar et
al., 2006; Sklar, 2005; Byrme, 1999). These studies suggest that a woman can have
treatment-induced effects on both growing (acute effects) and primordial (long-term
effects) ovarian follicles. If some primordial follicles are eliminated by agents that
cause DNA damage, this could suggest that some of the gametes that survive such
exposures have permanent changes. This is a major source of concern for potential
mothers who have undergone cancer treatments (Byrne et al., 1998; Signorello ef al.,
2006).

CPA is one of the most commonly used chemotherapeutic drugs, particularly for
treatment of cancers in children (e.g. leukaemia, Hodgkin’s and non-Hodgkin’s
lymphomas) and women of reproductive age (e.g. breast cancer, bone and soft tissue
sarcomas) (Colvin, 1999; Sklar et al., 2006; Chemaitilly ef al., 2006; Meirow et al.,

1999; Hurley, 2002). It is also used as an immunosuppressant, for autoimmune



diseases, multiple sclerosis and preventing organ transplant rejection (Krishnan et al.,
2008; Allison, 2000; Manger et al., 2006). CPA must be activated by cytochrome P-450
enzymes before the active cytotoxic metabolite, phosphoramide mustard (PM), can be
formed (Colvin, 1999; Anderson et al., 1995). PM destroys rapidly dividing cells, such
as cancer cells, by binding covalently to DNA, inducing DNA-DNA and DNA-protein
crosslinks, and double-strand breaks (DSBs) (Colvin, 1999; Hurley, 2002; Helleday er
al., 2008). PM has also been shown to be the active ovotoxic metabolite in vivo
(Plowchalk and Mattison, 1991) and in vitro (Desmeules and Devine, 2006). Its
genotoxicity may also be the mechanism by which PM induces ovarian follicle loss. In
cancer patients given CPA, rapid amenorrhea can occur, likely from antral follicle
destruction (Sonmezer and Oktay, 2006; Uldall ef al., 1972) CPA-induced premature
ovarian failure can also result from primordial follicle depletion (Sonmezer and Oktay,
2006; Manger et al., 2006; Chemaitilly ef al., 2006; Brunner e al., 2006). In rodents,
CPA has species-specific differences in ovarian toxicity, with loss of dormant
primordial follicles in mice (Plowchalk and Mattison, 1991; Plowchalk and Mattison,
1992; Meirow et al., 1999) and loss of antral follicles in rats (Ataya ef al., 1989; Davis
and Heindel, 1998; Jarrell et al., 1991; Jarrell ef al., 1987).

Drugs such as CPA may cause DNA DSBs, one of the most toxic forms of DNA
damage, in oocytes. An early event in DNA DSB response is the phosphorylation of
the histone H2A variant, H2AX (Rogakou ef al., 1998). It is widely distributed
throughout the chromatin, helping form the nucleosome around which DNA is wound.
The phosphorylation of H2AX (yH2AX) at Ser139 occurs rapidly at sites of DNA
DSBs by members of the phosphatidylinositol-3 kinase related kinase family (PIKK),
including ataxia-telangiectasia mutated (ATM), ATM-related (ATR) and DNA-
dependent protein kinases (DNA-PK), which become activated in response to DNA
damage (Durocher and Jackson, 2001; Burma ef al., 2001; Bakkenist and Kastan, 2003;
Khanna et al., 2001). YH2AX plays an important role in recruiting and maintaining
DNA repair molecules at the site of damage until repair is complete, and has become
the gold standard for localizing DNA DSBs (Sedelnikova et al., 2002; Rogakou ef al.,
1998; Rogakou et al, 1999; van Attikum and Gasser, 2005; Paull et al., 2000;

Fernandez-Capetillo et al,, 2003). It has been observed in cell lines after toxic
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exposures, and during apoptosis and sister-chromatid exchange (Paull ef al., 2000; Kato
et al., 2008). YH2AX has also been observed in human oocytes following exposure to
ionizing radiation or high dose chemotherapy exposure (Suh e al., 2006; Takai ef al.,
2007; Fernandez-Capetillo et al., 2004).

We have previously shown that single exposures of >3 M PM induced pre-antral
follicle depletion (>90%) of cultured mouse ovaries, with morphologic changes in
primordial and small primary follicles visible as early as 24 h following exposures
(Desmeules and Devine, 2006). The integrity of the gamete genome is required for the
health of offspring. Both granulosa cells and oocytes could be affected by PM, but
oocytes, arrested in meiosis, may be more sensitive than somatic cells to DNA damage.
The response of oocytes to such injury has been poorly studied. Therefore, in this
study, we examine the possibility that the mechanism by which PM induces ovarian
follicle loss involves DNA DSBs in oocytes. We demonstrate here that DNA DSBs are
present predominantly in oocytes of small ovarian follicles and that some DSBs persist
for up to 8 days. Results suggest that DNA damage detection and repair mechanisms

may be active in oocytes.
Materials and Methods

Animals. Breeding colonies of CD-1 mice and Sprague-Dawley rats (Charles River,
Montréal, QC) were maintained to produce pups for use in in vitro ovarian culture
experiments. Rodents were housed in plastic cages under a 12 h light/dark photoperiod
and received food and water ad libidum. Ovaries were collected from post-natal day 4
(PND4) female pups (day of birth designated as day 0). For in vivo experiments, 35-
day-old adult female CD-1 mice (Charles River) were housed as described above. All
animals were allowed to acclimate for 5 days before experiments began. All
experimental procedures were approved by the INRS Animal Care and Use Committee

and conformed to Canadian Council on Animal Protection guidelines.

In vitro Ovarian Culture and Ovotoxic Exposures. Whole PND4 ovaries were cultured
in vitro as previously described (Desmeules and Devine, 2006; Devine et al., 2004).
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Culture medium was replaced every 2 days. Exposures were initiated on day 4 of
culture, and chemicals were removed during the subsequent replacement of culture
medium. PM (cyclohexylammonium salt; National Cancer Institute, Bethesda, MD),
was dissolved in culture medium immediately before exposures. Wortmannin (Wtn;
Sigma Chemical Co., Oakville, ON) was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO,
0.5%), diluted in culture medium, and applied 8 h after the start of PM exposure.
DMSO (0.5%) was also added to wells of control ovaries in experiments with Wtn. For
exposures to radiation, ovaries were placed in petri dishes for exposure to a '*’Cs source
at a dose rate of 6.3 x 10 Gy/s (Gamma Cell; Atomic Energy Canada), then put back
into culture plates and fixed 2 days later.

Ovaries were fixed at specific time points after exposures in either Bouin’s fixative 24
h) for follicle counts or in 3.7% buffered formaldehyde for immunohistochemistry

(IHC, 4-24 h).

In vivo Exposures. A single intraperitoneal injection of 0.9% saline (vehicle) or
cyclophosphamide (75, 150 or 250 mg/kg in 0.9% saline; Sigma) was given to mice.
Groups of mice were then sacrificed 1 and 8 days after exposure (3-5 per treatment
group per time point). At necropsy, body and organ weights were recorded. One ovary
from each mouse was preserved in Bouin’s fixative for follicle counts and the other in

buffered 3.7% formaldehyde for THC.

Ovarian follicle Counts. Bouin’s-fixed ovaries were embedded in paraffin following
standard histological procedures. Tissue sections (5um) were cut and stained with
haematoxylin and eosin, and ovarian follicle populations were determined as described
previously for cultured (Desmeules and Devine, 2006) or adult ovaries (Mayer et al.,
2004) in every 12 or 20" section, respectively. Healthy follicles were counted separately
from those that had pyknotic (eosinophilic) oocytes or >3 pyknotic granulosa cells.

Counting was done manually by two observers without knowledge of sample identity.
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Immunohistochemistry. For cultured ovaries, formaldehyde fixed tissues were
sectioned at 5 pm and two adjacent sections of every 12 were kept for fluorescent
immunchistochemical staining for YH2AX using a polyclonal rabbit antibody (1:50
dilution, Upstate) overnight at 4°C with all other steps done as previously described
(Desmeules and Devine, 2006). Images were taken using a Leica DMRE fluorescent
microscope (Deerfield, IL) and digitized using ImagePro Plus software (version 5.0,

Media Cybernetics, Silver Spring, MD) on a Sensicam camera (Optikon, Kitchner, ON).

Semi-Quantitative Analysis of yH2AX Foci. To quantify the amount of DNA DSBs
following immunohistochemical staining for YH2AX, the numbers of YH2AX foci
(intensely staining points in the nucleus) were counted in each oocyte of every follicle
in two sections, at least 12 sections apart, of each ovary. Primordial, small or large
primary follicle stages were analyzed separately. Follicles were divided into 2
categories based upon the number of foci found: 0-4 or >5 foci/nucleus, similar to
methods described in (Aguilar-Mahecha ef al., 2005). Counting was done manually by

two observers without knowledge of sample identity.

Western blots. For analyses of proteins by Western blot, 5 fresh cultured neonatal
ovaries per treatment were pooled and homogenized manually in 40 pL of cell culture
lysis reagent/phenylmethyl sulfonyl fluoride (1X CCLR/PMSF) lysis buffer (Cell
culture Lysis 5X Reagent, Promega) including phosphatase inhibitors (Halt Phosphatase
Inhibitor Cocktail, Pierce). Histones were isolated from adult CD-1 mouse testes as
described in (Allis et al, 1979) and used as a positive control for H2AX
phosphorylation. Proteins were separated by gel electrophoresis on a 15% sodium
dodecylsulphate-polyacrylamide gel (85 min, 120 v), then transferred to a nitrocellulose
membrane (75 min, 100 v, Mini Protean 3, Biorad, Mississauga, ON). Membranes were
blocked in 5% bovine serum albumin (BSA, fraction V)/Tris buffered saline with 0.15%
Tween 20 (pH 7.6, TBST) for 1 h at room temperature, then exposed to rabbit anti-
YH2AX primary Ab overnight at 4°C (1:2,000, diluted in 5% BSA/TBST; Upstate).
Membranes were then washed 4 x 5 min with TBST, and incubated with secondary Ab

for 2 h at room temperature (horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody,
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1:10,000, diluted in TBST; Vector Laboratories). After washing again 4 x 5 min with
TBST, bands were visualized with the Immun-Star HRP chemiluminescent kit (Biorad).
Membranes were stripped with stripping buffer (0.5M Trizma-HCI pH 6.7, 10% SDS,
2% B-mercaptoethanol) at 67°C for 8 min, washed 3 x 10 min in TBST and incubated
overnight 4°C with H2AX 1°Ab (Upstate; 1:5,000), followed by the same steps as

listed above.

