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Résumé 

L'oviducte est important dans le transport, la maturation et la fécondation des 

gamètes mâles et femelles. Il est connu qu'un équilibre entre les antioxydants et les dérivés 

actifs de l'oxygène (ROS) est essentiel à la réalisation de ces processus reproducteurs. 

Cependant, peu de connaissances sont acquises sur les antioxydants présents dans 

l'oviducte. Les superoxyde dismutases, soit la forme cytosolique (Cu,ZnSOD), la forme 

mitochondriale (MnSOD) et la forme extracellulaire (EC-SOD) sont des antioxydants 

enzymatiques qui neutralisent l'anion superoxyde (O2"), un ROS. Mon hypothèse est que 

les SOD sont régulées de façon précise dans l'oviducte ainsi que durant le cycle oestral 

bovin pour assurer le succès reproducteur. L'immunobuvardage et l'immunohistochimie 

ont servi à caractériser les formes protéiques de la MnSOD et de la Cu,ZnSOD. Nos 

résultats montrent que ces deux formes de SOD ont des patrons d'expression qui varient de 

façon spatio-temporelle dans l'oviducte bovin. Cela suggère que la forme cytosolique 

(Cu,ZnSOD) et mitochondriale (MnSOD) de la superoxyde dismutase jouent des rôles 

essentiels dans l'oviducte et fort probablement dans le processus de la maturation finale des 

gamètes mâles ainsi que dans la fécondation. 



Abstract 

The oviduct is the natural site of transport, storage, maturation and fertilization of 

gamètes. Moreover, it has been determined that thèse reproductive processes are influenced 

by the balance between reactive oxygen species (ROS) and antioxidants. However, there is 

a lack of knowledge about the antioxidants présent in the bovine oviduct. Among thèse 

antioxidants there are the cytosolic (Cu,ZnSOD), mitochondrial (MnSOD) and extracellular 

(EC-SOD) superoxide dismutases that neutralize superoxide anion (O2"), a ROS. The 

hypothesis is that SODs are regulated in a précise manner in the bovine oviduct. We 

analyzed and localized SODs protein by western and immunohistochemistry analysis. We 

found that Cu,ZnSOD and MnSOD are differently expressed in the bovine oviduct during 

the estrous cycle. Thèse results suggest that cytosolic (Cu,ZnSOD) and mitochondrial 

(MnSOD) superoxide dismutases are essential in the oviduct functions especially in the 

final sperm maturation process and fertilization. 



Avant-propos 

Dans le cadre de ma maîtrise, j 'ai écris un article intitulé: Superoxide dismutases 

(SODs) expression in the bovine oviduct during the estrous cycle. Cet article, qui se 

retrouve au chapitre 2, a été accepté avec quelques corrections dans la revue 

Theriogenology (la lettre d'acceptation se retrouve à l'annexe II). Je suis première auteure 

de cet article, car j 'ai réalisé la majorité des travaux qui y sont présentés (90%). De plus, 

j 'ai grandement participé à sa rédaction. Le deuxième auteur de cet article est mon collègue 

Danny Gauvreau. Il a participé à la récolte des oviductes pour le travail. Le dernier auteur, 

Dr Jean-François Bilodeau, est mon directeur de recherche. Il a donc supervisé la 

réalisation de ces travaux. Bien que cet article constitue la majorité des résultats que j 'ai 

obtenus pour mon projet de maîtrise, j 'ai également travaillé sur une partie non publiée 

laquelle se retrouve à l'annexe I. 

En plus de l'article pour lequel je suis première auteure, j 'ai participé, en tant que 

deuxième auteure, à la réalisation d'un autre article publié en décembre 2006 dans la revue 

Endocrinology: Hormonal and Spatial Régulation of Nitric Oxide Synthases (NOS) 

(Neuronal NOS, Inducible NOS, and Endothelial NOS) in the Oviducts. Les auteurs de cet 

article sont dans l'ordre : Jérôme Lapointe, Monica Roy, Isabelle St-Pierre, Sarah 

Kimmins, Danny Gauvreau, Leslie A. MacLaren et Jean-François Bilodeau. Cet article a 

été publié dans le cadre du projet de doctorat du premier auteur : Jérôme Lapointe. Bien 

que cet article ne soit pas issu de mon projet de maîtrise, ma contribution est en relation 

directe avec ce dernier. En effet, le sujet de cet article, les oxyde nitrique synthases (NOS), 

produit un dérivé actif de l'oxygène (ROS), l'oxyde nitrique (NO). Ce ROS peut réagir 

avec le ROS neutralisé par les superoxyde dismutases (SOD), c'est-à-dire Fanion 

superoxyde (O2"). Cette réaction forme alors le peroxynitrite (ONOO"), un ROS très 

dangereux. Il est donc intéressant d'analyser si le patron d'expression des NOS concorde 

avec celui des SOD. Les résultats que j 'ai produits, lesquels constituent l'analyse de la 

forme protéine des NOS à l'aide de l'immunobuvardage et de l'immunohistochimie, sont 

présentés aux figures 3, 4 (résultat de eNOS) et 7 de l'article (Annexe III). 
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Chapitre 1 : Introduction 

1.1 Système reproducteur bovin 

La reproduction est un processus essentiel au cycle de la vie. Chez le bovin, comme 

chez les autres mammifères, la reproduction comprend un ensemble de mécanismes très 

complexes regroupant de nombreuses étapes telles la production et la maturation des 

gamètes mâles et femelles, l'accouplement, la fécondation, le développement de l'embryon 

et la parturition. La diversité de ces étapes implique des organes spécifiques comme 

l'ovaire, l'oviducte et l'utérus, lesquels sont tous aussi importants les uns que les autres. 

Les fonctions spécifiques de chacun de ces organes sont assez semblables d'une espèce à 

l'autre. Par contre, au niveau anatomique, le système reproducteur révèle des différences 

entre les espèces, autant chez le mâle que chez la femelle. Alors, bien connaître les 

caractéristiques anatomiques et physiologiques particulières d'une espèce ciblée pour une 

étude est de la plus grande importance. Étant donné que la vache est le sujet de la présente 

recherche, la description suivante portera sur le système reproducteur de celle-ci. 

1.1.1 Description du système reproducteur de la vache 

Le système reproducteur femelle de l'espèce bovine est composé de plusieurs 

organes, lesquels peuvent être divisés en deux catégories, soit les organes sexuels primaires 

et secondaires [1]. La première classe est composée d'un seul élément : les ovaires. Au 

nombre de deux, ces glandes sont situées dans la cavité abdominale de la vache et elles 

occupent deux fonctions fondamentales. En effet, en plus d'être l'organe responsable de la 

formation de l'ovule, l'ovaire sécrète deux hormones importantes : la progestérone et 

l'oestrogène [1]. 
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La deuxième catégorie d'organes est composée d'un plus grand nombre d'éléments. 

