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Résumé

Les inhibines sont des glycoprotéines dont la principale action est d'inhiber la sécrétion de I'hormone
folliculostimulante (FSH) par I'hypophyse afin de contrler par rétroaction négative la folliculogenése et la
spermatogenése.

Le but de cette étude était de déterminer le mécanisme d'action de la sous-unité BA de l'inhibine sur le
développement des cellules de la granulosa chez la souris.

Les méthodes utilisées dans 1'étude sont la culture cellulaire, le PCR en temps réel, le Western blot, la
cytométrie en flux et ELISA.

Les résultats ont indiqué que [’expression relative de ’ARNm et de la protéine de la sous-unité PA de l’inhibine
dans les cellules de la granulosa de souris a été considérablement réduite par I'ARNi. L'expression relative des
ARNm de CYP11A1 et de CYP19A1 était significativement régulée a la baisse. Les protéines Cycline D1 et
Cycline E ont été régulées a la baisse, tandis que les protéines Caspase-3, BAX et p21 ont été régulées a la
hausse. Les cellules apoptotiques ont augmenté de facon significative.

Les concentrations d'estradiol et de la progestérone ont baissé dans le milieu de culture. Le cycle cellulaire a
été arrété a la phase G1. Ces résultats ont indiqué que la sous-unité fA de l'inhibine pourrait jouer un réle
important dans la régulation de I'apoptose, la croissance, la prolifération et la stéroidogenese des cellules de la
granulosa chez la souris.

Des travaux supplémentaires seront nécessaires pour approfondir les connaissances sur son mécanisme
d’action sur la folliculogenése chez la SouUris.
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I.  Introduction

La folliculogenése chez les mammiféres implique la progression du développement d'un follicule
primordial, contenant une seule couche de cellules de la granulosa autour de I'ovocyte, a un grand follicule
préovulatoire constitué de plusieurs couches de cellules de la granulosa murale renfermant un complexe
cumulus — ovocyte. Au cours de ce processus, les cellules de I'ovocyte et de la granulosa se développent et se
différencient, tandis que les cellules theques sont recrutées a partir du tissu stromal. Aprés I'ovulation, les
cellules de la granulosa et de la theque se différencient en cellules lutéales. L'ensemble de ce processus est
régulé et coordonné par des hormones endocrines telles que les gonadotrophines et par des facteurs de
croissance locaux de maniére autocrine ou paracrine [1]. Les principales fonctions des cellules de la granulosa
comprennent la production de stéroides sexuels, ainsi qu'une myriade de facteurs de croissance censés interagir
avec l'ovocyte au cours de son développement. La production de stéroides sexuels consiste en I'hormone
folliculo-stimulante (FSH) stimulant les cellules de la granulosa pour convertir les androgénes en cestradiol par
I'aromatase pendant la phase folliculaire du cycle menstruel [2].

L'inhibine a d'abord été isolée du liquide folliculaire ovarien et caractérisée comme des protéines
principalement produites dans les testicules et les ovaires qui peuvent agir de maniére endocrinienne pour
réguler négativement la synthése et la sécrétion de I'hormone folliculo-stimulante (FSH) par I'hypophyse
antérieure [3]. L'inhibine est un hétérodimére d'une sous-unité o unique disulfure liée a l'une des deux sous-
unités B (BA et BB), aboutissant respectivement a l'inhibine A ou a l'inhibine [4,5]. Les trois sous-unités sont
codées par des génes séparés et appartiennent a la superfamille de protéines TGF-B [6,7]. En plus de leur réle
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dans la rétroaction endocrinienne dans le systéme reproducteur, les inhibines favorisent les roles régulateurs
locaux dans de nombreux tissus extra-gonadiques, y compris le cerveau, les surrénales, la moelle osseuse, le
placenta et, plus particulierement, I'nypophyse antérieure. Chez la femelle, I'inhibine est principalement produite
par les cellules de la granulosa [8]. La suppression de la sous-unité BA activine /inhibine partagée entraine une
Iétalité périnatale [9] ou une hypofertilité lorsqu'elle est conditionnellement nulle dans I'ovaire [10], alors que la
suppression de la sous-unité unique d'inhibine o (Inha) entraine le développement des tumeurs stromales du
cordon sexuel chez des souris adultes des I'age de 4 semaines [11]. Des études in vivo impliquant des souris
transgéniques «knock-out» déficientes en sous-unités inhibine / activine a ou P, les récepteurs de l'activine ont
également fourni des indices vitaux sur les roles critiques de ces protéines dans la fonction ovarienne [12].