Statistical Analysis. For comparisons of follicle numbers and body and organ weights
among treatment groups, One-way ANOVA was used, followed by a Tukey post-hoc
test, when appropriate. When data were not normally distributed, a Kruskall-wallis non
parametic test was performed, followed by a Dunn’s post-hoc test. Follicle numbers in
ovaries cultured in the presence or absence of Wtn were compared by Student’s T test
for each PM concentration separately, because experiments were performed separately

for each PM concentration.

For the time course of YH2AX foci, the statistical analysis was done using the Fisher
exact test, because many data points were near 0 or 1, making the Chi-squared test
inappropriate. For comparisons of time points for specific concentrations, time points 6
to 9h and 12 to 48 h were grouped and compared with Fischer’s exact test. When
statistical differences were determined, a likelihood ratio test was done to assess the
heterogeneity of proportions for those time points. Following this test, time points were
compared to each other with Fisher’s exact test and by a G test for evaluation of
homogeneity of distributions. Then a multiple analysis of distribution was performed
using Chi-square tests to regroup time points with homogeneity of proportions for
number of foci when divided into the two classes (0-4 and >5 foci/oocyte) (Scherrer,

1984). Analyses were done with JMP (Version 5.1, SAS Institute Inc, Cary, NC).

For IHC analysis of YH2AX foci for testing concentration-dependent effects of PM at 1
and 8 days, numbers of foci were compared among concentrations for each time point
and follicle type separately. The number of follicles with >5 foci/oocyte at different

concentrations were found not to be normally distributed, and so were compared
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separately for the 24 h and 8 day time points using a Kruskall-wallis nonparametic test,
followed by a Dunn’s post-hoc test. Analyses were done with Graphpad Prism (Version
5.01, GraphPad Software, La Jolla, CA).

Results
Cellular and sub-cellular localization of DNA double-strand breaks in oocytes

Fluorescent IHC was used to determine whether or not PM could induce DNA DSB in
cultured ovaries and, if so, to identify the specific cell and follicle types in which this
may occur. To do this, localization of YH2AX was examined in cultured mouse ovaries
following exposure to 3 and 10 uM PM, concentrations known to cause rapid and
significant follicle loss in this system (Desmeules and Devine, 2006). YH2AX staining
appeared as bright points within nuclei (foci), predominantly in oocytes (Fig. 1a-b).
Small numbers of individual granulosa cells also were stained, but the staining pattern
was more intense and distributed throughout the nucleus (not shown), rather than the
individual foci observed in oocytes (Fig. 1). No staining was observed in any other
ovarian cell types of cultured ovaries, and no staining was observed when the primary
antibody was not used (Fig. 1c). In untreated ovaries, there were very few granulosa
cells or oocytes with YH2AX staining (0-3 % of follicles contained >5 foci/oocyte),
suggesting that DSB formation is normally relatively rare. In contrast, yH2AX foci were
abundant in ovaries exposed to 3 or 10 pyM PM (Figs. la-c and 2), with up to 80% of
small follicles containing >5 foci/oocyte. Only rarely were oocytes stained in a similar

pattern as granulosa cells, with their whole nucleus stained brightly (data not shown).

To compare PM-induced injury to a known inducer of DNA DSBs, cultured ovaries
were exposed to ionizing radiation (IR) (Rogakou ef al., 1999; Kato et al., 2008; Celeste
et al., 2002). Preliminary tests in our laboratory determined that exposures to >0.5 Gray
(Gy) caused complete loss of healthy ovarian follicles in cultured ovarian follicles when
examined 2 days later (data not shown). YH2AX staining was observed in IR-exposed

ovaries in similar punctate patterns of foci as those seen with PM. Oocytes of all follicle
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types had nuclear YH2AX foci, and a few granulosa cells were also stained. Foci could

be observed as early as 1.5 hours following exposures to IR (2 Gy, Fig. 1d).

The specificity of the yYH2AX antibody was confirmed by Western blot analysis, using
isolated histones from testes and total ovarian and testicular homogenates. No bands
were observed in normal ovaries whereas a single band was observed at 15 kDa in
isolated histones and whole testis homogenates (data not shown). Western blot analysis
also confirmed increased YH2AX in cultured PND4 mouse ovaries exposed to 10 uM
PM for 24 h (Fig.3, lane 1 and 2). Isolated histones and whole testis homogenates were

used for controls (Fig.3, lane 3 and 4).
Timing of DNA double-strand break formation in oocytes

The timing of PM-induced YH2AX foci formation was determined by fixing cultured
mouse ovaries at specific times after single exposures to PM. Most primordial (70-80%)
and small primary (80-99%) follicles had >5 foci/oocyte between 12 and 24 h after
exposure to 10 uM PM. Significant elevations above controls in primordial follicles
with 25 YH2AX foci/oocyte were observed between 9 and 24 hours for those exposed to
10 pM and from 9 through 48 h for those exposed to 3 uM (p<0.05, Fig. 2). There were
significant concentration-dependent differences in numbers of stained follicles (p<0.05).
Although there were no statistically significant increases in numbers of foci in large
primary or small secondary follicles exposed to 3 or 10 uM PM, tissues did have some
follicles of these stages with oocytes containing YH2AX staining, notably after 18 and
24 h of exposure (Fig. 1a-b; 3 uM data not shown).

Inhibition of H2AX Phosphorylation Sensitizes Primordial Follicles to PM
If oocytes can repair PM-induced DNA DSBs, inhibiting the enzymes that
phosphorylate H2AX should increase small ovarian follicle loss by inhibiting the

recruitment of the DNA repair machinery. The fungal metabolite Wortmannin (Wtn), a
known inhibitor of the PIKK family (Sarkaria et al., 1998), was added to cultures 8h
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after PM exposures began, just prior to the first appearance of YH2AX foci (Fig. 4), due
to its short half-life in culture (Ludeman, 1999). Although neither Wtn nor 1 pM PM
alone significantly decreased primordial follicle numbers relative to untreated ovaries in
these experiments, primordial follicle numbers were significantly decreased in ovaries
co-exposed to 1 pM PM and Win compared to either untreated ovaries or those exposed
to 1 uM PM alone (p<0.05, Fig.4). No effect was observed at the lower PM
concentration tested (0.3 pM, p>0.05, Fig. 4) or for primary follicles at either

concentration (p>0.05; data not shown).
Concentration-dependent induction of DSBs parallel PM-induced follicle loss

The PM concentrations tested thus far cause almost complete follicle elimination in
cultured mouse ovaries (Desmeules and Devine, 2006) and are above circulating levels
attained in chemotherapy (0.3 uM with a dose of 1 g/kg CPA either orally or iv) in
patients (Struck et al., 1987). Significant losses of primordial follicles (92 % loss
relative to controls) occurred 8 d after exposure to >3 uM PM (p<0.05, Fig. 5A), in
concordance with previous experiments where ovaries were exposed on d 1 of culture
(Desmeules and Devine, 2006). In contrast, numbers of small primary follicles were
significantly decreased even at the lowest concentration tested (0.1 pM PM, p<0.05,
Fig. 5B), decreasing from 38 % with 0.1 pM to 87 % with 3 uM. No significant

differences were detected for larger follicles.

The numbers of follicles with yH2AX foci were determined 24 h and 8 d after
exposures to 0.1-1 uM PM. Significant increases in follicles with >5 foci/oocyte were
observed 24 h after exposures to concentrations of 1 and 0.3 uM PM for primordial and
small primary follicles, respectively, relative to untreated control ovaries (p<0.05, Fig.
6). There were fewer follicles with >5 yYH2AX foci/oocyte 8 days after exposure than
after 24 h. Whereas 12% and 37% of primordial follicles had >5 foci/oocyte from 0.3
and 1 uM PM, respectively, at 24 h, ovaries had 2 and 7% of their primordial follicles

marked at 8 d with these same concentrations. There were still significantly more
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primordial and small primary follicles with >5 foci/oocyte at 8 d with 1 uM PM than in
controls (Fig. 6).

Cross-species comparison of chemically-induced ovarian toxicity and DNA damage

Using the same neonatal ovarian culture system as for mice, the sensitivity of cultured
rat ovaries to PM was characterized. Follicle counts of rat ovaries 8 d after a single
exposure to PM on d4 of culture revealed that primordial and small primary follicle
numbers were significantly reduced at concentrations of >30 uM PM, compared to
controls (p<0.05; Fig. 7). No significant differences in numbers of larger follicles were
observed. Numbers of YH2AX foci were just as low in control rat ovaries as in mouse
ovaries (~2%, Fig. 8). The numbers of oocytes with >5 yH2AX foci/oocyte significantly
increased in both primordial and small primary follicles of rat ovaries exposed to >10
MM PM for 24 h (p<0.05), but not at lower concentrations, relative to untreated ovaries
(Fig. 8). Granulosa and interstitial cells appeared to be more frequently stained than in
mouse ovaries (not shown), but most staining was still found in oocyte nuclei (Fig. 8A-

o).
In vivo sensitivity of small ovarian follicles to PM-induced DNA damage

In order to verify that effects observed in culture correspond to events which occur in
vivo, ovarian follicle loss and the formation of DSBs in follicles were examined
following in vivo exposures of mice to cyclophosphamide. CD-1 mice given single ip
injections of CPA (75, 150, or 250 mg/kg) did not have any changes in kidney or body
weights either 1 or 8 d after exposures compared to saline-injected controls (p>0.05,
Table 1). Spleen weights were significantly decreased 1 d after exposures and
significantly increased 8 d later in mice dosed with 150 or 250mg/kg CPA, relative to
mice given saline (p<0.05, Table 1). Liver weights were significantly increased 8 d
after exposures in mice dosed with 250 mg/kg CPA (p<0.05). Primordial ovarian
follicles were significantly decreased at both time point but only significantly at the 24
h time point in mice given 250 mg/kg CPA (p<0.05, Fig. 9A,D), whereas antral follicles
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were not significantly different because of high variability between ovaries (Fig. 9C, F).
There were no significant differences in any other follicle type (Fig. 9B, E and data not

shown).