Tout d'abord, accolé à l'orifice externe du tractus reproducteur femelle nommé la vulve, on 

retrouve le vagin [1]. Contrairement au rat et à la truie où l'utérus est le réceptacle du 

sperme lors de l'éjaculation, chez la vache, c'est plutôt le vagin qui recevra le sperme suite 

à l'accouplement [2]. A la suite du vagin, on retrouve le col de l'utérus. Ce dernier permet 

d'une part l'entrée des spermatozoïdes après l'accouplement et d'une autre part la sortie du 

fœtus lors de la parturition [1]. En continuité avec le col de l'utérus, il y a l'utérus. Chez la 

vache, ce sont les cornes utérines qui hébergent l'embryon lors de la gestation [1]. Entre les 

deux cornes utérines et les ovaires, il y a les oviductes. Également au nombre de deux, les 

oviductes sont le site naturel de la fécondation. De plus, d'autres événements tels que le 

développement embryonnaire précoce de l'embryon, c'est-à-dire celui se déroulant durant 

les 72 à 96 heures après la fécondation, se produit dans l'oviducte [1]. L'anatomie du 

tractus reproducteur de la vache est représentée à la figure 1. 

Cornes Oviduct» 
utarlrtos 

Figure 1 : L'anatomie des organes du système reproducteur de la vache. La vulve est 
l'ouverture externe. Par la suite, il y a le vagin, le col de l'utérus, le corps de l'utérus, les 
cornes utérines, les oviductes et les ovaires. Figure adaptée de [1]. 
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1.1.2 Le cycle oestral bovin 

La durée du cycle oestral varie selon les espèces. Chez le bovin, il est d'une durée 

moyenne de 21 jours. Le cycle débute par l'oestrus, c'est-à-dire la période où la femelle 

accepte le mâle, c'est ce qu'on appelle les chaleurs. C'est durant cette période que 

l'hypophyse sécrète beaucoup de FSH (hormone folliculo-stimulante) [1, 3]. À ce stade, il 

y a aussi une forte sécrétion d'estradiol par le follicule dominant. Cette augmentation 

d'estradiol amène une forte sécrétion de LH (hormone lutéinisante) par l'adéno-hypophyse. 

Cette hormone cause la rupture du follicule. Il y a alors ovulation. Après l'ovulation, il y a 

développement du corps jaune, lequel amorce la sécrétion de progestérone. La progestérone 

a pour action d'empêcher la sécrétion de LH et de FSH. De plus, cette hormone à un effet 

important sur l'utérus puisqu'il le prédispose à la gestation. Le corps jaune complète son 

développement aux jours 8 à 10. La quantité de progestérone sécrétée reste élevée 

jusqu'aux jours 16 à 18. À ce moment du cycle oestral, s'il n'y a pas eu fécondation, le 

corps jaune régresse [3]. Cette dégénérescence du corps jaune cause une diminution de la 

sécrétion de progestérone, laquelle ne peut plus réprimer la sécrétion de FSH. 

L'augmentation de FSH cause alors la croissance d'un autre follicule, lequel sécrète de plus 

en plus d'estradiol au fur et à mesure de son développement. Ainsi, le cycle recommence 

lorsque l'estradiol revient en quantité importante [1, 3]. Il y a, durant le cycle, plusieurs 

vagues folliculaires. Ces vagues sont caractérisées par des follicules qui se développent, 

mais qui régressent pour laisser qu'un seul follicule mature. Le nombre de vagues 

folliculaires durant le cycle oestral, chez la vache, peut être de deux ou de trois [4, 5]. De 

plus, si l'on se réfère à la figure 2, laquelle illustre les variations hormonales durant le cycle 

oestral de la vache, on peut voir que de légères augmentations d'estradiol, hormone 

sécrétée par le follicule [3], sont observables et attribuables à ces vagues. Également, à 

l'aide de cette figure, on peut remarquer que, selon les fluctuations hormonales, trois 

périodes peuvent être distinguées durant le cycle oestral bovin : la phase post-ovulatoire 

(jours 0-3), la phase lutéale (jours 10-16) et la phase folliculaire (jours 18-21). 



,1 .,1 ■■ L . . . I . . . . L . . . U . » t. - i . 
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Figure 2 : Variation hormonale du cycle oestral de la vache. L'estradiol, la LH, la FSH et 
la progestérone sont les principales hormones impliquées dans le cycle oestral bovin. Tout 
au long du cycle, ces hormone démontrent des variations qui leurs sont spécifiques. Figure 
adaptée de [6]. 
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1.2 L'oviducte 

1.2.1 L'anatomie 

Tel que mentionné précédemment, l'oviducte est un organe de grande importance 

puisqu'il s'agit, entre autre, du site naturel de la fécondation. Chez le bovin, l'oviducte est 

d'une longueur de 21 à 28 cm [7]. Cet organe peut-être divisé en différentes sections. Tout 

d'abord, la section qui captera l'ovocyte à sa sortie de l'ovaire se nomme rinfundibulurn. 

Ensuite, il y a la section de l'ampoule. Accolée à la section de l'ampoule, il y a la jonction 

isthme-ampoule. C'est dans cette section que se produit la fécondation, d'où l'affirmation 

que l'oviducte est le site naturel de la fécondation. Par la suite, il y a l'isthme, c'est la 

section de l'oviducte qui est accolée aux cornes utérines via la jonction utéro-tubaire [7]. 

Les différentes sections de l'oviducte sont illustrées la figure 3. Comme l'oviducte est situé 

entre les ovaires et les cornes utérines, il y a le même nombre d'oviductes que de cornes 

utérines et d'ovaires, c'est-à-dire deux. Ceux-ci portent un nom différent selon s'ils se 

situent du côté de l'ovulation : oviducte ipsilatéral, ou de l'autre côté : oviducte 

contracterai. L'organe en entier ainsi que chacune des sections de l'oviducte ont des 

caractéristiques et des rôles spécifiques outre qu'être uniquement le site naturel de la 

fécondation. Puisque la présente analyse porte sur les sections de l'isthme, de la jonction 

isthme-ampoule et de l'ampoule, nous verrons spécifiquement les rôles physiologiques de 

ces parties de l'oviducte dans la prochaine section. De plus, étant donné que l'espèce à 

l'étude est le bovin, la description de l'oviducte portera principalement sur cette espèce. En 

effet, les caractéristiques de l'oviducte des autres espèces animales seront abordées 

uniquement dans le cas où les données sur l'oviducte de la vache ne sont pas encore 

connues. 