Des animaux domestiques et de laboratoire ont été immunisés contre une variété de préparations
d'inhibine et des augmentations du taux d'ovulation ont été signalées chez des juments [13], des brebis
[14,15,16], bovins [14], caprins [17] et cobayes [18] et la production de sperme chez les béliers [19]).

Récemment, il a été découvert que l'inhibine se lie (via sa sous-unité o) avec une forte affinité au
récepteur du TGF-B de type III, le B-glycane [20], et que cette liaison améliore nettement la liaison de I'inhibine
(via son sous-unité B) au récepteur de I’activine de type II.

L'interférence ARN (ARNI) est le processus d’inactivation génique spécifique a la séquence, post-
transcriptionnel chez les animaux et les plantes, initié par un ARN double brin (ARNdb) homologue en
séquence au gene cible [21]. Récemment, I'ARNi a été utilisé comme un outil puissant pour caractériser le
mécanisme d'action de 1'inhibine a dans les cellules de Sertoli de souris et les cellules primaires de I'nypophyse
antérieure de souris [22,23]. Cependant, la fonction la sous-unité BA de l'inhibine sur le développement des
cellules de la granulosa chez la souris par I'ARNi reste a explorer. Par conséquent, I'ARNi est une méthode
efficace pour inactiver partiellement la sous-unité BA de l'inhibine. La compréhension du mécanisme par lequel
la sous-unité BA de l'inhibine est impliquée dans la régulation du développement des cellules de la granulosa
élargira nos connaissances sur la reproduction. Ce qui pourrait en retour nous aider a développer de nouvelles
alternatives a la superovulation chez les animaux.

L'objectif de cette étude était de déterminer le mécanisme d'action de la sous-unité BA de l'inhibine sur
le développement des cellules de la granulosa chez la souris.

Il. Matériel et Méthodes
2.1. Matériel animal
Des souris femelles immatures de souche Kunming (qualité SPF, &gées de 21 jours) ont été achetées
aupres du Centre Médical des animaux de laboratoire de la province du Hubei, Wuhan, Chine et logées dans une
seule piece dans des conditions de température constante (20 a 25°C) et d'humidité (60 a 75%), éclairage (cycle
lumiére/obscurité de 12 h) avec de la nourriture et de I'eau ad libitum. Tous les protocoles ont été approuvés par
le Comité Ethique institutionnel concernant les soins et I'utilisation des animaux.

2.2. Isolement et culture des cellules de la granulosa de souris

Pour collecter les cellules de la granulosa, des souris immatures de souche Kunming ont été stimulées
pendant 44 a 48 h avec du PMSG. Les ovaires ont été collectés et les cellules de la granulosa ont été récoltées en
perforant de grands follicules antraux dans du DMEM / F12 (Invitrogen, USA) supplémenté avec 2,4 g de
NaHCO3, 0,3% de BSA, 10 mm HEPES et 1% de pénicilline-streptomycine (Invitrogen). Les cellules ont été
filtrées a travers une maille de nylon de 40 um (Becton, Dickinson and Company) pour éliminer les débris
tissulaires et les ovocytes. Les cellules de granulosa ont été centrifugées a 1500 tr / min pendant 5 min, le
surnageant a été aspiré et le culot a été remis en suspension et cultivé dans du milieu de culture DMEM / F12
supplémenté avec 10% de FBS et 1% de pénicilline et de streptomycine. La viabilité des cellules de la granulosa
a été déterminée par le bleu de trypan. Les cellules ont été comptées a chaque passage et ensemencées a une
densité de 2 x 10° cellules viables dans des plaques & 6 puits pour la transfection. Pour I'extraction des protéines,
les cellules ont été cultivées dans des boites de culture de 35 mm et plus tard transfectées avec les vecteurs
recombinants respectifs. Toutes les cultures ont été réalisées a 37°C dans une atmosphére humidifiée a 5% de
CO..

2.3. Construction et transfection de vecteurs pSIREN-RetroQ-ZsGreen recombinants

En bref, trois sites cibles de sSiRNA ont été sélectionnés dans la séquence codante de l'inhibine béta A
de souris (INHBA, NM_008380) selon le programme en ligne siRNA (http://www.genscript.com) aux positions
661, 307 et 1021 (tableau 1). Pour obtenir un ARN en épingle a cheveux court, un oligonucléotide typique qui a
5 bases contenant un site de restriction & son extrémité 5 ', 19 bases de brin sens, 7 & 9 bases de boucle en
épingle a cheveux, 19 bases de brin antisens, 6 bases de terminateur et 6 des bases correspondant a un site de
restriction Hind 111 unique (résultant en une longueur totale de 65 bases) et 2 oligonucléotides complémentaires
ont été synthétiseés. Ceux-ci ont été annelés et insérés dans les sites BamHI et EcoRIl du vecteur pSIREN-
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RetroQ-ZsGreen RNAIi-Ready (BD Biosciences, Clontech, CA). Les plasmides recombinants ont été désignés
comme pshRNA-AI, pshRNA-A2 et pshRNA-A3, respectivement. Un plasmide (pshRNA négatif) codant pour
un siRNA en épingle a cheveux comprenant une séquence non-sens qui n'a pas été trouvée dans les génomes de
souris ou humain a été utilisé comme contréle négatif [22].