YH2AX foci were observed by IHC in ovarian sections of all three CPA-treated groups.
Some cells in corpora lutea and granulosa cells of larger follicles were brightly stained,
whereas oocytes of smaller follicles had similar foci to what was seen in vitro (data not
shown). Since the majority of adult ovaries contain mostly corpora lutea and large
antral follicles, the small numbers of small ovarian follicles per section and high
background staining made identification of foci difficult and quantification of foci in

adult ovaries impossible.
Discussion

Our results demonstrate loss of follicles and H2AX phosphorylation in oocytes at
pharmacologically relevant concentrations within the range that have been observed in
patients (Struck et al., 1987). In fact, some women are exposed to higher (up to 600
mg/kg) or repeated doses of CPA, or to combinations of drugs (Moore, 1991), so that
conditions used in our studies may not represent the most severe situation to which a
woman could be exposed. Levels as low as 0.1 pM PM caused significant decreases in
small primary follicles in cultured mouse ovaries. Significant increases in follicles with
YH2AX foci occurred at 1uM. YH2AX was observed in oocytes within hours of a single
exposure to PM or IR in vitro, with some foci remaining for up to 8 days. Results
provide evidence that the underlying mechanism by which chemotherapy or radiation
induces follicle loss is through DNA damage in gametes. Furthermore, effects of PM
were similar in rats and mice, and the in in vitro culture system closely mimicked what

was seen in vivo.
At least three outcomes are possible for oocytes with DNA damage: (1) elimination if

damage is too severe, (2) survival in spite of injury, or (3) survival following repair of

damage. The first outcome does occur, as shown by decreased follicle numbers
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following exposures to alkylating agents in vitro and in rodents, and follicle loss and
fertility problems in some female chemotherapy patients (Meirow et al., 1999; Byrne,
1999; Meirow and Nugent, 2001; Meirow and Schiff, 2005; Sklar et al., 2006). Also, we
found small numbers of follicles do persist with YH2AX foci, at least up to 8 d after
exposures in vitro. Our results, however, do not prove conclusively that oocytes are able
to repair their DNA, although increased sensitivity of cultured ovaries to PM with co-
exposure to WTN suggests active repair processes. There is some evidence in the
literature for active DNA repair in oocytes, but almost all has been obtained from
indirect methods, with ovulated oocytes or extracts of non-mammalian oocytes
(reviewed in (Ashwood-Smith and Edwards, 1996). Alternative strategies are needed to
more directly assess the capacity of mammalian oocytes to repair DNA damage under

the conditions used here.

Thus far, epidemiological studies have not characterized detrimental effects of
chemotherapeutic exposures on offspring of female patients (Byme et al., 1998;
Chemaitilly et al., 2006), although there was an increased risk for pre-term birth
(Signorello et al., 2006). In contrast, female mice exposed once to CPA at specific times
before mating had increased malformation rates in progeny, and the timing between
exposure and such defects suggests changes at all follicle stages (Auroux et al., 1990;
Meirow et al., 2001; Meirow and Nugent, 2001). Similar increases in malformations of
offspring of male CPA-exposed rats were also observed (Trasler et al., 1986; Hales et
al., 2005), as well as DNA damage in gametes (Aguilar-Mahecha et al., 2005). Of
course, mechanisms other than DNA damage may also underlie defects in gametes and
embryonic development, including changes in microtubules, chromatin structure, or
epigenetic changes (Albertini, 1992; Barton et al., 2005; Trasler, 2006).

The phosphorylation of H2AX is an early step in the cellular response to DSBs that
helps recruit essential DNA repair factors to the site of DNA damage (Rogakou et al.,
1998; Paull et al., 2000; Modesti and Kanaar, 2001). In cell lines, foci appear within
minutes and are repaired in minutes to hours (Rogakou et al., 1998; Sedelnikova et al.,

2002; Staszewski et al., 2008). YH2AX foci in oocytes were significantly more
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prevalent than in controls starting 9 h after PM exposure, later than what occurs in cell
lines but still earlier than morphological changes (Desmeules and Devine, 2006). The
mechanism of PM cytotoxicity has been determined in other cell types to be DSB
formation (Ludeman, 1999). Furthermore, the presence of YH2AX in oocytes implies an
induction of DSBs, although temporary generation of DSBs may also occur in the
process of repairing multiple other types of DNA damage, including DNA adducts,
strand cross-links, or single stand breaks (Niedernhofer et al., 2004). Other measures of
DNA damage, such as TUNEL staining or alkaline elution of DNA, have not proven as
sensitive or useful in detecting individual DSBs in oocytes. Co-localization of YH2AX
foci with other signaling and repair molecules following DNA-damage, shown under
multiple conditions (Paull et al., 2000), could help confirm DSB formation and identify
the DNA repair pathway(s) active in oocytes.

The response to PM exposure and DNA damage appear to vary in a cell- and follicle
stage-dependent manner in ovaries. The timing of primordial follicle loss correlated
well with in vitro results (Desmeules and Devine, 2006) and the short half-life (18 min)
of PM (Ludeman, 1999), but the greater sensitivity of small primary follicles to PM
found in vitro was not observed in vivo. This may have been due to differences in
follicle dynamics between the two systems. Both granulosa cells and oocytes contained
YH2AX staining following PM exposures, with more foci in oocytes than in somatic
cells of small follicles. This parallels the morphologic changes we previously reported
in cultured mouse ovaries (Desmeules and Devine, 2006). It is possible that small
numbers of injured granulosa cells underwent rapid repair, apoptosis, or even necrosis
with loss of the signal, but such changes were not observed at early time points
examined in our experiments. YH2AX was observed in oocytes of all follicle stages, but
numbers of follicles and morphology of oocytes of large primary through antral follicles
were unaffected either in vitro or in vivo. These follicles may have either a better ability
to respond to DNA damage than smaller follicles or such injury can be ignored at those
stages. If injured follicles continue developing, this may partly explain the increase in
malformations observed during the weeks following a single CPA exposure to female

mice before mating (Meirow et al., 2001). The long dormancy of cocytes of primordial
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follicles and their supposedly low metabolic activity may make them particularly

sensitive to insults from exogenous or endogenous toxic substances (Hirshfield, 1997).

We found that both the types of follicles and cells affected, as well as the localization of
YH2AX foci in cultured ovaries, were consistent in ovaries of both mice and rats in
vitro. This is evidence for a common mechanism for ovarian follicle loss involving
DNA damage in oocytes. In contrast to these similarities, rat ovaries required exposures
to approximately 10-fold higher PM concentrations than mouse ovaries before
significant changes in either foci formation or follicle loss occurred. These quantitative,
intrinsic differences in sensitivity of ovaries to PM could be due to variations in ovary-
or oocyte-specific detoxification, DNA repair capabilities, or even penetration of
ovaries that are different sizes. This disparity in sensitivity could complicate predictions
of ovotoxicity in humans, and better understanding of these differences would improve

the translatability of animal or in vitro models.

The chromosomal integrity of gametes is essential for the health of offspring, and there
may be possible long-term effects of DSBs and/or DNA damage in oocytes on fertility
and progeny. We observed that not all injured oocytes are eliminated, since foci are still
present 8 d after exposures and YH2AX is thought to remain at DSBs until repair is fully
accomplished (Redon et al., 2002). Exposure-induced follicle loss has been reported for
other genotoxic drugs, radiation, cigarette smoke, and pollutants (Hoyer and Sipes,
1996; Brunner et al., 2006; Chemaitilly et al., 2006; Manger et al., 2006; Sonmezer and
Oktay, 2006) and some of these have been shown to induce DNA damage in other
models. Thus, DSB formation in oocytes may be a common mechanism of
ovotoxicants. Furthermore, results raise concern for the use of GnRH antagonists and
other agents in preserving fertility in chemotherapy patients (Somers et al., 2005;
Blumenfeld, 2007), which may preserve damaged follicles. Also, both primordial
follicle loss and DNA damage can be cumulative if damage is not repaired, so even
low-level, daily environmental exposures could lead to earlier ovarian failure or
compromised gametes. The latter has the potential to be a mechanism through which

some embryo/fetal losses or malformations occur. Future work will examine other

57



chemicals that may induce DNA damage in gametes, as well as the ultimate fate of

injured gametes in vivo.
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FIGURE LEGENDS

Fig.1. Detection of H2AX phosphorylation in oocytes of small ovarian follicles after in
vitro exposures of cultured ovaries. PND4 CD-1 mouse ovaries were cultured and
exposed to PM and fixed at certain time points after exposure. Fluorescent
immunohistochemical detection of YH2AX (red) was performed on cultured PND4 CD-
1 mouse ovaries exposed on d4 of culture to different concentrations of PM (a-c, f, g, i,
J)» 2 Gy ionizing radiation (IR, d) or nothing (e,h) and fixed after 24h (a-g) or 8d (h-j).
Nuclear staining was done with Hoechst (blue). Negative control (c) was stained

without primary antibody, Scale bar = 10 um. (b) is an enlargement of (a).

Fig.2. Time course of YH2AX foci formation in oocytes of (A) primordial and (B)
small primary follicles in response to in vitro PM exposure. PND4 CD-1 mouse
ovaries were exposed to 3 or 10 pM PM on d4 of culture and fixed 6-48 h later.
Following histology and fluorescent immunohistochemistry, numbers of YH2AX foci
were counted in all follicles of 2 sections from each ovary. Values represent the percent
of follicles with 5 or more foci/oocyte. * = significant difference from controls, § =
significant difference between PM concentrations, p<0.05; 2-4 ovaries in each of 2-3

separate experiments.