Infundibulum 

Jonction 
Isthme-Ampoule 

Isthme 

Ampoule 

Figure 3 : Oviducte bovin disséqué. L'oviducte est composé de différentes sections, soit 
l'infundibulum, l'ampoule, la jonction isthme-ampoule et l'isthme. Photo adaptée de [8]. 

1.2.2 Histologie de l'oviducte 

L'oviducte bovin est composé de différents types de tissus. Tout d'abord, la couche 

tissulaire extérieure se nomme la séreuse externe. Il y a ensuite un tissu musculaire lisse. Ce 

dernier est composé de deux types de muscles, soit un circulaire et un longitudinal. Ensuite, 

on retrouve la lamina propria, c'est-à-dire une couche de tissu conjonctif. Finalement, il y a 

la muqueuse, laquelle est constituée de l'épithélium. Cet épithélium est composé de deux 

types de cellules : les cellules sécrétoires et les cellules ciliées [7]. Ces tissus sont présents 

dans toutes les différentes sections de l'oviducte et sont représentés sur la figure 4. 

Cependant, leurs proportions relatives varient d'une section à l'autre. 
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Muscle 
lisse 

Epithélium 

Figure 4 : Histologie de l'oviducte. Les trois principaux types de tissus de l'oviducte sont 
le muscle lisse, la lamina propria et l'épithélium. La section représentée est l'isthme, mais 
les trois sections ont la même composition tissulaire. 

Au niveau des repliements longitudinaux de la muqueuse, leur quantité et leur 

ampleur augmentent lorsqu'on observe l'oviducte de l'isthme vers l'ampoule [9]. En ce qui 

concerne les cellules ciliées, il n'y a pas vraiment de différence quand au nombre de ces 

cellules entre les trois sections de l'oviducte. Par contre, l'activité de ces cellules semble 

plus importante dans la section de l'isthme que dans l'ampoule [7]. Concernant le tissu 

musculaire, il y a aussi des variations selon les sections de l'oviducte. En effet, l'isthme est 

la section de l'oviducte ayant le plus de muscle, tandis que l'ampoule est le segment qui en 

a le moins. Toutes ces variations entre les sections ont pour conséquences que l'isthme est 

une section plutôt épaisse avec une petite lumière, tandis que l'ampoule est plutôt mince 

avec une grande lumière. Pour sa part, la jonction isthme-ampoule est plutôt une section 

intermédiaire [7]. 
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Des variations au niveau des tissus de l'oviducte ne sont pas seulement observables 

entre les sections de l'oviducte, mais aussi durant le cycle oestral. En effet, c'est à l'oestrus 

que les cellules sécrétrices sont les plus grosses [7]. Il se produit donc un changement au 

niveau de l'épithélium durant le cycle oestral. En ce qui concerne les cellules ciliées de 

l'isthme et de l'ampoule, contrairement à d'autres espèces animales, il ne semble pas y 

avoir d'effet de cycle sur leur nombre. Néanmoins, ces prolongements vibratiles sont plus 

tendus au moment de l'oestrus [7]. 

1.2.3 Caractéristiques physiologiques de l'oviducte bovin 

1.2.3.1 Le pH de l'oviducte 

Outre l'histologie de l'oviducte, de nombreuses autres caractéristiques de l'oviducte 

sont connues. Parmi celles-ci, il y a le pH. Bien que l'utérus et l'oviducte soient intimement 

liés via leur circulation artérielle [7], le pH de l'oviducte à une valeur plus élevée que celui 

de l'utérus. En effet, l'utérus à un pH de 6,96 alors que l'oviducte à un pH de 7,60. Le pH 

de l'oviducte n'est pas uniquement plus élevé que celui de l'utérus. En effet, le pH du sang, 

d'une valeur de 7,41, est plus faible que celui de l'oviducte. Il est également intéressant de 

noter qu'il n'y a pas de variation du pH de l'oviducte durant le cycle oestral [10]. 

1.2.3.2 Contraction et relaxation de l'oviducte 

Lorsqu'il s'agit de contraction et de relaxation, on se réfère souvent au système 

musculaire et au système nerveux. En effet, ce dernier est impliqué dans la coordination des 

activités de l'ensemble des muscles. Les terminaisons nerveuses, de type adrénergique, de 

l'isthme innervent le muscle circulaire lisse de cette section. Le neuromédiateur le plus 

libéré à ce niveau est la noradrénaline. Normalement, la noradrénaline provoque, dans 
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l'isthme, une contraction durant la période entourant l'ovulation. Le bovin fait alors 

exception à cette règle puisque la réponse de l'isthme à la noradrénaline est une relaxation. 

L'hypothèse associée à la relaxation post-oestrus causée par la noradrénaline serait reliée à 

la possibilité que l'embryon puisse sortir de l'oviducte pour aller s'implanter dans les 

cornes utérines [7]. En plus de l'innervation des muscles circulaires lisses, il a été 

démontré, chez le lapin, qu'il y avait quelques terminaisons nerveuses dans le muscle 

longitudinal et dans la muqueuse. Le niveau d'innervation dans ces tissus de l'isthme est 

similaire à celui retrouvé dans l'ampoule. De plus, dans l'ampoule, les régions les plus 

innervées sont sous la séreuse et autour des vaisseaux sanguins. Quant à la jonction isthme-

ampoule, elle est aussi bien innervée et, comme dans l'isthme, c'est dans le muscle 

circulaire lisse qu'elle est le plus innervée [11]. 

En ce qui concerne les contractions musculaires proprement dites, c'est lorsque 

l'oestrus approche que les contractions augmentent dans l'isthme. De plus, il s'avère qu'à 

cette période du cycle du oestral, c'est dans l'oviducte ipsilatéral (côté de l'ovulation) qu'il 

y a le plus de contractions [7]. 