Les plasmides de pshRNA-AL, pshRNA-A2, pshRNA-A3 et pshRNA-négatifs ont été extraits sous
forme superenroulée en utilisant le kit de plasmide EndoFree (Tiangen, Beijing, Chine) et confirmés par
séquencage. Ces vecteurs exprimaient indépendamment un Zoanthus sp protéine fluorescente verte, qui avait été
congue pour une fluorescence plus brillante (maximum d'excitation = 496 nm; maximum d'émission = 506 nm),
et par conséquent, les cellules transfectées ont émis une fluorescence verte (GFP).

Tableau 1. Séquences cibles de l'inhibine BA de souris (NM_008380)

Noms Séquences cibles 5°--2>3° Position on CDS
siRNA-A1 GGCTAACAGAACCAGGACC 661
SiRNA-A2 GGATGGACCTAACTCTCAG 307
siRNA-A3 GGAACAGTCACATAGACC 1021
Contrdle Négatif * TGGACATAGGCGACGTGT

* (Cai etal. 2011) [22]

Un jour avant la transfection, les cellules de la granulosa (2 x 10° cellules viables) ont été ensemencées
dans une plaque a 6 puits avec une confluence de 70 a 80%. Quatre groupes de cellules de la granulosa ont été
préparés au total pour étre transfectées par pshRNA-Al, pshRNA-A2, pshRNA-3 ou pshRNA-négatif,
respectivement. La procédure de transfection a été réalisée en utilisant le réactif Lipofectamine® RNAIMAX
(Invitrogen) selon les instructions du fabricant. Aprés 6 h, le milieu de transfection a été changé en milieu de
croissance frais sans antibiotiques. Les cellules ont été collectées pour I'ARN ou I'extraction de protéines, et
dans certaines expériences, le milieu de culture a été collecté et conservé pour la détection des hormones 48 h
apres transfection.

2.4. Extraction d'ARN et PCR en temps réel

Les cellules de la granulosa (2 x 10° cellules viables), 48 h aprés la transfection, ont été lavées dans du
PBS et I'ARN total a été isolé en utilisant TRIzol (Invitrogen, USA). Pour I'élimination de I'ADN génomique
résiduel, les échantillons ont été traités avec de la DNasel. L'ADNc du premier brin a été synthétisé en utilisant
le kit de synthése d'’ADNCc RevertAid First Strand (code : # K1622; Fermentas, USA) et une PCR quantitative en
temps réel a été réalisée en utilisant SYBRGreen (SYBR Green /Fluorescein qPCR Master Mix 2X; Fermentas,
USA). Des paramétres de PCR spécifiques ont été utilisés dans un systeme de PCR en temps réel ViiA ™ 7,
Toutes les paires d'amorces utilisées pour la PCR en temps réel sont résumées dans le tableau 2. Pour vérifier la
pureté du produit de PCR ; les échantillons ont été soumis a des analyses de courbe de fusion aprés des réactions
de PCR en temps réel. Les nombres de cycle seuil (CT) ont été calculés pour 'ADNc amplifié pour chaque
ARNmM étudié et pour le géne domestique (B-actine) dans chaque échantillon. Les niveaux d'expression génique
ont été normalisés au géne domestique GAPDH en utilisant ce qui suit : 2 22T [24].

