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A. Ovogenèse et Folliculogenèse 

L’ovocyte mature est la cellule la plus rare de l’organisme et aussi une 

des plus remarquables car l’ovocyte est à la fois totipotent et très spécialisé. 

Entre autres, il porte la moitié du capital génétique maternel, il doit mettre en 

place le mécanisme de blocage à une fécondation polyspermique, assumer 

d’importantes transformations au niveau du noyau et commander les 

premières étapes du développement embryonnaire.  

Le gamète féminin possède également la particularité d’avoir une 

méiose qui se déroule par étapes espacées par des pauses qui peuvent durer 

des années. Son développement est de cette façon axé sur la capacité à 

reprendre et à aboutir sa méiose et à assurer le développement initial de 

l’embryon. 

Cependant l’ovocyte n’évolue pas isolément, il forme avec les cellules 

somatiques qui l’entourent un complexe fonctionnel dénommé follicule.  
Le développement de l’ovocyte est ainsi complètement dépendant d’ 

interactions dans ce complexe fonctionnel car si l’ovocyte contrôle la 

prolifération des cellules de la granulosa (CG) et leur différenciation 

(Vanderhyden et al. 1992), les CG sont à leur tour indispensables à la 

croissance, différenciation, méiose, maturation cytoplasmique et contrôle de 

l’activité transcriptomique dans l’ovocyte (van den Hurk et al. 2005). 

Ainsi quand on parle de développement de l’ovocyte - l’ovogenèse, il est 

indiscutablement lié au développement du follicule – folliculogenèse, même si 

dans chacun il y a des étapes caractéristiques qui leurs sont propres.  

Du fait que l’ovocyte soit une cellule si particulière, les études pour 

essayer de connaître et comprendre les différentes étapes de son 

développement sont nombreuses depuis longtemps. Néanmoins beaucoup 

reste à apprendre et comprendre sur le développement ovocytaire, folliculaire 

et leurs interactions.  

Mieux connaitre la folliculogenèse et en particulier la folliculogenèse in 

vitro pourrais permettre d’améliorer les techniques de procréation 

médicalement assisté (PMA)  avec par exemple l’utilisation du cortex ovarien 

congelé pour la préservation de la fertilité et pour lesquels la greffe d’ovaire 

n’est pas envisageable par risque de réintroduction de la maladie. La 

cryopreservation du cortex ovarien ce fait à ce jour essentiellement dans le 
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cadre d’un traitement anti cancéreux potentiellement très stérilisant et est la 

seule technique qui peut être proposé aux filles prépubères (Aubard et al. 

2001, Poirot et al. 2005, Poirot et al. 2007).  

Même si le but ultime est de comprendre la folliculegnèse chez la femme 

ce sont couramment les recherches sur le modèle animal qui permettent 

d’obtenir de nouvelles données qui doivent être confirmées ultérieurement 

chez la femme.  

Malgré les différences physiologiques, les chercheurs utilisent souvent 

la souris comme modèle expérimental. Les avantages de ce modèle reposent 

essentiellement dans le court cycle de vie, un temps de gestation de 19 à 20 

jours avec une importante natalité ce qui permet des expériences avec des 

résultats satisfaisants dans un délai assez court, un élevage facile et peu 

coûteux. Ceci est d’autant plus vrai pour le développement folliculaire in vitro, 

puisque c’est la seule espèce pour laquelle des souriceaux sont nés après 

croissance folliculaire in vitro.  
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1. L’ovaire : rappel anatomique et histologique 

L’ovaire est la gonade féminine et chez les vertébrés il est normalement 

présent au nombre de deux. Les ovaires se situent dans la cavité pelvienne, un 

de chaque côté de l’utérus auquel ils sont reliés par un ligament fibreux – 

ligament propre de l’ovaire et sont situés en regard du pavillon des trompes 

de Fallope. 

Chez la femme adulte ils sont ovoïdes et mesurent environ 4 cm de 

long, 2 cm de large et 1 cm d’épaisseur. 

Histologiquement on observe 4 zones distinctes dans l’ovaire (Fig. 1) : 

 Epithélium germinatif qui est un épithélium cubique simple, qui 

recouvre l’ovaire. 

 Albuginée ovarienne, une capsule de tissu conjonctive dense et 

pauvre en cellules, située immédiatement sous l’épithélium 

germinatif et en périphérie du cortex ovarien. 

 Cortex ovarien, qui occupe la périphérie de l’ovaire et qui est la 

zone fonctionnelle de l’ovaire. Il est composé par les follicules aux 

différents stades du développement, un stroma conjonctif de 

soutien et quelques vaisseaux sanguins.  

 Médullaire, zone parenchymateuse constituée essentiellement par 

du tissu conjonctif lâche et un grand réseau de vaisseaux sanguins 

et lymphatiques situé dans la partie la plus interne de l’ovaire. 
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Figure 1 : Représentation schématique de l’organisation interne de l’ovaire ainsi que 

des follicules aux différents stades de leur développement (adaptée de 

http://apbrwww5.apsu.edu). 

 

Cet organe possède comme unité fonctionnelle le follicule ovarien qui 

renferme l’ovocyte et assure son développement en gamète 

féminin : l’ovocyte mature. De la puberté à  la ménopause l’ovaire assume 

une double fonction : 

 Exocrine ou fonction gametogène, qui permet la croissance et 

maturation du follicule ovarien avec l’expulsion d’un ovocyte mature 

 Endocrine avec la production d’hormones stéroïdes comme 

l’œstradiol et la progestérone, qui sont nécessaires à la survenue 

des caractères sexuels secondaires et qui régulent le cycle 

menstruel. 
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2. Réserve ovarienne 

Chez l’humain la réserve ovarienne est composée par des follicules 

primordiaux, qui contiennent un ovocyte I, bloqué en fin de prophase de la 

première division de la méiose, et commence à se former vers le quatrième 

mois de vie intra-utérine. 

Au septième mois de la vie utérine environ 7 millions de cellules 

germinales primordiales (CGP) sont formées. Cependant lors de la formation 

des follicules primordiaux certaines CGP ne sont pas entourés par les cellules 

somatiques et dégénèrent par apoptose et ce nombre n’est plus que de 1 ou 2 

millions à la naissance (Pepling et al. 2001). 

Les ovocytes restent apparemment quiescents jusqu’à la puberté, mais 

on observe néanmoins une déplétion du stock ovarien, qui est estimé à 400 

000 follicules par ovaire au moment de la survenue de la puberté. 

A partir de ce moment la réserve ovarienne diminue graduellement 

jusqu’à 37/38 ans, l’âge auquel s’installe une perte plus rapide des follicules 

menant à l’épuisement de la réserve ovarienne et à la survenue de la 

ménopause quelques années plus tard (Baker 1963). 

Ainsi pendant sa période d’activité génitale la femme ne mature et 

n’ovule que 400 ovocytes environ.  
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Figure 2 : Diagramme de la réserve ovarienne et devenir des follicules au long de la 

vie de la femme (adapté de Kaipia et al. 1997). 

 

 

 

Figure 3 : Courbe descriptive de l’évolution du nombre de follicules constituant la 

réserve ovarienne avec l’âge (adapté de te Velde et al. 1998).
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3. Ovogenèse 

L’ovogenèse est l’ensemble des processus qui commencent pendant le 

développement embryonnaire avec la formation des ovogonies et leur 

différenciation en ovocyte I (ovocyte primaire ou immature) et ceux qui 

permettent le développement de l’ovocyte I jusqu’au stade métaphase II 

(MII) : ovocyte mature. L’ovocyte mature se caractérise par sa capacité à être 

fécondé et à assumer les premières étapes du développement embryonnaire.  

Elle se déroule en trois phases et est caractérisée par deux blocages de 

la division méiotique, un premier blocage en fin de prophase I et un deuxième 

blocage en métaphase de la deuxième division (Fig. 4). Les trois phases sont : 

 Multiplication concerne les ovogonies, cellules diploïdes qui se 

multiplient par mitoses et qui en débutant la méiose, aboutissent à 

la production des ovocytes I. 

 Croissance ovocytaire correspond aux changements 

morphologiques et moléculaires accompagnant la croissance de 

l’ovocyte I jusqu’au moment de la maturation terminale. 

 Maturation ovocytaire correspond aux changements nucléaires et 

cytoplasmiques qui permettent à l’ovocyte de reprendre sa méiose 

jusqu’au stade métaphase II. 

 

Figure 4 : Représentation schématique des différentes phases de l’ovogenèse (adapté 

de http://www.as.miami.edu). 
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3. 1. Phase de multiplication 

Les ovocytes sont issues d’une lignée de cellules germinales 

primordiales (CGP) formées pendant la gastrulation qui sont à ce stade 

communes à la gamétogenèse male et femelle.  

A la fin de la troisième semaine du développement embryonnaire les 

CGP migrent depuis l’ectoderme primaire jusqu’au sac vitellin (Baker 1963). 

Entre la cinquième et la sixième semaine du développement sous l’influence 

de cytokines telles que Kit-ligand (KL) et des TGFβ (facteurs de croissance et 

transformations beta), les CGP migrent depuis le sac vitellin, via l’allantoïde, 

jusqu’à la crête génitale(Fig. 5) où elles se multiplient par mitoses et colonisent 

les gonades en développement (Motta et al. 1986). Au même moment la 

détermination sexuelle commence et en absence du gène SRY dans les 

gonades XX, les gonades se développent en ovaires et les cellules germinales 

se différencient en ovogonies (Fauser et al. 1999). Après la colonisation des 

gonades, les ovogonies qui sont des cellules diploïdes, continuent de se 

multiplier par des divisions mitotiques formant des nids de cellules germinales 

(Faddy et al. 1992). 

 

Figure 5 : Migration des cellules germinales chez les Mammifères. Les cellules 

germinales primitives migrent depuis le sac vitellin jusqu’aux crêtes 

germinales, via l’allantoïde (adapté de  http://www.snv.jussieu.fr). 
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Vers la onzième semaine de développement les ovogonies entrent en 

méiose et se différencient en ovocytes primaires (ovocyte I) (Baker 1963). Ces 

ovocytes immatures se bloquent au stade diplotène de la prophase de la 

première division de méiose, avec des chromosomes qui se condensent au sein 

du noyau appelé vésicule germinative (VG). Cet ovocyte reste bloqué en fin 

de prophase de première division de méiose, au moins jusqu’à la puberté. 

3. 2. Croissance ovocytaire 

À partir de la puberté des follicules primordiaux sont recrutés et 

débutent leur développement en parallèle avec les ovocytes. Pendant cette 

croissance l’ovocyte accumule dans son cytoplasme les organelles, les 

protéines et les ARNs qui lui seront nécessaires, plus tard, pour la maturation 

de l’ovocyte, la reprise de la méiose, le blocage de la polyspermie et 

l’acquisition de la capacité au développement. La majorité de la croissance de 

l’ovocyte s’effectue entre les stades de follicule primaire et antral. Il est même 

décrit qu’au moment de la formation de l’antrum l’ovocyte a atteint 80 % de sa 

taille finale. Après l’ovocyte continue de croitre mais de façon beaucoup plus 

lente jusqu’à l’expulsion de l’ovocyte hors du follicule au moment du pic 

ovulatoire de l’hormone lutéinisante (LH). 

La compétence méiotique, c’est-à-dire, la capacité à reprendre la méiose 

est associée à la taille de l’ovocyte mais est probablement le reflet de la 

présence de protéines et/ou activation de protéines. Ainsi tous les 

changements cytoplasmiques et les interactions entre l’ovocyte et les cellules 

de la granulosa et de la thèque qui se font pendant la croissance de l’ovocyte 

ont un rôle dans l’acquisition de l’aptitude à reprendre la méiose (Thibault et 

al. 2001) 

3. 2. 1. Aspects morphologiques 

Dans toutes les espèces la croissance ovocytaire est visible par 

l’augmentation du volume cytoplasmique et en conséquence la taille de 

l’ovocyte. Chez l’humain l’ovocyte passe d’un diamètre de 35 µm à un diamètre 

d’environ 120 µm et son volume augmente de 300 fois (Griffin et al. 2006). 

Dans le cytoplasme, un grand nombre d’organelles, d’appareils de 

Golgi, réticulum endoplasmique et mitochondries se mettent en place et 

apparaissent des granules corticaux, des granules de glycogène et des 

gouttelettes lipidiques. Il se forme également, autour de l’ovocyte, une 
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enveloppe glycoprotéique appelée zone pellucide (ZP) et des jonctions 

perméables qui permettent l’interaction entre l’ovocyte et les cellules de la 

granulosa (CG). 

Pendant toute sa croissance le noyau de l’ovocyte reste bloqué au stade 

diplotène de la prophase I, cependant il double de taille. 

3. 2. 2. Aspects moléculaires 

Une grande quantité d’ARN est accumulée pendant la croissance 

ovocytaire, augmentant d’environ 300 fois son contenu en ARN total. Environ 

2/3 de ces ARN sont ribosomaux, reflet de l’intense activité nucléolaire 

observée dans la croissance de l’ovocyte et ce jusqu’à l’apparition de l’antrum. 

Les ARN messagers représentent environ 10% des ARN totaux. La majorité des 

transcriptions se font pendant la croissance ovocytaire puisque dans l’ovocyte 

mature (MII) il y a 40% moins d’ARNs que dans l’ovocyte immature (VG) et que 

toute activité de transcription est indétectable dès la rupture de la vésicule 

germinative (GVBD) (Dobson et al. 2004, Neilson et al. 2000). En culture il a 

été décrit une diminution de l’activité transcriptionelle dès J9 et une 

quiescence à J12 (Pesty et al. 2007). Les ARNs restant sont stockés dans 

l’ovocyte et seront traduits plus tard après la fécondation et seront essentiels 

pour le développement embryonnaire précoce. 

La synthèse protéique est importante pendant la croissance de l’ovocyte 

avec l’accumulation de protéines nécessaires au développement 

folliculaire/ovocytaire, à la reprise de la méiose et au développement initial de 

l’embryon. Dès que l’ovocyte initie sa croissance il commence à secréter un 

ensemble de 3 glycoprotéines qui formeront la ZP. Il produit aussi des facteurs 

de croissance tels que le GDF-9 (Growth differenciation factor-9) et le BMP15 

(bone morphogenetic protein-15) qui sont indispensables au développement 

folliculaire (Carabatsos et al. 1998, Dong et al. 1996, Laissue et al. 2006, 

Matzuk et al. 2002). 

Pendant toute sa croissance l’ovocyte reste bloqué en prophase de la 

première division de la méiose grâce à des inhibiteurs d’origine somatique. 

Tout facteur de croissance, hormones ou autre protéine avec ce rôle est 

désigné OMI (Ovocyte Meiotic Inhibitor). Entre plusieurs candidats l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) est l’OMI le plus important important car il a 

été démontré que des taux élevés d’AMPc dans l’ovocyte inhibent la production 
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du M-phase promoting factor (MPF) (Downs et al. 1989, Eppig 1989, 

Mehlmann 2005). 

3. 3. Maturation ovocytaire 

La maturation ovocytaire est un ensemble de changements 

cytoplasmiques et nucléaires conduisant à la dissolution de la membrane 

nucléaire – rupture de la vésicule germinative (GVBD) - et à l’expulsion du 

premier globule polaire (GP): 

 Reprise de la méiose avec l’ovocyte qui passe du stade prophase I 

(VG) au stade métaphase II (MII)  

 Maturation cytoplasmique qui correspond à la capacité de bloquer 

la fécondation polyspermique et à l’acquisition de l’aptitude à initier 

le développement embryonnaire. 

3. 3. 1. La reprise de la méiose 

Le blocage en prophase I s’achève avec la rupture de la VG quelques 

heures après le pic de LH et correspond à un passage entre le stade G2 et le 

stade M du cycle cellulaire. Cette transition G2/M est régulée par l’activation 

du MPF, qui est un hétérodimère composé par une cycline régulatrice – la 

cycline B et une kinase cycline-dépendante – la CDK1 qui a un rôle 

catalytique. L’activation/inhibition de ce complexe est directement liée au taux  

intraovocytaire de molécules telles que l’AMPc. Ainsi il est décrit que des taux 

élevés d’AMPc dans l’ovocyte inhibe la formation du complexe MPF et 

inversement leur baisse induit, de façon passive, son activation. Quoique cette 

variation des taux d’AMPc soit bien connue comme régulateur de la 

reprise/maintenance de la méiose, les mécanismes qui provoquent cette 

variation restent à élucider. 

Une hypothèse est qu’au moment du pic ovulatoire de LH, une 

augmentation des taux d’AMPc induit la production de facteurs EGF 

(epidermal-like growth factors) par les voies de signalisation PKA et PKC. Les 

facteurs EGF, à leur tour, stimulent l’activité de MAPK (mitogen activated 

protein kinase) dans les cellules du cumulus, provocant le blocage des voies 

de signalisation. Avec la réduction de communication entre l’ovocyte et les 

cellules du cumulus, la concentration intraovocytaire d’AMPc baisse. Cela 
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induit la formation du complexe cycline B et CDK1 et la méiose reprend 

(Fig. 6) (Duckworth et al. 2002, Han et al. 2006). Consécutivement, l’enveloppe 

nucléaire commence à se plisser, les chromosomes à se condenser et les pores 

nucléaires disparaissent provoquant la fragmentation de l’enveloppe nucléaire. 

Les étapes suivantes de la première division méiotique se produisent très 

rapidement et avec l’expulsion du premier GP, l’ovocyte devient une cellule 

haploïde.  

 

Figure 6 : Représentation schématique de l’hypothèse des taux de cAMP dans le 

blocage et reprise de la méiose dans l’ovocyte (adapté de 

https://www.bioscience.org). 

L’ovocyte, maintenant haploïde, initie la deuxième division de la méiose 

qui se bloque en métaphase II sous l'effet d'un facteur cytoplasmique 

ovocytaire le CSF qui stabilise le complexe MPF et reste ainsi jusqu’à la 

fécondation. 

3. 3. 2. Maturation cytoplasmique 

En fin de maturation et après la décharge ovulante de LH les granules 

corticaux se placent et se disposent au long de la périphérie de l’ovocyte, sous 

la membrane plasmique. Au moment de la pénétration d’un spermatozoïde les 

granules libèrent des enzymes dans l’espace périvitelin qui modifieront la 

structure de la ZP et empêcheront la pénétration de plusieurs spermatozoïdes 

(Picton et al. 1998), c’est le blocage de la polyspermie. 
Parallèlement d’autres organelles (mitochondries, Golgi) se rassemblent 

dans la région périnucléaire sous la dépendance des microtubules. On observe 
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également une accumulation de granules de glycogène et de gouttelettes 

lipidiques qui servent de source d’énergie pour la maturation méiotique, 

fécondation et développement embryonnaire (Grondahl et al. 1995, Kikuchi et 

al. 2002) ainsi que l’augmentation des niveaux de glutathion qui a un rôle 

dans la décondensation de la chromatine du pronoyau mâle, diminuant les 

ponts disulfures et remplaçant des protamines par des histones (Luberda 

2005). C’est à ce moment que se produit la traduction des ARNs stockés et 

non traduits pendant la croissance de l’ovocyte. 
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4. Folliculogenèse 

La folliculogenèse est définie par le développement et la maturation du 

follicule. Elle débute pendant la vie intra utérine avec la formation du pool de 

follicules primordiaux, constituant la réserve ovarienne, dans lequel les 

follicules vont être recrutés et menés à maturation de façon continue depuis la 

puberté jusqu’à l’épuisement (Gougeon 1986). 

La folliculogenèse est caractérisée par 3 grandes étapes : 

 Quiescence – étape de « dormance » des follicules primordiaux qui 

constituent la réserve ovarienne jusqu’au moment où à partir de la 

puberté ils sont recrutés en vague pour débuter leur croissance. 

 Croissance basale – évolution des follicules du stade primordial 

jusqu’au stade antral régulée par des facteurs autocrines et 

paracrines. C’est une étape indépendante des gonadotrophines. 

 Croissance terminale – étape cyclique dépendante des 

gonadotrophines qui mène à l’ovulation. Dans cette étape il y a le 

recrutement des follicules antraux susceptibles d’ovuler, la 

sélection du follicule qui poursuivra sa croissance et sa 

dominance qui le mènera à l’ovulation.  

4. 1. Stades folliculaires: aspects morphologiques 

Le follicule primordial, qui mesure environ 30 µm de diamètre, est le 

plus petit des follicules. Il est constitué d’un ovocyte de petite taille, dont le 

noyau est bloqué en fin de prophase de la première division de la méiose, 

entouré d’une seule couche de cellules somatiques, précurseur des CG, 

aplaties. Cette structure est séparée du stroma par une membrane basale : la 

membrane de Slavjanski (Fig. 7a). 

Le follicule primaire a un diamètre compris entre  45 µm et 50 µm. Il 

est caractérisé par la transformation des cellules periovocytaires qui 

deviennent cubiques et le début de la formation de la ZP. La transformation de 

la monocouche de cellules aplaties en cellules cubiques est le premier signe 
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d’activation de la croissance du follicule et en conséquence de leur sortie du 

pool de réserve (Fig. 7b). 

Les cellules peri-ovocytaires commencent à se multiplier et lorsque le 

follicule est entouré par au moins deux couches de cellules il est classé en 

follicule secondaire (Fig. 7c). Le diamètre augmente progressivement jusqu’à 

200 µm dû à la prolifération, par mitoses successives, des cellules peri-

ovocytaires qui prennent alors le nom de cellules de la granulosa (CG). 

Simultanément les cellules du stroma qui lui sont adjointes se différencient 

formant la thèque. Ces cellules fibroblastiques se stratifient avec la croissance 

du follicule et se différencient en thèque interne et thèque externe qui sont 

séparés par des vaisseaux sanguins formant ainsi le follicule préantral ou 

secondaire tardif. 

Les CG continuent de proliférer et on voit apparaitre des espaces 

intercellulaires, qui confluent formant une plus grande cavité appelée antrum 
et le follicule est qualifié de follicule antral (Fig. 7d). 

Pendant la croissance du follicule antral les CG continuent de 

proliférer, l’antrum s’élargit et on observe la différenciation des CG en deux 

types cellulaires morphologiquement et fonctionnellement très distincts. Les 

CG plus proches de la thèque constituent la granulosa murale et les CG qui 

entourent directement l’ovocyte forment le cumulus oophorus.  

En fin de croissance, le follicule atteint une taille d’environ 20 mm et il 

est dénommé follicule pré – ovulatoire, follicule mûr ou follicule de De Graaf 
(Fig. 7e). Il est caractérisé par une cavité antrale très volumineuse bordée par 

la granulosa. L’ovocyte, toujours bloqué en fin de prophase I, fait saillie dans 

l’antrum et est rattaché à la granulosa par le cumulus oophorus. La 

granulosa, à son tour, avec la croissance de l’antrum devient de plus en plus 

fine. La couche de CG qui est directement en contact avec l’ovocyte s’appelle 

corona radiata. 

Après la décharge ovulante de LH, les CG se dissocient et une 

expansion des cellules du cumulus est observée. Le liquide folliculaire, jusque-

là enfermé dans le follicule s’écoule et entraine avec lui l’ovocyte entouré des 

cellules du cumulus qui composent le complexe cumulus-ovocytaire (CCO). 
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Figure 7 : Coupes histologiques des différentes types morphologiques folliculaires : a) 

follicule primaire; b) follicule primaire; c) follicule secondaire; d) follicule 

antral (début antrum) et e) follicule pré ovulatoire ou follicule de De Graaf 

(adapté de http://www.studyblue.com). 

4. 2. Stades folliculaires : aspects moléculaires 

4. 2. 1. Formation des follicules primordiaux 

La formation des follicules s’initie avec la rupture des nids de cellules 

germinales. Au moment du blocage de la méiose, les ovocytes, jusque-là en 

nids, commencent à être entourés par des cellules somatiques aplaties (pré-

granulosa) formant ainsi le follicule primordial. Les mécanismes qui 

permettent la maintenance et/ou rupture des nids de cellules germinales sont 

méconnus. Cependant quelques études, chez les rongeurs, montrent un 

possible rôle des estrogènes et des protéines GDF9, BMP15, FOXL2 et 

NOBOX, puisque l’absence ou réduction de l’expression de ces gènes induisent 

des changements dans le temps de rupture des nids et augmentent la 
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présence de follicules multi ovocytaires (Bristol-Gould et al. 2005, McMullen et 

al. 2001, Rajkovic et al. 2004, Tingen et al. 2009, Uda et al. 2004). Un facteur 

de transcription a été décrit comme essentiel à la formation des follicules 

primordiaux - le FIGLA (Factor in the germline, alpha). Ce facteur de 

transcription a été d’abord décrit comme régulateur des gènes Zp1, Zp2 et Zp3 

(Liang et al. 1997). Cependant des études avec des souris KO pour le gène Figα 

montrent que aucun follicule primordial n’est formé en son absence et que les 

cellules germinales dégénèrent en quelques jours (Soyal et al. 2000) montrant 

ainsi que ce facteur de transcription est un des facteurs avec un rôle 

prépondérant non seulement dans les cellules de la lignée germinale mais 

aussi dans la formation de follicules primordiaux (Joshi et al. 2007). 

4. 2. 2. Activation des follicules primordiaux 

La sortie du pool de réserve avec l’activation des follicules primordiaux 

est indépendante du cycle ovarien, donc des gonadotrophines, mais se fait par 

le biais d’un dialogue moléculaire entre l’ovocyte et les cellules folliculeuses 

qui l’entourent. 

Ce dialogue se fait principalement, grâce à une action coordonnée entre 

deux voies de signalisation : TSC/mTORC1 et PTEN/PI3K ayant la AKT 

(protéine Kinase B) comme point de liaison (Adhikari et al. 2010, Liu et al. 

2006, Reddy et al. 2009). 

Dans le follicule primordial l’interaction entre Kit Ligand (KL) – produit 

par les cellules folliculaires, et son récepteur cKiT (récepteur tyrosine kinase) -

 localisé sur la surface de l’ovocyte, régule la voie de signalisation PI3K dans 

l’ovocyte activant l’AKT. Cette dernière inhibe à son tour la transcription de 

FOXO3a (forkheadprotein box O3) et de CDKN1B (Cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1B), impliquées dans l’arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. En 

conséquence, on observe une augmentation de la survie cellulaire, la 

croissance et l’activation folliculaire (Blume-Jensen et al. 2000, Reddy et al. 

2005). L’AKT a aussi comme cible le complexe TSC2/TSC1 (tuberin/tuberous 

sclerosis) qui inhibe la transcription de mTORC1 (mammalian target of 

rapamycin complex) qui est décrit comme régulateur de la croissance et 

prolifération cellulaire (Kim 2012, Zheng et al. 2012) (Fig. 8). 

De ce fait la régulation de la voie de signalisation PI3K par celle de 

mTORC1 permet d’éviter l’épuisement prématuré de la réserve ovarienne (IOF). 
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Figure 8 : Voie de signalisation proposée pour l’activation des follicules primordiaux 

et le maintien de la réserve ovarienne (adapté de Kim 2012). 

D’autres facteurs sécrétés par l’ovocyte ou les cellules folliculeuses ont 

été décrits comme ayant un rôle dans l’activation, le maintien et la transition 

des follicules primordiaux et primaires :  

 FOXL2 (forkheadprotein box L2) présent dans les cellules 

folliculeuses aplaties est décrit comme un inhibiteur de l’activation 

des follicules de la réserve puisque son absence conduit à une 

insuffisance ovarienne prématurée (Schmidt et al. 2004, Uda et al. 

2004). 