1.2.3.3 Circulation sanguine de l'oviducte 

L'oviducte est situé entre deux autres organes importants en reproduction, soit 

l'utérus et les ovaires. C'est d'ailleurs de ces organes qu'origine son système vasculaire 

artériel [7]. En ce qui concerne le système veineux, il semblerait être uniquement relié à 

celui de l'ovaire. En effet, chez le porc un lien existe entre la circulation veineuse de 

l'ovaire et celle de l'isthme de l'oviducte [7]. Durant le cycle oestral, un plus grand débit 

sanguin est observé lors de l'oestrus [7]. 
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1.2.3.4 Concentration en oxygène de l'oviducte 

La concentration en oxygène n'a pas été étudiée précisément chez le bovin, mais de 

façon générale, on considère qu'elle est de trois à quatre fois plus faible que celle de 

l'atmosphère [12]. L'effet de l'ovulation sur la concentration d'oxygène est encore sujet à 

discussion. En effet, une étude a démontré que, chez le singe, la concentration d'oxygène 

au moment et à la suite de l'ovulation est augmentée. Bien que cette augmentation est 

potentiellement induite par l'insertion de la sonde servant à faire les mesures, cela se 

produit uniquement du côté de l'ovulation [13]. Par contre, une autre étude plus récente a 

démontré que, chez le singe, le hamster et le lapin, il n'y aurait pas de différence de pÛ2 

entre les oviductes ipsilatéraux et contralatéraux [14]. 

1.2.3.5 Le fluide et sécrétions de l'oviducte 

Le fluide présent dans l'oviducte est formé, en partie, des sécrétions libérées par les 

cellules de la muqueuse ainsi que par le sang qui traverse les membranes de l'oviducte. De 

plus, l'utérus, le follicule dominant ainsi que la cavité péritonéale peuvent contribuer à la 

création du fluide de l'oviducte [15]. Le fluide est principalement constitué de protéines 

[16]. En plus des protéines, on retrouve d'autres éléments tels que du cholestérol, des 

phospholipides, des lipoprotéines, des vitamines, des facteurs de croissances, des 

électrolytes et de petites quantités de glucose [7, 17-19]. Il est également intéressant de 

noter qu'il existe une glycoprotéine spécifique à l'oviducte, l'oviductine [16]. Le fluide de 

l'oviducte montre des variations selon les sections et côtés de l'oviducte et également en 

fonction du cycle oestral. En effet, tout au long du cycle oestral de la vache, la quantité de 

fluide dans l'isthme est toujours inférieure à celle présente dans l'ampoule. De plus, c'est 

durant l'oestrus que la quantité de fluide est la plus importante et ce, autant dans l'isthme 

que dans l'ampoule [20]. Par ailleurs, durant cette période du cycle, il y a également plus de 

fluide dans l'oviducte situé du même côté que l'ovulation [7]. 
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1.2.3.6 Oviductes ipsilatéraux et contralatéraux 

Tel que mentionné précédemment, il y a un oviducte du côté de l'ovulation 

(oviducte ipsilatéral) et un autre du côté opposé (oviducte contralatéral). Il est intéressant de 

noter qu'en plus d'influencer la contraction de l'oviducte et la quantité de fluide présent 

dans ce dernier, la proximité de l'ovaire qui a ovulé peut influencer l'expression de 

différents gènes. En effet, une vaste étude sur l'expression de plusieurs gènes a démontré 

des variations d'expression de 35 gènes selon s'ils étaient ou non à proximité du corps 

jaune. Dans cette étude, la plupart des gènes étaient plus exprimés du côté ipsilatéral que du 

côté contralatéral [21]. D'autres études effectuées dans notre laboratoire ont également 

montré que l'expression des gènes pouvait être régulée par la présence du corps jaune ou du 

follicule dominant. En effet, la forme inductible de l'oxyde nitrique synthase (iNOS) est 

plus fortement exprimée du côté contralatéral dans la section de l'isthme et ce, uniquement 

durant la phase folliculaire [22]. De plus, la phospholipide hydroperoxyde glutathion 

peroxydase (GPx-4) est également plus exprimée du côté contralatéral durant la phase 

folliculaire et ce, dans l'isthme et dans la jonction isthme-ampoule. Par contre, dans ces 

mêmes sections, c'est du côté ipsilatéral qu'elle est plus exprimée après l'ovulation [23]. 

1.2.3.7 Maladies associées à l'oviducte 

Différentes pathologies peuvent être détectées dans l'oviducte bovin. Chez les 

vaches adultes, l'incidence de troubles associés à l'oviducte est de l'ordre de 6 à 15% et, 

chez les génisses, elle est de 3 %. L'incidence des anomalies de l'oviducte peut être 

augmentée si les animaux se reproduisent de très nombreuses fois ou s'ils ont des 

problèmes au niveau de la fécondation [24]. L'association physique entre l'oviducte et 

l'ovaire fait partie des pathologies que l'on retrouve assez fréquemment. De façon moins 

commune, on retrouve également des malformations congénitales. La présence de kystes 

dans l'épithélium et l'occlusion de l'oviducte sont aussi des problèmes existants. 

L'inflammation de l'oviducte, plus communément appelée la salpingite, est aussi une 
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maladie connue chez la vache [24]. De plus, un hydrosalpinx, c'est-à-dire une accumulation 

de liquide dans l'oviducte, peut-être retrouvé dans l'oviducte bovin [24]. Finalement, des 

anomalies aux niveaux des cellules ciliées et sécrétrices de l'épithélium peuvent être 

causées par des agents pathogènes tels que les bactéries endotoxines [24]. 

1.2.4 Rôles de l'oviducte 

De façon générale, l'oviducte est connu comme étant le site naturel de la 

fécondation. Bien que cette fonction soit d'une grande importance, il en existe d'autres 

accomplies par cet organe. En effet, chacune des sections de l'oviducte est impliquée dans 

différents processus liés à la reproduction. D'ailleurs, il a été démontré que l'incubation des 

gamètes dans le fluide de leur section respective, soit l'isthme pour le spermatozoïde et 

l'ampoule pour l'ovocyte, accroît le succès de la fécondation [16]. C'est donc les nombreux 

rôles joués par l'oviducte qui seront décrits dans la présente section. 

1.2.4.1 Capture de l'ovocyte 

Une étape essentielle à la reproduction est la capture de l'ovocyte une fois qu'il est 

libéré lors de la rupture du follicule de De Graaf [7]. Cette capture se fait par 

l'infundibulum de l'oviducte [25]. Chez la plupart des mammifères, le cumulus qui entoure 

l'ovocyte est très important pour cette capture. En effet, une interaction entre le cumulus de 

l'ovocyte et les cellules ciliées de l'infundibulum est nécessaire à la capture de l'ovocyte. 

Le battement des cils est également impliqué dans la réalisation de cette fonction [7, 25]. 