Tableau 2. Séquences des d'amorces pour la PCR quantitative en temps réel

Nom du gene Numéro Temperature Taille du produit
Accession Séquences des amorces (5°>3) de denaturation (°C) (pb)
GAPDH NM_008084 GGCAAATTCAACGGCACAGT 59 900
TAGGGCCTCTCTTGCTCAGT
INHpA NM_008380 GGTATGTGGAGATAGAGGACG 58 237
GCTGAAATAGACGGATGGTG
CYP19A1 NM_007810 GCACAGTCACTACATCTCCCGA 58 172
CACACAAACTTCCACCATTCGA
CYP11Al NM_019779 ACACTGAGACTCCACCCCAT 60 124
CTCGACCCATGGCAAAGCTA
2.5. Extraction de protéines et Western blot

Des cellules de granulosa de souris (2x10° cellules viables) transfectées avec des vecteurs ARNi
recombinants de la sous-unité BA de I’inhibine ont été collectées 48 h aprés transfection, lavées dans du PBS
froid et lysées dans du tampon RIPA (Santa Cruz, USA) contenant un cocktail d'inhibiteur de protéase (Santa
Cruz, USA). Aprés 1 h d'incubation a 4°C, les cellules ont été centrifugées a 12 000 rpm pendant 10 minutes
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pour I'élimination des débris cellulaires. La concentration totale de protéine a été mesurée par dosage BCA
(Pierce, Rockford, USA), et 50 g de protéine totale ont été soumis a une électrophorése sur gel. Les protéines
ont été séparées sur un gel de polyacrylamide a 12% avant de les transférer sur des membranes PVDF (Millipore,
Bedford, MA). Aprés blocage dans du PBS supplémenté avec 5% de lait écrémé (Sigma-Aldrich) et 0,05% de
Tween 20 (Sigma-Aldrich), les membranes ont été incubées pendant une nuit a 4°C avec un anticorps primaire :
anti-inhibine BA (1: 200, PTG, Chicago, USA); anti-P21 (1: 700, Bioworld Technology, USA); anti-caspase-3
(1: 200, Santa Cruz, USA), anti-cycline Al (1: 200, Santa cruz), anti-cycline B1 (1: 200, Santa cruz) et anti-
GAPDH (1: 1000, Hangzhou Goodhere Biotechnology, Chine). Aprés incubation avec I'anticorps primaire, les
membranes ont été lavées trois fois avec du PBS contenant 0,1% de Tween 20, incubées pendant 2 h avec des
anticorps secondaires de chévre anti-lapin marqués a la HRP dilués 5000 fois (Wuhan Boster Biological
Engineering Co., Ltd.) a la température du local et lavé trois fois avec du PBS préchauffé contenant 0,1% de
Tween 20.

Apreés lavage, des transferts ont été développés en utilisant le systeme de détection ECL Western
Blotting (Thermo, USA), puis exposes a un film radiographique pour la visualisation des bandes de protéines.
Les transferts de PVVDF ont ensuite été dépouillés des anticorps liés et traités avec un anticorps de lapin anti-
GAPDH (dilution 1: 1000; Hangzhou Goodhere Biotechnology Co., LTD, Chine) pour normalisation. Les
intensités des bandes ont été mesurées avec le logiciel AlphaEaseFC (Alphalnnotech, USA).

2.6. Analyse de I'apoptose

Aprés transfection, les cellules de la granulosa (2 x 10° cellules viables) ont été lavées avec du PBS
puis, récoltées par digestion avec de la trypsine sans EDTA a 37 ° C pendant 5 min. L'apoptose cellulaire a été
sondée avec I'Annexine V-APC / 7-AAD et plus tard détectée par cytométrie en flux (BD FACS Calibur, USA)
selon les instructions du fabricant (Apoptosis Detection Kit, KeyGEN, Nanjing, Chine). Dans ce Kkit, les cellules
viables restent négatives pour I'Annexine V-APC et 7-AAD; les cellules apoptotiques précoces se colorent
positivement avec I’Annexine V-APC et restent négatives pour le 7-AAD, tandis que les cellules apoptotiques
tardives sont doublement colorées par 1’Annexine V-APC et le 7-AAD. Les expériences ont été répétées trois
fois, indépendamment.

2.7. Analyse du cycle cellulaire

Les cellules de la granulosa de souris (2x10° cellules viables) transfectées avec différents vecteurs
ARNI de la sous-unité BA de I’inhibine ont été récoltées 48 h apres transfection, lavées avec du PBS, fixées dans
de I'éthanol glacé a 70% pendant une nuit a 4° C, lavées a nouveau dans du PBS et colorées avec une solution
d'iodure de propidium / RNase A a 37°C dans la chambre noire pendant 30 min. Une analyse cytométrique en
flux a été réalisée en utilisant un logiciel BD FACS Calibur (Becton, Dickinson and Company, USA) et ModFit
LT pour Mac V3.0. Pour chaque détermination, un minimum de 20 000 cellules a été analysé. Toutes les
experiences ont été répétées trois fois indépendamment.