 L’hormone anti-müllérienne (AMH), sécrétée par les CG en 

croissance jouerait aussi un rôle déterminant dans le maintien de la 

quiescence folliculaire, mais les voies de signalisation et cellules 

cibles de cette hormone restent inconnues (Durlinger et al. 1999, 

Nilsson et al. 2007). 

 PDGF (platelet-derived growth factor), bFGF (basic fibroblast growth 

factor) et LIF (leukemia inhibiting factor) semblent avoir un rôle 

indirect dans la régulation de l’activation et l’entrée en croissance 

des follicules primordiaux en stimulant la sécrétion de KL (Nilsson 

et al. 2001, Nilsson et al. 2006, Skinner 2005) 
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D’autres facteurs de transcription tels que SOHLH1 (spermatogenesis 

and Oogenesis Specific Basic Helix-Loop-Helix) et NOBOX (newborn ovary 

homeobox) ont aussi été décrits comme ayant un rôle dans l’activation et la 

maintenance des follicules primordiaux mais leur rôle spécifique reste à 

élucider (Pangas et al. 2006, Rajkovic et al. 2004). 

4. 2. 3. Follicule primaire 

Dès que le follicule commence sa croissance les CG présentent des 

prolongements cytoplasmiques qui pénètrent la ZP et forment des Gap 

junctions, composées de connexines (CX), avec la membrane de l’ovocyte 

permettant la communication et les échanges métaboliques entre l’ovocyte et 

les CG (Eppig 1991, Matzuk et al. 2002). Le stade de follicule primaire est 

aussi caractérisé par le début de la traduction d’ARN et plus précisément par 

la synthèse des glycoprotéines ZP1, ZP2 et ZP3 qui constituent la zone 
pellucide (ZP) (Gougeon 1986). 

Des facteurs de croissance tels que GDF-9 (Growth differenciation 

factor-9) et BMP15 (bone morphogenetic protein-15) commencent à être 

exprimés dans l’ovocyte et stimulent la prolifération des CG et leur survie 
(Carabatsos et al. 1998, Dong et al. 1996, Matzuk et al. 2002). 

Même si dès le stade de follicule primaire des récepteurs à l’Hormone 

folliculo stimulante (FSH) et à l’Hormone lutéinisante (LH) sont déjà 

détectables (Kol et al. 1995, O'Shaughnessy et al. 1996, Oktay et al. 1997a) les 

gonadotrophines ne sont pas nécessaires à la croissance folliculaire, à ce 

stade, puisque les follicules atteignent les stades suivants en leur absence 

(Dierich et al. 1998). 

4. 2. 4. Follicule secondaire et préantral 

À ce stade les CG subissent une grande activité mitotique et prolifèrent 

sous l’influence de facteurs internes. Parallèlement les cellules de la thèque 

aussi se multiplient, se stratifient et se différencient en thèque externe et 

interne (Dong et al. 1996, Ito et al. 2001). Les cellules de la thèque externe 

sont similaires aux cellules du stroma qui l’entourent, tandis que les cellules 

de la thèque interne se différencient et deviennent morphologiquement 

semblables à des cellules sécrétoires (Gougeon 2010). Les deux thèques sont 
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séparées par des vaisseaux sanguins et à partir de ce moment le follicule est 

exposé à la circulation sanguine (Gougeon 2010, Reynolds et al. 1992). 

Plusieurs facteurs ont été proposés soit comme régulateurs de la 

prolifération et/ou de la survie des CG et de la thèque soit comme inhibiteurs 

d’activité des récepteurs FSH tels que les facteurs de croissance GDF9, 

BMP15 (Hreinsson et al. 2002, Otsuka et al. 2000), l’activine A (Li et al. 

1995, Yokota et al. 1997, Zhao et al. 2001), l’inhibine B (Smitz et al. 1998), 

l’EGF (epidermal growth factor) (Roy 1993), l’HGF (hepatocyt growth factor) et 

le FGF2 (fibroblast growth factor 2) (Parrott et al. 1994). 

4. 2. 5. Follicule antral 

Ce follicule est caractérisé par la présence d’une cavité - l’antrum, 

rempli d’un liquide folliculaire qui est composé par des sécrétions des CG et 

par un transsudat sérique qui devient source d’oxygène et stocke plusieurs 

molécules comme des carbohydrates, acides aminés, facteurs de croissance et 

hormones entre autres. 
Quand le follicule atteint une taille de 2 mm les récepteurs FSH et LH 

deviennent sensibles à l’action des gonadotrophines passant à un 

développement complètement dépendant des hormones FSH et LH et de leurs 

fluctuations pendant le cycle menstruel (Gougeon 1986).  

Sous l’influence des gonadotrophines, les follicules produisent 

maintenant des androgènes et des œstrogènes qui contribuent au 

développement folliculaire ainsi qu’à la différenciation des CG en deux types 

cellulaires morphologiques et fonctionnellement différents (Sanchez et al. 

2012).  

Les CG plus proches de la thèque – granulosa murale, ont un rôle 

plutôt endocrine et les cellules qui entourent directement l’ovocyte 

correspondant au cumulus oophorus, ont un rôle prépondérant dans la 

maturation ovocytaire et son métabolisme (Matzuk et al. 2002). 

Peu avant l’ovulation, le pic de LH provoque indirectement l’expansion 

du CCO qui est accompagnée d’une production d’acide hyaluronique qui aide 

à l’expansion des cellules du CCO. Cette expansion du CCO est essentielle à la 

maturation de l’ovocyte car sans elle le taux d’ovocyte mature est moindre 

(Eppig 1982, Gougeon 2010, Park et al. 2004).  
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Figure 9 : Schéma de l’influence de quelques facteurs dans les différents stades du 

développement folliculaire. En rose les facteurs produits/présents dans 

les cellules germinales et en violet ceux produits/présents dans les 

cellules somatiques (adapté de Sanchez et al. 2012) 

4. 3. Cycle menstruel 

Le cycle menstruel est une variation cyclique et régulière de la zone 

fonctionnelle de l’endomètre (cycle utérin) induite par la cyclicité de la 

folliculogenèse terminale au niveau de l’ovaire (cycle ovarien) qui débute à la 

puberté. Ces deux cycles sont sous contrôle neuro endocrinien et se déroulent 

de façon synchrone. Il est communément défini comme l’intervalle de temps 

entre deux menstruations successives. Conventionnellement il débute au 

premier jour des règles et dure environ 28 jours. Cependant cette durée est 

très variable d’une femme à l’autre, et peut également varier d’un cycle à 

l’autre chez la même femme. Il est divisé en une phase folliculaire ou pré 

ovulatoire qui conduit à l’ovulation, l’ovulation elle-même puis à une phase 

post ovulatoire appelée phase lutéale qui correspond à la préparation de 

l’utérus à la nidation.  
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4. 3. 1. Le contrôle hormonal du cycle menstruel 

Tout le cycle menstruel et les modifications associées sont sous contrôle 

des oestrogènes et de la progestérone qui sont produits par l’ovaire, et des 

gonadotrophines FSH et LH qui sont produites par l’hypophyse et régulés par 

l’hypothalamus. L’hypothalamus secrète de manière pulsatile la GnRH 

(gonadotropin releasing hormone). Cette dernière stimule la sécrétion, 

également de façon cyclique et pulsatile, des gonadotrophines FSH et LH par 

l’hypophyse. L’amplitude et la fréquence des pulses de GnRH déterminent les 

variations de sécrétion des gonadotrophines au long du cycle menstruel. La 

FSH et la LH agissent sur le follicule ovarien en croissance et le corps jaune. 

Ainsi au cours de la première partie du cycle (phase folliculaire), la croissance 

et la maturation du follicule sous influence de la FSH doivent attendre un 

certain seuil de développement en dessous duquel la croissance folliculaire 

s’arrête. Les follicules en croissance secrètent, à leur tour, des oestrogènes qui 

eux vont induire la prolifération de l’endomètre, qui est la muqueuse qui 

recouvre la cavité utérine. Quand le follicule atteint la maturité, le taux 

croissant d’œstrogènes dans le sang est à son maximum signalant à 

l’hypophyse que le follicule est prêt à expulser son ovocyte. Ce signal provoque 

une réduction des taux de FSH en dessous du seuil de développement et une 

forte augmentation de la libération de LH par rétrocontrôle positif. Cette 

poussée de LH est appelé le pic ovulatoire et déclenche l’ovulation qui 

survient environ 36 heures après. Pendant la phase lutéale les taux de FSH et 

LH diminuent rapidement et le follicule ovulatoire, qui s’est rompu, se 

transforme en corps jaune (corpus luteum). Le corps jaune secrète de la 

progestérone qui prépare l’endomètre à la nidation. En absence d’implantation 

le corps jaune régresse et devient un corpus albicans. Cette dégénérescence 

comporte une chute dans les taux de progestérone ce qui enduit la 

desquamation de l’endomètre et les saignements caractéristiques des cycles 

menstruels. Si la fécondation a lieu le corps jaune persiste pendant trois mois 

environ et prend le nom de corps jaune gestatif. Celui-ci assure le maintien 

des taux de progestérone nécessaires à la nidation et à la croissance de 

l’embryon implanté. 
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Figure 10 : Représentation schématique des différents évènements qui ont lieu en 

parallèle au cours du cycle menstruel : A) courbes des taux de 

gonadotrophines ; B) évènements dans l’ovaire ; C) courbes des taux 

d’hormones ovariennes et D) l’influence dans l’endomètre (adapté de 

http://9e.devbio.com). 

4. 4. Dynamique de la croissance folliculaire 

Comme indiqué auparavant la croissance folliculaire au sein de l’ovaire 

se fait en plusieurs étapes. Dans un premier temps plusieurs follicules 

primordiaux sortent continuellement de la réserve ovarienne et débutent une 

longue croissance appelée croissance basale. Cette croissance débute par 

groupes de plusieurs dizaines de follicules tous les jours. Chez l’humain il est 

estimé qu’un follicule qui débute sa croissance met 2 à 3 mois pour atteindre 

le stade de follicule préantral et puis environ 70 jours pour l’apparition de 

l’antrum et atteindre la taille minimale de 2 mm. Les follicules continuent de 
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croître et en fin de phase lutéale du cycle précédant, il y a le recrutement, du 

à l’élévation transitoire du taux de FSH, d’une cohorte de follicules cavitaires 

devenus sensibles aux gonadotrophines. Ces follicules initient leur croissance 
terminale complètement dépendante des gonadotrophines et qui se déroule 

entièrement pendant un cycle menstruel. 

La croissance des follicules recrutés se poursuit de façon inégale due à 

leurs différentes tailles et sensibilité aux gonadotrophines. En conséquence, 

parmi ceux-là un se développe plus rapidement que les autres, et devient plus 

sensible à la FSH qui diminue. Celle-ci atteint un seuil auquel un seule 

follicule continue capable de répondre et de continuer sa croissance. C’est la 

sélection du follicule ovulatoire. Ce follicule exerce alors une dominance sur 

les autres et il est le seule qui continue de croitre. La croissance terminale 

s’achève avec l’expulsion de l’ovocyte mature - l’ovulation.  

A noter que pendant toute la folliculogenèse il existe une forte atrésie 

des follicules puisque d’un large groupe de plusieurs follicules primordiaux 

ayant débuté leur croissance un seul expulsera son ovocyte. 

 

Figure 11 : Schéma représentatif des différentes étapes de la croissance folliculaire 

(adapté de Gougeon 2010). 



Introduction : Croissance folliculaire in vitro 

 35

B. Croissance Folliculaire in vitro 

La culture de follicules ovariens est une technique qui permettrait la 

croissance et le développement de follicules ovariens depuis le stade primordial 

jusqu’au stade de follicule ovulatoire aboutissant à l’obtention d’un ovocyte mature 

compétent. 

Le développement des techniques de croissance folliculaire et maturation 

ovocytaire in vitro est d’un grand intérêt pour la recherche et la médecine de la 

reproduction autant chez l’humain que dans d’autres espèces. La croissance in vitro 

de follicules ovariens est un important instrument de recherche car il permet 

l’étude biologique de la folliculogenèse permettant d’approfondir les connaissances 

sur ce processus complexe. En assistance médicale à la procréation ceci est 

d’autant plus important car cela pourrait permettre l’utilisation de fragments 

ovariens cryoconservés dans le but de préserver la fertilité de patientes nécessitant 

un traitement hautement stérilisant et qui ne se situent pas dans la possibilité 

d’une autogreffe de tissu ovarien du fait du risque de réintroduction de la maladie 

(Meirow et al. 2008, Picton et al. 2000). 

Malgré quelques travaux plus anciens, la recherche concernant la croissance 

folliculaire in vitro s’est intensifié au milieu des années 1990. Ainsi, plusieurs 

techniques de culture folliculaire ont été depuis développées à partir soit du tissu 

ovarien, soit de follicules isolés. La croissance d’une structure si complexe, le 

follicule, ex vivo présente d’innombrables défis liés d’une part à la perte de la 

vascularisation, et d’autre part à la perte de paramètres cellulaires et structuraux 

une fois retirés de leur environnement, quand les follicules sont isolés. Ainsi, le 

choix des techniques, milieux et supports de culture folliculaire doivent non 

seulement tenir compte de l’origine des follicules (congelé ou frais, dans des 

fragments d’ovaire ou isolés) et du stade de développement initial, mais aussi 

répondre simultanément à plusieurs paramètres physiologiques et moléculaires de 

façon à offrir à l’ovocyte, aux cellules de la granulosa, de la thèque et aux cellules 

du stroma, les conditions nécessaires à leur développement en culture (Fig. 12). 
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Figure 12 : Résumé des paramètres à prendre en compte pour la croissance et maturation 

in vitro d’ovocytes chez les mammifères selon Picton (Picton et al. 2003). Les 

paramètres sont à adapter selon les différentes étapes de culture 

1. Types de cultures 

Pour l’étude de la croissance folliculaire in vitro plusieurs types de culture et 

systèmes de culture ont été développés. Ceux-ci sont adaptés au stade de 

développement folliculaire auquel débute la culture, l’espèce utilisée et le but de la 

culture. Cependant, tous les systèmes de cultures décrits jusqu’à présent peuvent 

se situer dans deux types :  

 Culture de fragments de cortex ovarien ou in situ qui correspond à la 

croissance folliculaire au sein de l’ovaire. 

 Culture de follicules isolés qui correspond à la croissance folliculaire 

après un isolement de la structure folliculaire du tissu ovarien. 
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1. 1. Culture in situ 

Dans ce type de culture des fragments de cortex ovarien sont directement 

mis en culture. De cette façon, les follicules sont d’une part maintenus dans un 

environnement semblable à celui qu’ils ont in vivo, conservant leur structure et un 

contact direct avec le stroma, et d’autre part les dommages que peuvent causer les 

techniques d’isolement du follicule sont évités. Ce type de culture est le plus 

fréquemment utilisé, pour induire l’activation des follicules primordiaux et leur 

croissance jusqu’au stade préantral. 

La densité et l’épaisseur du stroma semblent être déterminants pour ce type 

de culture et plus précisément pour l’activation des follicules primordiaux. Des 

études chez l’humain (Telfer et al. 2008) et chez d’autres mammifères (McLaughlin 

et al. 2010, Wandji et al. 1996) montrent que dans des fragments d’ovaire où le 

stroma a été diminué au maximum, l’activation des follicules primordiaux se fait 

plus rapidement et en plus grand nombre comparés avec d’autres études qui 

mettent en culture des fragments d’environ 1mm d’épaisseur (Hovatta et al. 1997), 

puisque les follicules dans les fragments de cortex ovarien avec plus de stroma sont 

exposés à des facteurs inhibiteurs à l’activation de la croissance folliculaire 

(McLaughlin et al. 2009, Telfer et al. 2013). 

1. 2. Culture de follicules isolés 

Une autre méthode pour faire croître des follicules ovariens in vitro est de 

mettre en culture les follicules en culture après les avoir libérés du tissu conjonctif 

de l’ovaire.  

Ainsi, la première étape pour ce type de culture est l’isolement des follicules.  

La culture de follicules isolés a été décrite pour tous les stades de 

développement, cependant elle est essentiellement associée à la croissance 

folliculaire à partir du stade de follicule secondaire (Picton et al. 2008). Pour la 

culture de follicules secondaires isolés, essentiellement deux systèmes peuvent être 

proposés pour cette espèce : 

 Culture en phase liquide ou 2D : culture en monocouche avec adhésion au 

support de culture et dans lequel le follicule perd sa structure 

tridimensionnelle. 

 Culture organotypique ou 3D : technique dans laquelle le follicule pendant 

toute la culture conserve sa structure tridimensionnelle. 
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1. 2. 1. Isolement des follicules 

L’isolement des follicules ovariens pour culture se fait essentiellement par 

deux méthodes. La première est l’isolement mécanique à l’aide de fines aiguilles 

ou de petits scalpels. Avec cette technique, l’intégrité de la membrane de Slavjanski 

est maintenue et les follicules possèdent aussi des cellules de la thèque, permettant 

ainsi de mettre en culture toute la structure folliculaire. Cependant, même si cette 

technique a été décrite dans plusieurs espèces elle rencontre des difficultés quand 

appliquée à des espèces dont les ovaires sont très fibreux comme c’est le cas des 

grands mammifères et l’humain, nécessitant des temps de manipulation très longs 

et présentant un nombre de follicules obtenus très faible (Telfer et al. 2000, Telfer et 

al. 2013). 

L’autre est l’isolement enzymatique qui consiste à l’exposition du tissu 

ovarien à des enzymes telles que la collagénase et/ou DNAse suivie d’un isolement 

mécanique. Cependant, avec cette technique la membrane de Slavjanski est altérée 

et les cellules de la thèque dissociées de la structure folliculaire. La réduction du 

temps d’exposition à l’enzyme, peut minimiser ces effets. Quand cette technique 

d’isolement est utilisée on parle quand même de culture de follicules isolés mais, en 

fait, elle traite des complexes ovocyte-cellules de la granulosa. 
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2. La souris comme modèle 

Le matériel biologique humain étant très peu disponible, les modèles 

animaux, dans la recherche, sont indispensables comme étape préliminaire pour 

obtenir des éléments de travail et de réflexion nécessaires pour travailler chez 

l’humain. Même si la souris présente des différences majeures avec la physiologie 

ovarienne de la femme elle reste néanmoins le modèle le plus largement étudié, 

étant de plus, le seul modèle pour lequel les différents systèmes de culture ont 

abouti à la naissance de souriceaux (Carroll et al. 1990, Eppig et al. 1989, Eppig et 

al. 1996, O'Brien et al. 2003, Xu et al. 2006a).  

Chez la souris, les ovaires sont beaucoup plus petits que dans d’autres 

espèces, beaucoup moins fibreux et ont la particularité de débuter leur 

folliculogenèse au moment de leur naissance. Ainsi, dans les premiers jours après 

la naissance, la population folliculaire chez la souris est très homogène. Ces 

caractéristiques ont permis le développement des techniques de culture 

concernant :  

 ovaire entier qui se compare à la culture au sein de fragments ovariens chez 

les plus grands mammifères. Elle est surtout utilisée pour l’activation des 

follicules primordiaux et leur développement jusqu’au stade secondaire 

(Eppig et al. 1996).  

 follicules isolés. L’ovaire peu fibreux et contenant une population folliculaire 

très homogène chez la jeune souris permet l’isolement mécanique, à l’aide de 

fines aiguilles, de follicules à différents stades de leur développement selon 

l’âge de la souris (Hartshorne 1997). Même si la culture de follicules isolés à 

plusieurs stades de développement est décrite le stade le plus fréquemment 

étudié, pour cette espèce, est la culture des follicules secondaires.  
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2. 1. Culture de follicules isolés 

2. 1. 1. Culture en phase liquide ou 2D 

Dans ce type de culture les follicules isolés sont généralement placés dans 

un milieu sur un support plastique et recouverts d’huile minérale (Cortvrindt et al. 

1998, Eppig et al. 1989, Eppig et al. 1996). Ceci entraine un attachement des 

follicules au support de culture qui allié à l’intense prolifération des cellules de la 

granulosa provoque la rupture de la membrane de Slavjanski et l’étalement du 

follicule sur une surface bidimensionnelle. Même s’il a été décrit que la perte de la 

structure tridimensionnelle et l’étalement des cellules de la granulosa 

compromettent la communication étroite avec l’ovocyte (Fig. 13A) (West et al. 

2007a), ce système de culture est depuis des années utilisé pour des études 

comparatives sur la croissance folliculaire in vitro chez la souris. 

De nombreux paramètres comme le diamètre folliculaire et ovocytaire lors de 

la croissance, la capacité de l’ovocyte à reprendre la méiose, la configuration de la 

chromatine, l’activité transcriptionnelle, la survenue d’oscillations calciques 

intracytoplasmiques, entre autres, ont été analysées pendant la croissance en 

système 2D et les résultats obtenus ont été considérés comme comparables à ceux 

obtenus in vivo (Cortvrindt et al. 2002, Pesty et al. 2007, Sun et al. 2004). De plus, 

la croissance folliculaire et les différences morphologiques associées sont facilement 

observables au microscope, avec la culture 2D (Fig. 13B). La production d’hormones 

stéroïdiennes et de protéines est également mesurable par dosage dans le milieu de 

culture (Dorphin et al. 2012, Smitz et al. 1998). De surcroit, ce type de culture a été 

un des premiers à avoir été validé par l’obtention de souriceaux viables après 

croissance folliculaire in vitro (Cortvrindt et al. 1996, dela Pena et al. 2002, Eppig et 

al. 1989, Eppig et al. 1996, Liu et al. 2001, O'Brien et al. 2003). 
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Figure 13 : Croissance in vitro de follicules secondaires dans un système en phase liquide 

(2D). A) illustration de la perte de la structure tridimensionnelle du follicule et 

réorganisation des cellules (adapté de West et al. 2007b). B) images de la 

croissance folliculaire le jour de la mise en culture J0 (i) ; après 4 jours de 

croissance in vitro avec les cellules de la thèque étalées sur le support (ii) ; et 

follicule en fin de culture  J12 avec la présence d’une cavité antrum-like * (iii) 

Barre d’échelle =100 μm. 

2. 1. 2. Culture organotypique ou 3D  

Dans ce type de culture le follicule garde sa structure tridimensionnelle tout 

au long de la croissance in vitro par l’absence d’adhésion des follicules au support 

de culture. Le follicule présente alors une croissance radiaire à partir de l’ovocyte et 

les interactions ovocyte-cellules folliculaires sont maintenues (Fig 14A). 

Les systèmes de culture en 3D peuvent être réalisés par : 

 Utilisation de membranes hydrophobes (Nayudu et al. 1992) 

 Utilisation de matériels de support coniques qui empêchent l’adhésion, 

associés à un changement journalier du milieu des puits de culture 

(Fehrenbach et al. 1998, Vitt et al. 1998) 

 Inclusion dans des capsules de matrice d’hydrogel (Carroll et al. 1991b, 

Gomes et al. 1999, Torrance et al. 1989, West et al. 2007b, Xu et al. 2006b). 
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Le système le plus souvent utilisé pour la culture 3D est l’inclusion dans des 

capsules de matrice, composées le plus fréquemment par des hydrogels naturels 

tels que le collagène ou l’alginate. Les hydrogels miment la matrice extracellulaire 

ovarienne et sont perméables, permettant aussi la diffusion de nutriments, les 

échanges gazeux et l’efflux des déchets cellulaires produits par le follicule, en 

maintenant les interactions entre ovocyte-cellules folliculaires (Fig. 14A). Les 

premières inclusions de follicules préantraux isolés dans des matrices datent de la 

fin des années 1980 utilisant du collagène (Torrance et al. 1989) et ont permis 

l’amélioration des conditions de culture chez la souris et d’autres espèces (Carroll et 

al. 1991a, Gomes et al. 1999, Vanhoutte et al. 2009). À ce jour l’hydrogel le plus 

fréquemment utilisé est l’alginate. Les différentes études ont montré que les 

follicules préantraux, inclus dans des capsules d’alginate, atteignaient un diamètre 

similaire à celui observé in vivo (Pangas et al. 2003) et permettait la différenciation 

des cellules folliculaires, la formation de l’antrum, la maturation ovocytaire et la 

production d’hormones, ceci en ajustant la rigidité de la capsule en faisant varier la 

concentration en alginate (West et al. 2007b, Xu et al. 2006b). Cette technique 

(Fig. 14B) a également permis la naissance de souriceaux (Xu et al. 2006a). 

Cependant une étude récente montre que les ovocytes maturés avec cette 

technique présentent des anomalies dans la formation du fuseau méiotique et 

l’alignement des chromosomes, dans la formation des granules corticaux ainsi que 

dans l’expulsion du premier globule polaire (Mainigi et al. 2011). 

Une nouvelle approche utilisant un mélange d’alginate et de fibrine a 

également été décrite. L’ajout de la fibrine permet la diminution de  la rigidité et de 

la concentration des capsules en alginate, qui peut nuire à la croissance du 

follicule. De plus la fibrine est dégradable. Ainsi elle peut être dissoute au long de la 

culture par le follicule lui-même en produisant des protéases, tout en gardant sa 

structure 3D, maintenue par l’alginate. Cette nouvelle approche semble aussi 

mimer le comportement du follicule au sein de l’ovaire puisque pendant son 

développement le follicule passe d’un cortex rigide à la médullaire plus lâche 

(Shikanov et al. 2009, 2011). 
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Figure 14 : Croissance in vitro de follicules secondaires dans un système de capsules de 

matrice d’hydrogel (3D). A) illustration du maintien de la structure 

tridimensionnelle du follicule et interaction avec les cellules somatiques 

(adaptée de West et al. 2007b) B) images de la croissance folliculaire au jour de 

la mise en culture J0 (i) ; après 4 jours de croissance in vitro avec une 

augmentation de taille (ii) ; et follicule en fin de culture  J12 (iii) (adapté de Xu 

et al. 2006a). Barre d’échelle =100 μm. 
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3. Chez l’humain 

Chez l’humain les résultats de la croissance folliculaire in vitro sont 

beaucoup plus limités que dans les autres espèces. Ceci est dû d’une part à une 

faible disponibilité du matériel biologique pour l’étude et d’autre part, au temps 

extrêmement long que nécessite la folliculogenèse, environ 7 mois chez la femme 

(Gougeon 1986). La densité du stroma ovarien, chez l’humain, ainsi que le manque 

de connaissance des mécanismes du développement folliculaire et ses régulateurs, 

nécessaires à la mise au point de milieux et systèmes de culture adaptés rendent la 

croissance de follicules ovariens humains encore plus difficiles (Hovatta et al. 1997, 

Lass et al. 1997). 

Malgré cela, les progrès obtenus sont très prometteurs et sembleraient 

indiquer cette technique comme une vraie alternative à la greffe de fragments 

ovariens. 

3. 1. Différentes approches de culture 

Plusieurs techniques de croissance in vitro de follicules ovariens, chez 

l’humain, utilisant soit du tissu frais soit du tissu ovarien congelé ont été étudiées. 

À ce jour, 3 approches différentes ont été décrites permettant un développement 

folliculaire : 

 Culture in situ : culture de petits fragments de cortex ovarien, préservant 

ainsi les conditions naturelles du follicule. Cette technique a permis 

l’activation des follicules primordiaux et leur développement jusqu’au stade 

secondaire (Hovatta et al. 1997, Hreinsson et al. 2002, Sadeu et al. 2006, 

Wright et al. 1999). 