Ceci a d'ailleurs été mis en évidence dans le syndrome de Kartagener. En effet, ce 

problème caractérisé par des cils ne pouvant plus bouger peut causer l'infertilité chez la 

femme [26-28]. 
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Une fois que l'ovocyte est rendu à l'intérieur de l'oviducte, il doit être transporté au 

site de la fécondation, c'est-à-dire dans la jonction isthme-ampoule. La durée de ce 

transport varie selon les différentes espèces. En effet, chez certaines espèces, ce passage 

peut être relativement rapide. Par exemple, chez le porc la transition se fait entre 30 à 45 

minutes et chez le lapin entre 6 à 15 minutes. Par contre, chez la vache, le transport est plus 

long, c'est-à-dire qu'il prend de 8 à 10 heures [7]. Dans l'ampoule, le transport de l'ovule 

est encore principalement dû aux cellules ciliées, car les contractions musculaires de cette 

section de l'oviducte sont dirigées vers l'ovaire et non vers la jonction isthme-ampoule [7]. 

Alors, ce sont les cils de l'épithélium qui crées un mouvement dans la bonne direction, 

c'est-à-dire vers le lieu de la fécondation [29]. 

1.2.4.3 Réservoir de spermatozoïdes 

Tel que mentionné précédemment, chez la vache, le vagin est le premier organe où 

se retrouve le sperme suite à la copulation [2]. Les spermatozoïdes ont donc un long 

chemin à parcourir avant de se rendre à l'oviducte. Alors, malgré qu'il y a des millions de 

spermatozoïdes de déposés dans le tractus reproducteur femelle, il y en a que quelques 

milliers qui se retrouvent dans l'oviducte. La première section de l'oviducte rencontrée par 

les spermatozoïdes est l'isthme. C'est dans cette même section que leur parcours s'arrête 

jusqu'au moment de la fécondation. En effet, l'isthme est considéré, chez le bovin et chez 

plusieurs autres espèces animales, comme un réservoir de spermatozoïdes [30]. 

L'existence de ce réservoir est de la plus grande importance afin d'assurer le succès de la 

reproduction. En effet, il permet d'éviter qu'un trop grand nombre de spermatozoïdes se 

rendent au site de fécondation, ce qui diminue les probabilités de polyspermie. De plus, le 

réservoir permet aux spermatozoïdes de conserver leur pouvoir à féconder jusqu'au 

moment où aura lieu l'ovulation [30, 31] puisque, chez la vache, la période où elle accepte 

le mâle précède l'ovulation [3]. Aussi, les meilleurs spermatozoïdes sont choisis au niveau 
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du réservoir, c'est-à-dire ceux ayant un acrosome indemne et n'ayant pas été capacités [31, 

32]. Dans l'isthme, les spermatozoïdes ne sont pas libres dans la lumière de l'oviducte. En 

effet, ils sont attachés, via leur acrosome, à l'épithélium de l'isthme [30, 31]. Plus 

spécifiquement, ce sont surtout aux cellules ciliées qu'on les retrouvent le plus souvent 

associés [30]. Les spermatozoïdes se lient à l'épithélium grâce à un hydrate de carbone 

présent sur ce dernier. Cet hydrate de carbone n'est pas le même chez toutes les espèces 

animales et, chez le bovin, il s'agit d'un fucose [31, 33]. Alors, l'isthme joue un rôle 

important en maintenant les spermatozoïdes relativement immobiles et en leur permettant 

de demeurer viables en attente de l'ovulation et de la fécondation. [16]. Par contre, lorsque 

le moment opportun est arrivé, il faut que les spermatozoïdes soient relâchés pour qu'il y 

ait fécondation. Cette étape serait, entre autre, due à la capacitation des spermatozoïdes qui 

se produit dans l'oviducte. En effet, la capacitation aurait pour effet de diminuer l'affinité 

du spermatozoïde pour l'épithélium de l'oviducte, car les spermatozoïdes capacités ont 

moins d'affinité pour les hydrates de carbone impliqués dans la liaison avec l'épithélium 

bovin [31]. Par la suite, grâce à l'activité musculaire accentuée ainsi qu'au mouvement du 

fluide de l'oviducte, les spermatozoïdes vont se rendre jusqu'à la jonction isthme-ampoule 

pour y rencontrer l'ovocyte [7]. Un autre point intéressant est que certains produits de 

l'isthme tels que les glycosaminoglycanes augmentent la capacitation in vitro [34]. 

1.2.4.4 La fécondation 

La section de l'oviducte nommée jonction isthme-ampoule est le lieu où se produit 

la fécondation [7]. Lorsque les gamètes se rencontrent, il y a liaison entre le spermatozoïde 

et la zone pellucide de l'ovocyte induisant la réaction d'acrosome du spermatozoïde. Cette 

étape est essentielle, car uniquement les spermatozoïdes ayant subi cette réaction peuvent 

traverser la zone pellucide et compléter la fécondation [35]. Cette étape est donc très 

importante et elle nécessite que le spermatozoïde soit préalablement capacité [36]. Alors, le 

succès de la fécondation dépend des étapes préalablement effectuées dans les différentes 

sections de l'oviducte. De plus, un autre élément essentiel, afin d'assurer la réussite de la 

fécondation, est la synchronisation entre l'accouplement et l'ovulation. En effet, 
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l'accouplement doit avoir lieu au bon moment puisque, chez la vache, l'ovule demeure 

viable que 10 à 12 heures et les spermatozoïdes que 24 à 48 heures [3]. 

1.2.4.5 Amorce du développement embryonnaire 

La dernière étape, mais non la moindre, dans laquelle est impliqué l'oviducte, c'est 

l'amorce du développement de l'embryon. En effet, jusqu'au stade de 8 à 16 cellules, 

l'oviducte sera le site du développement de l'embryon [7]. La principale section de 

l'oviducte impliquée dans cette fonction est la jonction isthme-ampoule puisque l'embryon 

y séjourne de 2,5 à 3 jours [7]. Une fois cette étape de développement complétée, le lumen 

de l'isthme va s'agrandir afin de laisser passer l'embryon jusqu'aux cornes utérines, où il 

va aller s'implanter. L'activité des cellules ciliées est alors importante afin de permettre à 

l'embryon de se rendre à ce lieu au moment opportun [7]. 

1.2.4.6 Une protéine aux multiples fonctions, l'oviductine 

Tel que mentionné précédemment, l'oviducte produit une protéine qui lui est 

spécifique, l'oviductine. Cette dernière est sécrétée par l'épithélium [7] et elle est plus 

abondante durant la période entourant l'ovulation [16]. Cette protéine interagit avec les 

gamètes. Chez le spermatozoïde, elle se lie à la tête et à la pièce intermédiaire [37]. De 

plus, l'oviductine faciliterait la capacitation [38]. Par contre, l'effet qu'aurait cette protéine 

sur la fécondation lorsque incubée, in vitro, avec les spermatozoïdes, est plutôt mitigée. 