2.8. Mesure des hormones stéroides

Les cellules de la granulosa (5x10* cellules viables) ont été cultivées dans une plaque & 96 puits avec
200 pl de milieu. Apres transfection avec pshRNA-A3 et pshRNA-négatif, respectivement, le milieu de culture
a été collecté 48 h aprés pour mesurer les concentrations d'estradiol et de progestérone en utilisant des kits
ELISA de souris. La procédure ELISA a été réalisée conformément aux instructions du fabricant. La sensibilité
des Kkits ELISA d'estradiol et de progestérone était de 2 a 50 ng / L et de 40 a 2400 pmol / L, respectivement.
Toutes les expériences ont été répétées indépendamment trois fois.

2.9. Analyse statistique
Toutes les données sont représentées sous forme de moyenne + SEM d'expériences répétées (n = 3). L'analyse
statistique a été réalisée a l'aide de I'ANOVA. Une valeur de P <0,05 a été considérée comme significative.

. Résultats

3.1. Identification et validation des plasmides ARNi la sous-unité BA de I’inhibine

Les plasmides recombinants ARNi la sous-unité BA de I’inhibine ont été identifiés par une analyse de
restriction et un séquengage. Il y avait un site Hindlll en position 2456 dans le plasmide pSIREN-RetroQ-
ZsGreen, et un autre site Hindlll a été inséré dans le fragment en épingle & cheveux du shRNA. L'analyse de 2
fragments (respectivement 2460 et 4173 paires de bases) libérés des plasmides recombinants par digestion avec
des enzymes de restriction homologues a révélé que tous les siRNA étaient insérés correctement. Ces clones ont
en outre été confirmés par séquencage (TaKaRa, Co., Japon).
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3.2 La sous-unité BA de ’inhibine a été efficacement inactivée par le pshRNA-A3

Pour révéler la distribution au niveau cellulaire de I'expression de la sous-unité BA de l'inhibine, des
cellules de granulosa ont été cultivées et transfectées par pshRNA-A1, pshRNA-A2, pshRNA-A3 et pshRNA-
négatif, respectivement. 48 h apres la transfection, la présence d'une fluorescence verte sous microscope a
fluorescence (Nikon TE2000-U, Japon) a indiqué que la sous-unité BA de Il'inhibine était normalement exprimée
dans les cellules de la granulosa de souris (figure 1).

Pour la poursuite de la progression de I'expérience, nous avons sélectionné le plasmide le plus efficace
pour les cellules de la granulosa. Nous avons construit trois plasmides recombinants contre l'inhibine BA et les
avons transfectés dans les cellules primaires de la granulosa. Apres 48 h, nous avons détecté leur efficacité
d’inactivation par qPCR et par western blot. Les résultats ont montré que les trois plasmides étaient capables de
réguler a la baisse I'expression de la sous-unité pAde I'inhibine aux niveaux transcriptionnel et traductionnel. Le
pshRNA-A3 a induit le meilleur effet d’inactivation dans les cellules de la granulosa par rapport aux autres
plasmides.

Figure 1. Expression de la sous-unité BA de I’inhibine dans les cellules de la granulosa (CG). Expression de
la GFP dans les CG avec (A) ou sans (B) transfection par des plasmides recombinants ARNi 48 h apres.

3.3 Les effets d’inactivation de la sous-unité BA de I’inhibine sur I'apoptose

Pour élucider le role de la sous-unité BA de I’inhibine dans la régulation de I'apoptose des cellules de la
granulosa, nous avons détecté l'exposition de la phosphatidylserine a la surface cellulaire avec une double
coloration Annexine V-APC / 7-AAD dans les cellules de la granulosa transfectées. Les résultats ont montré que
I’inactivation de la sous-unité BA de I’inhibine augmentait I'apoptose dans le groupe pshRNA-A3 par rapport a
celle du témoin (tableau 3).

Pour davantage révéler les effets du ’knock-down’’ de la sous-unité BA de I’inhibine sur I'apoptose,
nous avons quantifié le niveau de protéines Casp3 et de p21 dans ces cellules. Le ‘’knock-down’’ de la sous-
unité BA de I’inhibine a diminué de manieére significative I'expression protéique de casp3 et p21 (Figure 2). Ces
résultats ont confirmé que I'inactivation de la sous-unité BA de I’inhibine par ARNi induisait I'apoptose dans les
cellules de la granulosa de souris.

-19kDa
Casp3

Figure 2. L'expression des protéines des genes liés a I'apoptose. Les résultats ont montré que la Caspase-3 et
le p21 étaient régulés a la hausse aprés I’inactivation du géne de la sous-unité BA de I’inhibine.