 Culture de follicules isolés : culture de follicules primaires ou secondaires 

après dissection mécanique et/ou enzymatique. Avec cette technique la 

littérature décrit une croissance jusqu’au stade qui suit immédiatement le 

stade folliculaire choisi (Abir et al. 1997, Abir et al. 1999, Hovatta et al. 1999, 

Oktay et al. 1997b, Roy et al. 1993, Xu et al. 2009). 

 Culture par étapes : le type de culture est adapté au stade de 

développement, avec une première étape in situ suivie d’une culture de 

follicules isolés (Telfer et al. 2008). 
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Tableau I: Résumé des principaux résultats obtenus pour la culture de follicules 

ovariens humains, utilisant soit du tissu frais (F) soit après 

cryoconservation (C) en fonction du système de culture in situ (     ) ou 

de follicules isolés (      ) et du stade folliculaire. 

 Primordial Primaire Secondaire Antral 
Roy et al. (F) 
(Roy et al. 1993) 

 

  

Abir et al. (F) 
(Abir et al. 1997)    

Hovatta et al. (C) 
(Hovatta et al. 1997)   

Wright et al (F) 
(Wright et al. 1999)   

Abir et al. (F) 
(Abir et al. 1999)    

Hreinsson et al. (F) 
(Hreinsson et al. 2002)   

Sadeu et al. (C) 
(Sadeu et al. 2006)   

Telfer et al. (F) 
(Telfer et al. 2008)  

Xu et al. (F) 
(Xu et al. 2009)    

Ainsi, le passage d’un certain stade folliculaire au stade immédiatement 

suivant a déjà été décrit chez l’humain, mais le développement folliculaire complet, 

à partir du même follicule, reste un challenge très important à relever. Cependant 

une étude utilisant une culture séquentielle avec une première étape de culture in 

situ suivi de l’isolement et culture de follicules à un stade déterminé a permis le 

développement de follicules primordiaux jusqu’au stade de follicule antral en 

seulement 10 jours (Telfer et al. 2008) (Fig. 15). 
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Figure 15 : Développement in vitro de follicules humains, en 3 phases.(a) Schéma des 

différentes étapes de la culture des follicules primordiaux jusqu’au stade de 

follicule à antrum (i–ii) extraction des complexes ovocyte-cellules du cumulus 

pour croissance et développement en membrane d’alginate (iii) et maturation in 

vitro (MIV) des complexes cumulus ovocytaires (CCO). Le schéma proposé a 

permis d’observer la croissance de follicules primordiaux (b) en follicules 

secondaires (c) et en follicules à antrum (d) dans un milieu de culture sans 

sérum (adapté de Telfer et al. 2008). 

Une autre étude, en utilisant une technique d’inclusion en capsule d’alginate 

(Fig. 16), a pu maintenir et faire croître in vitro des follicules secondaires isolés et au 

bout de 30 jours obtenir des follicules présentant des caractéristiques 

physiologiques et structurelles qui peuvent permettre la sélection d’ovocytes pour 

une maturation in vitro (Xu et al. 2009). 

Les différentes études semblent indiquer ainsi que le développement 

folliculaire complet in vitro devrait se faire en trois phases : une première phase de 

culture in situ dans le cortex ovarien, de façon à mimer le recrutement et la 

croissance initiale de follicule primordial jusqu’au stade de follicule secondaire ; 

une deuxième phase de culture de follicules secondaires isolés jusqu’au stade de 

Phase 1 Phase 2 Phase 3 

Culturede cortex 
ovarien 

Isolement mécanique des 
follicules secondaires 

Culture individuelle des 
follicules secondaires 

Extraction des complexes 
COG’s et culture en membrane 

d’alginate 

MIV des CCO’s 
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follicules à antrum; et une troisième et dernière phase avec extraction du complexe 

cumulus-oophorus (CCO) en vue d’une maturation ovocytaire in vitro. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Images du développement de follicules ovariens humains en capsule d’alginate 

(Xu et al. 2009). (A) un follicule humain sans culture en comparaison avec (B) 

un follicule de caractéristiques similaires après 14 jours de culture en capsule 

d’alginate. (C) follicule en culture depuis 15 jours avec formation d’un antrum 

et d’un CCO central et D) un follicule où le maintien de la structure 3D est bien 

visible. Barre d’échelle =100 μm 

C D 
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C. La protéomique 

La protéomique est le terme générique qui englobe une large gamme de 

technologies visant à déterminer l’identité et la quantité des protéines exprimées 

dans une cellule, un organisme, un organe, un compartiment cellulaire ou un fluide 

biologique à un moment donné, dans un contexte biologique donné. Certaines 

méthodologies permettent également d’étudier leur structure tridimensionnelle et 

leurs interactions entre elles ou avec d’autres molécules. La protéomique est ainsi 

pour la protéine ce que la génomique est pour le gène et la transcriptomique pour 

l’ARNm (Fig. 17). L’ensemble des protéines qui résultent de la traduction des ARNm 

dans un échantillon à un moment donné est dénommé protéome. 

 

Figure 17 : Contexte biochimique du protéome. 

Celui-ci présente des spécificités par rapport aux deux autres car les niveaux 

d’expression des protéines ne sont pas directement corrélés à celui des ARNm 

puisque certains ne sont jamais traduits. De plus, les protéines sont fréquemment 

soumises à des modifications post-traductionnelles qui changent aussi leur 

fonction. Ainsi un même gène peut coder plusieurs protéines rendant le protéome 

variable selon le stade de développement, le cycle cellulaire, la différenciation, en 

réponse à des signaux biologiques ou physiques, où en réponse à l’environnement 

auquel sont soumis les échantillons. De cette façon il est possible de dire que la 
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protéine est la seule molécule qui produise un effet biologique en comparaison avec 

l’ADN et ARNm (Liebler 2002). 

L’étude du protéome est un vrai challenge car celui-ci suppose une analyse 

simultanée d’un très grand nombre de protéines en vue de connaître leur structure, 

fonction, interaction, l’abondance et les variations de ces caractéristiques en 

fonction du contexte cellulaire. Même si l’étude des protéines présente des 

avantages par rapport au séquençage des gènes et des ARN, techniquement elle est 

aussi beaucoup plus difficile pour les raisons suivantes :  

 Les protéines ne peuvent pas être amplifiées contrairement aux gènes et aux 

ARN. Les protéines peu abondantes sont donc difficiles à étudier. 

 Les protéines son des séquences de taille variable d’acides aminés. Il existe 

20 acides aminés différents par leur composition moléculaire et leurs 

propriétés physico-chimiques, ce qui donne un nombre quasi-illimité de 

possibilités de séquences protéiques, et confère aux protéines une grande 

hétérogénéité. 

 L’abondance d’une protéine dans un échantillon peut varier entre une et 

plusieurs millions de copies, ce qui exige une extrême sensibilité et une large 

gamme dynamique des techniques et appareils de détection. 

 Le nombre total de protéines à analyser dans un même échantillon est très 

vaste et très variable. 

1. Les grandes étapes d’une analyse protéomique 

L’analyse protéomique ne serait alors pas possible sans le développement et 

les évolutions constantes des techniques séparatives comme l’électrophorèse 

bidimensionelle, ou la chromatographie liquide, de la spectrométrie de masse et 

enfin de la bioinformatique qui permet de gérer la quantité énorme d’informations 

produite. Pour une analyse protéomique, quel que soit l’échantillon, plusieurs 

étapes doivent être réalisés : 

 Extraction, cette étape consiste à extraire et à solubiliser les protéines 

d’un échantillon biologique ; elle est cruciale car une mauvaise 

extraction peut induire la dégradation voire la perte des protéines et 

même empêcher leur identification. Le tampon doit être adapté aux 
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conditions dans lesquelles on souhaite travailler (natives ou 

dénaturantes) et au type de protéines (solubles ou membranaires). 

 Préfractionnement, étape optionnelle en fonction de l’abondance et 

de la complexité de l’extrait protéique. Elle consiste à fractionner un 

échantillon en plusieurs sous-ensembles afin d’accéder à un plus 

grand nombre de protéines et à réduire l’effet de saturation lié aux 

protéines les plus abondantes.  

 Séparation, étape dans laquelle les protéines sont séparées en 

fonction de leurs caractéristiques physico-chimiques ou encore en 

fonction de leurs affinités pour un ligand. Il existe 2 grandes 

approches pour l’analyse d’extraits complexes : l’électrophorèse 

bidimensionnelle ou la chromatographie liquide (1D ou 2D) couplée à 

la spectrométrie de masse.  

 Identification des protéines par spectrométrie de masse (MS) qui 

repose sur la mesure précise des biomolécules. Les protéines sont 

digérées dans un premier temps à l’aide d’une enzyme (classiquement 

la trypsine) puis les peptides issus de la digestion sont analysés en 

spectrométrie de masse et peuvent être fragmentés afin de déterminer 

leur séquence. 

 Analyse bioinformatique est la dernière mais pas la moindre étape de 

l’analyse protéomique. Elle commence par l’interrogation des bases de 

données pour comparer les résultats obtenus avec la spectrométrie de 

masse et les données génomiques et protéomiques en ligne. C’est ainsi 

qu’une liste de protéines est obtenue. Une fois la liste établie, 

plusieurs les outils informatiques permettent l’étude de ces listes, 

classant les protéines par famille, fonction, ou selon leurs interactions. 

1. 1. Extraction 

L’extraction de protéines à partir d’un mélange complexe se fait à l’aide de 

tampons adaptés à la nature des protéines et à l’objectif de l’analyse. En général, 

un tampon d’extraction est constitué de : 

 Un tampon salin qui permet de contrôler le pH de la solution et aide à 

la solubilisation des protéines (ex. Tris, Hepes). 
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 Détergents qui aident à la solubilisation des protéines membranaires 

en partciculier (ex. SDS, CHAPS). 

 Agents réducteurs pour réduire les ponts disulfures et prévenir 

l’oxydation des protéines (ex. dithiothréitol (DTT), mercaptoethanol). 

 Agents dénaturants des protéines qui altèrent la structure spatiale 

des protéines sans rupture des liaisons covalentes, en modifiant la 

concentration ionique de la solution et le pH (urée et acides). 

Il n’existe pas de tampon universel pour l’extraction protéique, chaque 

tampon doit être adapté à l’échantillon et aux contraintes éventuelles de la 

méthodologie utilisée pour l’analyser. Dans le cadre d’une étude d’interactions 

protéiques, par exemple, les protéines doivent être maintenues dans des  conditions 

natives, c’est-à-dire sans agent dénaturant ni agent réducteur, idéalement sans 

détergent, mais en présence de sels. En revanche, pour une approche par 

électrophorèse 2D, les protéines doivent être dénaturées mais conserver leur charge 

native. Cela implique d’utiliser des agents dénaturants mais aucun détergent 

ionique et une quantité minimale de sels. Le tampon peut également être complété 

par des inhibiteurs de protéases (pour éviter la dégradation des protéines) ou des 

ampholytes (qui aident à la séparation des protéines). Cependant il faut toujours 

tenir compte des étapes ultérieures, car l’utilisation de certains composants 

interfère soit avec la méthode de séparation des protéines, soit avec la digestion, 

soit avec la spectrométrie de masse.  

Selon l’origine de l’échantillon, un broyage mécanique peut être réalisé après 

l’ajout du tampon d’extraction, pour faciliter l’éclatement des cellules. Une 

centrifugation sera nécessaire pour culotter les débris. Le surnageant, alors 

récupéré constitue l’extrait protéique. 

1. 2. Préfractionnement 

Le fait de fractionner l’extrait protéique est une étape essentielle lorsque 

l’échantillon est très complexe, comme c’est le cas avec un extrait cellulaire. Le 

préfractionnement a pour but la réduction de la complexité des échantillons. Ceci 

permet ainsi d’accéder à un plus grand nombre de protéines pour l’analyse 

protéomique car il y a une concentration des protéines moins abondante dans les 

fractions. Le fractionnement peut se faire par centrifugation différentielle, par 

élimination des protéines les plus abondantes, par électrophorèses et encore par 
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électrolocalisation. Ici je décrirais uniquement les techniques utilisées pour la 

réalisation de ce travail de thèse. 

1. 2. 1. Electrophorèse 1D 

L’électrophorèse se base sur le principe de mobilité de molécules soumises à 

une charge électrique. Selon les caractéristiques des molécules telles que la charge 

et leur masse, la nature du support de migration et les conditions physico-

chimiques la vitesse de migration varie, permettant ainsi la séparation des 

différentes molécules. Dans ce travail l’électrophorèse 1D SDS PAGE  a été réalisée. 

Dans cette approche, l’extrait protéique est dans une solution en présence 

d’un agent dénaturant – le SDS qui se lie aux protéines et leur confère, en 

proportion avec le poids moléculaire, une charge négative. L’extrait protéique est 

chargé sur un gel composé de polyacrylamide. Sous l’influence d’un courant 

électrique, les complexes SDS-protéines migrent dans le gel en fonction de leur 

poids moléculaire et se séparent en formant des bandes le long de la piste de 

migration (Fig. 18). Une bande peut contenir une ou plusieurs protéines ayant des 

masses moléculaires proches. 

 

Figure 18 : Représentation du principe d’un gel 1D SDS-PAGE (Liebler 2002) 
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1. 2. 2. Électrofocalisation 

Il s’agit de la séparation basée sur la focalisation isoélectrique, soit le point 

isoélectrique de la protéine, qui se fait sur une bandelette composé d’un gel de 

polyacrylamide à gradient de pH fixe – strip IPG. Dans cette approche les protéines 

migrent au long de la strip, qui est sous courant, jusqu’à atteindre l’endroit 

correspondant à leur point isoélectrique où elles restent immobilisées.  

Cette électrolocalisation peut être également réalisée en phase liquide 

(OffGeL). En phase liquide, des coupelles (en nombre voulu par rapport à la taille de 

la strip) sont superposé à la strip et la migration se fait par sortie et entrée dans les 

coupelles mais avec le même principe que in gel (Fig. 19). Cependant à la fin les 

protéines sont récupérées en phase liquide. 

Figure 19 : Principe du fractionnement IEF OFFGEL. A) Dépôt d’un même volume d’extrait 

protéique dans les trois puits ; B) migration des protéines qui pénètrent dans la 

strip, migrent en fonction de leur charge native puis diffusent dans le puits 

correspondant à leur point isoélectrique ; C) Chaque fraction contient un pool 

de protéines dont le pI correspond à la zone de pH couverte par le puits sur la 

strip.  
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1. 3. Séparation 

Cette étape précède normalement l’identification, et traditionnellement deux 

approches sont utilisés : l’électrophorèse bidimensionnelle et la chromatographie 

liquide 

1. 3. 1. Electrophorèse bidimensionnelle (électrophorèse 2D) 

L’électrophorèse 2D résulte de la combinaison de deux migrations 

électrophorétiques successives. Les protéines, dont la charge native doit être 

préservée au moment de l’extraction, sont d’abord séparées selon leur point 

isoélectrique (pI) selon le principe de l’électrofocalisation. Cette séparation s’effectue 

sur la strip contenant un gradient de pH pré-établi et fixe. Sous l’effet d’un courant 

électrique, les protéines migrent le long du gradient de pH et s’arrêtent à l’endroit 

où le pH est égal à leur point isoélectrique. La strip est ensuite incubée dans une 

solution de SDS puis déposée sur le haut d’un gel SDS-PAGE, pour une séparation 

selon leur masse. Dans ce type de gel les protéines sont visualisées sous forme de 

spots et une « carte protéique » est ainsi obtenue (Fig. 20). 

 

Figure 20 : Représentation du principe de séparation par de la 2D SDS-PAGE (Liebler 

2002). 
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1. 3. 2. Chromatographie liquide 

La chromatographie liquide a comme principe la séparation des composés 

entrainés par un liquide (phase mobile) à travers un solide (phase stationnaire) qui 

lui, est normalement fixé à une colonne appelé colonne chromatographique. La 

séparation se réalise selon les interactions chimiques ou physiques des molécules 

avec la phase mobile ainsi qu'avec la phase stationnaire. Cette séparation peut se 

faire avec une colonne chromatographique c’est à dire 1D ou ayant recours à deux 

colonnes chromatographiques séquentielles – 2D. 

1. 4. Identification des protéines par spectrométrie de masse 

Il existe deux approches différentes pour identifier une protéine digérée par 

spectrométrie de masse. La première ne peut être utilisée que pour une protéine 

purifiée (par exemple un spot de gel 2D). Il s’agit de la méthode d’identification par 

empreinte peptidique de masse, la masse des peptides obtenus après digestion 

d’une protéine est comparée aux masses théoriques des peptides des protéines 

répertoriées dans les banques de données. Quand les échantillons sont complexes, 

la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est utilisée. Dans ce cas, une 

première analyse MS permet de mesurer la masse du peptide qui est ensuite isolé et 

fragmenté. Une deuxième analyse MS des fragments obtenus permet de déterminer 

la séquence peptidique : en effet, chaque acide aminé de la séquence peut être 

déterminé en calculant la distance entre deux pics adjacents. 

Pour l’étape d’identification, les protéines sont digérées dans un premier 

temps en peptides à l’aide d’enzymes spécifiques. L’enzyme utilisée le plus 

classiquement est la trypsine qui clive après chaque acide aminé de type lysine ou 

arginine.  

Les peptides issus de la digestion sont ensuite analysés par spectrométrie de 

masse qui se base sur la mesure du rapport masse sur charge (m/z) des peptides 

ionisés à l’état gazeux. Le spectromètre de masse est normalement composé de trois 

éléments : une source d’ions, un analyseur de masse et un système de 
détection des ions (Fig. 21).  
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Figure 21 : Structure de base d’un spectromètre de masse. 

 

 

Couramment, il existe 2 types de sources d’ions :  

- la source MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) où la 

formation d’ions se fait par excitation d’un dépôt séché constitué à la base 

d’un mélange d’une solution de matrice et de l’analyte (Fig. 22) 

Figure 22 : La source MALDI ionise, sous l’effet d’un laser, des analytes en phase solide qui 

sont co-cristallisés avec une matrice sensible à la longueur d’onde du laser. 

Cette source génère des ions majoritairement monochargés (z=1) (image repris 

de http://fr.academic.ru/dic.nsf/frwiki/1094130). 
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- la source ESI (ElectroSpray Ionisation) où les ions sont formés par électro-

nébulisation de l’analyte en solution (Fig. 23). 

Figure 23 : Source ElectroSpray (ESI) génère des ions à l’état gazeux à partir d’un 

échantillon liquide grâce à un spray d’électronébulisation. Elle produit des ions 

principalement multichargés (image reprise de http://www.lamondlab.com). 

 

Il existe 4 types d’analyseurs : temps de vol, trappe à ions, quadrupoles et 

analyseurs à résonance cyclotronique. Dans ce travail de thèse c’est l’analyseur à 

trappe ionique qui a été utilisé. 

 L’analyseur de type trappe ionique piège les peptides dans un champ 

électrique tridimensionnel. Une variation graduelle tridimensionnelle du 

champ électrique va progressivement expulser les peptides piégés, du 

plus léger au plus lourd. La valeur du champ électrique au moment de 

l’expulsion d’un peptide donné permet d’en déterminer la masse exacte.  

 
Une deuxième dimension peut être ajoutée en spectrométrie de masse 

mettant en tandem l’analyseur (MS/MS). Ainsi dans une première séparation dans 

l’analyseur des ions sont sélectionnés et fragmentés et puis séparés à nouveau 

selon leur rapport m/z. 

Les sources ESI sont en général couplées à un système de séparation de 

peptides par chromatographie liquide haute performance (HPLC) sur des colonnes 

capillaires (nanoLC) pour l’analyse de très faibles quantités. 
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1. 5. Analyse bioinformatique 

Quelles que soient les méthodes utilisées, toute analyse protéomique par 

spectrométrie de masse a besoin d’outils informatiques puissants pour analyser et 

valider les données. Ainsi les bases de données telles que SwissProt et trEMBL 

utilisées pour l’identification des protéines sont consultées via des logiciels dédiés 

tels que MASCOT, Sequest, XTandem, etc. Ces logiciels comparent les masses des 

peptides obtenues avec les masses théoriques des peptides présents dans les bases 

de données. D’autres outils sont également a posteriori nécessaires pour 

approfondir l’étude des informations obtenues, comme la classification des 

protéines selon leur fonction biologique et/ou moléculaire, selon leurs interactions 

entres elles ou avec d’autres molécules et leur rôle dans les voies de signalisation 

entre autres. Ceci est possible grâce à des logiciels qui compilent toutes les 

informations publiées sur chaque protéine et qui croisent ces informations de façon 

à relier certaines protéines entre elles. Les différents logiciels utilisés dans ce travail 

sont décrits dans le chapitre matériels et méthodes. 



Introduction : Protéomique en biologie de la reproduction 

 59

2. La protéomique appliquée à la biologie de la reproduction 

Dans le domaine de la santé, la protéomique s’est rapidement imposée 

comme un outil puissant principalement dans la mise en évidence de marqueurs 

diagnostiques ou pronostiques de maladies comme le cancer du sein, de la prostate 

et la maladie d’Alzheimer. Le domaine de la biologie de la reproduction ne fait pas 

exception et l’utilisation de cette approche a permis d’élargir la connaissance des 

évènements moléculaires des fonctions reproductrices chez l’homme et chez la 

femme avec l’analyse d’expression, de régulation et de modifications des protéines 

dans plusieurs types cellulaires, tissus et organes. Ainsi, au cours des dernières 

années, les principaux travaux de protéomique ont été réalisés, chez le male, sur les 

testicules, la maturation epididymaire des spermatozoides, les fluides séminaux et 

le développement du spermatozoïde, et chez la femelle, sur l’endomètre, 

l’endométriose, le syndrome des ovaires polykystiques, la maturation ovocytaire et 

le liquide folliculaire, mais aussi sur la fécondation, l’interaction gamétique et le 

développement embryonnaire initial (Upadhyay et al. 2013).  

2. 1. L’étude protéomique dans la reproduction féminine 

En biologie de la reproduction, pour le côté féminin, les études de 

protéomiques ont comme but essentiel : 

 l’évaluation de la qualité ovocytaire et en conséquence sa capacité à 

reprendre la méiose ainsi que l’identification des protéines impliquées 

dans le développement initial de l’embryon 

 l’étude de pathologies qui affectent la fertilité telles que l’endométriose 

et le syndrome des ovaires polykystiques 

 l’étude de l’endomètre pour essayer de mettre en évidence des 

marqueurs sur la qualité de l’endomètre pour l’implantation. 

Pendant les cinq dernières années, les études sur l’endomètre, chez la 

femme, ont permis de mettre en évidence des protéines différemment exprimées 

selon la phase du cycle menstruel, l’identification de protéines surexprimées 

pendant la fenêtre implantatoire et de protéines non connues auparavant pour leur 

régulation par les stéroïdes (Chen et al. 2009, DeSouza et al. 2005, Dominguez et 

al. 2009, Parmar et al. 2009, Rai et al. 2010). Ces résultats pourront ainsi 

permettre l’identification et l’analyse des protéines ayant un rôle potentiel dans la 



Introduction : Protéomique en biologie de la reproduction 

 60

capacité de l’endomètre à accueillir les embryons, ce qui peut aider à optimiser la 

préparation de l’endomètre en vue des transferts d’embryons et peut être même 

aider en cas d’échec d’implantation lors des cycles de FIV. 

Plusieurs études ont effectué des analyses protéomiques pour comparer les 

endomètres ectopiques de femmes atteintes d’endométriose à des endomètres 

normaux révélant des protéines qui présentaient des expressions différentes selon 

la présence ou l'absence de la pathologie (Chehna-Patel et al. 2011, Fowler et al. 

2007, Scotchie et al. 2009, Ten Have et al. 2007, Zhang et al. 2006). 

En ce qui concerne l’ovaire, le plus souvent les études visent à mieux 

connaitre le syndrome des ovaires polykystiques. Cependant, dans un premier 

temps, c’est l’ovaire sain qui a été étudié, et récemment une grande étude sur le 

protéome de l’ovaire du Macaque Rhésus a permis l’identification de plus de 5 000 

protéines constituant ainsi le plus grand protéome décrit pour l’ovaire (He et al. 

2014). Dans cette étude le cycle cellulaire, la régulation de la mort cellulaire et de 

l’apoptose ainsi que l’organisation du cytosquelette étaient les processus 

biologiques les plus représentés en terme de nombre de protéines. Parmi les 

protéines identifiées, 48 avaient été antérieurement décrites comme ayant une 

expression variable entre les ovaires polykystiques et les ovaires normaux chez 

l’humain (Ma et al. 2007) établissant ainsi une liste de protéines qui devront faire 

l’objet d’études plus approfondies pour comprendre leur rôle exact dans la 

pathologie et ainsi parvenir à faire évoluer le diagnostic et le traitement du 

syndrome des ovaires polykystiques. 

Le liquide folliculaire, par son origine et sa proximité avec l’ovocyte en 

croissance est aussi un important sujet d’études protéomiques pour en déduire la 

qualité folliculo-ovocytaire. Chez l’humain, la publication la plus récente, décrit 

l’identification de 480 protéines dont 320 jamais décrites dans le liquide folliculaire, 

et ce après avoir exclu les 14 protéines les plus abondantes déjà décrites 

antérieurement (Ambekar et al. 2013). Cela a permis d’élargir le nombre de 

protéines connues et présentes dans le liquide folliculaire. Ceci pourrait aider à 

mieux connaître sa fonction, aider au développement de marqueurs de qualité 

ovocytaire et ainsi augmenter les taux de grossesse et aider à la recherche des 

causes d’infertilité dans le futur (Ambekar et al. 2013). 
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2. 2. L’étude de l’ovocyte – approche protéomique 

L’ovocyte du fait de son importance, de sa rareté et de la difficulté à en 

obtenir est une cellule difficilement analysable chez l’humain. En protéomique cela 

est d’autant plus important car les quantités d’échantillon nécessaires aux analyses 

impliquent un très grand nombre d’ovocytes. En conséquence les études 

protéomiques sur l’ovocyte sont souvent réalisées dans des modèles animaux et 

particulièrement chez la souris. 

C’est au début de la dernière décennie que les premières études 

protéomiques ont été rapportées avec l’identification de protéines de l’ovocyte 

mature de souris, dans le but d’identifier les protéines de surface impliquées dans 

l’interaction entre le spermatozoïde et l’ovocyte lors de la fécondation. Après une 

électrophorèse 2D, environ 500 spots protéiques ont été mis en évidence. Entre 

ceux-ci, 80 protéines potentielles de surface ont été repérées après l’analyse avec un 

gel d’affinité et 30 ont été identifiées après analyse au spectromètre de masse 

(Coonrod et al. 2002). La même équipe a publié plus tard l’identification de 8 

protéines chaperonnes très abondantes dans l’ovocyte mature avec la confirmation 

par immunofluorescence de leur localisation à la surface de l’ovocyte pour 4 d’entre 

elles, à savoir GRP78, GRP94, HSP90 et Calreticulin (Calvert et al. 2003). 

Depuis ce sont surtout des études concernant la maturation ovocytaire et la 

recherche de protéines associées au développement initial de l’embryon qui ont été 

décrites avec l’établissement du protéome de l’ovocyte au stade VG et MII. 

En 2007, une étude de l’équipe de Coonrod a comparé les cartes protéiques 

d’ovocytes en fin de croissance avant et après la reprise de la méiose, après 

séparation en gel 2D. Cette première étude sur la maturation ovocytaire a permis 

d’identifier 12 protéines qui varient entre les stades de VG et de MII (Vitale et al. 