Certains affirment qu'elle a un impact positif [38], tandis que d'autres démontrent qu'elle 

n'a pas d'influence [39]. Concernant l'ovocyte, l'oviductine s'associe à sa zone pellucide 

[40, 41]. De plus, il a été démontré, in vitro, que le taux de fécondation est augmenté 

lorsque l'ovocyte est incubé avec l'oviductine [39]. Finalement, cette protéine est 

également importante pour l'embryon puisqu'elle aiderait ce dernier à se développer [16]. 
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1.2.5 Les hormones dans l'oviducte bovin 

Les hormones ont une grande importance durant le cycle oestral bovin. Bien que, 

dans le tractus reproducteur femelle, on associe souvent les hormones aux ovaires et à 

l'utérus, ce ne sont pas les seuls organes affectés par le statut hormonal. La présente section 

traitera du lien entre les hormones et l'oviducte bovin. 

1.2.5.1 Hormones détectées et leurs variations cycliques 

Bien que l'oviducte ne soit pas connu pour produire des hormones, certaines d'entre 

elles ainsi que des prostaglandines ont été détectées dans cet organe. Par exemple, il y a la 

progestérone, l'ocytocine, le 17p-estradiol et la prostaglandine E2 [42, 43]. En plus de leur 

présence dans l'oviducte de la vache, il a été montré que certaines d'entre elles variaient 

durant le cycle oestral. La progestérone est produite par le corps jaune. Il n'est donc pas 

surprenant qu'elle soit plus fortement produite lorsque ce dernier est bien développé dans 

l'ovaire, c'est-à-dire durant la phase lutéale. De plus, c'est uniquement durant ce moment 

du cycle que la progestérone est plus présente du côté ipsilatéral que du côté contralatéral. 

Par contre, le niveau de la progestérone ne varie pas entre les différentes sections de 

l'oviducte [42, 43]. Il en est de même pour le 17P-estradiol et de l'ocytocine. Par contre, 

durant le cycle oestral, ces deux hormones ne suivent pas le même patron que celui de la 

progestérone. En effet, le 17P-estradiol est plus fortement présent durant la phase 

folliculaire. Cette observation a uniquement été trouvée du côté contralatéral (où la 

prochaine ovulation aura lieu). Pour sa part, l'ocytocine ne varie pas ni durant le cycle 

oestral ni entre les côtés de l'oviducte [43]. En plus de la présence d'hormones dans 

l'oviducte bovin, les récepteurs a et P de l'oestrogène ainsi que le récepteur de la 

progestérone ont été découvert dans l'épithélium de cet organe chez la vache [44]. Cela 

suggère donc que ces hormones jouent un rôle dans l'oviducte. 
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Certaines études ont déjà démontré que l'estradiol pouvait réguler différents gènes 

dans l'oviducte bovin in vivo et in vitro. Parmi ces gènes, on retrouve une protéine 

spécifique de l'oviducte; l'oviductine, un antioxydant; la phospholipide hydroperoxyde 

glutathion peroxydase (GPx-4), un pro-oxydant; la forme inductible de l'oxyde nitrique 

synthase (iNOS) et un vasoconstricteur; l'endothéline-1 (ET-1) [22, 23, 45]. 

1.3 Les dérivés actifs de l'oxygène (ROS) 

L'oxygène est un élément indispensable à la survie de beaucoup d'organismes 

vivants puisqu'il est essentiel à la respiration cellulaire. À partir de cet oxygène, il peut y 

avoir formation de molécules nommées dérivés actifs de l'oxygène (ROS). Ces molécules 

sont formées dans les conditions normales de la vie. Elles peuvent être néfastes ou 

bénéfiques selon les circonstances. 

1.3.1 Définition, formation et exemples de ROS 

Comme leur nom l'indique, les dérivés actifs de l'oxygène (ROS) sont constitués 

d'au moins un atome d'oxygène. Cet atome confère la réactivité des ROS [46, 47]. Lorsque 

l'oxygène accepte un électron, il y a formation de l'anion superoxyde (O2"). Ce ROS fait 

parti de la catégorie des radicaux libres, car il possède un électron non apparié. Les ROS ne 

sont pas uniquement composés de radicaux libres. Par exemple, lorsqu'il y a acceptation 

d'un électron par l'02~, il y a production du peroxyde d'hydrogène (H2O2), un ROS qui 

n'est pas un radical libre [46, 48]. Il existe plusieurs ROS. Parmi ceux-ci, on retrouve 

l'anion superoxide (O2"), l'oxygène singulet (^2), le peroxyde d'hydrogène (H2O2), le 

radical hydroxyle (OH), le peroxynitrite (ONOO"), l'oxyde nitrique (NO), le radical 
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perhydroxyle (H02), le radical alkoxyle (RO) et le radical peroxyle (ROO) [12, 46, 49, 

50]. Les ROS sont produits de plusieurs façons. Parmi les sources de ROS, il y a la chaîne 

de transport des électrons des mitochondries, le cytochrome P-450 et les leucocytes [46, 49, 

51, 52]. De plus, différentes enzymes, telles que la NADPH oxydase, la xanthine oxydase, 

les cyclooxygénases, les lipoxygénases, les oxyde nitrique synthases ainsi que celles 

impliquées dans la phosphorylation oxydative, peuvent être responsables de la formation de 

ROS [12, 46, 49, 52, 53]. Les radiations, les hautes températures, la lumière visible, la 

fumée de cigarette et les manipulations in vitro peuvent aussi produire des ROS [12, 46, 

51, 53]. D'autre part, si les ROS réagissent avec des ions métalliques de transition 

(réaction 1) ou entre eux (réaction 2,3 et 4), ils peuvent former d'autres ROS [12, 46, 49, 

51,53]. 

Réaction 1 : Réaction de Fenton : H202 + Fe 2+ (Cu+) -► OH" +OH"+ Fe 3+(Cu2+) 

Réaction 2 : Réaction d'Harber-Weiss: 02" + H202 —► 0 2 + OH" + OH 

Réaction 3 : Formation de H 20 2 : 02" + 02" + 2 H + ^ H202 + 0 2 

Réaction 4 : Formation de ONOO" : 02" + NO -*• ONOO 

1.3.2 Cibles des ROS 

Les ROS sont des molécules très réactives et certaines d'entre elles, telles que le 

H202, peuvent même diffuser à travers les membranes [54]. Alors, les ROS peuvent causer 

de graves dommages à des composantes importantes de l'organisme. Les cibles des ROS 

sont principalement les protéines, les phospholipides des membranes ainsi que l'ADN [48]. 