Tableau 3. Effets de I'inactivation de la sous-unité BA de l'inhibine sur la secrétion d'estradiol et de

progestérone
Groupes Estradiol (E2) Progesterone (P4)
(ng/L) (pmol/L)
pshRNA-A3 48.04 +0.06* 2089 +1.66
pshRNA-Négatif 71.92 +0.96 2307 +5.40*

Chaque expérience a été répétée 3 fois. Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 3). "*" indique le
niveau de signification dans les colonnes (P < 0,01).
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Tableau 4. Effets de I'inactivation de la sous-unité BA de I’inhibine sur 1'apoptose.

Groupes Cellules vivantes (%) Cellules Apoptotigues (%)
pshRNA-A3 81.65+0.30 18.35 + 1.58*
pshRNA-Négatif 86.30 + 0.66 13.70 £2.23

Chaque expérience a été répétée 3 fois. Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 3). Tous les résultats
ont été évalués par ANOVA unidirectionnelle. "*" indique le niveau de signification dans les colonnes (P <
0,05).

3.4 Les cellules de la granulosa ont été arrétées a la phase G1 aprés le ’knock-down’’ de la sous-unité BA
de P’inhibine

Pour déterminer si la sous-unité BA de I’inhibine est impliquée dans la régulation de la progression du
cycle cellulaire, nous avons saturé les cellules de la granulosa transfectés avec de I'iodure de propidium (PI) qui
colore généralement le contenu nucléaire d'une cellule. Ensuite, les cellules ont été soumises a un trieur de
cellules activé par fluorescence (FACS). Les résultats ont montré qu'un nombre significatif de cellules de la
granulosa ont été arrétés a la phase G1 apres le ’knock-down’” de la sous-unité BA de I’inhibine (P <0,05) par
rapport au groupe témoin (tableau cycle cellulaire).

De plus, pour confirmer davantage les résultats de I'analyse du cycle cellulaire, le niveau de protéine
des facteurs du cycle cellulaire (cycline Al et cycline B) a été déterminé par Western blot. Les résultats ont
montré qu'apres I’inactivation de la sous-unité BA de I’inhibine par ARNI, une diminution significative du taux
de protéine de la cycline D1 et de la cycline E a été observée (P <0,05) (Figure 3). Ces résultats suggéraient que
I’inactivation de la sous-unité BA de I’inhibine bloque la croissance cellulaire en induisant l'arrét du cycle
cellulaire dans les cellules de la granulosa de souris.

Tableau 5. Effets de I'inactivation de la sous-unité BA de l'inhibine sur le cycle cellulaire.

Groups Gl (%) S (%) G2 (%)
pshRNA-A3 69.51+0.28a 11.92+2.09 18.56+1.81
pshRNA-Negative 65.10+2.06b 13.95+0.79 20.95+1.55

Chaque expérience a été repétée 3 fois. Les valeurs représentent la moyenne + SEM (n = 3). Tous les résultats
ont été évalués par ANOVA unidirectionnelle. «a» et «b» indiquent le niveau de signification dans les
colonnes (P < 0,05).

Cyclin E
- 53 kDa

Figure 3. Les expressions des protéines des génes liés au cycle cellulaire. Les résultats ont montré que les
taux de la cycline D1 et de la cycline E étaient significativement régulés a la baisse dans le groupe pshRNA-A3
48 h apres la transfection, par rapport au groupe pshRNA-négatif.

3.5 Le “’knock-down’’ de la sous-unité BA de I’inhibine a diminué la concentration d'estradiol et de
progestérone

Pour évaluer l'effet de l'inhibition de I'INHBA sur les hormones stéroides, nous avons mesuré la
concentration de E2 et de progestérone dans le milieu de culture 48 h aprés la transfection. Les résultats ont
montré qu'aprés transfection, la libération de E2 et de progestérone dans les cellules de la granulosa était
significativement plus faible dans les groupes pshRNA-A3 (P <0,01 et P <0,05, respectivement), par rapport aux
groupes pshRNA-négatifs (tableau hormones).

Pour confirmer davantage la libération plus faible de ces hormones stéroides par le ’knock-down’” de
la sous-unité BA de I’inhibine, nous avons analysé l'expression de I'ARNm des enzymes stéroidogeénes
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(CYP11A1 et CYP19AL1) par PCR en temps réel. Les résultats ont montré que I’inactivation de la sous-unité BA
de I’inhibine a diminué significativement I'expression de I'ARNm de CYP11A1 et CYP19A1 (Figure 4), qui
sont importants pour la synthése de la progestérone et de I'estradiol. Ces résultats suggérent que la sous-unité BA
de I’inhibine pourrait étre impliquée dans la régulation de la stéroidogenése dans les cellules de la granulosa de
souris.