2007). La même année un profil protéique du complexe cumulus-ovocytaire a été 

décrit toujours après séparation des protéines par gel 2D. Dans cette étude les 

auteurs décrivent l’identification de 156 protéines et leur classification dans les 

différentes fonctions biologiques : 31 % des protéines sont impliquées dans 

l’expression des gènes/protéines, 24 % dans le métabolisme cellulaire, 12 % dans la 

défense cellulaire, encore 12 % dans la communication et signalisation cellulaire, 

10 % dans la structure et mobilité cellulaire et finalement 7 % dans la division 

cellulaire et 4 % dans des processus non connus. Cette étude a également mis en 

évidence plusieurs familles de protéines pouvant jouer un rôle important dans le 

développement folliculaire. Ainsi l’identification de 9 hnRNPs (heterogeneous 

nuclear ribonucleo proteins) impliquées dans la synthèse et le transport des ARNm 
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a été rapportée, tout comme 9 enzymes impliquées dans la glycolyse, 4 

peroxyredoxines, 10 protéines chaperonnes et 7 protéines de la famille TCP-1 (T-

complex protein 1) (Meng et al. 2007). Cette étude est, à notre connaissance, la 

seule chez la souris à ne pas avoir été effectuée avec des ovocytes isolés, mais avec 

des CCO, s’intéressant ainsi aux cellules qui entourent l’ovocyte lors de la 

maturation. 

En 2008, une équipe a étudié le protéome et le phosphoprotéome de l’ovocyte 

en MII sans la ZP, dans le but d’analyser les modifications post-traductionnelles et 

en particulier les phosphorylations. Ayant toujours recours à l’électrophorèse 2D et 

la spectrométrie de masse, cette équipe a identifié 380 protéines parmi lesquelles 53 

présentaient des modifications post-traductionnelles (PTM) révélées par la 

coloration Pro-Q Diamond (qui détecte spécifiquement les protéines phosphorylées) 

démontrant pour la première fois la présence de protéines PTM dans l’ovocyte 

mature. Les fonctions biologiques avec le plus de protéines identifiées étaient 

associées au métabolisme et à la régulation des protéines : métabolisme des 

protéines (101) protéines de liaisons (100) et repliement des protéines (34), tandis 

que l’activité des enzymes tels que les protéasomes et les actetyltransferases 

n’avaient que 9 et 3 protéines attribuées respectivement. Avec cette étude le 

protéome de l’ovocyte mature a été élargi et la présence de protéines phosphorylées 

dans l’ovocyte mature a été prouvée (Ma et al. 2008). Une année plus tard, en 2009, 

la même équipe publiait l’identification des protéines de l’ovocyte en MII sans ZP, 

mais cette fois en ayant recours à une séparation des protéines avec un gel 1D 

SDS-PAGE et une analyse par spectrométrie de masse après fractionnement en 

chromatographie inversé (RP-LC-MS/MS). Avec cette approche 625 protéines ont 

été identifiées élargissant ainsi le panel des protéines décrites dans l’ovocyte 

mature. De plus, ils ont mis en évidence 76 protéines impliquées dans le 

développement embryonnaire. Leur analyse a démontré une surreprésentation 

significative des protéines impliquées dans des fonctions moléculaires telles que 

« unfolded protein binding », l’activité oxydoréductase, l’action sur les groupes CH-

OH et l’activité des GTPases et aucune sous représentation. Pour les fonctions 

biologiques, le scénario s’est inversé avec une sous représentation significative dans 

l’ovocyte mature, par rapport à d’autres tissus, de protéines impliquées dans la 

régulation du métabolisme cellulaire, la transcription et le métabolisme de l’ARN, 

tandis qu’aucune fonction biologique n’était significativement surreprésentée. De 

plus dans cette étude, une analyse semi-quantitative par rapport au nombre de 
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peptides uniques identifiés pour une protéine a été réalisée montrant 23 protéines 

avec plus de 10 peptides uniques identifiés (Zhang et al. 2009).  

En 2010, une grande étude a établie et comparé le protéome d’ovocytes de 

souris aux stades VG et MII, avec 7 000 ovocytes à chaque stade ainsi que 7 000 

zygotes en utilisant une analyse MS semi-quantitative. Au stade MII 2 973 

protéines ont été identifiées, 2 781 au stade VG et 2 082 au stade zygotes. Les 

auteurs ont comparé le protéome des ovocytes VG et avec celui des ovocytes MII et 

le protéome des zygotes avec celui des cellules souches embryonnaires (ES). La 

distribution des protéines dans les différents groupes par fonctions biologiques était 

similaire, alors qu’une comparaison quantitative par rapport au nombre de peptides 

identifiés pour chaque protéine a été réalisée montrant que les ovocytes VG et MII 

avait plus de protéines en communs que les zygotes et les cellules ES. Les protéines 

de la famille TUDOR ont été identifiées seulement dans les ovocytes et les protéines 

de la famille F-box étaient aussi surexprimées dans les ovocytes. Au stade VG, les 

protéines associées au transport membranaire, les transporteurs primaires, les 

protéines de la famille des canaux cationiques et les jonctions de type gap étaient 

surexprimées, tandis qu’au stade de MII, les protéines surexprimées étaient les 

protéines associées aux facteurs de transcription, aux modifications épigénétiques, 

et au métabolisme de l’ADN (Wang et al. 2010).  

Le plus récent et le plus grand protéome établi pour l’ovocyte mature a 

identifié plus de 3 699 groupes de protéines combinant les 29 fractions d’un gel 1D 

SDS-PAGE et l’analyse MS. De ces groupes de protéines, 2 842 ont pu être corrélées 

au transcriptome de souris analysé par microarray. Pour les groupes restant aucun 

ARN correspondant n’a été trouvé et 125 protéines n’avait même pas d’identifiant. 

Les fonctions biologiques les plus présentes étaient les processus métaboliques, les 

processus cellulaires, le transport et la communication cellulaire. Cette étude a 

aussi permis l’identification de 28 protéines probablement impliquées dans la  

reprogrammation lors du développement embryonnaire (Pfeiffer et al. 2011). 

Même si dans cette introduction je résume seulement les principaux travaux 

menés chez la souris pour la constitution du protéome de l’ovocyte en fin de 

croissance aux stades VG et MII, des étude similaires ont été menées chez d’autres 

espèces en particulier celles ayant un intérêt industriel/économique comme par 

exemple le bovin (Berendt et al. 2009, Bhojwani et al. 2006, Memili et al. 2007, 

Peddinti et al. 2010). 

Cependant toutes ces études sont faites sur l’ovocyte en fin de croissance, 

isolé, soit mature bloqué en métaphase II (MII) ou toujours bloqué en fin de 
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prophase I (VG), et décrivent les protéines impliquées au moment de la maturation 

et reprise de la méiose. Peu d’articles se sont intéressés aux cellules du CCO, mais 

encore une fois ceux-ci visaient l’étude moléculaire de la maturation ovocytaire. A 

notre connaissance, aucun article n’a décrit le protéome de l’ovocyte au cours de sa 

croissance, au sein du follicule ovarien, tout en sachant que la croissance 

ovocytaire et folliculaire sont inséparables. Ainsi cette structure fonctionnelle si 

particulière, par la dépendance des différents types cellulaires qui la composent, 

semble extrêmement importante à étudier. 
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Les études protéomiques dans le domaine de la gamétogenèse femelle faites 

jusque-là visent essentiellement l’étude des protéines impliquées dans la 

maturation ovocytaire et/ou le début du développement embryonnaire. 

Au long de toute sa croissance l’ovocyte fait partie d’une structure 

fonctionnelle – le follicule - duquel il dépend pour croitre et inversement. Même si 

beaucoup d’évènements de la folliculogenèse et de l’ovogenèse ont déjà été décrits, il 

reste encore beaucoup de connaissances à acquérir. Puisque l’ovocyte acquiert sa 

capacité à reprendre la méiose et ainsi à être fécondable au cours de sa croissance 

au sein du follicule, il semble important d’essayer de mieux connaître les molécules 

nécessaires au développement ovocytaire et folliculaire.  

Ainsi l’approche protéomique des follicules en culture semble être pertinente 

puisque celle-ci peut donner des informations qui permettront de mieux 

comprendre les mécanismes moléculaires impliqués au cours de leur croissance et 

de développer des marqueurs de qualité pendant la culture. En biologie de la 

reproduction ceci est d’autant plus important que dans le cadre de la préservation 

de fertilité certaines femmes ne peuvent pas bénéficier d’une greffe de leur fragment 

d’ovaire en raison d’un risque de réintroduction de la maladie de départ. Il est donc 

important d’améliorer et faire évoluer les techniques de culture folliculaire pour 

qu’elles soient une réalité pour ces femmes. 

Puisque la souris est la seule espèce pour laquelle des souriceaux sont nés 

après développement in vitro de follicules ovariens et que pour les analyses 

protéomiques une importante quantité d’échantillon est nécessaire, celle-ci a été 

choisie comme modèle d’étude. 

 

Ainsi ayant recours à une approche protéomique, l’objectif de mon travail de 

thèse a consisté à :  

Identifier les protéines exprimées dans trois stades de développement 
folliculaire in vitro de façon à mettre en évidence des protéines spécifiques et 
des changements moléculaires caractéristiques des différents stades de 
développement. Puis, la distribution des fonctions biologiques, la 
quantification des protéines et la recherche de réseaux spécifiques 
d’interaction des protéines identifiées seront comparées entre les trois stades 
du développement folliculaire étudiés. 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

III. Matériels et méthodes 



Matériels et Méthodes : Culture de follicules ovariens de souris 

 68

Le protéome du follicule ovarien n’ayant jamais été décrit, plusieurs étapes 

du protocole ont du être testées avant l’analyse protéomique, ce qui est le cas pour 

le milieu de culture, le choix d’étudier le follicule entier et les deux méthodes de 

préfractionnement. Ainsi dans cette partie de « matériels et méthodes » quelques 

résultats concernant ces mises au point seront décrits. 

A. Culture de follicules ovariens de souris  

1. Animaux 

Des souris femelles de 12 jours F1 C57Bl/CBA ont été utilisées. A cet âge, la 

population folliculaire est très homogène et est majoritairement composée de 

follicules secondaires. 

Les souriceaux à cet âge ne sont pas encore sevrés, ils ont donc été achetés 

en portée avec leur mère (Charles River®, Lyon, France) et ont été élevés en 

animalerie avec des cycles de lumière/obscurité de 12h avec un libre accès à l’eau 

et à la nourriture, pendant une semaine au moins avant sacrifice. 

2. Prélèvement des ovaires et isolement des follicules 

Les souris ont été sacrifiées par dislocation cervicale et les ovaires ont été 

recueillis dans un milieu de dissection à 37ºC, composé de Leibovitz L 15(Gibco®, 

Cergy-Pontoise, France) supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal (SVF), 

100 UI/mL pénicilline et 100 μg/mL de streptomycine (Sigma – Aldrich®, Saint 

Quentin Fallavier, France). 

Sous loupe binoculaire (Nikon®, France), les ovaires ont été libérés de leur 

bourse à l’aide d’aiguilles de 27 gauges (Sherwood Médical®, Evry, France). Les 

follicules on été isolés en dissociant et grattant le stroma à l’aide d’aiguilles, puis 

ont été recueillis avec une micropipette et rincés 3 fois dans le milieu de dissection. 

Pendant les lavages successifs, les follicules constitués d’un ovocyte rond et central, 

entouré d’au moins 2 couches de cellules de la granulosa, avec un diamètre 

compris entre 100 µm et 130 µm et ayant quelques cellules de la thèque adhérentes 

ont été sélectionnés pour être soit analysés directement soit mis en culture. 
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3. Culture folliculaire 

Dans ce travail un système de culture en microgouttes recouvertes d’huile 

minérale (Sigma – Aldrich®) a été utilisé. Ce type de culture est le plus couramment 

utilisé pour l’étude de la croissance folliculaire in vitro, chez la souris, y compris par 

notre équipe depuis plusieurs années (Anastacio et al. 2012, Dorphin et al. 2012, 

Kerjean et al. 2003, Lefevre et al. 2007, Mousset-Simeon et al. 2005, Pesty et al. 

2007, Pesty et al. 2008). 

Dans ce système de culture, dix follicules ont été mis individuellement en 

gouttes de 10 μL de milieu, dans des boîtes de pétri stériles de 60 mm de diamètre 

(Falcon®, Meylan, France), recouvertes d’huile minérale (Sigma®) (Fig. 24). Le 

lendemain de la mise en culture, 10 μL de milieu de culture ont été ajoutés à 

chaque goutte. Le milieu a ensuite été renouvelé quotidiennement en retirant 10 μL 

de chaque goutte et en y ajoutant 10 μL de milieu neuf. 

Le jour de la mise en culture (J0) ainsi que tous les jours suivants (J1 – J12) 

les follicules ont été mesurés, au microscope inversé (10x15) (Nikon®) en prenant 

deux diamètres perpendiculaires à l’aide d’un oculomètre. 

Pendant les douze jours de culture, les boites ont été placées dans un 

incubateur, à la température de 37ºC et sous une atmosphère humide à 5 % de 

CO2. 

Figure 24 : Boite de culture folliculaire 

4. Maturation ovocytaire 

Pour l’induction de l’ovulation les follicules sont transférés dans des 

nouvelles boites de culture avec des microgouttes de 20 μL de milieu de maturation, 

qui est le milieu de culture enrichi avec de l’hCG (Sigma-Aldrich®) et EGF 

(Boehringer Mannheim®, Meylan, France) (Tableau II). Les boites étaient remises 

sous atmosphère humide à 5 % de CO2 et à 37ºC. Au bout de 16 heures environ, la 
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maturation des ovocytes était vérifiée après dénudation des ovocytes et observation 

de l’expulsion du premier globule polaire (Fig. 25).  

Figure 25 : Ovulation in vitro après induction avec hCG (a), à l’intérieur du cercle le CCO et 

à l’opposé les cellules de la granulosa; b) ovocyte mature avec expulsion du 

premier globule polaire. 

5. Stades folliculaires étudiés 

Pour cette étude, dont le but principal était l’obtention du protéome du 

follicule entier pendant son développement in vitro, il a été décidé de choisir les trois 

groupes à différents stades de la culture, basés sur des caractéristiques 

morphologiques plutôt que sur la durée de culture car à un même jour de culture 

les caractéristiques des follicules peuvent être très différentes les unes des autres. 

En se basant sur des caractéristiques morphologiques spécifiques les trois groupes 

étudiés ont été beaucoup plus homogènes. En conséquence, il a été décidé d’étudier 

le follicule au stade initial de la culture (IS), à un stade intermédiaire de la culture 

(RMS) et à la fin de la culture (FA). 

5. 1. Stade initial (IS) 

Constituant notre premier groupe d’étude, le stade initial (IS) est composé de 

follicules secondaires obtenus au moment de la dissection de l’ovaire. Ceux-ci sont 

caractérisés par un ovocyte entouré par au moins 2 couches de cellules de la 

granulosa, quelques cellules de la thèque adhérentes et un diamètre compris entre 

100 μm et 130 μm (Fig. 26IS).  Le choix de ce type de follicule comme un des 

groupes étudiés a été lié au fait que celui-ci est le type de follicule utilisé pour 

débuter la culture.  
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5. 2. Rupture complète de la membrane de Slavjanski (RMS) 

Ce deuxième groupe d’étude était composé de follicules en culture et avait 

pour but de cibler une étape intermédiaire dans la culture. A ce stade folliculaire, il 

a été observé une importante prolifération des cellules de la granulosa, qui associée 

à l’adhésion au support de culture mène à la rupture de la membrane basale. Le 

choix de ce type de follicule pour le deuxième groupe a été fait car la rupture de la 

membrane de Slavjanski, à ce stade, est caractéristique de la croissance in vitro et 

est un indicateur de la croissance folliculaire puisqu’il est associé à la prolifération 

des cellules de granulosa (Fig. 26RMS). 

5. 3. Follicules avec une cavité antrum like (FA) 

Le troisième et dernier groupe étudié était composé de follicules en fin de 

culture (J12) et dans lesquels était observée la présence d’un espace entre les 

couches de cellules de la granulosa assimilé à l’antrum (Fig. 26FA). Ces follicules en 

culture sont équivalents aux follicules pré-ovulatoires in vivo. On observe, 

également différents secteurs dans la répartition des cellules de la granulosa avec 

localisation proche de l’ovocyte, le cumulus oophorus et une autre plus extérieure, la 

granulosa murale. De plus, ces follicules ont été choisis pour la maturation 

ovocytaire, car ce sont les follicules qui contiennent les ovocytes capables de 

reprendre leur méiose. 

Figure 26 : Différents stades de développement choisis pour l’étude du protéome des 

follicules au cours de la culture folliculaire : IS (follicule en début de culture), 

RMS (follicule présentant une rupture complète de la membrane de Slavjanski) 

et FA (follicule avec une cavité similaire à l’antrum). 
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6. Choix d’étudier le follicule entier 

Pour mieux comprendre le rôle et l’évolution des protéines dans la structure 

folliculaire, l’idée était dans un premier temps de caractériser le protéome dans 

chacun des types cellulaires qui compose le follicule. 

6. 1. Séparation des différents types cellulaires 

Etant donné que l’utilisation d’enzymes pourrait nuire à l’intégrité des 

différents types cellulaires qui composent le follicule et que la distinction des 

cellules de la granulosa et de la thèque serait très difficile sans avoir recours à des 

méthodes demandant des quantités trop importantes d’échantillon (ex : 

centrifugation différentielle), une séparation mécanique de l’ovocyte et des cellules 

folliculaires qui l’entoure a été testée. 

Au stade IS, une première dissection à l’aide de fines aiguilles était réalisée, 

suivie de pipetages successifs avec un cône de 10 μL, puis avec un stripper 

(Stripper®, Limonest, France) muni d’un capillaire avec un embout de 125μm de 

diamètre pour retirer les cellules qui étaient en contact direct avec l’ovocyte. 

Au stade RMS et AF les cellules folliculaires étalées dans le support de 

culture ont été d’abord recueillies en raclant le support avec un cône et les cellules 

restantes accrochées à l’ovocyte ont été séparées par pipetages successifs au 

stripper et/ou avec un embout jetable de pipette. 

Néanmoins, l’isolement mécanique des ovocytes, aux différents stades s’est 

avéré très laborieux et pas satisfaisant. En effet, à aucun stade une dénudation 

complète de l’ovocyte n’a été obtenue avec les méthodes utilisées et le temps pris 

pour le réaliser était trop important pour valider cette technique. De plus au stade 

IS, la dissection à l’aiguille pour séparer les cellules folliculaires de l’ovocyte a 

provoqué la lésion de plusieurs ovocytes. 

Ainsi j’ai décidé d’effectuer l’analyse protéomique sur les follicules entiers 

pour les trois stades pour établir le protéome et ainsi étudier les changements 

moléculaires de la structure fonctionnelle qu’est le follicule. 

7. Comparaison des milieux de culture 

Avec ce type de culture en microgouttes le milieu de culture le plus 

couramment utilisé est enrichi avec 5 % de SVF (Cortvrindt et al. 1996, Hirao 

2011). Cependant, l’ajout de sérum dans le milieu de culture de follicules 
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secondaires n’est pas indispensable. Il a été décrit que des ovocytes issus de 

follicules développés in vitro en absence de sérum, étaient capables de reprendre 

leur méiose, être fécondés et se développer jusqu’au stade de blastocyste (Hirao 

2011). De plus le sérum a une composition protéique complexe et pas entièrement 

connue, qui pourrait être gênante dans l’analyse protéomique en masquant les 

protéines les moins abondantes de notre échantillon. 

Ainsi dans un premier temps un changement de milieu a été effectué en 

remplaçant le sérum par de l’albumine purifiée (Sigma-Aldrich®), qui lors de 

l’analyse protéomique pourrait être facilement identifiée. D’autre part, une 

concentration plus faible de SVF a été testée : 1 % au lieu des 5 % habituels. La 

composition de ces trois milieux est décrite dans le tableau II. 

Les courbes de croissance, le taux de survie et le taux de maturation ainsi 

que plusieurs critères morphologiques, tels que l’adhésion au support, la rupture 

de la membrane de Slavjanski, l’extrusion ovocytaire (EO) au cours de la culture et 

la formation de l’antrum ont été les critères analysés pour permettre une 

comparaison entre ces deux milieux avec le milieu enrichi avec 5 % SVF (témoin). 

Le taux de survie est le pourcentage de follicules arrivant en fin de culture et pour 

lesquels une augmentation du diamètre a été observée. Le taux de maturation est le 

pourcentage d’ovocytes matures obtenus par rapport au nombre de follicules mis en 

maturation. 

Tableau II : Composition des 3 différents milieux de culture et le milieu de 

maturation pour  l’induction de l’ovulation 

 Milieu  
sans SVF 

Milieu 
1% SVF 

Milieu  
5 % SVF 

Milieu de 
maturation 

α MEM     

SVF - 1 % 5 % 5 % 

Albumine bovine (BSA) 3 mg/mL - - - 

Transferrine 5 µg/mL 10 µg/mL 10 µg/mL 10 µg/mL 

Insuline 5 µg/mL 5 µg/mL 5 µg/mL 5 µg/mL 

Sélénium 15 ng/mL - - - 

rFSH 100 mUI/mL 100 mUI/mL 100 mUI/mL 100 mUI/mL 

Sodium Pyruvate 0,33 mM - - - 

EGF - - - 1,5 UI/mL 

hCG - - - 5 ng/mL 
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7. 1. Courbes de croissance 

Partant d’une taille moyenne de follicule similaire (114,6 ± 1,2 μm) pour les 3 

milieux, une différence dans l’évolution de leur diamètre a été observée dès J7 

(Fig. 27).  Ainsi, les follicules ayant évolué dans le milieu contenant 5 % de SVF ont 

atteint, en fin de culture, un diamètre 2 fois supérieur à celui des follicules cultivés 

dans les deux autres milieux (Fig. 27). 

Figure 27 : Evolution des tailles moyennes des follicules mis en culture en utilisant 3 

différents milieux 

7. 2. Critères morphologiques et taux de maturation 

 Au cours de la culture avec le milieu sans SVF seulement 39 % de follicules 

cultivés ont adhérés au support, tandis que pour les milieux avec 1 % de SVF et 

5 % de SVF tous les follicules ont adhéré (Tableau III). L’adhésion dans les milieux 

sans SVF a été également observée plus tardivement, puisque elle est survenue à J4 

et J5 au lieu de J2 comme a été le cas pour les deux autres milieux. De plus, il a 

été observé que les follicules se décollaient et en fin de culture tous les follicules du 

milieu sans SVF étaient non adhérents. En conséquence, les follicules en culture 

avec de l’albumine, gardaient un aspect plutôt de culture en 3D et sans rupture 

complète de la membrane de Slavjanski. 
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Les résultats obtenus pour les autres critères sont résumés dans le tableau 

III. A noter qu’associée à une petite taille folliculaire on a observé également une 

absence de formation d’antrum et de maturation ovocytaire pour les milieux sans 

SVF ou avec 1 % de SVF. Les cultures avec ces deux milieux ont aussi été 

caractérisées par un important pourcentage d’EO. 

Tableau III : Résultats de la culture en fonction paramètres utilisés pour évaluer la 

croissance folliculaire in vitro dans les 3 milieux de culture : taux 

d’adhésion des follicules au support de culture ; taux de rupture de la 

membrane de Slavjanski ; taux d’extrusion ovocytaire (EO) ; taux de 

formation de cavités antrum like ; taux de survie ; taux d’expulsion du 

complexe cumulus-ovocytaire (CCO), correspondant à l’ovulation et taux 

d’ovocytes matures obtenu (MII). 

 

Même si d’autres études utilisant le même type de culture ont permis 

d’obtenir une croissance folliculaire in vitro de follicules secondaires isolés en 

remplaçant le SVF par de l’albumine bovine (Abedelahi et al. 2008, Choi et al. 2007) 

nos résultats avec l’albumine bovine ont été beaucoup moins performants que ceux 

avec le SVF. De plus, dans les cultures utilisant les milieux sans SVF ou avec 1 % 

de SVF aucun ovocyte mature n’a été observé après mise en maturation. 

Ainsi, au vu des résultats obtenus j’ai choisi de poursuivre l’étude avec le 

milieu enrichi avec 5 % de SVF, en effectuant trois lavages successifs des follicules 

avec du PBS pour essayer d’éliminer au maximum le milieu de culture lors de la 

préparation des follicules avant les analyses protéomiques. 

  

Milieux Adhésion 
Rupture 

Membrane 
Slavjanski 

EO Antrum Survie Expulsion 
CCO MII 

sans SVF 39 % 39 % 21 % 0 % 23 % 17 % 0 % 

1% SVF 100 % 72 % 19 % 0 % 52 % 10 % 0 % 

5% SVF 100 % 92 % 2 % 53 % 92 % 60 % 79 % 
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8. Sélection des follicules pour l’analyse protéomique 

Pour le groupe IS, après la sélection dans le milieu de dissection les 

follicules ont été regroupés dans des microtubes coniques (VWR®, Fontenay-sous-

Bois, France) et centrifugés (MiniSpin, Eppendorf®) pendant environ 13 secondes, 

le temps nécessaire pour monter au maximum de 13 400 rpm par minutes, et pour 

faire tomber les follicules au fond du tube. Le milieu de dissection a été ensuite 

éliminé et le culot de follicules a été lavé 3 fois avec 30 μL de PBS (tampon 

phosphate salin) (Gibco®). Chaque lavage consistait en une centrifugation de 

10 minutes à 13 400 rpm avec élimination du surnageant à chaque fois. Après les 

lavages, les follicules ont été conservés dans l’azote liquide jusqu’à utilisation pour 

l’analyse protéomique. 

Pour les groupes RMS et FA les follicules sélectionnés ont été raclés et 

recueillis avec un cône de 10 μL, puis regroupés dans un microtube conique. Les 

étapes suivantes, c’est-à-dire l’élimination du milieu de culture, le lavage et le 

stockage ont été les mêmes que pour les follicules du groupe IS. Pour chaque jour 

de manipulation et pour chacun des groupes, un nouveau tube a été utilisé pour 

éviter les cycles de décongélation/congélation. 
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B. Analyse protéomique 

Toutes les procédures réalisées pour l’analyse protéomique ont été effectuées 

au sein de la Plateforme Post-génomique de la Pitié-Salpêtrière (P3S) où j’ai reçu la 

formation et l’aide qui m’ont permis de réaliser cette partie de ma thèse. 

1. Extraction des protéines 

Tous les réactifs utilisés dans le traitement des cellules pour la protéomique 

ont été achetés chez Sigma-Aldrich® et chez GE Healthcare® (Vélizy, France). Dans 

le cas contraire le distributeur sera indiqué. 

Après décongelation à température ambiante, les culots folliculaires 

correspondant à chaque stade sélectionné ont été repris dans 15 μL de tampon de 

lyse (7 M urée, 2 M thiourée, 1 % CHAPS, 10 % isobutanol, 0,5 % Triton X100, 

0,5 % SB 3-10, 50 mM DTT et 0,5 % d’ampholytes (pH 3-10). Les tubes ont été 

ensuite mis 2 fois dans un bain à ultrasons pendant 5 minutes puis centrifugés à 

20 000 xg pendant 45 minutes à 4ºC. Les surnageants ont été récupérés et 

regroupés dans un tube pour chaque groupe étudié, qui a été nommé comme 

Extrait Total (ET). La concentration en protéines de chaque extrait a été dosée, en 

triplicats, utilisant la méthode de Bradford (Bradford 1976) (Bio-Rad®, France). 

Puis, les échantillons ont été stockés à – 80ºC jusqu’à utilisation. 