La figure 5 illustre la formation de quelques-uns des principaux ROS ainsi que les 

dommages qu'ils sont susceptibles de créer. Dans cette figure, les ROS identifiés comme 

causant les dommages sont l'OH et 1' ONOO", car ils sont les plus réactifs [46, 51]. 
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Figure 5 : Formations et actions des principaux ROS. Plusieurs sources sont à l'origine des 
ROS. Quant à leurs cibles, il s'agit pricipalement de l'ADN, des protéines et des 
phospholipides des membranes. Figure adaptée de [51-53]. 

1.3.2.1 Les protéines 

Les ROS peuvent attaquer différents éléments des protéines comme leurs 

groupements sulfhydriles (SH) [55, 56]. Les tyrosines sont également des composantes des 

protéines qui peuvent être attaquées par les ROS, dont le peroxynitrite. Il en résulte alors la 

formation de la nitrotyrosine [57]. De plus, lorsqu'une protéine est attaquée par un ROS, il 

y a fréquemment formation de dérivés carbonyls, c'est pourquoi ces derniers sont souvent 

utilisés comme indicateurs de l'action des ROS sur les protéines [58]. La formation de 

ponts disulfures additionnels, des changements dans l'activité enzymatique et des 
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problèmes lors du transport membranaire sont quelques unes des dysfonctions causées par 

l'oxydation des protéines [12, 55, 59]. 

1.3.2.2 Les lipides 

Les ROS peuvent également s'attaquer aux lipides et plus particulièrement aux 

acides gras polyinsaturés des phospholipides des membranes. Les conséquences de la 

peroxydation lipidique sont nombreuses. Parmi celles-ci, on retrouve une réorganisation 

ainsi qu'une agglomération des phospholipides, une fluidité des membranes abaissées et 

cela peut même entraîner la disparition des compartiments cellulaires [48]. 

1.3.2.3 L'ADN 

Les ROS peuvent attaquer les diverses composantes de l'ADN telles que les 

désoxyriboses et les bases azotées. Des problèmes de transcriptions et de réplications 

peuvent être générés. Cela peut alors mener à des changements dans l'expression des gènes 

et à des mutations. Il est aussi possible que les ROS causent des cassures simples ou 

doubles brins [46, 48, 60]. 

1.3.2.4 Autres impacts des ROS 

Malgré que les ROS peuvent attaquer des composantes importantes de l'organisme 

et qu'ils sont en plus associés à certaines maladies comme le Parkinson et l'alzheimer, les 

ROS ne causent pas que des problèmes [47]. En effet, ils peuvent également avoir de 

nombreux avantages. Par exemple, ils sont importants dans la défense de l'organisme et 

dans la communication des signaux à l'intérieur de la cellule [47]. De plus, ils peuvent être 
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très importants en reproduction, comme nous le verrons plus tard, et dans la guérison du 

cancer [47, 48]. 

1.4 Les antioxydants 

Tel que mentionné précédemment, les ROS peuvent être très néfastes pour 

l'organisme. Il existe donc un système de défense contre les ROS, soit les antioxydants. 

Alors, le rôle principal de ces derniers est de contrôler la production excédentaire de ROS 

et d'empêcher que ces derniers puissent causer de graves dommages. De plus, la présence 

d'antioxydants dans différents compartiments cellulaires assure un bon contrôle sur les 

ROS. En effet, certains antioxydants sont logés dans les membranes, tandis que d'autres 

sont plutôt retrouvés dans les mitochondries, le cytosol, les peroxysomes et le noyau. De 

plus, l'organisme peut combattre les ROS avec des antioxydants extracellulaires [49, 54]. 

Les antioxydants peuvent être classifiés en deux catégories : les antioxydants non-

enzymatiques et les antioxydants enzymatiques [54]. Bien qu'on catégorise et classe les 

antioxydants, ces derniers peuvent également agir de façon synergique pour assurer une 

meilleure protection contre un large spectre de ROS. 

1.4.1 Les antioxydants non-enzymatiques 

Cette catégorie d'antioxydants comprend plusieurs membres. Le pyruvate, 

l'hypotaurine, la taurine, le glutathion (GSH), la cystéamine (CSH), la transferrine, les 

vitamines E (a-tocophérol), A (P-carotène) et C (acide ascorbique) constituent les 

principaux antioxydants non-enzymatiques [12]. Chacun des ROS peuvent être éliminés 

par plusieurs d'entre eux. Par exemple, 1' H2O2 peut être neutralisé par le GSH, le pyruvate 

et la vitamine C [53, 59, 61] . Le O2"' peut être détruit par, entre autres, le GSH, l'acide 

urique et les vitamines C, E et A [49, 61]. Il existe également d'autres composés qui 

diminuent l'effet des ROS non pas en les neutralisant, mais plutôt en empêchant leur 
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formation. La transferrine est l'un de ces exemples puisqu'elle n'agit pas directement sur 

un ROS, mais elle empêche la formation du OH en chélatant le fer, ce qui prévient alors la 

réaction de Fenton (réaction 1, section 1.3.1 p.18) [12]. 

1.4.2 Les antioxydants en/y ma tiques 

Le maintien d'une quantité adéquate de ROS peut également être assuré par des 

antioxydants ayant une activité enzymatique. Ce groupe d'antioxydants est principalement 

composé des superoxyde dismutases (SOD), des catalases (CAT) et des glutathion 

peroxydases (GPx) [54, 62]. La SOD existe sous trois formes chez les mammifères. 

Chacune a une localisation différente. La Cu,ZnSOD est localisée principalement dans le 

cytosol. La MnSOD est exclusivement retrouvée dans les mitochondries. Pour sa part, la 

EC-SOD est retrouvée à l'extérieur des cellules [63, 64]. Les SOD sont la première ligne de 

défense pour contrer les ROS en dismutant l'Ch"'. Il en résulte alors la formation du H2O2 

(réaction 5). De plus, pour effectuer leur action, les SOD ont besoin d'un métal de 

transition à leur site actif. Leur nom vient donc du type de métal nécessaire à leur action 

[54, 64]. 

L'H2Û2 ainsi produit peut alors être neutralisé par un autre groupe d'antioxydants 

enzymatiques, les catalases (réaction 6) [54, 62]. Il est cependant important de noter que les 

catalases agissent sur des fortes concentrations de H2O2. La forme classique de la catalase 

est localisée dans les peroxysomes et un peu dans les mitochondries [54]. Une seconde 

forme de catalase existe et elle est retrouvée dans le fluide de l'oviducte. Au niveau de la 

protéine, cette catalase est à 99% similaire à la catalase classique [62] . 