1,200 -

1,000 - ] ]

0,800

0,600 m pshRMNA-A3
pshRNA-negative

0,400

- .

0,000 T

CYP11A1 CYP19A1
Figure 4. Effets de I’inactivation de la sous-unité BA de l'inhibine sur les génes liés a la stéroidogenese.
Pour détecter les effets de I’inactivation de la sous-unité BA de l'inhibine sur la stéroidogenése, nous avons
quantifié I'expression de I'ARNm des genes CYP19A1 et CYP11A1 48 h apres la transfection. Les résultats ont
indiqué que les niveaux relatifs d ARNm de CYP19A1 et CYP11A1 étaient significativement régulés a la baisse
(P <0,05).

Relative mRNA level

V. Discussion

Le “’knock-down’’ de geénes a l'aide de shRNA représente un excellent outil pour étudier la fonction
des genes liés a la reproduction in vitro. Des études antérieures déemontrent que la suppression de la sous-unité
partagée BA activine / inhibine entraine une létalité périnatale [9] ou une sous-fertilité lorsqu'elle est
conditionnellement nulle dans l'ovaire [10], alors que la suppression seule de la sous-unité o de l'inhibine
entraine le développement de tumeurs stromales du cordon sexuel chez des souris adultes dés I'age de 4
semaines [11]. Le but de la présente étude était d'étudier les effets de I’inactivation de la sous-unité BA de
I’inhibine sur l'apoptose, le cycle cellulaire et la sécrétion d'cestrogénes et de progestérone des cellules de la
granulosa de souris. Dans cette optique, nous avons construit avec succes trois plasmides recombinants pour
inactiver la sous-unité BA de I'inhibine et les avons transfectés dans les cellules primaires de la granulosa de
souris. Aprés 48 h, en utilisant la microscopie fluorescente, la GFP exprimant les cellules de la granulosa de
souris nous a aidés dans le criblage initial et la sélection d'un vecteur trés efficace entre trois vecteurs inhibine
BA ARNi. Apres perturbation de l'expression de l'inhibine BA par 'ARNi, les niveaux d'ARNm et de protéine
ont été détectés par gPCR et Western blot. Les mécanismes du développement des cellules de la granulosa,
I'apoptose et le cycle cellulaire ont été analyses par la cytométrie en flux. De plus, les hormones ont été
détectées par ELISA.

Les résultats ont montré que les trois plasmides étaient capables de réguler a la baisse 'ARNm et les
niveaux d'expression des protéines de la sous-unité BA de l'inhibine. Le pshRNA-A3 a induit le meilleur effet
d’inactivation dans les cellules de la granulosa (60% de régulation a la baisse) par rapport aux autres plasmides.
La présente étude a montré que nos plasmides recombinants étaient normalement exprimés dans les cellules de
la granulosa de souris et que les niveaux d'’ARNm et de protéines de la sous-unité BA de l'inhibine étaient
régulés a la baisse aprés I'inactivation par ARN interférence.

La fonction principale de 1’ovaire est de produire des ovocytes destinés a la fécondation sous forme
d'ovules et de créer un environnement favorable au début de la gestation. Chez les mammiféres adultes, I'ovaire
est un organe hétérogene contenant des follicules a différents stades de développement et des corps jaunes, actifs
ou a différents stades d'involution [25]. Le développement folliculaire ovarien chez les mammiféres et I'atrésie
sont étroitement régulés par la diaphonie des signaux de mort cellulaire et de survie cellulaire, qui comprennent
les hormones endocrines (gonadotrophines) et les régulateurs intra-ovariens (stéroides gonadiques, cytokines et
facteurs de croissance). Le sort du follicule dépend d'un équilibre délicat dans I'expression et les actions des
facteurs favorisant la prolifération, la croissance et la différenciation des cellules folliculaires et de ceux
induisant la mort cellulaire programmée (apoptose) [26]. A cet égard, le réle de la sous-unité BA de I'inhibine
dans la régulation de l'apoptose des cellules de la granulosa n'est pas complétement compris. Nos résultats ont
montré que le ’knock-down’” de cette sous-unité augmentait l'apoptose, ce qui a été confirmé par la régulation
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a la hausse de l'expression protéique de casp3 et p21. Nos résultats concordent avec les premiers rapports
observés aprés une surexpression ou une inactivation de la sous-unité o de I'inhibine dans les cellules de la
granulosa de vache et d’oie [27,28,22,29]. Ces données ont confirmé que la sous-unité BA de l'inhibine agirait
comme un inhibiteur de I'apoptose et joue un réle dans la régulation du développement des cellules de la
granulosa.