2. Préfractionnement des extraits protéiques 

Pour les extraits protéiques très complexes, des protéines peu abondantes 

peuvent se retrouver « noyées » au sein des protéines les plus abondantes. Pour 

pallier ce problème, il est conseillé de décomplexifier l’échantillon en réalisant un 

fractionnement des extraits protéiques. En fractionnant les extraits, il est possible 

de réduire le nombre de protéines différentes contenues dans un échantillon et 

ainsi de mettre en évidence des protéines moins abondantes qui ne peuvent pas 

être détectées lors de l’analyse de l’extrait total. 

Pendant ma thèse j’ai réalisé deux méthodes de fractionnement basées sur la 

focalisation isoélectrique (IEF) qui sépare les protéines en fonction de leur charge 

native. La première se fait en phase liquide (IEF OffGel) et la deuxième se fait 

directement dans une bandelette composé d’un gel de polyacrylamide à 4% 

contenant un gradient de pH immobilisé  - strip IPG (immobilized pH gradient).  
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2. 1. Fractionnement IEF OffGel 

Avec cette approche, les échantillons liquides était déposés dans 3 cupules 

adjacentes qui étaient en contact avec une strip IPG (immobilized pH gradient) 

(7 cm, gradient de pH 4-7) qui a été préalablement hydratée durant une nuit dans 

du tampon IEF (7 M urée, 2 M thiourée, 1 % CHAPS, 10 % isobutanol, 0,5 % Triton 

X100, 0,5 % SB 3-10, 40 mM DTT, 0.5 % ampholytes 4-7, 10 % glycérol). Après 

dilution de 130 μg d’extrait total protéique dans du tampon IEF, il a été déposé 

dans chaque puits 75 μL du mélange. Le tout a été recouvert d’huile et le 

programme IEF a été appliqué à l'aide d'un EttanIPGphor II (50 V pendant 1 heure, 

200 V pendant 1 heure, gradient de 200V à 1000V pendant 30 min, 30 min à 

1000 V, gradient de 1000 V à 4000 V pendant 45 min, 4000 V jusqu’à atteindre un 

total de 8500 Vhrs). Après fractionnement la solution de chaque puits (3 fractions) 

a été récupérée. 

Un petit volume de chaque fraction et de l’extrait total a été utilisé pour une 

migration en gel (SDS-PAGE) (Fig. 28) et le reste du volume a été utilisé pour la 

précipitation des protéines avec le kit de précipitation Perfect Focus (G-

Biosciences®, St. Louis, MO, USA) selon les consignes du distributeur, en vue de 

leur digestion. 

Le gel SDS-PAGE a permis d’observer l’efficacité du fractionnement puisque 

certaines bandes de protéines présentes dans l’ET l’étaient dans une seule fraction 

(Fig. 28, rectangles jaunes). De plus, pour certaines bandes il y a une augmentation 

de l’intensité du signal protéique dans les fractions par rapport à l’extrait total (Fig. 

28, rectangles noirs) et même des bandes qui sont visibles dans les fractions mais 

pas dans l’extrait total, vraisemblablement parce que dans l’ET celles-ci se 

retrouvaient noyés parmi les autres protéines (Fig. 28, rectangles rouges). 
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Figure 28 : Image du gel SDS PAGE effectué avec l’extrait total (ET) et les trois fractions (F1, 

F2 et F3) obtenues après le préfractionnement IEF OFFGEL. Les rectangles 

jaunes mettent en évidence des protéines présentes dans l’ET et dans une seule 

fraction ; les rectangles rouges soulignent la présence d’une bande de protéines 

dans une fraction mais non visible dans l’ET et finalement l’intensification du 

signal protéique dans une fraction par rapport à l’ET est illustrée par les 

rectangles noirs. 

 

 

Cependant avec cette approche une grande perte de protéines a été observée 

puisque partant d’un total de 130 μg d’extrait protéique avant le fractionnement, 

après la précipitation le dosage des protéines était nul. Ceci peut être lié au fait 

qu’une plus faible quantité de protéines a été utilisée par rapport à d’autres études 

réalisés avant dans le laboratoire de protéomique qui utilisait entre 250 μg et 300 μg 

d’extrait protéique au départ, mais aussi du fait qu’avec cette méthode, les puits 



Matériels et Méthodes : Analyse protéomique 

 80

n’étaient pas complètement adjacents au niveau de la strip, (Fig. 29) ayant ainsi des 

espaces « vides » où les protéines ne correspondant pas au pH de la zone des puits 

pouvaient s’immobiliser. Ayant aussi une perte des protéines qui restaient bloqués 

dans la strip (Fig. 29B) 

 

Figure 29: Image représentative du Principe du fractionnement IEF OFFGEL. 

Démonstration de ce que les puits n’étaient pas adjacents dans notre modèle 

d’étude, ayant ainsi des pertes de protéines restées dans la strip aux endroits 

où il n’y avait pas cupule. 

 

Ainsi vu que dans plusieurs étapes de la technique de préfractionnement IEF 

OffGel une importante perte de protéines était observée, une autre approche pour le 

fractionnement a été choisi : IEF in gel. Ce type de préfractionnement a aussi 

comme principe la séparation des protéines par point isoélectrique, mais 

contrairement à la technique précédente les extraits sont chargés directement dans 

la strip. 
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2. 2. Fractionnement IEF in gel 

Pour chaque groupe étudié 100 µg de l’extrait total a été utilisé pour le 

fractionnement IEF dans une strip IPG de 7 cm, pH 4 - 7 (Immobiline Dry Strip). La 

strip a été mise à réhydrater avec l’échantillon d’extrait total préalablement dilué 

dans le tampon IEF (7 M urée, 2 M thiourée, 1 % CHAPS, 10 % isobutanol, 0,5 % 

Triton X100, 0,5 % SB 3-10, 40 mM DTT, 0,5 % ampholytes 4-7). La migration a été 

réalisée dans un Ettan IPG phor II avec un programme en plusieurs étapes : 50 V 

pendant 1 h, une autre heure à 200 V, puis une montée graduelle de 200 jusqu’à 

1000 V en 45 minutes, stabilisation pendant 45 minutes à 1000 V, suivi d’une 

deuxième montée graduelle de 1000 V jusqu’à 4000 V en 45 minutes et pour 

finaliser 3 h à 4000 V. Une fois la migration terminée les strips ont été traitées avec 

une solution de réduction (6 M Urée, 75 mM Tris pH 8,8, 30 % glycérol, 2 % SDS et 

65 mM DTT) pendant 15 minutes et puis avec une solution d’alkylation (6 M Urée, 

75 mM Tris pH 8,8, 30% glycérol, 2 % SDS and 135 mM iodo acetamide) pendant 

15 minutes. 

Les fractions ont été obtenues en découpant les strips en 5 parts égales de 

1,2 cm, avec l’exclusion de 1 cm du coté acide de la strip, à l’aide d’un scalpel 

(Fig. 30b). Une courte migration de 1h à 10 mA dans un gel SDS PAGE classique à 

12 % d'acrylamide a permis de retirer les protéines des bouts de strips et d’éliminer 

le tampon IEF qui n’est pas compatible avec la digestion trypsique (Fig. 30c et 

Fig. 31). Les gels ont été colorés au bleu de Coomassie grâce à l'utilisation du 

colorant Imperial ProteinStain (Pierce, Thermo Fischer Scientific, Courtaboeuf, 

France). 
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Figure 30 : Schéma du principe de la migration IEF. a) migration de l’ET sur toute la strip 

IPG. b) découpage des 5 fractions et c) migration rapide pour extraire les 

protéines des strips. 

 

Figure 31 : Images des gels SDS PAGE après une courte migration pour les différents 

stades de développement avec l’obtention des 5 fractions. 
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3. Digestion trypsique 

Pour chaque fraction une seule bande contenant toutes les protéines a été 

prélevée dans le gel SDS PAGE et puis découpée en petits cubes d’environ 1 mm3 

(Fig. 32). Les bouts de gel ont été décolorés avec une solution de 25 mM d’AmBic et 

50 % d’éthanol, déshydratés avec de l’acétonitrile (ACN) pendant 10 minutes et 

séchés à température ambiante. Ils ont été ensuite réhydratés avec 70 µL d’une 

solution avec 2 µg de trypsine et 50 mM d’AmBic pendant 30 minutes dans la glace 

et mis à incuber toute la nuit à 37ºC. 

Les surnageants ont été récupérés dans un nouveau tube. Pour extraire les 

peptides restant une solution de 60 % ACN et 0.1 % acide trifluoroacétique (TFA) a 

été ajoutée, deux fois, aux bouts des gels. Les extraits ont été concentrés au speed 

vac, resuspendus dans 40 µL d’une solution à 30 % ACN et 0.1 % acide formique et 

stockés à - 80ºC jusqu’à l’analyse en spectrométrie de masse. 

 

Figure 32 : Schéma i) de l’extraction d’une bande unique pour chaque fraction après une 

rapide migration en gel SDS PAGE; ii) du découpage en petits cubes et iii) de la 

préparation pour décoloration des bouts de gels avant la digestion. 
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4. Identification des protéines par spectrométrie de masse 

4. 1. Dessalage des mélanges de peptides issus de la digestion 

Pour l’élimination des sels, les peptides ont été capturés dans un cône 

contenant une résine greffée C-18 (Zip-Tip). Ils ont été lavés 3 fois avec une solution 

0,1 % TFA puis élués avec une solution 50 % ACNet 0,1 % TFA. L’éluat peptidique a 

été dilué dans une solution d’acide formique à 0,1% avant injection en nano LC-

MS/MS. 

4. 2. Analyse LC-MS/MS 

Pour les analyses LC-MS/MS une chaîne de chromatographie liquide avec 

des nano débits (nanoLC) est couplée directement en ligne avec la source d’ions, 

une trappe ionique (ESI). Dans cette étude deux configurations de nano LC ont été 

utilisées : 1D LC-MS/MS et 2D LC-MS/MS.  

4. 2. 1. Séparation des peptides par 1DLC 

Dans cette configuration, les peptides étaient concentrés et dessalés pendant 

5 minutes dans une pré-colonne C18 (5 mm, 300 μmi.d., 100 Å, Dionex) avec une 

solution A1 (2 % ACN/0.1 % acide formique) à un débit de 20 μL/min. Après ceci 

les peptides étaient séparés et élués dans une colonne analytique RP-C18 (15 cm, 

75 μm i.d., 100 Å, Dionex) à un débit de 300 nL/min, utilisant un gradient de 0 % à 

30 % d’une solution à 95 % ACN, 0,1 % AF dans 0,1% AF. Pour chaque fraction et 

ET de chaque stade de développement folliculaire étudié, 4 injections ont été 

effectuées avec la configuration 1D. 

4. 2. 2 Séparation des peptides par 2DLC 

Dans la configuration 2D, les peptides ont été tout d’abord séquentiellement 

séparés grâce à l’injection de 20 μL de solutions de concentration croissante de 

sels : 0, 20, 30, 50, 100 et 1000 mM d’acétate d’ammonium, dans une colonne SCX 

(silica capillary column Strong Cation eXchanger) (15 mm, 300 μmi.d.,Dionex). 

Après cette étape, chacune des fractions salines obtenues a été concentrée et 

dessalée comme décrit pour la configuration 1D. L’analyse LC-MS/MS avec la 

configuration 2D a été réalisée 2 fois pour chaque fraction et l’ET de chaque groupe 

d’étude. 
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4. 2. 3. Analyse des peptides en MS/MS avec une trappe ionique 

L’HPLC était directement connecté avec un spectromètre de masse (MS) de 

type trappe ionique (HCTultra, Bruker® (Bremen, Germany) pour faire 

l’identification des peptides. La trappe ionique a été utilisée dans le mode positif 

avec la sélection des 8 précurseurs les plus abondants pour chacun des spectres 

MS. Ces précurseurs ont été ensuite fragmentés par CID (collision-indunced 

dissociation) (Fig. 33). 

 

Figure 33 : a) Spectre MS avec la sélection automatique des 8 précurseurs les plus 

abondants (en rouge) et b) Spectre MS/MS, montrant le résultat de la 

fragmentation du peptide de masse sur charge (m/z) =833,4 Da, permettant 

l'identification de la séquence en  acides aminés, FVTNTPNFAV(en bleu) 

composant le peptide . 

5. Identification des protéines 

Pour l’identification des protéines, les données MS/MS ont été soumises au 

logiciel X-tandem V 3.3.2, via le logiciel X!tandem pipeline 

(http://pappso.inra.fr/bioinfo/xtandempipeline/). Les paramètres du logiciel 

étaient les suivants : enzyme = trypsine ; carbomidomethylation des cystéines ; 

oxydation des méthionines ; une tolérance d’erreur de masse en MS et MS/MS de 



Matériels et Méthodes : Analyse protéomique 

 86

0.5 Da et un état des charges de + 1, + 2 ou + 3. Les données MS/MS ont été 

confrontées à la base de données Uniprot KB pour la souris datée de juin 2012. Les 

protéines identifiées par le logiciel ont été validées seulement si elles possédaient : 

au moins un peptide unique et des p value < 0,05 pour les peptides et 

p value < 0,003 pour les protéines. De plus, le taux de faux positifs FDR (false 

discovery rate) a été calculé et a toujours été trouvé inférieur à 1 % avec ces 

paramètres d’analyse.  

6. Analyse des profils protéiques 

Pour comparer les trois stades du développement in vitro et mieux 

comprendre les profils protéiques obtenus, une analyse complémentaire a été 

réalisée à l'aide de logiciels d’analyse et de description de listes de protéines. 

6. 1. AnalyseGene Ontology (GO) via PANTHER 

Toutes les protéines identifiées pour chaque groupe ont été soumises au 

système de classification de PANTHER version 8.1 (protein annotation through 

evolutionary relationship) – http://www.pantherbd.org). PANTHER est un logiciel 

accessible gratuitement sur internet qui permet d’analyser des données obtenues 

avec des approches de protéomique ou de séquençage génomique. Avec ce logiciel 

on peut obtenir une classification des protéines par rapport à leur fonction 

moléculaire, leur localisation cellulaire et les processus biologiques dans lesquels 

elles sont impliquées. Il permet également l'utilisation d'outils statistiques pour 

réaliser des études comparatives entre plusieurs groupes de données et/ou le 

génome de l’espèce étudiée. 

Pour compléter l’étude du protéome de chacun de mes groupes d’étude, une 

classification par classe de protéines et processus biologiques a été réalisée pour 

chaque liste de protéines obtenues. De plus j’ai réalisé une étude comparative de 

mes données avec le génome de Mus musculus pour mettre en évidence des 

fonctions biologiques qui seraient sur ou sous exprimées dans mes données. 

6. 2. Quantification label-free 

La quantification label-free est une méthode d'analyse des données de 

spectrométrie de masse qui vise à déterminer la quantité relative des protéines 

entre plusieurs échantillons. Contrairement à d’autres méthodes de quantification, 

elle n’utilise pas un isotope stable composé d’un élément chimique qui se lie aux 
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protéines mais se base sur l’intensité du signal détecté pour les peptides lors de 

l’analyse MS. Elle nécessite la réalisation de plusieurs réplicats techniques et 

permet de comparer l’intensité du signal d’un même peptide entre plusieurs 

échantillons biologiques.  

Pour ma thèse une quantification label-free a été effectuée sur les données 

obtenues avec l’analyse 1D LC-MS/MS uniquement, à l'aide du logiciel Progenesis 

LC-MS version 4.1.4832.42146 (Nonlinear Dynamics, Newcastle, Royaume Uni). 

Pour un échantillon donné, les données 1D LC-MS/MS sont représentées par une 

image dont l'axe horizontal représente la masse sur charge (m/z) des peptides et 

l'axe vertical le temps de rétention chromatographique (min). Les peptides 

apparaissent alors sous forme de spots plus ou moins foncés en fonction de leur 

abondance (Fig. 36). Les images de tous les échantillons (3 réplicats techniques par 

groupe) ont d'abord été alignées entre elles en combinant la fonction d'alignement 

automatique du logiciel et un alignement manuel. La détection et la quantification 

automatique des peptides étaient faites selon les critères suivants : un seuil 

d’intensité absolu des peptides de 100 000 (UA, unité arbitraire), des peptides avec 

une charge maximale de 3 et des temps de rétention compris entre 25 et 100 

minutes. Pour chaque peptide, seuls les 5 spectres MS/MS les plus intenses ont été 

retenus pour l'identification par le logiciel Mascot version 2.2.07 (Matrix Science, 

Londres, Royaume Uni) utilisant la base de données SwissProt/Trembl Mus 

musculus du mois de mai 2013 (50807 protéines). Les paramètres pour 

l’identification étaient les suivants : enzyme = trypsine ; possibilité d'un seul clivage 

manqué ; carbamidométhylation des cystéines ; oxydation des méthionines ; 

tolérance d’erreur de masse MS et MS/MS de 0,5 Da et un score Mascot > 33. Les 

résultats obtenus avec Mascot ont été ensuite réinsérés dans le logiciel Progenesis 

pour permettre la connexion entre les peptides identifiés et leur abondance 

respective. 

La quantification des protéines a été réalisée avec un minimum de 2 peptides 

non conflictuels, c'est-à-dire ne pouvant appartenir qu’à une seule protéine, 

présentant une variation entre les groupes statistiquement significative (ANOVA q-

value < 0,05) et un ratio différentiel  2. Finalement, seules les protéines ayant une 

différence significative entre les différents stades (ANOVA p-value < 0,05) et un ratio 

 2 ont été retenues. 
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6. 3. Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 

IPA est un logiciel qui sélectionne des protéines "noyaux" pour la 

construction de réseaux biologiques. Les protéines "noyaux" sont des protéines 

présentes dans les échantillons et qui sont connues dans l’IPKB (Ingenuity 

Pathways Knowledge Base) et pour lesquelles des interactions avec d’autres 

protéines sont décrites. Ayant pour base ces interactions le logiciel IPA construit 

des réseaux avec un maximum de 35 protéines. Cette information est complétée 

avec la fonction Path Designer qui permet la construction de graphiques et images 

résumant les réseaux sélectionnés. 

Pour chaque réseau ou voie canonique, une p-value est calculée avec un test 

de Fisher en fonction des protéines identifiées, et un score est attribué indiquant la 

probabilité que les protéines identifiées dans un même réseau ne se retrouvent pas 

là simplement par le fait du hasard. 

Ainsi dans ma thèse une p-value ≤ 0,05 et un score ≥ 2 ont été choisis, 

indiquant qu’à 99 % le réseau n’a pas été généré au hasard 

6. 3. Pathway Studio 

Pathway Studio (Elsevier, BV, New York, USA) est un outil d’aide à la 

décision biologique permettant au chercheur d’analyser ses données 

expérimentales, de comprendre leur contexte biologique et de visualiser interactions 

et mécanismes de maladie. 

Ce logiciel utilise des moteurs de recherche bibliographiques automatisés 

pour extraire les informations de la littérature. Les listes de protéines ont été 

soumises à «9.0 ResNet Mammal», la base de données qu’Elsevier a élaborée en 

collaboration avec des revues de haute qualité, traitant interactions biologiques, 

ontologies et voies. Les informations sélectionnées sont appliquées aux listes de 

protéines pour faire apparaître leurs interactions. Les processus cellulaires trouvés 

sont classés par leur degré de similitude (score p), calculé comme le rapport du 

nombre de protéines en commun entre la liste à analyser et le nombre total de 

protéines impliquées dans le processus cellulaire. 

 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IV. Résultats 
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A. Acquisition des profils protéiques 

1. Composition des groupes étudiés 

Pour le groupe IS 1143 follicules avec une taille moyenne de 116,5 ± 8,1μm 

ont été sélectionnés lors de 7 manipulations différentes et ont permis l’obtention de 

139,3 μg de protéines (Tableau IV). 

Pour recueillir les 274 follicules, qui ont permis l’obtention de 338,5 μg de 

protéines, qui constituent le groupe RMS j’ai réalisé 4 cultures. Les follicules de ce 

groupe ont été recueillis entre le sixième et le neuvième jour de la culture et avaient 

atteint une taille moyenne de 323,8 ± 63,9 μm (Tableau IV). 

Les 124 follicules composant le groupe FA ont permis l’obtention de 169,8 μg 

de protéines. Les follicules de ce groupe ont été recueillis à J12 de la culture, au 

cours de 5 différentes cultures et avaient une taille moyenne de 570,2 ± 71,1 μm 

(Tableau IV). 

 

Tableau IV: Nombre de follicules, souris femelles, portées et manipulations 

nécessaires pour obtenir la quantité de protéines qui permettait les 

analyses protéomiques. Dans ce tableau il est ainsi indiqué les tailles 

moyennes des follicules composant chaque groupe et le jour de la 

culture auquel les recueils des follicules ont été faits. 

 
IS RMS FA 

Nb de follicules 1143 274 124 

Nb de souris femelles 19 19 22 

Nb de portées 7 6 6 

Nb de manipulations 7 4 5 

Taille moyenne (μm) 116,5 
± 8,1 

 

323,8 
± 63,9 

 

570,2 
± 71,1 

 

Jour de recueil J0 J6 – J9 J12 

Dosage de protéines  
après extraction 

139,3 μg 338,5 μg 169,8 μg 
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2. Préfractionnement IEF in gel 

En combinant les protéines identifiées avec les 5 fractions et l’extrait total 

obtenu pour les follicules au stade FA il a été possible d’identifier 3,3 fois plus de 

protéines par rapport aux protéines identifiées dans l’extrait total (Fig.34A). De 

plus, la qualité du fractionnement a été démontrée par le faible pourcentage de 

protéines identifiées en commun dans les 5 fractions (1 %) et le taux élevé de 

protéines identifiées dans une seule fraction (79 %) (Fig. 34B). 

Figure 34 : Analyse de l’avantage et qualité du préfractionnent de l’extrait protéique avant 

digestion. A) nombre de protéines identifiées dans l’extrait total, fractions et en 

combinant les fractions et l’extrait total. B) Pourcentage de protéines identifiées 

dans une seule fraction ainsi que en commun dans 2, 3, 4 et 5 fractions. 

3. Identification des protéines présentes dans les différents 
stades de développement 

Plusieurs injections dans les deux configurations d’analyse LC – MS/MS ont 

été réalisées pour augmenter le nombre de protéines identifiées à chaque stade et 

ainsi essayer d’obtenir le plus d’informations possibles sur les protéines impliquées 

dans ces stades là. 
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Avec les 4 injections réalisées avec la configuration 1D, 600 protéines ont été 

identifiées au stade IS, 737 au stade RMS et 711 stade FA (Fig. 35). Les 2 injections 

en configuration 2D ont permis l’identification de 751 protéines au stade IS, 1033 

au stade RMS et 1049 au stade FA. La 2D a ainsi permis un gain de 25,2 % au 

stade IS avec 151 protéines de plus, identifiées ; de 40,2 % (296 protéines de plus) 

au stade RMS et au stade FA avec 338 protéines de plus identifiées, un gain de 

47,5 % (Fig. 35). 

 La combinaison des résultats obtenus avec les 4 injections en 1D et ceux 

obtenus avec les 2 injections en 2D a permis ainsi d’augmenter le nombre de 

protéines identifiées pour chaque stade et avoir un profil protéique plus complet 

avec 775 protéines identifiées au stade IS, 1093 au stade RMS et 1101 au stade FA. 

Certaines protéines ont été identifiées à la fois grâce à la 1D et à la 2D. 

Figure 35 : Graphique et tableau du nombre de protéines identifiées à chaque stade avec la 

configuration 1D (orange), 2D (rose) et en bleu le nombre de protéines 

identifiées en combinant les deux configurations (1D + 2D). 
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En combinant les protéines identifiées avec les deux configurations LC –

 MS/MS pour les trois stades 1403 différentes protéines ont été identifiées. De ces 

protéines 609 (43,4 %) étaient identifiées dans les 3 stades et 348 (24,8 %) étaient 

communes à 2 stades. Même si la majorité des protéines ont été identifiées à 

plusieurs stades quelques unes l’étaient dans un seul stade : 71 (5,1 %) pour le 

stade IS, 182 (13 %) pour le stade RMS et 193 (13,8 %) pour le stade FA (Fig. 36). 

La liste des protéines identifiées dans chaque stade peut être consultée dans le 

Tableau I en annexe. 

Figure 36 : Diagramme de Venn résumant la répartition des protéines identifiées aux 

différents stades du développement folliculaire. Le cercle vert correspond au 

nombre de protéines au stade IS, avec mise en évidence (dans le rectangle vert) 

des 71 protéines uniquement identifiées à ce stade ; dans le cercle bleu celles 

identifiées au stade RMS et dans le cercle violet les protéines identifiées au 

stade FA ; au centre le nombre de protéines communes aux trois stades ; et en 

noir, celles communes à deux stades de développement. 
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B. Analyses des profils protéiques 

1. Analyse Gene Ontology avec Panther 

Pour chaque stade, toutes les protéines identifiées en combinant l’analyse 1D 

et 2D LC – MS/MS ont été classées en classe de protéines et processus biologiques 

en utilisant Panther GO analyses.  

1. 1. Classes de protéines 

Pour les 3 stades, les protéines identifiées ont été distribuées en 22 classes 

de protéines. La classe des protéines impliquées dans les liaisons aux acides 

nucléiques a été celle avec le plus de protéines attribuées dans les trois stades 

(22 % pour IS ; 20 % pour RMS et 18 % pour FA). Les 4 classes suivantes avec plus 

de protéines attribuées étaient des classes d’enzymes : hydrolases, 

oxydoréductases, transférases et modulateurs enzymatiques. Ces classes dans 

l’ensemble correspondaient approximativement à 45 % des protéines identifiées aux 

stades IS et RMS ; et à 40 % des protéines identifiées dans le stade FA. Les 

protéines du cytosquelette, les chaperonnes et les protéases ont été les autres 

classes avec un minimum de 5 % de protéines attribuées dans les trois stades 

(Fig. 37). 

La distribution des différentes protéines par classes de protéines est ainsi 

similaire entre les 3 stades. 

Figure 37 : Distribution des protéines identifiées dans chaque stade par classes avec 

l’analyse Panther. 
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1. 2. Processus biologiques 

Un autre outil de Panther est la classification des protéines par processus 

biologiques dans lesquelles elles sont impliquées. A noter qu’une même protéine 

peut être impliquée dans plusieurs des processus biologiques. 

Les processus métaboliques sont ceux avec le plus grand nombre de 

protéines attribuées : 487 de IS, 701 de RMS et 670 de FA, ce qui correspond à plus 

de 60 % des protéines dans tous les stades. Les autres 5 processus biologiques avec 

plus de protéines attribuées dans les trois stades étaient les processus cellulaires, 

le transport et plus spécifiquement le transport de protéines, le cycle cellulaire et la 

communication cellulaire tous avec plus de 10 % des protéines identifiées (Fig. 38).  

 

Figure 38 : Distribution des protéines identifiées, aux trois stades de développement, par 

processus biologique. 

Malgré la similitude de distribution des protéines entre les trois stades une 

surreprésentation pour certains processus biologiques a été observée en 

comparaison avec la distribution de tous les gènes de l’espèce Mus musculus. 

Les protéines associées à la morphogenèse des composants cellulaires et des 

structures anatomiques ainsi que celles impliquées dans le transport mitochondrial 

et la localisation de l’ARN étaient surreprésentées uniquement au stade IS. Entre 

les processus métaboliques ceux associés aux ferrédoxines et aux pyrimidines 

étaient surreprésentés seulement au stade RMS tandis que la biosynthèse des 
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vitamines avec 10 protéines associées étaient surreprésentée au stade FA (Tableau 

II en annexe). 