Fig.3. Western blot detection of phospho-H2AX and H2AX (15 kDa) in cultured PND4
mouse ovaries and adult mouse testes. Proteins were extracted from PND4 mouse
ovaries cultured for 24 h; in the absence (lane 1) or presence (lane 2) of 10 uM PM, and
from adult mouse testis homogenate (lane 3) or isolated histones from testes (lane 4)
were separated on a 15% SDS-polyacrylamide gel, transferred to nitrocellulose, and
probed sequentially for phospho- H2AX and total H2AX.
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Fig.4. Primordial ovarian follicle numbers in cultured PND4 CD-1 mouse ovaries are
depleted after co-exposure to PM and Wortmannin (Witn). Isolated PND4 mouse
ovaries were exposed to 0.3 or 1 pM PM on d4 of culture, followed by the addition of
Wtn 8 h later. Ovaries were fixed for follicle counts 48 h after the start of PM
exposures. Follicle numbers per ovary were compared between conditions for each PM
concentration by Student’s T-test. Values are means + SEM, * = p<0.05, significant
difference from controls, NS= not significant; n=3-4 ovaries per condition per

experiment in 3 separate experiments.

Fig.5. Small ovarian follicle numbers in cultured PND4 CD-1 mouse ovaries are
reduced by PM exposures in vitro. Isolated PND4 mouse ovaries were exposed to PM
in vitro on d4 of culture and fixed 8 days later. Classification and counting of follicles
was performed in every 12" section of each ovary as described in Methods. Values are
means + SEM, * = significant difference from controls, ANOVA,* = p <0.05, ** = p

<0.01, n = 8-11 ovaries per condition in 4 different experiments.

Fig.6. Percent of oocytes of small ovarian follicles with 5 or more YH2AX foci per
oocyte after in vitro PM exposures of cultured mouse ovaries. Immunofluorescent
detection of YH2AX foci was performed on sections of ovaries exposed in culture to
0.1-3 uyM PM and cultured for another 24 h or 8 d, as described in Methods.
Quantification of YH2AX foci was performed by visually counting numbers of foci per
oocyte. Values represent percent + SEM of (A) primordial and (B) small primary
follicles which had >5 yH2AX foci/oocyte, and significance was determined by
ANOVA, * = p<0.05, significant difference from controls, 6-10 ovaries per condition in

3-4 different experiments.
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Fig.7. Small ovarian follicle numbers in cultured PND4 Sprague-Dawley rat ovaries are
reduced following exposures to PM. Ovaries were exposed to PM in vitro on d4 of
culture and cultured for an additional 8 days before fixation and histological processing.
Follicle counting was performed on every 12" section of each ovary. Values represent
means + SEM, significance was determined by ANOVA. * = p<0.05, ** = p<0.05
significant difference from controls, n=7-9 ovaries per condition in 4 separate

experiments.

Fig.8. Detection and quantification of YH2AX foci in oocytes of small ovarian follicle
of cultured PND4 Sprague-Dawley rat ovaries exposed to PM in vitro.
Immunohistochemistry was performed for YH2AX on ovarian sections of cultured rat
ovaries (A-C) 24 h after exposure to PM as described in Methods. Quantification of
YH2AX foci was performed by counting numbers of foci in all oocytes 24 h after in
vitro exposure to PM. Values represent the percent + SEM of (D) primordial and (E)
small primary follicles with >5 YH2AX foci/oocyte, * = p<0.05, significant difference
from controls, n = 6-8 ovaries per condition in 3-4 separate experiments. Scale bar = 10

pum.

Fig. 9. Ovarian follicle populations in adult CD-1 mice following a single exposure to
cyclophosphamide. Healthy (A,D) primordial, (B,E) small primary and (C-F) antral
follicle numbers (A-C) 24 h and (D-F) 8 days after a single ip injection of.75-250 mg
CPA/kg bdw. Classification and counting of follicles was performed in every 20"
section of each ovary as described in Methods. Values represent means + SEM,
significance was determined by ANOVA, * = p<0.05, significant difference from
controls, n = 9-10 ovaries per treatment group in 3 separate experiments for each time

point.
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Table 1.Body and tissue weights of female CD-1 mice sacrificed following a single ip
injection of cyclophosphamide.

Time Exposure

point  (mgCPAkg Body(g)  Liver(g) Spleen (g) Kidney (g)
body weight)

24 hours Saline 23+£08 1.29+004 0.095+0.006 0.38+0.01
75 24+£07 130+£005 0.071+£0.006 0.36+0.01
150 23+08 124+005 0.067 £0.005° 0.36+0.01
250 23+£0.7 1.27+0.04 0.055+0.002"  0.39 +0.02
8 days Saline 25£06 1.29+0.02 0.093+0.004 0.37+0.01
75 25+05 1.28%005 0.104 £0.006 0.38+0.02
150 24£09 141+£005 0.141 +0.01" 0.39+0.01
250 2408 145+0.03°  0.170+0.01° 0.40 + 0.01

Values are means + SEM.

* represent statistically significant differences (p < 0.05) between treated groups and saline
control for each tissue and time point.
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8

24

3 uM

Control 10 M
PM concentration
- D. Primordial E. Small Primary
*
] 5). -
g E" 0 * 3 * *
E’. 3 40 - :
n & 304 30 -
2 ) 2
£ 101 [‘1 10- I‘I'l
X 2 0 =1 0 +—c2td
01 31030 01 31030
PM Concentration (uM)



Figure 9
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Discussion générale

Le systéme in vitro a plusieurs avantages, pour certains types d’expériences, par
rapport aux expériences in vivo mais aussi des limitations. Premiérement, les ovaires de
rongeurs nouveau-nés contiennent un grand nombre de follicules primordiaux comparé
aux ovaires adultes (Hirshfield, 1991; Rajah ef al., 1992). Leur nombre (1 millions lors
de la naissance et des milliers chez I’adulte) est un facteur important pour quantifier les
effets ou changements mineurs qui ne seraient pas observé chez les adultes ou les
follicules sont dispersés & travers I’ovaire (Faddy et al., 1992; Faddy, 2000; Encha-
Razavi et Escudier, 2003). Le systtme de culture nous permet d’effectuer des
expériences avec des inhibiteurs et/ou différents types d’expositions (un seul agent ou
plusieurs mélangés) pour déterminer leurs effets sur les ovaires et follicules sans les
interactions et réactions in vivo (Devine et al., 2002; Desmeules, 2006; Desmeules et
Devine, 2006). Nous pouvons étudier différentes espéces sans avoir des différences
d’absorption ou de métabolisme hépatique et d’autres organes, qui peuvent affecter les
résultats in vivo. Méme si le systéme de culture a plusieurs avantages, il y a aussi des
limites associées a ce systéme. Le manque de FSH in vitro limite les stades folliculaires
dans les ovaires cultivés car les quelques petits secondaires qui sont présents ne peuvent
pas continuer leurs développements puisqu’ils n’ont pas les stimulations hormonales
nécessaires (Hirshfield, 1991; Desmeules, 2006). Aussi, le petit nombre de ces stades
plus matures limites les études possibles puisque nous n'avons pas assez pour faire des
statistiques fiables. Une autre limitation du systéme est la maniére non physiologique
dont les xénobiotiques pénétrent 1’ovaire. Lors de la culture 1’absorption est via
I’épithélium comparé 4 in vivo ou I’ovaire est exposé via les vaisseaux sanguins. Malgré
ces limitations dont nous sommes conscient, les cultures peuvent nous aider a répondre

a des questions que le systéme in vivo ne permettrait pas.

La réduction du nombre de follicules primordiaux in vitro aprés une exposition
aigue & la MP (Petrillo ez al., en préparation) est en accord avec nos résultats déja
publiés (Desmeules et Devine, 2006). Les expositions de chaque étude ont été effectués

a deux points de temps différents soit au jour 0 soit au jour 4 de culture. Cela nous
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permettaient d’exposer majoritairement des follicules primordiaux ou plusieurs stades
folliculaires, respectivement. Le nombre total de follicules primordiaux diminue
pendant la culture car il y a une vague de mort naturelle des follicules pendant les
premiers 2-3 jours du développement ovarien (Hirshfield, 1991; Rajah et al., 1992;
Pepling, 2006). Alors, commencer la culture au jour 4 de culture nous permet d’avoir
un nombre de follicules plus stables lors de I’exposition (Desmeules, 2006). Le temps
d’exposition est un important facteur a considérer lorsqu’on veut exposer certains stades

folliculaires, mais les effets de la MP étaient pareils pour les deux types d’expériences.

Lors des expériences in vitro, les follicules petits primaires semblent plus
sensibles aux faibles concentrations de MP que les primordiaux. Méme la plus faible
concentration de MP testée (0,1 pM) a significativement réduit le nombre de follicules
petits primaires (Petrillo et al., en préparation). Cela pourrait étre 1ié & un plus grand
nombre de follicules en croissance présents lors de 1’exposition au jour 4 de culture au
lieu du jour 0, donnant plus de puissance pour les statistiques. L’autre possibilité est que
certains des follicules primordiaux affectés par 1’exposition n’ont pas survécu a la
transition aux stades petits primaires causant une réduction de cette population.
L’activation des follicules primordiaux requiert beaucoup de facteurs qui sont encore
inconnus (Nilsson et Skinner, 2001; Fortune, 2003; Skinner, 2005). Il est possible que la
transition d’un stade folliculaire quiescent (follicule primordiaux) & un stade
métaboliquement plus actif ne puissent pas étre complété & cause des dommages a
I’ADN qui interférent avec la transcription des génes. Lors de nos expériences in vivo,
nous avons noté que le nombre de follicules primordiaux mais pas de petits primaires a
été réduit apres une exposition au CPA in vivo. Peut-étre les follicules primordiaux sont
recrutés plus efficacement in vivo, afin de mieux maintenir les populations de petits

primaires, donc les effets sur les petits primaires ne sont pas détectables in vivo.