De plus, nous avons démontré que la Caspase 3 augmentait de maniére significative aprés I’ inactivation
de la sous-unité BA de I’inhibine. La Caspase 3, la plus importante de toutes les caspases effectrices, est
localisée en aval dans la cascade caspases et représente la principale molécule effectrice de I'apoptose et exécute
de maniére irréversible la mort cellulaire programmée [30]. Pendant ce temps, l'analyse par Western blot a
indiqué que le niveau d'expression de P21 était plus élevé dans pshRNA-A3 par rapport a pshRNA-négatif. P21
était un puissant inhibiteur de la cycline Gl dépendantes des kinases [31]. Ainsi, cela a montré que la sous-unité
BA de I’inhibine pourrait réguler le développement des GC par la suppression de lI'apoptose dans les cellules de
la granulosa, qui est régulée par I'expression des genes de la famille Bcl2 induite par la voie de I'apoptose
dépendante de la Caspase 3 [22].

Les transitions entre les phases consécutives du cycle cellulaire eucaryote sont conduites par I'activité
catalytique d'ensembles sélectionnés de kinases dépendantes des cyclines [32]. Dans un effort pour élucider le
role de la sous-unité BA de l'inhibine dans la régulation du cycle cellulaire, nous 1’avons inactivé par I'ARNi
dans les cellules de la granulosa. Le résultat a montré que I’inactivation de la sous-unité BA de l'inhibine est
suivie d'une augmentation significative du nombre de cellules de la granulosa en phase G1 et d'une diminution
significative du nombre de cellules en phase G2. Ce résultat a indiqué que la sous-unité BA de l'inhibine serait
impliquée dans la régulation du cycle cellulaire pendant la transition de phase G1 a S. Pendant ce temps,
I’inactivation la sous-unité BA de 1l'inhibine entraine également une diminution de la cycline D1 et de la cycline
E et une augmentation de l'inhibiteur du cycle cellulaire p21. Ces résultats ont confirmé que la sous-unité BA de
I'inhibine affecte le cycle cellulaire par I'activation des cyclines lors de la transition de phase Gl a S. Ce résultat
était conforme a celui de la cytométrie en flux. Les kinases dépendantes de la cycline se sont avérées étre des
régulateurs universels du cycle cellulaire chez tous les eucaryotes. La cycline D1 est une sous-unité régulatrice
des kinases dépendantes de la cycline CDK4 et CDKG6 et est nécessaire pour que les cellules progressent de GO /
G1 a S [33]. La cycline E est essentielle pour la transition de phase G1 a S [34]. Nous pensons que la sous-unité
BA de l'inhibine a le potentiel d'affecter le développement des cellules de la granulosa en régulant leur
progression de G1 a S et d'agir de maniére autocrine / paracrine pour moduler la fonction ovarienne et la
folliculogenese. Pris ensemble, ces résultats ont montré que la sous-unité BA de l'inhibine semble avoir un role
crucial dans la progression de la croissance des cellules de la granulosa de souris.

Le développement folliculaire est un processus biologique complexe qui est régulé par divers facteurs
des cellules de la granulosa, en particulier la progestérone et I'estradiol [35]. Des études antérieures ont montré
qu'un supplément de testostérone pouvait faciliter la synthése de I'estradiol dans les cellules de granulosa en
culture [36,37]. Cependant, les cellules primaires de granulosa cultivées ont également été capables de
synthétiser et de sécréter de I'estradiol dans d'autres rapports par un supplément de 10% de FBS [28, 29]. Dans
notre systéme de culture, I’inactivation de la sous-unité BA de I’inhibine a réduit de maniére significative le
niveau des concentrations de progestérone et d'estradiol. Le niveau inférieur de ces deux hormones pourrait étre
dd au taux d'ARNm faible du CYP11A1 causé par I’inactivation de la sous-unité PA de I’inhibine, qui est
responsable de l'initiation de la cascade de stéroidogenése dans l'ovaire [39] et de la diminution du taux
d'ARNm du CYP19A1, qui est une enzyme responsable d'une étape clé dans la biosynthése des cestrogénes a
partir des androgénes [22].

En conclusion, cette étude a révélé que la sous-unité BA de I’inhibine pourrait favoriser la croissance et
la différenciation des GC de souris en régulant le cycle cellulaire et 1’apoptose, et augmenter la synthése de
I’cestradiol et de la progestérone en contrélant I’expression des génes stéroidogenes, ce qui pourrait favoriser la
folliculogenese. Ses roles dans la régulation de la folliculogenése ont également été mis en évidence par la
régulation des génes dans les GC de souris.
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