Des processus métaboliques associés au glycogène, acides gras et à l’ADN, 

plus précisément la réplication de l’ADN étaient surreprésentés aux stades RMS et 

FA mais pas au stade IS. 

Pour 32 autres processus biologiques parmi lesquels le cycle cellulaire, la 

production de précurseurs métaboliques et d’énergie, la traduction, les processus 

métaboliques concernant les protéines et le transport nucléaire et de protéines sont 

surreprésentés dans les trois stades de développement (Tableau II en annexe).  

2. Réseaux d’interactions 

Pendant la croissance folliculaire, la survie et la multiplication des cellules de 

la granulosa sont essentielles au développement d’un ovocyte viable. In vitro il y a 

un risque augmenté d’apoptose et de stress des cellules de la granulosa et de la 

thèque puisque elles ne sont plus dans leur environnement naturel et ainsi nuire 

au développement d’un ovocyte viable. L’analyse comparative des processus 

biologiques a démontré que les protéines impliquées dans l’apoptose et dans la 

réparation de l’ADN n’étaient pas surreprésentées dans nos échantillons. 

Cependant cette même analyse a démontré que les processus métaboliques liés aux 

dérivés aux ROS (dérivés réactifs de l'oxygène) étaient surreprésentés dans les trois 

stades de développement. 

Pour obtenir une visualisation sur la variation des protéines impliquées dans 

ces processus une analyse Pathway Studio a été réalisée.  

Parmi les 95 protéines identifiées, dans le profil protéique du follicule ovarien 

de souris et assignées par le logiciel à la réparation de l’ADN 50,5 % (48) n’étaient 

pas identifiées au stade IS. Par contre 83 soit 87,4 % étaient identifiées à RMS et 

78,9 % (75) à FA. 

Pour les 112 protéines ayant un lien avec les ROS, la variation des protéines 

au long du développement folliculaire in vitro était similaire avec celles impliquées 

dans la réparation de l’ADN. En effet pour les deux évènements biologiques il y avait 

dans mes échantillons moins de protéines à IS par rapport aux deux autres stades, 

le stade RMS étant celui dans lequel plus de protéines ayant un lien avec les ROS et 

impliquées dans la réparation de l’ADN était identifiées (Fig. 39B). Ainsi pour le 

stade IS 59 protéines ont été identifiées, 98 en RMS et 96 pour FA. 
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Figure 39 : Groupes de protéines identifiées dans les trois stades liés à la réparation de 

l’ADN (A) et à la formation de ROS (B). Les protéines identifiées à un stade 

donné sont représentées avec un fond blanc tandis que celles absentes ont un 

fond coloré. 
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L’analyse des protéines identifiées avec Ingenuity Pathway Analysis (IPA) a 

permis de mettre en évidence un réseau d’interactions de protéines impliquées dans 

le cycle cellulaire, notamment les cyclines dépendantes kinases (CDKs). En effet, 

dans ce réseau, douze protéines, dont les CDKs, ont montré une expression 

différenciée entre les trois stades (Fig. 40). 

Au stade IS, 4 de ces protéines tels que SKP1 (S-phase kinase-associated 

protein 1), FBXW12 (F-box/WD repeat-containing protein 12), BRCA2 (breast 

cancer type 2 susceptibility protein homolog) et UBAP2L (Ubiquitin-associated 

protein 2-like) ont été identifiées même en absence des CDKs (Fig. 40 IS). 

Au stade RMS, 3 des 4 cyclines impliquées dans ce réseau ont été identifiées 

– CDK 1, CDK 4 et CDK 6, ainsi que quatre autres protéines associées directement 

ou pas avec ces cyclines : CDK5RAP3 (CDK5 regulatory subunit-associated protein 

3), FOXO1 (Forkhead box protein O1), OGT (UDP-N-acetylglucosamine--peptide N-

acetylglucosaminyl transferase 110 kDa subunit) et FN1 (fibronectin). De plus, les 4 

protéines identifiées au stade IS l’ont été aussi à ce stade (Fig. 40RMS). 

Au stade FA, un inhibiteur des CDKs - CDKN1B (cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1B) a été identifié. En conséquence les protéines liées à cet inhibiteur tels 

que les 3 CDKs, SKP1/SKP2, FBXW12, BRCA2, FOXO1, OGT et UBAP2L et qui 

étaient identifiées dans les stades précédents ne l’ont plus été au stade FA, 

illustrant un « swicth off » de ce réseau à ce stade (Fig. 40AF). 
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Figure 40 : Réseau d’interaction associé aux CDKs suggéré par l’analyse IPA avec mise en 

évidence des protéines différemment identifiées entres les trois stades IS, RMS 

et FA. Les protéines entourées en vert étaient identifiées au stade 

correspondant et en rouge celles non identifiées. 
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3. Analyse quantitative des protéines dans les trois stades 
de développement 

Une quantification label-free des données, obtenues avec l’analyse 1D LC-

MS/MS, a été réalisée pour mettre en évidence des variations d’abondance des 

protéines au long du développement in vitro.  

Des variations quantitatives significatives entre les trois stades ont été 

observées pour 57 protéines (Tableau III en annexe). Ces variations, au long de la 

culture folliculaire, ont pu être caractérisées en cinq profils (Fig. 41).  

Le profil 1 (P1) est caractérisé par les 15 protéines plus abondantes au stade 

IS (Fig. 41 P1). Parmi elles, 11 protéines telles que les ZP2 et ZP3 (zona pellucida 

sperm-binding protein 2 and 3), la OOEP (Oocyte-expressed protein homolog), la 

protéine Filia (KH domain-containing protein 3), la TLE6 (transducin-like enhancer 

protein 6), la PADI6 (protein-arginine deiminase type-6) et la Pla2g4c 

(phospholipase A2, group IVC) étaient significativement plus abondantes à IS en 

comparaison avec les deux autres stades (RMS et FA). Dans le même profil deux 

protéines étaient significativement plus abondantes à IS par rapport à RMS mais 

pas par rapport à FA. Les deux autres protéines appartenant à ce profil étaient 

significativement moins abondantes au stade FA par rapport aux stades IS et RMS.  

Des cinq protéines plus abondantes au stade RMS, qui caractérise le profil 2 

(Fig. 41 P2), trois sont des protéines de liaison aux ions de calcium – CALR 

(calreticulin), CALU (calumenin) et MYL6 (myosin light polypeptide 6) et leur 

abondance était significativement inférieure aux stades IS et FA. Les deux autres 

protéines variaient entre RMS et FA. 

La majorité des protéines (28) présentaient une abondance croissante au 

long du développement, caractérisant le profil 3 (Fig. 41 P3). Le quatrième profil 

était caractérisé par deux protéines significativement moins abondantes au stade 

RMS par rapport aux stades IS et FA (Fig. 41 P4). 

Le profil 5 est caractérisé par des protéines significativement plus 

abondantes au stade FA par rapport aux deux autres stades IS et RMS (Fig. 41 P5). 

Deux de ces protéines, ENOA (alpha-enolase) et PGM1 (phosphoglucomutase-1) 

sont des enzymes impliquées dans la glycolyse et une troisième, la protéine FABP5 

(fatty acid-binding protein), est un transporteur de glucose. La protéine PKAR2B 
(regulatory subunit of the cAMP-dependent protein kinases), qui était également 

plus abondante au stade FA, a un rôle dans la signalisation cellulaire de cAMP. 
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Figure 41 : Illustration des différents profils observés selon l’abondance des protéines au 

long du développement folliculaire in vitro. Profil 1 : (P1) 15 protéines plus 

abondantes à IS. Profil 2 : (P2) 5 protéines plus abondantes à RMS. Profil 3 : 

(P3) 28 protéines avec une abondance croissante au long du développement 

folliculaire. Profil 4 (P4) 2 protéines significativement moins abondantes à RMS 

par rapport à IS et FA. Profil 5 : (P5) 7 protéines significativement plus 

abondantes au stade FA par rapport aux stades IS et RMS. 
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De plus, l’analyse des 57 protéines avec IPA a suggéré la glycolyse comme la 

voie canonique principale avec neuf protéines impliquées. Huit de ces protéines 

présentaient une abondance croissante au long du développement folliculaire in 

vitro atteignant une abondance maximale à FA. La neuvième protéine, au contraire, 

était plus abondante à IS décroissant au long du développement (Fig. 42). 

 

Figure 42 : Profils des neuf protéines impliquées dans la glycolyse, avec une abondance 

significativement différente entre les trois stades. En rouge, les 8 protéines avec 

une abondance croissante au long du développement folliculaire. En bleu la 

protéine LDHB, dont l’abondance décroît durant le développement folliculaire.
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Discussion 

La majorité des travaux de recherche en protéomique, concernent l’ovocyte 

en métaphase II (mature). Le protéome d’ovocytes en fin de croissance mais qui 

n’ont pas repris leur méiose a aussi été décrit ainsi que celui du complexe cumulus-

ovocytaire.  

Le développement ovocytaire est indiscutablement lié à celui du follicule 

auquel il appartient avec des interactions et échanges moléculaires entre l’ovocyte 

et les cellules somatiques qui l’entourent. Pendant la folliculogenèse il y a un taux 

de transcription très élevé avec la production de protéines essentielles au 

développement du follicule et de l’ovocyte ainsi qu’à l’acquisition des capacités à la 

maturation de l’ovocyte et au développement embryonnaire. 

Pour essayer de comprendre les évènements moléculaires pendant la culture 

et obtenir des groupes les plus homogènes possibles, les stades étudiés ont été 

choisis selon des caractéristiques morphologiques plutôt qu’à partir d’une durée de 

culture, puisque tous les follicules en culture ont des rythmes de croissance 

différents. Pour établir le protéome du follicule lors de sa croissance in vitro, trois 

stades ont été choisis de façon à obtenir des informations sur les follicules à des 

stades différents et caractéristiques de leur développement. Ces trois stades sont : 

IS, follicules comprenant un ovocyte entouré de peu de CG qui, débutent leur 

croissance; RMS, correspondant aux follicules, qui en culture, montrent leur 

croissance par la prolifération des cellules de la granulosa provocant une rupture 

de la membrane de Slavjanski ; et en dernier lieu FA, les follicules qui ont atteint la 

fin de leur croissance in vitro et qui réunissent les meilleures conditions pour que 

l’ovocyte qu’ils contiennent mature. A notre connaissance notre étude est la 

première à analyser le protéome au cours de la croissance in vitro de follicules 

entiers. 
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Construction des profils protéiques 

Dans un premier temps et puisque le protéome de follicule n’avait jamais été 

décrit une mise au point des milieux de culture afin d’éviter toute contamination 

par les protéines du sérum lors de l’analyse protéomique. Ainsi après une recherche 

bibliographique le sérum de veau a été remplacé par de l’albumine bovine, dans le 

milieu de culture, qui, étant purifiée, pourrait être facilement identifiée lors de 

l’analyse protéomique et ainsi écartée de nos résultats. Cependant et malgré les 

résultats décrits dans la littérature comme satisfaisants pour la culture de follicules 

ovariens (Abedelahi et al. 2008, Choi et al. 2007, Hirao 2011), nos résultats ont été 

très décevants avec entre autre une croissance beaucoup moins importante des 

follicules, une absence de formation d’antrum, une absence d’adhésion au support 

et une absence d’ovocyte mature. Ainsi pour cette étude, nous avons finalement 

conservé le milieu conventionnel utilisé pour ce type de culture (Cortvrindt et al. 

1996), en effectuant plusieurs lavages des follicules sélectionnés avant l’étape 

d’extraction des protéines pour l’analyse protéomique, afin d’éliminer le maximum 

de molécules du sérum présentes dans le milieu de culture. 

Du fait de la complexité de l’échantillon étudié un préfractionnement des 

extraits protéiques a été réalisé, basé sur la séparation des protéines en fonction de 

leur charge native : IEF « in gel ». Cette étape de fractionnement a permis 

d’augmenter le nombre de protéines identifiées d’environ 3,3 fois par rapport à une 

identification directe de l’extrait total. De plus la qualité de ce fractionnement a été 

démontrée par le fait que 79 % des protéines n’ont été identifiées que dans une 

seule fraction et que seulement 1 % ont été identifiées dans les 5 fractions obtenues 

avec ce fractionnement. 

Ainsi après ces mises au point des milieux de culture et du type de 

préfractionnement, le protéome du follicule ovarien de souris pouvait être établi en 

combinant les donnés obtenues après les analyses des 5 fractions et des extraits 

totaux protéiques obtenus à chaque stade de développement étudiés. 

 

Combinant les données obtenues avec les deux configurations d’analyse LC-

MS/MS (1D et 2D) de l’extrait total et des 5 fractions obtenues après le 

préfractionnement à chaque stade, 1403 protéines ont pu être identifiées 

constituant, à notre connaissance le premier profil protéique du follicule ovarien. A 

partir de ces protéines identifiées en combinant les données obtenues dans les trois 

stades 609 protéines sont présentes dans le follicule ovarien de souris en culture 



Discussion 

 106

quel que soit son stade de développement et 365 n’ont pas été décrites dans les 

articles concernant l’ovocyte isolé soit au stade VG soit au stade MII (Demant et al. 

2012, Ma et al. 2008, Meng et al. 2007, Pfeiffer et al. 2011, Wang et al. 2010, Zhang 

et al. 2009), ni dans l’étude sur les CCO (Meng et al. 2007) (Tableau IV en annexe). 

Puisque dans cette étude c’est le follicule entier qui a été analysé et non l’ovocyte 

isolé il est probable qu’une partie de ces protéines qui n’ont jamais été décrites 

soient exprimées exclusivement dans les cellules de la granulosa ou de la thèque. 

Parmi les 897 protéines identifiées communes à notre étude et à l’étude de Wang, 

97 n’ont été observées qu’avec des ovocytes MII ou des zygotes (Wang et al. 2010). 

Puisque nos protéomes, ont été obtenus uniquement avec des ovocytes bloqués en 

fin de prophase I (VG), nous pouvons en conclure que ces protéines, si exprimés 

uniquement dans l’ovocyte, sont fort probablement déjà exprimées avant la reprise 

de la méiose.  

Analyse des profils protéiques 

Aucune différence, entre les trois stades, n’a été observée dans le classement 

des protéines identifiées, que ce soit par classes ou par fonction biologique. Comme 

dans le classement des protéines identifiées auparavant avec le protéome de 

l’ovocyte (Meng et al. 2007; Ma et al. 2008; Zhang et al. 2009; Wang et al. 2010; 

Pfeiffer et al. 2011; Demant et al. 2012), les processus métaboliques correspondent 

à la fonction biologique avec le plus grand nombre de protéines attribuées, suivi des 

processus cellulaires, du transport et de la communication cellulaire. Ceci indique 

que la distribution des protéines identifiées, en termes de fonctions biologiques, 

dans l’ovocyte en fin de croissance et dans le follicule pendant son développement 

est identique. 

L’importance de certaines fonctions biologiques dans le développement in 

vitro du follicule ovarien de souris a été suggérée par les 44 fonctions biologiques 

qui étaient surreprésentées dans nos groupes par rapport à la distribution des 

fonctions des gènes constituant le génome de Mus musculus. 

Plus de 20 fonctions biologiques étaient surreprésentées aux trois stades de 

développement, comme le cycle cellulaire et la mitose, plusieurs processus 

métaboliques liés aux protéines et aux acides aminés, ainsi que la traduction, le 

transport nucléaire et le transport de protéines. Nos résultats sont cohérents avec 

l’intense prolifération des cellules somatiques qui se vérifie dans le follicule en 

croissance, l’intense traduction menant à la production des protéines nécessaires 
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non seulement à la croissance du follicule et de l’ovocyte mais aussi à l’acquisition 

de compétences pour des évènements futurs, ainsi que le besoin d’interactions 

entre les différentes cellules du follicule pour favoriser les échanges moléculaires 

indispensables au bon développement de cette structure fonctionnelle. 

D’autre part, certaines fonctions biologiques sembleraient avoir un rôle 

prépondérant à certains moments du développement puisqu’elles ne sont 

surreprésentées qu’à un des trois stades du développement folliculaire. C’est le cas 

des protéines impliquées dans la formation et organisation des structures 

cellulaires, la localisation de l’ARN et le transport impliquant les mitochondries qui 

sont surreprésentées uniquement au stade IS. 

Les processus métaboliques impliquant des ferrédoxines sont surreprésentés 

uniquement au stade RMS et c’est aussi uniquement à ce stade que l’adrénodoxine 

(FDX1), appelée ferrédoxine 1 chez l’humain, a été identifiée. Cette protéine est, 

entre autres processus métaboliques, impliquée dans la stéroïdogenèse (Miller 

2005) et sa transcription semble augmenter proportionnellement au taux d’AMPc 

(Imamichi et al. 2013) pouvant ainsi indiquer l’augmentation de l’activité 

stéroïdogène des follicules en croissance. Ces résultats sont en accord avec des 

études de sécrétion d’œstradiol dans les follicules ovariens en culture, qui associent 

la sécrétion à la prolifération cellulaire, décrivant que la sécrétion stagne ou 

diminue avec le ralentissement de la prolifération des cellules de la granulosa 

(Boland et al. 1993, Dorphin et al. 2012, Liu et al. 2002). 

Au stade AF c’est la biosynthèse de vitamines qui semble avoir un rôle 

particulier, puisque c’est uniquement à ce stade qu’une surreprésentation de ce 

processus métabolique a été observée. La présence de vitamines dans les cellules de 

la granulosa a été décrite à différents stades de développement (Deane 1952, 

Murray et al. 2001, Wojtusik et al. 2012) et dans le liquide folliculaire (Ozkan et al. 

2010, Prieto et al. 2012). Plusieurs fonctions leurs sont attribuées, selon la 

vitamine, et leur présence a été décrite comme nécessaire au développement 

folliculaire mais pas indispensable (Kinuta et al. 2000, Murray et al. 2001, Sun et 

al. 2010, Wojtusik et al. 2012). Leur addition aux milieux de culture semble aussi 

améliorer plusieurs paramètres de croissance et avoir un effet antioxydant, 

protégeant des effets survenues dû au stress oxydative (Deb et al. 2012, Murray et 

al. 2001, Talebi et al. 2012). Dans nos résultats aucune vitamine en particulier a 

été identifiée, mais puisque les protéines impliquées dans leur synthèse étaient 

uniquement surreprésentées en fin de culture il semble que le follicule arrive lui 
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même à produire des vitamines et que cette activité est plus nécessaire en fin de 

culture. Ceci est cohérant avec le rôle de la vitamine C et D, par exemple, qui ont 

été décrites comme stimulant l’activité stéroïdienne des follicules (Byrd et al. 1993, 

Murray et al. 2001, Ozkan et al. 2010).  

L’importance croissante et proportionnelle des processus métaboliques liés 

au glycogène et aux acides gras avec la croissance folliculaire (Collado-Fernandez et 

al. 2012) a été appuyée par la détection d’une surreprésentation de ces processus 

métaboliques dans nos résultats aux stades RMS et FA uniquement. 

Implications des protéines du cycle cellulaire 

Pendant la croissance folliculaire une augmentation importante du volume et 

de la taille du follicule est observée. Ceci est lié à l’intense prolifération des cellules 

de la granulosa par mitose. Dans notre étude, les protéines associées au cycle 

cellulaire, et plus spécifiquement à la mitose sont surreprésentées dans les trois 

stades de développement. La progression du cycle cellulaire et en conséquence la 

prolifération cellulaire sont régulées par les CDKs, les cyclines et par des 

inhibiteurs des CDKs (Robker et al. 1998, Schwartz et al. 2005). L’analyse IPA de 

nos résultats a pu mettre en évidence un réseau dans lequel l’expression de 12 

protéines impliquées dans le cycle cellulaire et l’interaction avec des CDKs, variait 

au cours du développement folliculaire établissant un parallèle avec l’intensité de la 

prolifération des CG. 

Au stade IS, seulement 4 des 12 protéines qui variaient, ont été identifiées et 

aucune des CDKs n’était présente. Ces résultats sont en accord avec le fait qu’à ce 

stade le follicule possède encore très peu de cellules de la granulosa et l’activité 

mitotique est moins intense qu’aux autres stades. 

Au stade RMS, qui lui, est associé à une forte prolifération des cellules de la 

granulosa et de la thèque, 11 des 12 protéines qui variaient ont été identifiés. Parmi 

elles les CDKs 1, 4 et 6. FOXO1 et OGT ont été identifiées uniquement à ce stade. 

La présence des CDKs à ce stade uniquement, corrobore l’intense activité mitotique 

des cellules somatiques du follicule pendant sa croissance, puisque celles-ci liées 

aux cyclines sont responsables de la progression du cycle cellulaire et en 

conséquence de la prolifération des CG (Coqueret 2002, Sherr 1994, Shimizu et al. 

2013). Une autre protéine identifiée uniquement à ce stade a été FOXO1 qui a été 

décrite comme exclusivement exprimé dans les CG de follicules en croissance 

(Tarnawa et al. 2013) avec des niveaux d’expression moins important dans les plus 

grands follicules antraux et périovulatoires (Shi et al. 2003). Elle régule l’expression 
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de gènes associés à la prolifération, l’apoptose et l’homéostasie des CG en culture 

(Liu et al. 2009, Liu et al. 2013, Park et al. 2005). De plus les CDKs 4/6 et FOXO1 

font partie de la liste de protéines jamais décrites dans le protéome de l’ovocyte isolé 

appuyant leur localisation dans les CG. 

A partir de J9, un ralentissement de la prolifération des cellules de la 

granulosa est observé in vitro (Pesty et al. 2007). Ainsi le follicule continue de croître 

mais l’activité mitotique se ralentit. Dans notre étude, ceci a été mis en évidence par 

l’identification uniquement au stade FA de la protéine CDKN1B. Cette protéine 

inhibe la progression du cycle cellulaire, en empêchant la formation des complexes 

cycline E-CDK2, cycline D-CDK4/CDK6, et en conséquence la croissance cellulaire 

(Bayrak et al. 2003, Rajareddy et al. 2007). Vu que la présence de cette protéine a 

été décrite dans les cellules de la granulosa de follicules à tous les stades de 

développement, nos résultats suggèrent qu’au stade FA cette protéine devient plus 

abondante par rapport aux autres stades. De plus des études ont démontré que 

cette protéine est importante pour la lutéinisation des follicules et pour l’ovulation 

(Fero et al. 1996, Kiyokawa et al. 1996, Nakayama et al. 1996). Pouvant être ainsi 

un bon marqueur pour la qualité de la culture et du follicule apte a ovuler. 

L’apoptose, ROS et réparation de l’ADN 

Au cours de la folliculogenèse un grand nombre de follicules ne finissent pas 

leur croissance et dégénèrent. Cette dégénérescence est essentiellement due à 

l’arrêt de la prolifération des cellules de la granulosa et, en conséquence, leur mort 

par apoptose. Puisque dans l’ovaire environ 99 % des follicules qui entrent en 

croissance dégénèrent, il semble naturel que, dans le protéome de l’ovaire, 

l’apoptose soit une des fonctions biologiques ayant le plus de protéines attribuées 

(He et al. 2014).  

Dans chacun des trois stades étudiés, uniquement 5 % des protéines étaient 

attribuées à cette fonction. L’apoptose n’était surreprésentée à aucun stade de 

développement, ce qui peut montrer que les conditions de culture n’induisaient pas 

la production de protéines liées à l’apoptose montrant ainsi une bonne qualité des 

conditions de culture. In vivo les follicules en croissance sont constamment en 

concurrence pour les ressources qui leur permettent de se développer ce qui 

conduit à la « mort des plus faibles ». Cependant en culture, les follicules évoluent 

isolement et sans concurrence pour les ressources. Ceci permet que beaucoup plus 

de follicules arrivent à se développer et atteindre la maturation et que les taux 
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d’apoptose observée in vitro soient beaucoup moins importants que ceux observés in 

vivo.  

Cependant une analyse avec Pathway Studio a montré qu’aux stades RMS et 

FA il y avait presque 2 fois plus de protéines impliquées dans la production de ROS 

et dans la réparation de l’ADN, par comparaison avec le stade IS. Ceci pourrait être 

justifié par l’exposition aux conditions de culture, puisque contrairement aux deux 

autres groupes, les follicules constituant le groupe IS y sont beaucoup moins 

exposés. Cependant au stade FA, qui correspond aux follicules en fin de culture, 

donc plus exposés, moins de protéines associées à ces deux évènements ont été 

identifiées par rapport au stade RMS. Cette différence pourrait avoir un rapport 

avec le changement de structure du follicule qui passe de 3D à 2D avec la rupture 

de la membrane de Slavjanski. Néanmoins si cette modification de structure fait 

augmenter la transcription de protéines impliquées dans la production de ROS et 

dans la réparation de l’ADN cela ne semble pas être très délétère à la croissance 

folliculaire puisque elle se poursuit sans augmenter, ce type de protéines étant 

même moins abondantes en fin de culture. 

Protéines différemment abondantes entre les stades 

La quantification label free a été une autre façon d’analyser et de comparer 

les protéines identifiées dans les trois stades de développement choisis, pour 

essayer de trouver des protéines qui, bien qu’également identifiées dans les trois 

stades, se distingueraient par leur abondance à un stade déterminé. A cause des 

limites du logiciel utilisé, cette analyse n’a pu être effectuée qu’avec les données 

obtenues par l’analyse 1D LC-MS/MS.  

Du fait que l’étude a été réalisée avec des follicules entiers et que le nombre 

de follicules composant chaque stade de développement était diffèrent, il apparait 

normal que les protéines essentiellement exprimées dans les ovocytes diminuent au 

cours de la croissance folliculaire et qu’en sens inverse celles associées aux cellules 

de la granulosa augmentent.  

C’est le cas, par exemple, de six protéines qui, dans notre étude, sont plus 

abondantes au stade IS, alors qu’elles ont été décrites dans l’ovocyte avec une 

expression croissante au cours du développement ovocytaire, à savoir les 

glycoprotéines ZP2 et ZP3 (Epifano et al. 1995), la protéine PADI6 (egg and embryo 

abundant PAD) (Wright et al. 2003) et 3 membres du SCMC (subcortical maternal 

complex) : OOEP, Filia (KHDC3) et TLE6 (Li et al. 2008). 
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Néanmoins les 57 protéines présentant une abondance variable ont été 

distribuées en 5 profils de variation différents indiquant un schéma plus complexe 

qu’une simple réduction des protéines de l’ovocyte et augmentation des protéines de 

la granulosa.  

Surexpression de protéines associées au calcium 

Certaines protéines, par exemple, ont un niveau d’expression maximum ou 

au contraire minimum au stade RMS, suggérant des régulations spécifiques à ce 

stade à l’échelle du follicule. C’était le cas, notamment, de la protéine calréticuline 

(CALR) qui était significativement plus abondante au stade RMS où une grande 

prolifération des cellules de la granulosa est observée. Cette protéine a été 

considérée comme l’une des plus importantes protéines chaperonnes de liaisons 

avec le Ca2+ dans l’ovocyte (Zhang et al. 2010). De plus, cette protéine qui avait été 

identifiée comme une des protéines de surface de l’ovocyte la plus abondante 

(Calvert et al. 2003), n’a pas été identifiée au stade IS, de même que la protéine 

caluménine (CALU). La protéine MYL6 (myosine light protein 6), identifiées aux 

trois stades était également plus abondante au stade RMS. Ces trois protéines, plus 

abondantes au stade RMS, sont impliquées dans la fixation des ions calcium 

suggérant un rôle crucial des échanges de calcium, dans le follicule, à ce stade. 