Le CPA détruit les cellules trés prolifératives tel que les cellules cancéreuses. Ce
n’est pas surprenant que les cellules de la granulosa des grands follicules soient
affectées puisqu’elles se multiplient rapidement (Peters, 1969; Hirshfield, 1991). Nous

avons trouvé que les cellules de la granulosa des follicules plus matures (grands
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primaires et petits secondaires) de souris CD-1 et rattes Sprague-Dawley en culture
étaient pycnotiques. D’autres études chez les rattes ont montré que les follicules antraux
et leurs cellules de la granulosa étaient les plus affectés et étaient détruits via ’apoptose
chez ces rongeurs (Jarrell et al., 1987; Ataya et al., 1989; Lopez et Luderer, 2004).
Tsai-Turton ef al., (2007) ont montrés que les expositions de cellules COV434 (lignée
cellulaire de la granulosa humaine) au 4-HC ont induit I’apoptose via le stress oxydatif.
Nous avons trouvé que le type cellulaire affecté dépendait du stade folliculaire. Chez les
souris CD-1, les cellules de la granulosa des follicules primordiaux et petits primaires
semblent saines mais leurs ovocytes sont pycnotiques aprés une exposition a la MP in
vitro et le CPA in vivo (Petrillo et al., en préparation; Desmeules et Devine, 2006). 11 est
surprenant que les ovocytes des follicules primordiaux soient aussi affectés, étant donné
qu’ils sont dans un état quiescent arrété en méiose. Plusieurs hypothéses pourraient
expliquer ce phénoméne. Les cellules de la granulosa des follicules primordiaux ne
peuvent pas protéger ’ovocyte aussi bien que celles des stades plus matures
puisqu’elles sont relativement inactives, manquent plusieurs caractéristiques des
cellules de la granulosa et sont peu nombreuses (seulement une couche). La quiescence
métabolique de 1’ovocyte pourrait le rendre plus sensible. La conformation des
chromosomes pendant I’arrét en méiose pourrait rendre ’ADN des ovocytes plus
vulnérables aux effets génotoxiques que d’autres cellules. Nous ne savons pas non plus
si tous les facteurs nécessaires pour la réparation de I’ADN sont présents ou actifs dans
les ovocytes des petits follicules. Les mécanismes responsables pour la sensibilité
particuliére des ovocytes des petits follicules sont a étudier. Il serait important
d’effectuer des expériences exposant des ovocytes de follicules (follicules primordiaux
et plus matures, et ovocytes seuls) a plusieurs agents génotoxiques afin de déterminer si
les cellules de la granulosa peuvent protéger les ovocytes contre les effets néfastes. En
exposant les ovaires et les follicules & différents agents, dont les dommages qu’ils
induisent sont connus, pourrait aider & découvrir si certains facteurs de voies de
réparations sont présents. En ajoutant des inhibiteurs des facteurs impliqués dans des

voies de réparation, on pourrait aussi élucider s’ils sont actifs.

Nos résultats ont montrés des effets similaires entre la ratte et la souris; les
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mémes types cellulaires affectés et les effets rapides et dépendants de la dose. Par
contre, les ovaires de rattes nécessitaient une concentration de MP 10 fois plus forte
pour induire la perte significative des follicules primordiaux et petits primaires. Les
différences de sensibilité entre les rongeurs ont été observées pour le CPA et le VCD in
vivo mais nous sommes les premiers & montrer des effets d’une exposition a la MP sur
les ovocytes des petits follicules chez la ratte (Plowchalk et Mattison, 1992; Thompson
et al., 2005). Nos résultats suggérent que les différences de sensibilité au CPA ou
d’autres ovotoxiques dépendent des différences physiologiques (ex. antioxydants) de
ovaire et les enzymes et molécules de détoxification de chaque espéces (rongeurs et
humains). Le GSH est une molécule importante pour la détoxication du CPA (Gamcsik
et al., 1999; Lopez et Luderer, 2004). Le CPA diminue le taux ovarien de GSH chez les
rattes mais cet effet n’est pas responsable de la destruction des follicules antraux chez
les rattes (Lopez et Luderer, 2004). Toutefois, la diminution de GSH et le stress
oxydatif ont été impliqués dans 1’apoptose de la lignée cellulaire (COV434) des cellules
de la granulosa (Tsai-Turton ef al., 2007). D’autres études analysant le taux de GSH,
des enzymes de détoxification (ex. mEH), et le stress oxydatif devraient étre effectué
chez d’autre rongeurs et ’humain pour tester leurs roles dans la toxicité ovarienne du
CPA chez ces espéces. Les mesures utilisées incluent (1) analyses histologiques
(comptage de follicules), (2) quantification d’hormones (ex. estrogéne) avant et aprés
I’exposition pour déterminer si les follicules antraux sont affectés, (3) quantification des
changements d’expression de facteurs impliqués dans la maturation et santé des

follicules par RT-PCR ou immunobuvardage de type western.

La dose de CPA a un effet sur la sévérité de la perte des follicules ovariens.
Chez les humains, de faibles doses (100-200 mg/kg CPA) sont données par la voie orale
pendant des semaines selon les besoins immunosuppressif et quelques traitements anti-
cancéreux. Des doses plus fortes (500-600 mg/kg CPA) sont injectées (intraveineux),
espacées de quelques semaines, pour traités la majorité des cancers et avant une
transplantation de moelle osseuse (Moore, 1991; Anderson et al., 1995). L’exposition
au CPA pendant les traitements anticancéreux peut réduire la population des follicules

ovariens. Cette réduction se manifeste par une cyclicité irréguliére, ’aménorrhée et
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méme une ménopause précoce (Anderson ef al., 1995; Meirow, 1999). Plus la dose de
CPA est élevée plus le risque de séquelles augmente (Meirow et Nugent, 2001). Les
expositions au CPA chez les souris dans nos expériences étaient i.p. et aigiie. Comparés
aux humains, les rongeurs sont exposés a des doses plus faibles et moins fréquentes.
Idéalement, d’autres études comparant la toxicité de la MP/CPA et d’autres toxiques
dans plusieurs souches de rongeurs et chez les humains seraient nécessaires pour
découvrir quelle espéce est le meilleur modéle pour étudier la toxicité ovarienne pour
les humains. Un effet dose-réponse du CPA chez chaque espéce a été montré (Jarrell e
al., 1987; Plowchalk et Mattison, 1992; Anderson et al., 1995). Les expériences pour
déduire ces informations chez les humains seraient in vitro puisque des études in vivo
chez les humains est impossible. Il est trés difficile d’avoir accés aux tissus sain
d’ovaires humains. 11 est possible de cultiver les morceaux d’ovaires humains mais ces
expériences nécessites 1’ajout d’hormones et autres facteurs pour préserver le tissus et
induire le développement des follicules ce qui affecte les résultats (Hovatta, 2004; Scott
et al., 2004). 11 serait aussi important d’obtenir des échantillons provenant de jeunes
femmes car les follicules ne sont pas distribués d'une fagon homogéne dans les ovaires

et leur nombre diminue en fonction de I’4ge.

Pour I’instant nous sommes limités dans nos conclusions et extrapolations pour
les humains puisque nos données sont majoritairement in vitro et nous avons utilisés un
seul agent. Toutefois, les effets de d’autres types d’expositions ovotoxiques pourraient
étre similaires. Etudier d’autres agents qui causent la perte de follicule primordiaux (ex.
VCD, DMBA, BaP) ou qui sont connus pour induire des dommages & ’ADN (ex.
DMBA), pourrait élucider des mécanismes d’action similaires (ex. des DSBs) pour ces
agents. D'ailleurs, nous avons observé des DSBs dans des ovaires de rongeurs (souris et
rattes) exposés au VCD in vitro (décrit en détail dans 1’Annexe). Ces données mises
ensembles pourraient permettre d’identifier des expositions ovotoxiques et aider a
diagnostiquer les femmes qui ont un risque accru envers de problémes de fertilité et de

ménopause précoce.

La sensibilité au CPA entre les souches de souris est variable. Nous avons
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trouvé chez les souris CD-1 adulte que la dose de 250 mg/kg était nécessaire pour
réduire le nombre de follicules primordiaux significativement. Meirow et al., (1999) ont
trouvé une telle réduction chez les souris Balb/c 7 jours aprés une exposition a 75
mg/kg CPA. Plowchalk et Mattison, (1992) utilisant des souris C57BL/6 ont trouvé que
la ED50 (dose effective) du CPA était de 101 mg/kg pour éliminer les follicules
primordiaux. Des expériences sur plusieurs souches devront étre effectuées pour
comparer les effets dans les mémes conditions expérimentales. Le comptage de
follicules devra étre aussi effectué¢ d’une maniére similaire puisque chaque étude a
utilisé ses propres critéres et méthodes. L’age des animaux est un autre facteur trés
important qui peut affecter le nombre de follicules ovariens présents et les changements
induits. Des expériences utilisant des souris et/ou rattes de différents groupes d’ages
(~21 et 60 jours) seraient idéales puisque les populations de follicules présents sont
différents a ces 4ges. Idéalement deux souches de chaque espéce serait utilisées pour
étre capable de comparer les résultats non seulement entre les espéces, mais aussi entre

les souches et les ages.