Protéines associées à la glycolyse et au métabolisme des glucides 

L’analyse quantitative a aussi mis en évidence les protéines impliquées dans 

le métabolisme des glucides et en particulier la glycolyse. La glycolyse est décrite 

comme une voie très importante d’utilisation du glucose dans les grands follicules 

en développement, puisqu’elle est nécessaire non seulement à leur développement 

mais aussi à la production d’œstradiol (Boland et al. 1993, Collado-Fernandez et al. 

2012, Xu et al. 2009). Pour le follicule antral obtenu in vitro, la glycolyse constitue 

même la source principale d’ATP (Boland et al. 1993, Harris et al. 2007).  

Plusieurs protéines impliquées dans cette voie ont été identifiées telles que la 

pyruvate kinase M2 (KPYM), la PGM1, les L-lactate dehydrogenase chain A and B 

(LDHA, et LDHB), l’ALDOA (Fructose-bisphosphate aldolase A), l’ENOA (enolase 

alpha), l’ENOG (enolase gamma), l’ADPGK (ADP glucokinase), la GAPDH, la G6PD1 

(glucose-6-phosphate), la TPIS (Triosephosphate isomerase) la K6PP (6-

phosphofructokinase type C), la PGAM1 (phosphoglycerate mutase 1), la MDHC 
(Malate dehydrogenase, cytoplasmic) .et la PGK1 (phosphoglycerate kinase 1). Pour 
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neuf d’entre elles une abondance variable au long du développement folliculaire in 

vitro a été observée : 8 augmentaient graduellement étant toutes plus abondantes à 

AF, tandis que, la protéine LDHB présentait un comportement complètement 

contraire, étant plus abondante à IS. Ces résultats confirment ainsi le besoin plus 

important d’énergie des follicules en fin de culture. 

La protéine LDHB et son mARN correspondant ont été identifiés dans 

l’ovocyte en quantités croissantes au cours du développement folliculaire, dans les 

ovocytes après maturation et même au début du développement embryonnaire 

(Brinkworth et al. 1978, Li et al. 2006, Roller et al. 1989, Winger et al. 2000). Nos 

résultats cependant montrent une diminution d’abondance de cette protéine, ce qui 

pourrait indiquer que cette protéine est spécifiquement localisée dans l’ovocyte 

uniquement. 

Régulation de la PKA 

Au stade FA une autre protéine a attiré notre attention – la PRKAR2B, qui 

est une sous-unité de la PKA (cAMP-dependent protein kinase) impliquée dans la 

signalisation de l’AMPc dans les cellules.  

Des taux élevés d’AMPc dans l’ovocyte sont essentiels pour le maintien du 

blocage méiotique, cependant la source de l’AMPc reste discutée puisque une 

théorie défend le fait que l’ovocyte produit lui-même un inhibiteur à la dégradation 

de l’AMPc (Mehlmann 2005, Scotchie et al. 2009, Zhang et al. 2006) et une autre 

que le blocage méiotique est maintenue grâce aux apports d’AMPc, par les cellules 

de la granulosa via les gap junctions (Sela-Abramovich et al. 2006). Des taux plus 

élevés d’une protéine impliquée dans la signalisation de l’AMPc pourraient plutôt 

suggérer sa production par les cellules de la granulosa, puisque à ce stade il y a un 

plus grand nombre de cellules de granulosa par rapport aux autres stades. 
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Conclusions et perspectives 

L’importance du follicule en tant que structure qui permet le développement 

du gamète féminin est indiscutable. Les connaissances moléculaires au sujet du 

follicule décrivent essentiellement leur activation, leur sortie du pool de réserve, et 

leur maturation en fin de croissance avec l’expulsion de l’ovocyte mature. 

Cependant beaucoup d’évènements se passent entre ces étapes. Pendant cette 

période, l’ovocyte va lui aussi grandir et acquérir les compétences qui en feront un 

gamète féminin de qualité. Ainsi décrire et connaitre les changements moléculaires 

qui ont lieu tout au long du développement folliculaire pourraient permettre de 

mieux connaître et comprendre les besoins de cette structure pour aboutir à la 

formation de cette cellule si rare qu’est l’ovocyte mature. 

Ce travail de thèse, qui avait comme objet d’étude le follicule entier, a permis 

de mettre en évidence 1403 protéines impliquées dans le développement folliculaire 

représentant jusque là le premier profil protéique du follicule en croissance. Cette 

liste qui n’est pas exhaustive et qui représente quelques protéines les plus 

abondantes dans le follicule pourra servir de point de départ pour beaucoup 

d’autres études qui permettront de mieux comprendre le rôle et l’enjeu de certaines 

de ces protéines dans le développement folliculaire. De plus, les analyses 

qualitatives et quantitatives réalisées ont pu mettre en évidence des différences non 

seulement d’expression mais aussi d’abondance des protéines au cours du 

développement folliculaire suggérant qu’à certains moments leur rôle dans le 

développement est plus prépondérant. Quelques exemples ont pu être vérifiés dans 

cette étude comme la dynamique d’interaction de quelques protéines impliquées 

dans le cycle cellulaire mettant en évidence le moment où les cellules du follicule 

sont plus actives mitotiquement et inversement moins actives avec même 

l’identification d’un inhibiteur au stade plus tardif (FA), ce qui dans le futur 

pourrait servir de marqueur de croissance folliculaire. L’expression et l’abondance 

plus importantes de protéines impliquées dans la glycolyse en fin de croissance 

montrant qu’à ce stade la production d’énergie est plus importante qu’à d’autres 

stades du développement. Les protéines impliquées dans la régulation et la liaison 

aux ions calcium sont plus actives au stade intermédiaire du développement. 

Beaucoup d’autres fonctions biologiques, qui ont été mis en évidence avec 

cette étude comme étant surreprésentées dans le follicule par rapport au génome de 

la souris, doivent être l’objet de futures études plus approfondies pour comprendre 
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les causes de cette surreprésentation et leur conséquence dans le développement 

folliculaire. 

Ainsi, ce travail ouvre de nombreuses perspectives pouvant servir de point de 

départ pour d’autres études plus ciblées sur le rôle spécifique de certaines familles 

de protéines dans le développement folliculaire. 

Concernant les protéines qui n’ont pas été identifiées aux trois stades 

simultanément, il serait aussi important de vérifier si elles sont en plus faible 

abondance ou totalement absentes dans les autres stades et d’en étudier l’impact 

sur développement folliculaire. Ceci permettrait ainsi d’aider à mieux comprendre 

entre autres les évènements moléculaires impliqués dans le développement 

folliculaire à des stades moins connues et qui permettront également d’améliorer les 

conditions de culture ainsi que l’étude de follicules issus de la préservation de la 

fertilité avec le développement de marqueurs de qualité du développement 

folliculaire.  
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Tableau I en annexe : Liste des protéines identifiées pour les trois stades de développement utilisant le comparateur de données 

XTandem. “log (e-value)” est la valeur statistique de la probalilité qu’une protéine a d’être identifiée au hasard, et il 

est le produit des e-values des peptides uniques identifiés dans chaque protéine. Les protéines validées ont un log e-

value < -2,5. “Spectres” correspond au nombre de spectres que l’analyse MS/MS a identifié pour chaque protéine. 

“Pep Specif Uniq” correspond au nombre de peptides specifiques à la protéine identifiée par rapport aux protéines 

identifiées du même groupe. “Pep Uniq” correspond au nombre de sequences peptidiques identifiés pour chaque 

protéine eliminant les répetitions. 
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Tableau II en annexe : Liste des fonctions biologiques surreprésentées dans un, deux ou dans les trois stades de développement 

comparant avec la représentation de ces mêmes fonctions biologiques dans la totalité du génome de Mus musculus. 

Les chiffres entre parenthèses correspondent au nombre total de gênes ou protéines reconnues par la base de 

données de PANTHER. 

Fonctions Biologiques 

Mus 
musculus 
liste de 

référence 
(22160) 

Protéines 
identifiées 

IS (766) P-value 

Protéines 
identifiées 
RMS (1077) P-value 

Protéines 
identifiées 
FA (1078) P-value 

Cycle cellulaire 1673 104 1.10E-06 138 1.62E-07 131 1.26E-05 

 mitose 574 44 2.30E-04 55 3.99E-04 56 2.24E-04 

Organisation composants cellulaires 1262 77 2.46E-04 95 3.30E-03 96 2.48E-03 

 morphogenèse composants cellulaires 964 57 1.38E-02 69 1.71E-01 68 3.04E-01 

    Transport mitochondrial 27 7 9.11E-03 6 3.87E-01 4 1.00E00 
Morphogenèse des structures 
anatomiques 964 57 1.38E-02 69 1.71E-01 68 3.04E-01 

Production précurseur métabolique et 
d’énergie 389 51 3.05E-13 68 9.43E-17 66 1.77E-15 

  ARN localisation 80 12 5.40E-03 11 3.71E-01 11 3.87E-01 

Processus métaboliques 8657 487 1.81E-40 701 1.37E-65 670 1.31E-50 

 processus métaboliques primaires 8326 457 5.65E-33 663 6.16E-56 627 1.86E-40 

  processus métaboliques des 
protéines 3482 235 5.69E-23 339 3.15E-36 316 3.77E-27 

   assemblement des protéines 97 17 1.57E-05 23 1.79E-07 23 1.99E-07 

   repliement des protéines 203 41 1.27E-16 54 7.36E-21 51 1.68E-18 
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Fonctions Biologiques 

Mus 
musculus 
liste de 

référence 
(22160) 

Protéines 
identifiées 

IS (766) P-value 

Protéines 
identifiées 
RMS (1077) P-value 

Protéines 
identifiées 
FA (1078) P-value 

   protéolyse 1246 74 1.01E-03 104 1.33E-05 102 5.66E-05 

  processus métaboliques des glucides 839 65 4.38E-07 96 3.93E-12 95 1.37E-11 

   régulation du métabolisme des 
glucides 21 9 1.32E-05 9 2.13E-04 9 2.23E-04 

   processus métaboliques 
monosaccharides 255 26 2.89E-04 33 1.13E-04 35 1.53E-05 

    voie pentoses-phosphates 10 6 2.96E-04 6 1.99E-03 6 2.05E-03 

   processus métaboliques glycogène 90 11 6.50E-02 17 5.48E-04 15 8.88E-03 

   processus métaboliques des acides 
gras  283 19 9.34E-01 29 3.20E-02 29 3.51E-02 

    Β oxydation des acides gras 49 9 1.16E-02 17 1.11E-07 17 1.20E-07 

  processus métaboliques des acides 
aminés (aa) et dérivés 403 30 1.80E-02 56 1.14E-09 47 1.31E-05 

   processus métaboliques des aa 403 30 1.80E-02 56 1.14E-09 47 1.31E-05 

    processus biosynthétiques des aa 149 14 1.50E-01 29 1.14E-07 21 3.75E-03 

    processus cataboliques des aa 86 8 1.00E00 14 1.87E-02 15 5.36E-03 

  processus métaboliques nucléobase, 
nucléoside et nucléotide 3853 174 1.71E-02 240 2.89E-03 230 8.32E-02 

   processus métaboliques ARN 673 64 1.57E-10 86 2.49E-13 87 1.21E-13 

    transformation ARNm 450 58 6.98E-15 76 5.14E-18 76 7.07E-18 

     raccordement ARN nucléaire, 
via spliceosome 368 47 1.01E-11 63 5.06E-15 63 6.58E-15 

     transformation mARN 3'-
extremité  101 12 4.63E-02 17 2.39E-03 17 2.56E-03 

   processus métaboliques ADN 493 32 1.14E-01 51 1.11E-04 45 1.13E-02 
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Fonctions Biologiques 

Mus 
musculus 
liste de 

référence 
(22160) 

Protéines 
identifiées 

IS (766) P-value 

Protéines 
identifiées 
RMS (1077) P-value 

Protéines 
identifiées 
FA (1078) P-value 

    ADN réplication 257 21 5.80E-02 37 1.74E-06 36 6.16E-06 

   processus métaboliques des 
pyrimidines  67 8 4.53E-01 15 2.75E-04 11 9.62E-02 

   processus métaboliques purines 122 19 1.71E-05 34 2.16E-13 31 4.79E-11 

  traduction 613 61 8.59E-11 93 3.26E-19 74 4.87E-10 

   amine acétylation des tARN pour la 
traduction de protéines 41 8 1.93E-02 14 4.25E-06 13 3.26E-05 

 processus métaboliques des 
coenzymes 104 19 1.46E-06 27 8.83E-10 25 2.90E-08 

  processus métaboliques acyl-CoA 28 5 5.41E-01 9 2.10E-03 8 1.49E-02 

 processus métaboliques composants 
nitrogène 78 12 4.24E-03 16 3.80E-04 14 7.19E-03 

 oxygène et réactives d’oxygène 66 12 8.28E-04 17 8.19E-06 15 2.46E-04 

 processus métaboliques ferrédoxines 12 3 1.00E00 6 5.48E-03 4 5.19E-01 

  processus biosynthétiques des 
vitamines 44 7 1.69E-01 9 6.23E-02 10 1.35E-02 

Transport nucléaire 96 21 1.02E-08 23 1.47E-07 20 1.85E-05 

Transport protéines 1496 100 5.58E-08 123 1.78E-06 131 1.64E-08 
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Tableau III en annexe : Tableau des protéines présentant une abondance significativement différente entre les trois stades de 

développement. Le ratio et l’ANOVA ont été calculés avec les abondances maximales et minimales calculées pour 

chaque protéine. Le score de la protéine est l’addition des scores des peptides, composant la protéine, identifiés par 

MASCOT. La figure 41 illustre le comportement de l'abondance normalisée de chaque protéine distribué dans les 5 

types de profils (P1 à P5). 

ID Nom de la protéine Nom du 
gène 

Score de la 
protéine 

ANOVA 
p-value Ratio Max Min Type de 

Profil 
Q8K3V4 Protein-argininedeiminase type-6 Padi6 1103.2 1.9E-07 3.6 IS FA P1 

P16125 L-lactate dehydrogenase B chain Ldhb 879.7 7.0E-06 4.9 IS FA P1 

F8WIV2 Protein Serpinb6a Serpinb6a 648.1 3.4E-07 2.4 IS FA P1 
Q9CWU5 KH domain-containingprotein 3 Khdc3 569.8 5.9E-05 3.2 IS RMS/FA P1 

Q9R0P9 Ubiquitincarboxyl-terminal hydrolaseisozyme L1 Uchl1 509.7 6.9E-05 4.4 IS FA P1 

P24549 Retinaldehydrogenase 1 Aldh1a1 418.6 8.0E-04 2.0 IS RMS P1 

P10761 Zona pellucidasperm-bindingprotein 3 Zp3 346.3 7.2E-05 4.9 IS FA P1 

P54869 
Hydroxymethylglutaryl-CoAsynthase, 
mitochondrial 

Hmgcs2 335.2 1.0E-02 2.1 IS RMS P1 

Q9DAW9 Calponin-3 Cnn3 308.2 2.3E-04 2.5 IS FA P1 

Q9WVB3 Transducin-likeenhancerprotein 6 Tle6 239.0 1.9E-06 3.5 IS FA P1 
P10518 Delta-aminolevulinicaciddehydratase Alad 230.6 2.0E-04 2.7 IS FA P1 

P20239 Zona pellucidasperm-bindingprotein 2 Zp2 189.8 7.0E-05 2.6 IS FA P1 

Q08EC7 Pla2g4c protein Pla2g4c 188.0 2.4E-04 3.1 IS FA P1 

P24472 Glutathione S-transferase A4 Gsta4 153.6 3.3E-04 2.7 IS RMS P1 
Q9CWE6 Oocyte-expressedproteinhomolog Ooep 94.9 2.0E-02 4.8 IS RMS/FA P1 

P14211 Calreticulin Calr 276.5 1.3E-05 4.6 RMS IS P2 
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ID Nom de la protéine Nom du 
gène 

Score de la 
protéine 

ANOVA 
p-value Ratio Max Min Type de 

Profil 

Q60817 
Nascentpolypeptide-
associatedcomplexsubunitalpha 

Naca 270.9 1.6E-04 2.3 RMS FA P2 

Q60605 Myosinlightpolypeptide 6 Myl6 174.3 1.6E-03 3.4 RMS IS/FA P2 

G3UWR0 Calumenin Calu 161.2 5.1E-05 3.1 RMS IS P2 
Q4VAA2 Protein CDV3 Cdv3 106.5 2.1E-04 2.5 RMS FA P2 

P20029 78 kDa glucose-regulatedprotein Hspa5 2951.4 2.6E-05 2.7 FA IS P3 

P17182 Alpha-enolase Eno1 1548.7 4.5E-07 5.0 FA IS P3 
P05213 Tubulin alpha-1B chain Tuba1b 1527.4 7.0E-04 2.7 FA IS P3 

P09103 Proteindisulfide-isomerase P4hb 1416.4 4.3E-06 2.7 FA IS P3 

P16858 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Gapdh 701.4 1.6E-07 4.0 FA IS P3 

P14152 Malatedehydrogenase, cytoplasmic Mdh1 462.0 4.8E-06 2.1 FA IS P3 
P48036 Annexin A5 Anxa5 445.8 5.5E-04 2.0 FA IS P3 

Q99KV1 DnaJ homolog subfamily B member 11 Dnajb11 420.4 1.1E-03 2.2 FA IS P3 

G5E8N5 L-lactatedehydrogenase Ldha 412.5 3.1E-06 3.4 FA IS P3 

P24815 
3 beta-hydroxysteroiddehydrogenase/Delta 5--
>4-isomerase type 1 

Hsd3b1 394.6 6.4E-03 3.1 FA IS P3 

E9PXX7 Thioredoxindomain-containingprotein 5 Txndc5 380.2 4.7E-03 2.1 FA IS P3 

P57759 Endoplasmicreticulumresidentprotein 29 Erp29 361.6 3.1E-05 2.5 FA IS P3 

O08807 Peroxiredoxin-4 Prdx4 358.2 4.0E-05 2.2 FA IS P3 
P29758 Ornithineaminotransferase, mitochondrial Oat 354.1 5.3E-04 2.1 FA IS P3 

P51656 Estradiol 17-beta-dehydrogenase 1 Hsd17b1 351.2 3.6E-03 2.4 FA IS P3 

P53994 Ras-relatedprotein Rab-2A Rab2a 330.6 3.3E-03 2.0 FA IS P3 
Q9DBJ1 Phosphoglyceratemutase 1 Pgam1 329.4 6.5E-04 2.2 FA IS P3 
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ID Nom de la protéine Nom du 
gène 

Score de la 
protéine 

ANOVA 
p-value Ratio Max Min Type de 

Profil 
P17742 Peptidyl-prolylcis-trans isomerase A Ppia 325.5 5.8E-03 2.2 RMS IS P3 

P09411 Phosphoglyceratekinase 1 Pgk1 300.5 2.8E-03 2.7 FA IS P3 

Q60715 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 P4ha1 271.1 7.0E-05 2.2 FA IS P3 
Q9QXT0 Proteincanopyhomolog 2 Cnpy2 254.6 3.8E-03 2.3 RMS IS P3 

A2A7Q5 Prolyl 3-hydroxylase 1 Lepre1 225.9 2.7E-03 2.3 FA IS P3 

G5E850 Cytochrome b-5, isoformCRA_a Cyb5 222.6 4.9E-05 3.4 FA IS P3 
Q3U4W8 Ubiquitincarboxyl-terminal hydrolase Usp5 216.6 5.5E-03 2.2 FA IS P3 

G3XA14 Protein Akr1cl Akr1cl 212.7 7.5E-03 3.4 RMS IS P3 

P34884 Macrophagemigrationinhibitory factor Mif 210.1 1.6E-05 2.1 FA IS P3 

P22935 Cellular retinoic acid-binding protein 2 Crabp2 130.9 2.2E-04 2.6 FA IS P3 
Q9CYA0 Cysteine-rich with EGF-like domain protein 2 Creld2 107.5 2.0E-02 2.9 FA IS P3 

P63158 High mobility group protein B1 Hmgb1 267.9 2.0E-03 2.5 IS RMS P4 

Q9JKB1 Ubiquitincarboxyl-terminal hydrolaseisozyme L3 Uchl3 226.8 1.1E-03 2.6 IS RMS P4 
Q9ERD7 Tubulin beta-3 chain Tubb3 1342.8 1.6E-03 3.3 FA RMS P5 

P31324 
cAMP-dependent protein kinase type II-beta 
regulatory subunit 

Prkar2b 1129.2 1.7E-04 3.7 FA IS P5 

Q05816 Fatty acid-binding protein, epidermal Fabp5 781.9 9.1E-05 3.1 FA IS P5 

P17751 Triosephosphate isomerase Tpi1 627.6 5.7E-05 2.3 FA IS P5 
Q9D0F9 Phosphoglucomutase-1 Pgm1 403.2 1.2E-04 2.3 FA IS/RMS P5 

Q99JF5 Diphosphomevalonatedecarboxylase Mvd 161.0 9.7E-05 3.6 FA IS P5 

Q62159 Rho-related GTP-binding protein RhoC Rhoc 136.3 2.1E-04 2.4 FA RMS P5 
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Tableau IV en annexe : Liste de protéines non identifiées dans le protéome de l’ovocyte isolé. Sur le coté indication si la protéine 

en cause a été identifiée dans un seul stade et lequel, ou si elle a été identifiée en commun avec un autre stade.  

 ID Nom de la Protéine Nom du gène 

U
ni

qu
em

en
t 

en
 I

S 

Q04857  Collagen alpha-1(VI) chain Col6a1 
O54974  Galectin-7 Lgals7 
Q9D964  Glycine amidinotransferase, mitochondrial Gatm 
Q8BMS4  Hexaprenyldihydroxybenzoate methyltransferase, mitochondrial Coq3 
Q921E6-1  Isoform 1 of Polycomb protein EED Eed 
Q61292  Laminin subunit beta-2 Lamb2 
P27106  Muellerian-inhibiting factor Amh 
P17563  Selenium-binding protein 1 Selenbp1 
Q569Z6  Thyroid hormone receptor-associated protein 3 Thrap3 
O54818  Tumor protein D53 Tpd52l1 
P35821  Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 1 Ptpn1 
E9PWQ3  Uncharacterized protein Col6a3 
P97470  Serine/threonine-protein phosphatase 4 catalytic subunit Ppp4c 
O88271  Craniofacial development protein 1 Cfdp1 
O35969-1  Isoform 1 of Guanidinoacetate N-methyltransferase Gamt 
Q9Z2D8-1  Isoform 1 of Methyl-CpG-binding domain protein 3 Mbd3 
P02104  Hemoglobin subunit epsilon-Y2 Hbb-y 
O88712-1  Isoform 1 of C-terminal-binding protein 1 Ctbp1 
P26041  Moesin Msn 
Q9D5J8  Putative uncharacterized protein Gstm6 
Q9CWU5-1  Isoform 1 of Protein Filia Khdc3 
O08738  Caspase-6 Casp6 
Q811L6-1  Isoform 1 of Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 4 Mast4 
Q8C599  Putative uncharacterized protein Celsr2 
Q8HW98  IgLON family member 5 Iglon5 
Q9R0U0-1  Isoform 1 of Serine/arginine-rich splicing factor 10 Srsf10 
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 ID Nom de la Protéine Nom du gène 

U
ni

qu
em

en
t 

en
 R

M
S 

Q8BXL7  ADP-ribosylation factor-related protein 1   Arfrp1 
Q3UGA8  Amidophosphoribosyltransferase   Ppat 
P06728  Apolipoprotein A-IV   Apoa4 
Q61024  Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing]   Asns 
Q5U5M8  Biogenesis of lysosome-related organelles complex 1 subunit 3   Bloc1s3 
P08122  Collagen alpha-2(IV) chain   Col4a2 
P30285  Cyclin-dependent kinase 4   Cdk4 
Q64261  Cyclin-dependent kinase 6   Cdk6 
Q9D600  DNA replication complex GINS protein PSF2   Gins2 
Q923G2  DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC3   Polr2h 
Q9D8Y0  EF-hand domain-containing protein D2   Efhd2 
Q9R1E0  Forkhead box protein O1   Foxo1 
Q60936-1  Isoform 1 of Chaperone activity of bc1 complex-like, mitochondrial   Adck3 
Q9Z1X4-1  Isoform 1 of Interleukin enhancer-binding factor 3   Ilf3 
Q925B0-1  Isoform 1 of PRKC apoptosis WT1 regulator protein   Pawr 
Q8BP27-1  Isoform 1 of Swi5-dependent recombination DNA repair protein 1 homolog   Meir5 
Q8CCF0-1  Isoform 1 of U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein Prp31   Prpf31 
Q61245-1  Isoform Long of Collagen alpha-1(XI) chain   Col11a1 
Q9Z110-1  Isoform Long of Delta-1-pyrroline-5-carboxylate synthase   Aldh18a1 
Q80WP0  Killer cell lectin-like receptor family E member 1   Klre1 
Q91VS7  Microsomal glutathione S-transferase 1   Mgst1 
O08804  NK13   Serpinb6b 
Q9Z247  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP9   Fkbp9 
Q9Z2V4  Phosphoenolpyruvate carboxykinase, cytosolic [GTP]   Pck1 
Q99K85  Phosphoserine aminotransferase   Psat1 
Q61074  Protein phosphatase 1G   Ppm1g 
Q8VE37  Regulator of chromosome condensation   Rcc1 
O08797  SPI6   Serpinb9 

Q6P9Z1  SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin 
subfamily D member 3   Smarcd3 

Q80YQ1  Thrombospondin 1   Thbs1 
E9QNX7  Uncharacterized protein   Atp4a 
Q9CR27  WASH complex subunit CCDC53   Ccdc53 
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Q9CXA2  Trans-L-3-hydroxyproline dehydratase L3hypdh 
Q9D7E4  UPF0449 protein C19orf25 homolog   
Q8JZY2  COMM domain-containing protein 10   Commd10 
P97478  Ubiquinone biosynthesis protein COQ7 homolog   Coq7 
D3YYZ2  MCG1031578   Gm5239 

B8JJI2  Novel protein (A930001N09Rik)   A930001N09Ri
k 

D3Z482  Uncharacterized protein   Ankrd26 
P24288  Branched-chain-amino-acid aminotransferase, cytosolic   Bcat1 
Q08024-1  Isoform 1 of Core-binding factor subunit beta   Cbfb 
Q3UWS5  Novel gene (E330009P21Rik)   Fbxw21 
Q8C5P5-1  Isoform 1 of 5'-nucleotidase domain-containing protein 1   Nt5dc1 
Q8CH25-1  Isoform 1 of SAFB-like transcription modulator   Sltm 
Q8K354  Carbonyl reductase 3   Cbr3 
Q91YN9  BAG family molecular chaperone regulator 2   Bag2 
Q921W4-1  Isoform 1 of Quinone oxidoreductase-like protein 1   Cryzl1 
Q9D0R8  Protein LSM12 homolog   Lsm12 
Q9D7E3  Ovarian cancer-associated gene 2 protein homolog   Ovca2 
Q9JLM9  Growth factor receptor-bound protein 14   Grb14 
Q9Z206-2  Isoform 2 of Neuroepithelial cell-transforming gene 1 protein   Net1 
Q9Z2R6  Protein unc-119 homolog A   Unc119 
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Q9ERR7  15 kDa selenoprotein   Sep15 
Q9QXE0  2-hydroxyacyl-CoA lyase 1   Hacl1 
Q9EQI8  39S ribosomal protein L46, mitochondrial   Mrpl46 
Q9D864  Actin-related protein 6   Actr6 
Q9DBR0  A-kinase anchor protein 8   Akap8 
Q9EPC1  Alpha-parvin   Parva 
Q8CI32  BAG family molecular chaperone regulator 5   Bag5 
Q9R013  Cathepsin F   Ctsf 
Q9WUU7  Cathepsin Z   Ctsz 
O35648  Centrin-3   Cetn3 
Q99LC2  Cleavage stimulation factor subunit 1   Cstf1 
Q91W50  Cold shock domain-containing protein E1   Csde1 
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P46414  Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B   Cdkn1b 

U
ni

qu
em

en
t 

en
 F

A
 

P97821  Dipeptidyl peptidase 1   Ctsc 
P52432  DNA-directed RNA polymerases I and III subunit RPAC1   Polr1e 
Q9Z0Y1  Dynactin subunit 3   Dctn3 
Q9WUZ9  Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 5   Entpd5 
O08579  Emerin   Emd 
Q8BHJ5  F-box-like/WD repeat-containing protein TBL1XR1   Tbl1xr1 
Q60648  Ganglioside GM2 activator   Gm2a 
Q3THK3  General transcription factor IIF subunit 1   Gtf2f1 
Q8VD04  GRIP1-associated protein 1   Gripap1 
Q91VM5  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G-like 1   Rbmxl1 
Q00PI9  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like protein 2   Hnrnpul2 
O54879  High mobility group protein B3   Hmgb3 
Q9EPJ9-1  Isoform 1 of ADP-ribosylation factor GTPase-activating protein 1   Arfgap1 
Q8BNU0-1  Isoform 1 of Armadillo repeat-containing protein 6   Armc6 
Q3TDN2-1  Isoform 1 of FAS-associated factor 2   Faf2 
Q9ESZ8-1  Isoform 1 of General transcription factor II-I   Gtf2i 
Q9DBZ1-1  Isoform 1 of Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase-interacting protein   Ikbip 
Q9JHP7-1  Isoform 1 of KDEL motif-containing protein 1   Kdelc1 
Q5F2E7-1  Isoform 1 of Nuclear fragile X mental retardation-interacting protein 2   Nufip2 
Q9Z0P4-1  Isoform 1 of Paralemmin   Palm 
Q80TH2-1  Isoform 1 of Protein LAP2   Erbb2ip 
Q9CW46-1  Isoform 1 of Ribonucleoprotein PTB-binding 1   Raver1 
P70665-1  Isoform 1 of Sialate O-acetylesterase   Siae 
Q6PDG5-1  Isoform 1 of SWI/SNF complex subunit SMARCC2   Smarcc2 
O55201-1  Isoform 1 of Transcription elongation factor SPT5   Supt5h 
Q8C5W3-1  Isoform 1 of Tubulin-specific chaperone cofactor E-like protein   Tbcel 
Q5XG73-2  Isoform 2 of Acyl-CoA-binding domain-containing protein 5   Acbd5 
O88448  Kinesin light chain 2   Klc2 
O89017  Legumain   Lgmn 
A2ALV5  Likely orthologue of H. sapiens chromosome 9 open reading frame 84   AI481877 
P70699  Lysosomal alpha-glucosidase   Gaa 
O09159  Lysosomal alpha-mannosidase   Man2b1 
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P24452  Macrophage-capping protein   Capg 
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P02802  Metallothionein-1   Mt1 
A1L3T3  N-sulfoglucosamine sulfohydrolase (Sulfamidase)   Sgsh 
P81117  Nucleobindin-2   Nucb2 
Q9CQ48  NudC domain-containing protein 2   Nudcd2 
Q9DBX2  Phosducin-like protein   Pdcl 
Q8K297  Procollagen galactosyltransferase 1   Glt25d1 
Q6NVG7  Procollagen galactosyltransferase 2   Glt25d2 
Q9R0E2  Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 1   Plod1 
Q3TLY5  Putative uncharacterized protein   Gla 
Q8BSE0  Regulator of microtubule dynamics protein 2   Fam82a1 
Q8K0Q5  Rho GTPase-activating protein 18   Arhgap18 
Q62159  Rho-related GTP-binding protein RhoC   Rhoc 
P07214  SPARC   Sparc 
Q8QZY9  Splicing factor 3B subunit 4   Sf3b4 
Q8BGJ9  Splicing factor U2AF 26 kDa subunit   U2af1l4 
Q5U4D9  THO complex subunit 6 homolog   Thoc6 
Q9ER39  Torsin-1A   Tor1a 
Q78IS1  Transmembrane emp24 domain-containing protein 3   Tmed3 
Q91W67  Ubiquitin-like protein 7   Ubl7 
Q4KML4  Costars family protein C6orf115 homolog  Abracl 
Q62087  Serum paraoxonase/lactonase 3   Pon3 
P53811  Phosphatidylinositol transfer protein beta isoform   Pitpnb 
P50543  Protein S100-A11   S100a11 
E9Q509  Pyruvate kinase   Pklr 
Q6P8X1  Sorting nexin-6   Snx6 
Q8CF66  Ragulator complex protein LAMTOR4 Lamtor4 
P17183  Gamma-enolase   Eno2 
P16627  Heat shock 70 kDa protein 1-like   Hspa1l 
Q60715-2  Isoform 2 of Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1   P4ha1 
O70250  Phosphoglycerate mutase 2   Pgam2 
Q8CEV2  Putative uncharacterized protein   3000002C10Rik 
D3Z494  MCG142264, isoform CRA_a   Akr1b10 
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Q4KL14  Trafficking protein particle complex subunit 3-like protein   Bet3l 
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Q9D281  Protein Noxp20   Fam114a1 
A2AQR0  Glycerol phosphate dehydrogenase 2, mitochondrial   Gpd2 
P12265  Beta-glucuronidase   Gusb 
Q91ZG2  Metallophosphoesterase domain-containing protein 1   Mpped1 
Q9R060  Cytosolic Fe-S cluster assembly factor NUBP1   Nubp1 
O35386  Phytanoyl-CoA dioxygenase, peroxisomal   Phyh 
Q9D1G2-1  Isoform 1 of Phosphomevalonate kinase   Pmvk 
Q8C650-1  Isoform 1 of Septin-10   Sept10 
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Q91YI0  Argininosuccinate lyase   Asl 

B2RQC6  Carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and 
dihydroorotase   Cad 

Q80YV2-1  Isoform 1 of Nuclear-interacting partner of ALK   Zc3hc1 
Q8BH93  MAPK-interacting and spindle-stabilizing protein-like   Mapk1ip1l 
Q8R3C0  Mini-chromosome maintenance complex-binding protein   Mcmbp 
Q9DCC8  Mitochondrial import receptor subunit TOM20 homolog   Tomm20 
Q8VEJ4  Notchless protein homolog 1   Nle1 
P70353  Nuclear transcription factor Y subunit gamma   Nfyc 
Q923D4  Splicing factor 3B subunit 5   Sf3b5 
Q8JZX4  Splicing factor 45   Rbm17 
Q9CZU3  Superkiller viralicidic activity 2-like 2   Skiv2l2 
E9Q616  Uncharacterized protein   Ahnak 
Q9CXW2  28S ribosomal protein S22, mitochondrial   Mrps22 
Q8VE70  Programmed cell death protein 10   Pdcd10 
Q9CQ62  2,4-dienoyl-CoA reductase, mitochondrial   Decr1 
Q9WV54  Acid ceramidase   Asah1 
A2BDX3  Adenylyltransferase and sulfurtransferase MOCS3   Mocs3 
Q9EQX4  Allograft inflammatory factor 1-like   Aif1l 
Q8R2U4  Alpha N-terminal protein methyltransferase 1A   Mettl11a 
P07356  Annexin A2   Anxa2 
P05202  Aspartate aminotransferase, mitochondrial   Got2 
P29416  Beta-hexosaminidase subunit alpha   Hexa 
Q8CIF4  Biotinidase   Btd 
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O35855  Branched-chain-amino-acid aminotransferase, mitochondrial   Bcat2 
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Q9QXX4  Calcium-binding mitochondrial carrier protein Aralar2   Slc25a13 
Q8BMD8  Calcium-binding mitochondrial carrier protein SCaMC-1   Slc25a24 
P06797  Cathepsin L1   Ctsl1 
Q6A068  Cell division cycle 5-related protein   Cdc5l 
Q9QZ82  Cholesterol side-chain cleavage enzyme, mitochondrial   Cyp11a1 
Q9CQJ6  Density-regulated protein   Denr 
Q9ET22  Dipeptidyl peptidase 2   Dpp7 
P28352  DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase   Apex1 
P46935  E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4   Nedd4 
Q9EQH2  Endoplasmic reticulum aminopeptidase 1   Erap1 
Q8VEH8  Endoplasmic reticulum lectin 1   Erlec1 
Q60876  Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1   Eif4ebp1 
Q9QXE7  F-box-like/WD repeat-containing protein TBL1X   Tbl1x 
Q99LJ6  Glutathione peroxidase 7   Gpx7 
P51655  Glypican-4   Gpc4 
Q9D7B6  Isobutyryl-CoA dehydrogenase, mitochondrial   Acad8 
P54071  Isocitrate dehydrogenase [NADP], mitochondrial   Idh2 
Q91WT9-1  Isoform 1 of Cystathionine beta-synthase   Cbs 
Q3UFY7-1  Isoform 1 of Cytosolic 5'-nucleotidase III-like protein   Nt5c3l 
Q99M71-1  Isoform 1 of Mammalian ependymin-related protein 1   Epdr1 
Q9WTX8-1  Isoform 1 of Mitotic spindle assembly checkpoint protein MAD1   Mad1l1 
Q9WVJ3-1  Isoform 1 of Plasma glutamate carboxypeptidase   Pgcp 
Q9DAU1-1  Isoform 1 of Protein canopy homolog 3   Cnpy3 
Q9QYG0-1  Isoform 1 of Protein NDRG2   Ndrg2 
Q3TCN2-1  Isoform 1 of Putative phospholipase B-like 2   Plbd2 
P35279-1  Isoform 1 of Ras-related protein Rab-6A   Rab6a 
Q64337-1  Isoform 1 of Sequestosome-1   Sqstm1 
Q6P4P1-1  Isoform 1 of Serine protease inhibitor A3A   Serpina3a 
Q7TMY4-1  Isoform 1 of THO complex subunit 7 homolog   Thoc7 
P62996-1  Isoform 1 of Transformer-2 protein homolog beta   Tra2b 
Q8C854-1  Isoform 3 of Myelin expression factor 2   Myef2 
Q99PL5-1  Isoform 3 of Ribosome-binding protein 1   Rrbp1 
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Q60716-1  Isoform IIb of Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-2   P4ha2 

E
n 

co
m

m
un

 e
nt

re
 le

s 
di

ff
ér

en
ts

 s
ta

de
s 

P53657-1  Isoform R-type of Pyruvate kinase isozymes R/L   Pklr 
Q8BLN5  Lanosterol synthase   Lss 
Q923B1  Lariat debranching enzyme   Dbr1 
Q9D154  Leukocyte elastase inhibitor A   Serpinb1a 
P16675  Lysosomal protective protein   Ctsa 
Q9D967  Maesium-dependent phosphatase 1   Mdp1 
P45952  Medium-chain specific acyl-CoA dehydrogenase, mitochondrial   Acadm 
Q9R008  Mevalonate kinase   Mvk 
Q64191  N(4)-(beta-N-acetylglucosaminyl)-L-asparaginase   Aga 
Q9CPP0  Nucleoplasmin-3   Npm3 
Q9JJF0  Nucleosome assembly protein 1-like 5   Nap1l5 
Q8BFY6  Peflin   Pef1 
Q91VA6  Polymerase delta-interacting protein 2   Poldip2 
Q8BWU5  Probable tRNA threonylcarbamoyladenosine biosynthesis protein Osgep   Osgep 
Q91ZX7  Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1   Lrp1 
Q62084  Protein phosphatase 1 regulatory subunit 14B   Ppp1r14b 
Q3UPH1  Protein PRRC1   Prrc1 
P23492  Purine nucleoside phosphorylase   Pnp 
Q922P9  Putative oxidoreductase GLYR1   Glyr1 
Q9D927  Putative uncharacterized protein   1810009N02Rik 
Q3UGY5  Putative uncharacterized protein   Fn1 
Q9CX86  Putative uncharacterized protein   Hnrnpa0 
Q8BME1  Putative uncharacterized protein   Pgm3 
Q3TL27  Putative uncharacterized protein   Xpnpep1 
Q8C112  Putative uncharacterized protein (Fragment)   Leprel4 
Q8BH97  Reticulocalbin-3   Rcn3 
P24549  Retinal dehydrogenase 1   Aldh1a1 

O55057  Retinal rod rhodopsin-sensitive cGMP 3',5'-cyclic phosphodiesterase subunit 
delta   Pde6d 

Q9CWY8  Ribonuclease H2 subunit A   Rnaseh2a 
A2ARJ0  Sial transducing adaptor molecule (SH3 domain and ITAM motif) 1 (Fragment)   Stam 
Q64442  Sorbitol dehydrogenase   Sord 
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Q9WV80  Sorting nexin-1   Snx1 
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Q8JZL3  Thiamine-triphosphatase   Thtpa 
Q8VE80  THO complex subunit 3   Thoc3 
P37804  Transgelin   Tagln 
Q9DCG9  tRNA methyltransferase 112 homolog   Trmt112 
Q6P5G6  UBX domain-containing protein 7   Ubxn7 
D3YZZ5  Uncharacterized protein   Tmed7 
E9QM54  Uncharacterized protein   Plod2 
Q7TQ40  Zinc finger protein ZIC 5   Zic5 
P62737  Actin, aortic smooth muscle   Acta2 
P63268  Actin, gamma-enteric smooth muscle   Actg2 
Q8BMK4  Cytoskeleton-associated protein 4   Ckap4 
Q3TMF5  Dihydrolipoamide branched chain transacylase E2   Dbt 
P70333  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2   Hnrnph2 
O35344  Importin subunit alpha-3   Kpna3 
P58774-2  Isoform 2 of Tropomyosin beta chain   Tpm2 
P83877  Thioredoxin-like protein 4A   Txnl4a 
B1AT82  MCG6846, isoform CRA_c   Prpsap1 
Q91WU5  Arsenite methyltransferase   As3mt 
P61963  DDB1- and CUL4-associated factor 7   Dcaf7 
P13020-1  Isoform 1 of Gelsolin   Gsn 
P59235  Nucleoporin Nup43   Nup43 
Q8BFQ8  Parkinson disease 7 domain-containing protein 1   Pddc1 

O54941  SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator chromatin 
subfamily E member 1   Smarce1 

Q6PFR5  Transformer-2 protein homolog alpha   Tra2a 
A8DUK2  Beta-globin   Hbb-b1 
P51859  Hepatoma-derived growth factor   Hdgf 
Q9JIX8-1  Isoform 1 of Apoptotic chromatin condensation inducer in the nucleus   Acin1 
Q9CSU0-1  Isoform 1 of Regulation of nuclear pre-mRNA domain-containing protein 1B   Rprd1b 
Q99NB8  Ubiquilin-4   Ubqln4 
Q91WT7  3-alpha-hydroxysteroid dehydrogenase type 1   Akr1c14 
Q8QZS1  3-hydroxyisobutyryl-CoA hydrolase, mitochondrial   Hibch 
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Q9CPW4  Actin-related protein 2/3 complex subunit 5   Arpc5 
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O55137  Acyl-coenzyme A thioesterase 1   Acot1 
Q9QYR9  Acyl-coenzyme A thioesterase 2, mitochondrial   Acot2 
Q9CZS1  Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial   Aldh1b1 
P28658  Ataxin-10   Atxn10 
Q9CY64  Biliverdin reductase A   Blvra 
Q60865  Caprin-1   Caprin1 
P70677  Caspase-3   Casp3 
Q9Z1Q5  Chloride intracellular channel protein 1   Clic1 
Q61686  Chromobox protein homolog 5   Cbx5 
O35459  Delta(3,5)-Delta(2,4)-dienoyl-CoA isomerase, mitochondrial   Ech1 
O08553  Dihydropyrimidinase-related protein 2   Dpysl2 
Q80UW8  DNA-directed RNA polymerases I, II, and III subunit RPABC1   Polr2e 
Q61550  Double-strand-break repair protein rad21 homolog   Rad21 
P62878  E3 ubiquitin-protein ligase RBX1   Rbx1 
Q921G7  Electron transfer flavoprotein-ubiquinone oxidoreductase, mitochondrial   Etfdh 
Q8BTW3  Exosome complex component MTR3   Exosc6 
Q921I9  Exosome complex component RRP41   Exosc4 
Q8VED9  Galectin-related protein A   Grpa 
Q9D0D5  General transcription factor IIE subunit 1   Gtf2e1 
P10649  Glutathione S-transferase Mu 1   Gstm1 
P15626  Glutathione S-transferase Mu 2   Gstm2 
Q3SXD3  HD domain-containing protein 2   Hddc2 
Q9Z130  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like   Hnrpdl 
O09106  Histone deacetylase 1   Hdac1 
P54869  Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase, mitochondrial   Hmgcs2 
Q80V26  Inositol monophosphatase 3   Impad1 
Q60739-1  Isoform 1 of BAG family molecular chaperone regulator 1   Bag1 
Q7TNG5-1  Isoform 1 of Echinoderm microtubule-associated protein-like 2   Eml2 
P34914-1  Isoform 1 of Epoxide hydrolase 2   Ephx2 
Q920Q8-1  Isoform 1 of Influenza virus NS1A-binding protein homolog   Ivns1abp 
Q5SUF2-1  Isoform 1 of Luc7-like protein 3   Luc7l3 
Q8R326-1  Isoform 1 of Paraspeckle component 1   Pspc1 
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Q8CCS6-1  Isoform 1 of Polyadenylate-binding protein 2   Pabpn1 
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Q60715-1  Isoform 1 of Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1   P4ha1 
Q7TNC4-1  Isoform 1 of Putative RNA-binding protein Luc7-like 2   Luc7l2 
Q8VH51-1  Isoform 1 of RNA-binding protein 39   Rbm39 
Q9CWZ3-1  Isoform 1 of RNA-binding protein 8A   Rbm8a 

P63328-1  Isoform 1 of Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha 
isoform   Ppp3ca 

Q9Z2I8-1  Isoform 1 of Succinyl-CoA ligase [GDP-forming] subunit beta, mitochondrial   Suclg2 
Q91WG2-2  Isoform 3 of Rab GTPase-binding effector protein 2   Rabep2 
P21619-1  Isoform B2 of Lamin-B2   Lmnb2 
P70202  Latexin   Lxn 
P24527  Leukotriene A-4 hydrolase   Lta4h 
Q61792  LIM and SH3 domain protein 1   Lasp1 
Q99PU5  Long-chain-fatty-acid--CoA ligase ACSBG1   Acsbg1 
P28667  MARCKS-related protein   Marcksl1 
P62077  Mitochondrial import inner membrane translocase subunit Tim8 B   Timm8b 
Q99LD8  N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydrolase 2   Ddah2 
Q9CQ45  Neudesin   Nenf 
Q9D0T1  NHP2-like protein 1   Nhp2l1 
P30412  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase C   Ppic 
Q61576  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP10   Fkbp10 
P43883  Perilipin-2   Plin2 
Q8BH04  Phosphoenolpyruvate carboxykinase [GTP], mitochondrial   Pck2 
Q9D287  Pre-mRNA-splicing factor SPF27   Bcas2 
Q9R0E1  Procollagen-lysine,2-oxoglutarate 5-dioxygenase 3   Plod3 
P97371  Proteasome activator complex subunit 1   Psme1 
P97372  Proteasome activator complex subunit 2   Psme2 
Q8CIG8  Protein arginine N-methyltransferase 5   Prmt5 
P61327  Protein mago nashi homolog   Magoh 
O89086  Putative RNA-binding protein 3   Rbm3 
P97855  Ras GTPase-activating protein-binding protein 1   G3bp1 
Q05186  Reticulocalbin-1   Rcn1 
Q920A5  Retinoid-inducible serine carboxypeptidase   Scpep1 
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Q9D1J3  SAP domain-containing ribonucleoprotein   Sarnp 
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Q921H9  Sel1 repeat-containing protein 1   Selrc1 

Q6P1F6  Serine/threonine-protein phosphatase 2A 55 kDa regulatory subunit B alpha 
isoform   Ppp2r2a 

P19324  Serpin H1   Serpinh1 
Q9JJU8  SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein   Sh3bgrl 
Q9D8U8  Sorting nexin-5   Snx5 
Q9D554  Splicing factor 3A subunit 3   Sf3a3 
Q8BH58  TIP41-like protein   Tiprl 
P42669  Transcriptional activator protein Pur-alpha   Pura 
Q8R1V4  Transmembrane emp24 domain-containing protein 4   Tmed4 
O89023  Tripeptidyl-peptidase 1   Tpp1 
Q9QZM0  Ubiquilin-2   Ubqln2 
E9PWE8  Uncharacterized protein   Dpysl3 
D3Z7P3  Uncharacterized protein   Gls 
Q8BGC4  Zinc-binding alcohol dehydrogenase domain-containing protein 2   Zadh2 
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Abstract 
Study question Identification and molecular characterization of proteins expressed 
during follicle development will provide a better understanding of folliculogenesis 
process. We propose to establish the proteome of isolated mouse ovarian follicles at 
three different developmental stages during in vitro development: initial stage of 
culture (IS); Slavjanski membrane rupture (SMR) and antral follicle (AF). 

Summary answer More than 1,000 proteins for SMR and AF stages and 838 
proteins for IS were identified. Gene Ontology (GO) analysis revealed that several 
biological processes were over –represented in the three stages when compared with 
all genome mouse and some processes were over-represented in only one stage. 

What is known already Till now the few works using proteomics in this field 
concern the isolated fully growth oocyte before and after meiosis resume. In 2010 a 
team published the largest proteome of oocyte at vesicle germinative and metaphase 
II stages with more than 2,000 proteins identified at each stage. Even if is known 
the major importance of interaction between oocyte and their surrounding cells 
until now any author has studied the proteome of the whole follicle. 

Study design, size, duration Ovarian follicles were isolated from 12 day old 
B6CBA/F1 mice. 1143 IS follicles from 19 females were collected at 7 different 
times; 1803 secondary follicles from 41 females were cultured in a microdrop under 
oil system during 9 experiments. From those we selected 359 SMR follicles and 124 
AF follicles. 

Participants/materials, setting, methods Follicle proteome was analyzed by 
coupling Isoelectric focusing (IEF) prefractioning with 1D and 2D LC-MS/MS 
analysis. 

Protein identification was performed by X-TANDEM software and SWISSPROT 
mouse database. 

The obtained lists were submitted to the 'Compare gene list' tool in the PANTHER 
website to insight about the Gene Ontology Biological process. 
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Main results and the role of chance The combined analysis of 1D and 2D nano 
LC-MS/MS allowed the identification of 838 proteins to IS, 1,124 to SMR and 1,116 
to AF. 53.9% of them were common to the three stages, 2.8% were only identified in 
IS and 9.4% only at SMR and AF. 

Gene Ontology (GO) analysis demonstrated that approximately 20 GO Biological 
Process were over-represented in the different stages when we compared the 
submitted list with the all list of mouse genes. Nevertheless some biological 
processes were over-represented in a single stage. Mitochondrion organization, 
chromosome segregation and RNA localization are only over-represented in IS, DNA 
metabolic process and vesicle-mediated transport only in the SMR and porphyrin 
metabolic process only in the AF. 

Limitations, reason for caution The results contain a large list of proteins. 
Proteins below the detection level of the technique used, will not appear. As such, 
the absence of a given protein from the list in a specific stage, may signify it is 
below the detection level and not absent at all. 

Wider implications of the findings This study allowed a general view of the 
proteins that are implicated in the follicle development in vitro and it represents the 
most complete catalogue of the follicle proteome available so far. Not only well 
known proteins in the oocyte were identified but also proteins that are probably 
expressed only in granulosa cells or proteins never described in the female gamete 
development. 

Study funding/competing interest(s) This study was supported by the 
Foundation for Science and Technology of the Portuguese Ministry of Education 
and Science grant PhD fellowship SFRH/BD/65299/2009 to AIA. 
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Article soumis au journal Reproduction (le pdf  présenté ne contient pas les 

images et tableaux annexes appartenant à l’article car il sont déjà présents dans le 

chapitre résultats). 
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Résumé 

Alors que le protéome de l’ovocyte isolé, aux stades VG et MII a déjà été 

étudié, celui du follicule en croissance n’a jamais été décrit. 

Dans cette étude, nous avons cherché à identifier, comparer et caractériser 

les profils protéiques de follicules ovariens de souris à trois stades de leur 

développement in vitro distincts morphologiquement : follicules secondaires en 

début de culture - stade initial (IS), follicules avec une rupture complète de la 

membrane de Slavjanski (RMS) et follicules avec une cavité similaire à l’antrum 

(FA). 

Après un préfractionnement par IEF et une analyse LC-MS/MS en deux 

configurations (1D et 2D), 1403 protéines ont pu être identifiées dans le follicule 

ovarien de souris. 43,4 % (609) des protéines identifiées étaient communes aux 

trois stades et d’autres ont été identifiées uniquement à un stade : 71 au stade IS, 

182 au stade RMS et 193 au stade FA. De plus, on a identifié 365 protéines qui 

n’avaient pas été décrites antérieurement dans le protéome de l’ovocyte ce qui 

pourrais indiquer qu’elles sont exprimées dans les cellules somatiques du follicule. 

Des analyses qualitatives et quantitatives complémentaires ont démontré une 

surreprésentation pour 44 fonctions biologiques par rapport aux fonctions 

biologiques des gènes constituant le génome de Mus musculus et mis en évidence 

des différences d’expression et d’abondance des protéines liées au cycle cellulaire, à 

la fixation des ions de calcium et à la glycolyse selon le stade de développement. 

Ces résultats représentent un point de départ pour beaucoup d’autres études de 

caractérisation moléculaire du développement folliculaire. 

 

Mots clés : follicule ovarien/développement in vitro/préfractionnement IEF/1D et 

2D LC-MS MS /souris 
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Abstract 

Until now only the proteome of isolated oocyte from fully grown follicle were 

described with the aim of oocyte maturation characterization. However the ability of 

oocyte to mature is acquired during its development within the follicle. Thus in this 

study we proposed a protein identification and characterization of whole mice 

ovarian follicle at three morphological stages during in vitro development: early 

secondary stage, described as initial stage (IS); follicles with a complete Slavjanski 

membrane rupture (RMS) and follicles with an antrum like cavity formation (FA). 

Using an IEF pre fractionation before protein digestion and two 

configurations of LC-MS/MS analysis (1D and 2D), 1403 proteins were successfully 

identified in the murine ovarian follicle. From those, 43.4 % (609) were commonly 

identified in the three stages and some were identified only at one single stage: 71 

at IS stage, 182 at RMS stage and 193 at FA stage. Compared to the proteomes of 

isolated oocyte previously described, 365 proteins were only identified in our 

samples indicating that those ones were probably expressed in the somatic cells of 

the follicle. Additional qualitative and quantitative analysis highlighted 44 biological 

processes over represented in our samples when compared to Mus musculus gene 

database and different expressions and protein abundance implicated in cell cycle, 

calcium ion binding and glycolysis, throughout in vitro follicle development. 

This report represents so far the most complete catalogue of follicle proteins 

and could be an important milestone in the proteomic study of the follicle 

metabolism throughout in vitro development. 

 

Keywords: ovarian follicle/in vitro growth/IEF pre fractionation/1D and 2D LC-

MS MS /mice 

 

 