Les études in vivo nous permettrons également de confirmer le lien entre le
temps de I’exposition au CPA et les effets chez la progéniture qui a été suggéré par
Meirow et al., (2001). Varier I’intervalle entre I’exposition et I’accouplement nous
aidera & déterminer les effets sur les stades folliculaires spécifiques. Un premier point
de temps (accouplement 6 semaines aprés I’exposition) serait nécessaire pour
déterminer si les follicules primordiaux contenant des dommages génomiques se sont
développés et transmis & la progéniture, causant des malformations ou d’autres
conditions. D’autres points de temps (ex. accouplements 3 et 6 mois aprés 1’exposition)
et les analyses de comptage de follicules et taux d’hormones, serait pour déterminer si
la population de follicules a été diminuée assez pour affecter la fertilité ou induire une

ménopause précoce et si les follicules qui persistent sont de bonnes qualités.
I est important de développer des techniques qui préservent la fertilité avant les

traitements avec des agents anticancéreux, surtout chez les jeunes patientes. On dispose

peu d’informations sur la santé/qualité des gamétes qui sont présents aprés ces
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traitements. Une technique courante pour préserver la fertilité est la cryopréservation
d’embryons aprés la fécondation in vitro (FIV). Puisque la cryopréservation d’ovocytes
est une technique expérimentale, une femme qui désire préserver sa fertilité avant de
subir des traitements anticancéreux doit faire féconder ses ovocytes pour préserver des
embryons. Cette étape requiert un donneur de sperme, ce qui n’est pas nécessairement
possible pour les jeunes femmes/filles ou les femmes célibataires. Les autres techniques
tels que la cryopréservation d’ovaire suivit d’une auto transplantation ou maturation in
vitro d’ovocyte (MIV), sont encore aux stades expérimentales et inefficaces chez les
humains (Sonmezer et Oktay, 2006; Oktay et al., 2007; Blumenfeld, 2007). L’utilisation
des agonistes de GnRH pendant la chimiothérapie a été suggérée pour protéger la
réserve ovarienne en ralentissant le recrutement et la croissance des follicules
primordiaux qui pourraient étre affectés/détruits (Blumenfeld et al., 1996; Blumenfeld,
2007). Une étude épidémiologique chez des jeunes femmes souffrant du lymphome non
hodgkinien a trouvé que I’administration d’un agoniste de la GnRH (Triptorelin) en
combinaison avec un traitement anti-cancéreux réduisait significativement le risque
d’insuffisance ovarienne précoce (Huser ef al., 2008). Mais d’autres études n’ont pas
obtenu les mémes résultats et critiquent ces études (Oktay et al., 2007; Huser et al,,
2008; Oktay et Sonmezer, 2008; Oktay et al., 2009). Les différences entre ces études
pourraient étre attribuées aux différents agents anti-cancéreux utilisés, les différent
agonistes/antagonistes de GnRH utilisés, la durée et les types de traitements utilisés et
les types d’études épidémiologiques. Meirow ef al, (2004) ont suggéré que
I’antagoniste cetrorelix réduirait significativement la perte de follicules primordiaux
chez les souris Balb/c exposées au CPA (0, 50 ou 75 mg/kg). Par contre une autre étude
de Danforth et al., (2005) utilisant le CPA et cetrorelix a trouvé que I’antagoniste lui-
méme peut causer la perte de follicule primordiaux suggérant que les antagonistes
GnRH pose plus de risque que les agonistes (Gupta et Flaws, 2005). Alors, l'utilisation
des agonistes/antagonistes de GnRHs nécessite encore plus d’études pour conclure
définitivement chez les humains si ces techniques de protection sont valables. Le
sphingosine-1-phosphate (S1P), un métabolite et inhibiteur des céramides, a aussi été
suggéré pour protéger les follicules primordiaux pendant les traitements anti-cancéreux.

Les céramides sont une famille de lipides essentiels pour la voie de signalisation
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de I’apoptose (Kim et al., 1999; Perez et al., 2005). Deux études chez les animaux ont
suggéré que le S1P et la céramide peuvent moduler les effets ovotoxique d’un agent
anti-cancéreux, doxorubicine, et la radiation ionisante (Tilly et Kolesnick, 2002), mais
plus de recherche est nécessaire avant son utilisation chez les femmes (Jurisicova e al.,
2006). Peu importe la voie de protection empruntée, la population des follicules
primordiaux préservés n’est pas nécessairement protégée contre des dommages
génotoxiques induits par les traitements. Avant que ces techniques soient présentées aux
femmes, des investigations supplémentaires chez les animaux sont nécessaires pour

déterminer si les follicules restants sont de bonnes qualités.

La quantification des foyers YH2AX est reconnue comme la mesure la plus
fiable et sensible pour détecter et quantifier les DSBs (Sedelnikova et al., 2002; Pilch et
al., 2003; Fernandez-Capetillo et al., 2004; Srivastava ef al., 2008). Ichijima et al,,
(2005) ont observé que la phosphorylation de I’H2AX dans les cellules HeLa est
présente dans la phase M lorsqu’il n’y a pas de dommages a I’ADN. Des foyers yH2AX
sont formés pendant des événements physiologiques impliquent la formation de DSBs;
échange de chromatide soeur durant la méiose (Fernandez-Capetillo et al., 2004) et la
recombinaison V(D)J (Srivastava ef al., 2008). Nous croyons que les foyers YH2AX
dans les ovocytes (surtout des petits follicules) sont dus aux dommages a I’ADN. Les
ovocytes quiescents des follicules sont arrétés en prophase I de la méiose et reprennent
la méiose une fois ovulé. Donc les foyers YH2AX que nous observons ne peuvent pas
étre attribués & la méiose. La recombinaison V(D)J est un événement strictement
présent chez les lymphocytes donc les foyers dans les oocytes ne peuvent pas étre

causés par ce phénoméne.

Nous avons observé que 1’augmentation du nombre des foyers YH2AX est lié a
la concentration d’un agent qui endommage 1I’ADN aprés différents types d’expositions
(Petrillo ef al., en préparation). Suh ef al., (2006) et Hanoux et al., (2007) ont aussi
observé une augmentation des foyers YH2AX dans des ovocytes de souris exposés i la
RI, une exposition connu pour indure les DSBs. Ils ont aussi noté que beaucoup

d’ovocytes de follicules étaient foncés (morts) ou marqués par terminal
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deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL, marqueur de
I’apoptose). De plus, Hanoux et al., (2007) ont remarqué que les ovocytes des follicules
primordiaux avaient beaucoup moins de marquage de TUNEL et caspase-3 comparé
aux ovocytes dont les cellules de la granulosa ont été enlevé. Ils ont observé que le
marquage des foyers YH2AX dans les ovocytes n’était pas co-localisé avec le marquage
de casapase-2L (partie de la famille des enzymes qui induit I’apoptose). Une autre
étude exposant des ovocytes & une forte concentration de methotrexate (10 pug/ml), a
noté que les caspases -2, -3, -12, sont important dans la destruction des ovocytes et la
population des follicules primordiaux via 1’apoptose (Takai et al., 2007). Ces études
(Suh et al., 2006; Takai et al., 2007; Hanoux et al., 2007) ont seulement observé
Iactivation des capases et le role de I’apoptose dans la perte des follicules peu de temps
aprés une exposition 4 de fortes doses de IR ou methotrexate. Nous utilisons des
concentrations plus faibles et réalistes comparés aux autres études qui montrent que
I’apoptose est le mécanisme qui détruit les ovocytes et les follicules primordiaux. Nous
croyons que les foyers YH2AX que nous observons dans les ovocytes ne sont pas
imputables a 1’apoptose car le marquage de TUNEL dans les ovaires cultivés exposés a
la MP est seulement dans les cellules de la granulosa des grands follicules et quelques
petits follicules (Desmeules et Devine, 2006). De plus, les foyers yYH2AX dans les
ovocytes étaient nombreux et ils étaient des points isolés. Le marquage de yH2AX
d’une cellule apoptotique est plus fort et partout dans le noyau. La différence
de distribution du marquage de TUNEL dans les ovocytes exposés a la MP ou la RI
(Petrillo et al., en préparation ; Suh ef al., 2006) pourrait étre di au nombre de DSBs
induits. Les foyers YH2AX que nous observons dans les cellules de la granulosa des
grands follicules seraient un résultat de I’apoptose et/ou des DSBs formés lors de

I’exposition a la MP.

Afin de vérifier que le YH2AX représente les DSBs dans les ovocytes, nous
avons tentés d’utiliser des anticorps de d’autres facteurs (53BP1, Rad50, BRCA1) qui
se retrouvent aux foyers avec le YH2AX lors des DSBs (Shrivastav ef al., 2008).
Malheureusement nous n’avons pas eux de succés, les anticorps étaient non

fonctionnels et/ou leurs marquages étaient non-spécifiques (données non publiés). Nous
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utilisons des tissus intacts et les autres études publiées utilisaient des cellules isolées ce
qui pourraient étre la raison pour laquelle nos expériences n’ont pas produit de résultats.
De plus, les techniques utilisées avec des cellules isolées ne sont pas tous possibles avec
des tissus. Néanmoins, la présence des foyers YH2AX aprés une exposition a la MP ou
la RI suggere que les follicules ovariens peuvent détecter des dommages a I’ADN
comme les DSBs (Petrillo ef al., en préparation; Suh et al., 2006). Nous pourrons
détecter d’autres facteurs impliqués dans la réparation et/ou yYH2AX en utilisant des
immunobuvardages de type western sur des ovaires cultivés frais. Il serait aussi
intéressant d’étudier d’autres types de dommages et déterminer si d’autres voie(s) de

réparation seraient activées.

La vitesse de formation et le nombre de DSBs dans des cellules dépendent de
’agent ovotoxique. La radiation ionisante induit des dommages directement a I’ADN
de plusieurs lignées cellulaires (ex. CHO, SF-268) ou les DSBs sont détectés 1 minute
apres une seule exposition (50-200 Gy) (Rogakou ef al., 1998). Staszewski ef al., (2008)
ont exposés une lignée cellulaire (CHO) a différents agents alkylants (methyl
methanesulfonate (MMS) et N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)) et aux
UV. IIs ont trouvé que le nombre maximale de foyers YH2AX était respectivement 8 et
12 h aprés une exposition au MMS, MNNG ou les UV. Nos résultats suggérent que la
formation des DSBs atteint un nombre maximal 18 a 24 h aprés I’exposition selon la
concentration de MP utilisée. La différence entre 1’exposition et le temps de détection
dans nos expériences et celles de Staszewski ef al., (2008) serait di au temps nécessaire

pour les produits de pénétrer jusqu’au centre de I’ovaire.

Nous avons observé des foyers YH2AX dans les ovocytes d’ovaires de rongeurs
8 jours aprés une exposition in vitro 4 la MP. Un facteur important pour la durée de la
présence des foyers YH2AX est la réparation des DSBs. Les foyers YH2AX persistent
tant que les DSBs ne sont pas complétement réparés (Paull et al., 2000; Pilch et al.,
2003; Fernandez-Capetillo et al., 2004). Mais cela n’est pas accepté avec unanimité car
Forand et al., (2004) ont observé la persistance des foyers YH2AX dans les cellules

germinales de souris nouveau-nés méles exposés & la RI méme aprés que la réparation
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soit terminé. Il serait peut étre possible d’observer ces foyers méme aprés 8 jours s’il
n’y a pas de réparation compléte des DSBs dans les ovocytes. Il est aussi possible que
ces dommages soient trop sévéres et induisent la mort du follicule donc la disparition
des foyers serait du 4 la destruction du follicule et non pas a la réparation des DSBs. II
reste 4 déterminer si la présence de foyers dans les ovocytes est un effet directe de la
MP ou s’ils sont un résultat de la réparation des dommages a I’ADN, et si les foyers

persistent aprés la réparation des DSBs dans le systéme reproducteur féminin.

Il reste & déterminer si la disparition des foyers correspond réellement & la
réparation des DSBs effectuée dans les ovocytes 4 8 jours. Nos résultas a 24 h suggérent
qu’il existe un mécanisme de détection des DSBs puisque la formation des foyers
indique uniquement I’activation possible d’une voie de réparation (HR ou NHEJ). Par
contre, ces résultats ne permettent pas de savoir si la voie de réparation est active ou si
les DSBs peuvent étre reparés (Petrillo ef al., en préparation). Le nombre de follicules
avec 25 foyers/ovocytes diminue de 37% (24 h) 2 7% (8 j) pour 1 uM MP, suggérant la
possibilité de la réparation des DSBs. En comparaison, la différence de nombre de
follicules primordiaux entre ovaires non traités et ovaires traités avec 1 pM PM est 50%
(171 £ 16 versus 92 + 18). Le nombre de follicules primordiaux, incluant les follicules
qui contiennent des foyers YH2AX, diminue pour plusieurs raisons au cours de la
culture. Le nombre de follicules primordiaux avec des foyers de YH2AX pourrait
diminuer & cause de leur activation au stade petit primaire et/ou de la réparation des
DSBs. Nos données démontrant que les ovocytes mammiféres des follicules
primordiaux et petits primaires possédent des mécanismes pour détecter les dommages
a ’ADN sont en accord avec ceux publiés par Suh et al., (2006). Nous sommes les
premiers & quantifier et comparer les DSBs dans les ovaires de rongeurs aprés une
exposition 4 la MP. Il reste a effectuer d’autres expériences pour déterminer d’une
manicre convaincante si les ovocytes ont tous les facteurs nécessaires pour réparer les
dommages a I’ADN. Une de ces premiéres expériences serait de déterminer quelle voie
est présente dans les ovocytes en utilisant des marqueurs (ex. anticorps) spécifiques a
HR et/ou NHEJ en aval et en amont de YH2AX. Des souris knock-out (KO) des facteurs

impliqués seraient pratiques pour déterminer si les voies de réparation sont vraiment
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actives dans les ovocytes. Malheurcusement, la létalité de ces knock-outs requiert que
ces changements soient spécifiques aux gametes. Des cultures in vitro comparant les
effets de MP pour chaque souche de souris, KO et « normale », déterminera le rdle
d’une protéine. Si la voie est active, nous nous attendons a voir plus de foyers YH2AX
et/ou moins de follicules dans les ovaires de souris KO exposés a la MP comparé aux

ovaires de souris normales.

Nos résultats sont trés intéressants mais des études plus approfondies seraient
nécessaires pour mieux comprendre ’endommagement de I’ADN, la détection des
dommages ainsi que la réparation au sein de 1’ovaire. Nous pourrons aussi étudier des
voies de réparations spécifiques en exposant des ovaires in vitro a des inhibiteurs et
substances chimiques qui induisent des dommages et/ou I’activation de certaines voies
spécifiquement. La culture et I’exposition in vitro de morceaux d’ovaire humain aux
agents toxiques serait important pour déterminer quel modéle animal refléte le mieux
I’humain et si certains agents présentent des risques a la santé reproductive de femmes.
Des expositions in vivo, modéle animal, aux agents étudiés in vitro suivi
d’accouplements pourraient élucider des effets sur le systéme reproducteur et peut-étre
méme démontrer des changements épigénétiques. Il serait aussi intéressant de combiner
notre systtme de culture et les expériences in vivo. Par exemple, nous pourrions
déterminer si les ovocytes qui ont des foyers YH2AX qui persistent dans les ovaires
aprés I’exposition a la MP sont capables d’étre fécondé et devenir un embryon viable.
Pour que cela soit possible, il faudrait implanter des ovaires cultivés et exposés in vitro
dans une femelle. Si les ovocytes endommagés survivent (I’activation, la maturation et
la fécondation), cela suggérera que la survie d’un follicule endommagé pourrait étre
possible chez les femmes qui subissent des expositions qui sont néfastes pour les

follicules.

En conclusion, nous avons démontrés que les ovocytes des petits follicules
ovariens sont trés sensibles aux effets de la MP. Nous avons montré pour la premiére
fois que les ovocytes peuvent détecter les DSBs et peut-étre méme les réparer. Il est

nécessaire de continuer les expériences pour découvrir si les ovocytes peuvent vraiment
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réparer les dommages a4 I’ADN. Car si les dommages peuvent étre réparés, il y aurait
moins de soucis pour la qualité¢ des cellules germinales aprés des expositions aux
ovotoxiques. Nos donnés suggérent qu’il est important d’effectuer les mémes types
d’expériences avec d’autres agents ovotoxiques connus (ex. VCD, DMBA) pour voir
§’ils induisent des dommages 4 I’ADN et si ces derniers sont réparés. I1 serait aussi trés
important d’évaluer le potentiel ovotoxique de d’autres agents auxquels les femmes

sont exposées mais dont les risques pour la réserve ovarienne ne sont pas connus.
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Annexe

Effets du 4-vinylcylohexene diépoxyde (VCD) sur des ovaires de
rongeurs nouveau-nés cultivés

Introduction

Le 4-vinylcylohexéne diépoxyde (VCD) est un sous-produit industriel
ovotoxique qui provient du 4-vinylcylohexene (VCH). Le VCH est métabolisé en VCD
par les cytochromes p450 hépatiques ainsi que CYP2E] dans 1’ovaire (Keating ef al.,
2008a). I1 a été démontré chez les rattes (Fischer 344) et souris (C57BL6/j, B6C3F(1))
in vitro (exposition continuel) que le VCD cible particuliérement les follicules
primordiaux (Devine ez al., 2002; Hoyer et Sipes, 2007; Keating ef al., 2008b). Chez la
souris, le VCD a été utilisé in vivo pour éliminer les follicules primordiaux afin
d’étudier la physiologie ovarienne et le contréle hormonale de la population ovarienne
(Thomson et al., 2002; Wang et Hoog, 2006; Lohff et al., 2006). Le mécanisme de
toxicité du VCD qui lui permet de détruire particuliérement les follicules primordiaux
n’est pas bien connu. Une des possibilités qui a été suggérée est I’activation de la voie
apoptotique des ovocytes et des cellules de la granulosa (Springer ef al., 1996; Kao et
al., 1999; Hu et al., 2001). Une autre possibilité est que le VCD et ses métabolites
interagissent avec la voie de signalisation de Kit/KitL qui est un facteur essentiel pour la

survie des follicules primordiaux et petit primaires (Fernandez et al., 2008).

of
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Figure 11 : La structure des métabolites ovotoxiques (MP et VCD)
contenant deux groupes réactifs.

Nous avons exploré une autre possibilité: ’endommagement de I’ ADN. Ce mécanisme
pourrait étre commun a tous les produits toxiques ciblant particuliérement les follicules
primordiaux. Nous avons démontré que des cassures & doubles brins (DSBs) sont

présentes dans les ovocytes des follicules aprés une exposition in vitro a la moutarde
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phosphoramidée (MP), le métabolite actif du cyclophosphamide (CPA) (Petrillo ef al.,
en préparation). Etant donné que nous avons montré une différence de sensibilité & la
MP entre les souris et les rattes in vitro, nous avons effectué des tests avec des ovaires

de souris et rattes afin d’observer si le VCD causait des DSBs.

Ces expériences et résultats sont une contribution dans le cadre d’une
collaboration avec le Dre PB Hoyer de I’Université d’Arizona (Tucson, AZ). J’ai
effectuée toutes les cultures d’ovaires de souris et toutes les analyses dans notre
laboratoire. Les cultures d’ovaires de rattes Fischer 344 ont été effectuées dans le
laboratoire de Dre PB Hoyer. J’ai effectuée les analyses de ces résultats dans notre

laboratoire.

Méthodologie

-Cultures in vitro

Le VCD a été dilué dans le milieu de culture juste avant d’étre ajouté aux puits

des plaques de cultures. Les ovaires contréles n’ont pas €té exposé au VCD.

Souris - Des ovaires de souris CD-1 ont été prélevés de nouveaux-nés de 4 jours
et mis en culture. Au 4° jour de culture, les ovaires ont été exposés au VCD (5, 10, 20 et
30 uM) pour déterminer quelle(s) concentration(s) causeraient la perte significative des
follicules primordiaux. La méthode de culture utilisée est identique a celle décrite dans
(Petrillo et al., en préparation). Les ovaires fixés 8 jours aprés 1’exposition ont été
utilisés pour le comptage de follicules. A partir de ces résultats, la deuxiéme série
d’expériences, utilisant les mémes conditions de culture a celle décrite, était pour
déterminer préliminairement si le VCD causait des DSBs. Les expositions pour les
analyses IHC (24 h et 4 jours) incluaient un groupe témoin et deux concentrations de
VCD (10 et 30 pM). Les deux concentrations de VCD ont été choisies pour en avoir une
qui cause et une qui ne cause pas la perte significative des follicules primordiaux

respectivement.

114



Rattes - Les ovaires de rattes Fisher 344, provenant du laboratoire de Dre Hoyer,
ont été cultivés d’'une maniére similaire mais continuellement exposés au VCD dés le
jour 0 de culture. L’exposition de 24 h incluait un groupe exposé a 30 uM VCD.
L’exposition continuelle de 8 jours incluait deux concentrations de VCD (20 et 30 pM).

Les échantillons de rattes étaient uniquement pour des analyses d’THC.

-Comptage de follicules

Le nombre de follicules ovariens sains a été déterminé dans toutes les douze
sections tel que décrit dans le manuscrit (Petrillo e al., en préparation). Voir I’article

pour les détails concernant la préparation des échantillons et I’histologie.

-IHC

La préparation des échantillons et 1’analyse IHC a été faite comme décrit dans le
manuscrit (Petrillo ef al., en préparation). En bref les ovaires de souris CD-1 et rattes
F344 ont été analysés pour des foyers de la forme phosphorylée de I’histone H2AX
(YH2AX). Les dilutions de I’anticorps primaire (1 :50, yH2AX, Upstate) et secondaire
(1:75, biotinylé de lapin, Vector Laboratories) étaient identiques a celles de le

manuscrit (Petrillo et al., en préparation).

-Statistiques

Les valeurs des nombres de follicules correspondent & la moyenne + écart-type
de la moyenne. Les données n’avaient pas une distribution normale. Par conséquent un
test non paramétrique Kruskal-Wallis suivi d’un test post-hoc Dunn a été effectué a

I’aide du logiciel GraphPad Prism5.
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Résultats

Le comptage du nombre de follicules pour chaque stade folliculaire a été
effectué sur les ovaires de souris CD-1 exposés au VCD in vitro. Les résultats du
comptage folliculaire démontrent qu’une scule exposition au >20 uM VCD a réduit

significativement le nombre de follicules primordiaux et petits primaires (p<0,05,

Figure 12).
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Figure 12 : Nombre de petits follicules dans les ovaires de souris cultivés 8 jours aprés
une exposition a différentes concentrations de 4-vinylcylohexene diépoxyde (VCD).
Des ovaires de souris CD-1 ont été prélevés de nouveaux-nés de 4 jours et isolés avant
d’étre mis en culture et exposés au jour 4 de culture tel que décrit dans 1’article (Petrillo
et al., en préparation). Le nombre de follicules ovariens sains a été compté toutes les
douze sections. Les valeurs correspondent & la moyenne + SEM. Les astérisques
rapportent une différence significative avec les témoins, * = p < 0,05, *** = p < 0,001,
n = 15-20 ovaires dans 5-6 expériences différentes.

Les ovocytes (follicules primordiaux et petits primaires) et quelques cellules de
la granulosa (grands primaires et petits secondaires) étaient pycnotiques dans les
échantillons décrit ci-dessus. Le VCD semble affecter les ovocytes, spécifiquement
chez les petits follicules quiescents. Des foyers YH2AX étaient présents dans des
noyaux des ovocytes dans tous les stades folliculaires présents dans les ovaires exposés
au VCD (10 et 30 uM, plus fréquemment chez les petits follicules et rarement dans les
cellules de la granulosa (Figure 13). Ils semblaient plus nombreux aprés une exposition

a 30 uM (Figure 13 F, L), qui réduit significativement le nombre de petits follicules,
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que a 10 pM (Figure 13 E, K). Ces résultats sont similaires aux changements que nous

avons observés lors du comptage de follicules.

Témoin 10pM VCD 30uM VCD
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Figure 13 : Inmunomarquage pour YH2AX dans des ovaires de souris CD-1 nouveaux-
nés de 4 jours et exposés pour 24 h ou 4 jours au VCD au jour 4 de la culture. Les
photos du haut A-C et G-I montrent le marquage du Hoeschst (noyaux) a 24 h et 4 jours
respectivement. Celles du bas (D-F et J-L) montrent le marquage des foyers YH2AX
(fleches) a 24 h et 4 jours pour les mémes sections respectivement. Les différents stades
folliculaires marqués pour yH2AX sont montrés (P= primordial, Pp= Petit primaire). La
barre représente 10 pm.
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Les foyers YH2AX étaient aussi présents dans des ovaires cultivés de rattes
exposées au VCD d’une fagon continue pendant 24 h ou 8 jours dés le jour 0 de culture.
Ces expériences avec des rattes Fischer 344 faisaient partie de tests préliminaires (n =1-
2 ovaires(s) par condition pour chaque point de temps dans une expérience). Les foyers
de YH2AX étaient présents dans les noyaux des ovocytes de tous les stades folliculaires
aprés les expositions au VCD. Les ovocytes des ovaires témoins avaient trés peu de
foyers comparé aux groupes exposés (Figure 14). Il semblait avoir plus de foyers dans
les ovocytes des ovaires (8 jours) exposés 2 30 pM VCD, une concentration qui cause la

perte de follicules primordiaux, comparé aux ovaires témoins ou exposés a 10 yM VCD

(Figure 14, E-J).
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Témoin 30M VCD

Témoin 20pM VCD 30uM VCD

Figure 14 : Immunomarquage pour YH2AX dans des ovaires de rattes Fischer 344
nouveaux-nés de 4 jours et exposés au VCD continuellement pour 24 h ou 8 jours a
partir du jour 0 de culture. Les photos A-B et E-G montrent le marquage obtenu avec
Hoeschst a 24 h et 4 jours qui permet d’observer I’ADN respectivement. Celles du bas
C-D et H-J montrent le marquage des foyers YH2AX (fléches) a 24h et 8 jours pour les
mémes sections respectivement. Les différents stades folliculaires marqués pour
YH2AX sont montrés (P= primordial, Pp= Petit primaire, Gp = grand primaire). La
barre représente 10 um.
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Discussion

Les stades folliculaires affectés par le VCD sont aussi ceux affectés par la MP.
Chez les souris CD-1, le nombre de follicules primordiaux et petits primaires était
significativement réduit aprés une exposition in vitro de >20 pM VCD. Lors des
expositions a la MP in vitro, les follicules primordiaux et petits primaires étaient
significativement réduit avec des concentrations de >3 uM et >0,1 uM MP
respectivement (Petrillo et al., en préparation). Ces données suggérent que la MP est
plus toxique que le VCD. Ils suggérent aussi que les follicules petits primaires sont

aussi sensibles au VCD que les primordiaux.

11 est difficile de comparer précisément les résultats d’IHC pour les souris et les
rattes parce que les conditions de culture (temps d’exposition et culture et
concentrations de VCD utiliser) étaient différentes. . Les données de la littérature
suggeérent que les ovaires de rattes (F344) sont plus résistantes au VCD in vitro que
ceux de souris, si on compare les concentrations qui causent la perte de follicules pour
chaque espece (Devine ef al., 2002; Devine et al., 2004). La différence de sensibilité
entre les espéces de rongeurs pourrait étre attribuée aux différences physiologiques des
ovaires. Une étude in vivo effectuée chez les souris C57BL/6 et les rattes F344 a montré
que les souris étaient plus sensibles au VCD que les rattes. Cette différence est liée a la
présence ou non du récepteur d'aryle d'hydrocarbone (AhR) respectivement chez les

rattes et souris (Thomson ef al., 2002).

La découverte des dommages & I’ADN (des cassures & doubles brins) dans les
ovaires aprés une exposition in vitro au VCD est le fruit d’un «hasard ». Nous pensions
utiliser ces expériences comme contrile négatif pour nos expériences avec la MP
puisque le VCD n’a jamais été considéré comme génotoxique auparavant. L’un des
mécanismes d’actions suggérés du VCD est 1’apoptose (mort cellulaire) durant lequel
des DSBs sont formés lorsque I’ADN est digéré en des fragments de 140pb. Toutefois
nos résultats suggérent que ce n’est pas I’apoptose “normale” qui est activé car les
ovocytes contiennent des foyers individuels et distincts de yH2AX et les noyaux ne sont

pas marqués comme lors de la fragmentation de I’ADN pendant 1’apoptose. Nous avons
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découvert que des DSBs sont induits dans les ovaires de rattes F344 aprés une
exposition continuelle au VCD (Figure 13), méme aprés une exposition i une
concentration (20 uM) qui ne causait pas de pertes folliculaires significatives (Devine et

al., 2002).

Les différences de sensibilité au toxique (MP versus VCD) chez les rongeurs
sont évidentes en se basant sur la dose ou la concentration nécessaire pour changer le
nombre de follicules sains observé lors du comptage. Par contre, il serait possible que le
méme mécanisme d’action (ex. dommages 4 I’ADN) existe pour la MP et le VCD au
niveau moléculaire, tel que suggéré avec les analyses. Ces différences et similarités
entre les toxiques peuvent étre associées 4 la complexité de leur métabolisme et les
propriétés chimiques des métabolites (ex. sa nature lipophile et la taille) qui peuvent

changer I’absorption des agents dans 1’ovaire et les cellules.

En conclusion, ces résultats suggérent qu’il existe une différence quantitative de
sensibilité aux produits toxiques entre les rattes et souris. De plus, les foyers YH2AX
suggérent qu’il y a un mécanisme commun entre les toxiques qui affectent les follicules
primordiaux et petits primaires. Le groupe du Dre Hoyer cultive actuellement des ovaires
de rattes de la méme fagon que nous. C'est-3-dire, exposer les ovaires de rattes une seule
fois au jour 4 de culture et les récupérer 24h ou 8 jours aprés I’exposition. La
quantification des foyers YH2AX de souris CD-1 et de rattes F344 seront comparées pour

que nous puissions faire plus d’analyses et des statistiques.
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