L'H2Û2 peut également être neutralisé par un autre groupe d'enzymes, les GPx 

(réaction 7) [54]. Contrairement aux catalases, les GPx peuvent agir sur de petites quantités 

de ROS. Pour ce faire, les GPx utilisent le GSH [65]. Les GPx ont également la capacité 

d'agir sur les hydroperoxydes (réaction 8) [54, 65]. Il existe cinq formes de GPx, dont 

quatre (GPx-1, GPx-2, GPx-3 et GPx-4) nécessitent la présence de sélénium [65]. La GPx-
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1 (glutathion peroxydase classique) est dite cytosolique et mitochondriale. Bien qu'on la 

retrouve surtout dans le foie, le rein et les érythrocytes, elle est presque ubiquitaire. La 

GPx-2 (glutathion peroxydase gastro-intestinale) est également cytosolique, et c'est surtout 

au niveau gastro-intestinal qu'on la retrouve. La GPx-3 (glutathion peroxydase 

plasmatique) est extracellulaire et elle est surtout présente dans le rein. La GPx-4 ou 

PHGPx (phospholipide hydroperoxyde glutathion peroxydase) est retrouvée dans les 

membranes et le cytosol. C'est surtout dans les testicules et dans les reins qu'on la détecte. 

La GPx-4 a également comme caractéristique de pouvoir neutraliser de façon directe les 

hydroperoxydes des membranes cellulaires. Pour sa part, la GPx-5 (glutathion peroxydase 

de l'épididyme) ne nécessite pas de sélénium et elle est retrouvée, entre autre, dans 

l'épididyme de souris [65, 66]. Finalement, il existe aussi des gluthation-S-transférases 

(GST) qui ne sont pas dépendantes du sélénium et qui sont capables d'agir sur les 

hydroperoxydes [54, 65]. 

Réaction 5 : 202" + 2H+ — SOD -> H202 + 0 2 

Réaction 6 : 2H202 — CAT-+ 2H20 +02 

Réaction 7 : H202 + 2GSH — GPx-* 2H20 + GSSG 

Réaction 8 : ROOH + 2GSH — GPx-+ ROH + H20 + GSSG 

1.4.3 Les antioxydants et les maladies 

Il a été précédemment décrit que les ROS pouvaient être bénéfiques ou néfastes 

pour la santé. En effet, tout déséquilibre entre les ROS et les antioxydants cause un stress 

oxydatif qui peut être délétère [65]. Les antioxydants sont donc impliqués dans plusieurs 

maladies telles que certains cancers, maladies infectieuses, maladies affectant le système 

nerveux, etc [50, 65]. Le tableau 1 résume quelques-uns des problèmes de santé dans 

lesquels les antioxydants sont impliqués. 



24 

Tableau 1 : Les maladies et les antioxydants. Les différentes formes de chacun des 
antioxydants ne sont pas énumérées pour faciliter l'interprétation du tableau. Adapté de [50, 
65] 

Antioxydants Maladies 

SOD Cancers: Vessie, intestin, sein, rein et foie 

Autres : Diabète, VIH, perte auditive, leucémie, 

sclérose latérale amyotrophique, allergie au pollen, 

athérosclérose, cataracte, trisomie 21, ischémie 

maladie d'Alzheimer, Crohn et de Huntington 

Catalase Cancers : Colorectum, poumon, intestin, rein et foie 

Autres : Recto-colite hémorragique, leucémie, 

diabète, granulomatose chronique familiale 

allergie aux acariens dermatophagoïdes, cataracte 

maladie de Parkinson 

GPx Cancers : Peau, sein, foie, rein, intestin, 

Autres : Leucémie, allergie au pollen, hépatite, VIH 

maladie de Crohn, de Parkinson et de Huntington 

1.5 Les superoxyde dismutases (SOD) 

Précédemment, les antioxydants enzymatiques et non-enzymatiques ont été 

énumérés. Puisque les SOD sont le sujet de la présente étude, une description plus 

approfondie de ces dernières sera faite dans cette section. 
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1.5.1 Généralités 

Tel que décrit précédemment, chez les mammifères, il existe trois formes de SOD. 

La Cu,ZnSOD et la MnSOD sont des formes intracellulaires, tandis que la EC-SOD est 

extracellulaire [64]. L'action des SOD est de dismuter FO2"' et de produire du H2O2 

(réaction 5, section 1.4.2, page 23) [54]. Bien que cette dismutation peut se faire de façon 

spontanée, les SOD sont beaucoup plus efficaces à cette tâche [61]. Cette dismutation 

nécessite deux étapes, lesquelles sont, séquentiellement, l'oxydation, puis la réduction d'un 

électron. Afin de réaliser cette dismutation, les SOD ont besoin d'être liées à des ions 

métalliques spécifiques de la SOD en question. Cependant, elles ne nécessitent pas l'aide 

d'autres co-facteurs [67]. La spécificité de chaque SOD pour un métal de transition sera 

décrite dans les sections suivantes. La reprise du H2O2 par les GPx ou les catalases est très 

importante, car ce dernier peut inactiver les SOD [68]. Les superoxyde dismutases sont des 

enzymes très importantes, car en dismutant FO2", elles empêchent qu'il y ait une trop 

grande quantité de ce ROS. De plus, en dismutant FO2"', les SOD préviennent la formation 

de deux autres ROS très dangereux soit l'ONOO" et l'OH'. En effet, lors de la description 

des ROS, il a été fait mention que l'ONOO" et l'OH pouvaient être formés à partir du O2"'. 

L'OH est généré via la réaction de Harber-Weiss (réaction 2, section 1.3.1 page 18), tandis 

que F ONOO'est formé via l'interaction de l'02" avec le NO (réaction 4, section 1.3.1 page 

18) [46]. De plus, F O2"' peut réduire le Fe3+ en Fe2+. Ce Fe2+ peut alors interagir avec 

FH2O2 et également former du OH (réaction 1, section 1.3.1 page 18) [46]. Finalement, en 

dismutant FO2", les SOD empêchent que ce ROS inactive les catalases et les GPx [54, 69]. 

Les SOD sont donc des enzymes clés dans la protection contre les ROS. 

1.5.2 Cu,ZnSOD 

La Cu,ZnSOD est une enzyme principalement retrouvée dans le cytosol. Cependant, 

on peut aussi la retrouver dans les lysosomes, le noyau, les peroxysomes et les 

mitochondries [54, 64, 67]. La Cu,ZnSOD est grandement distribuée et conservée autant 
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dans le règne animal que dans le règne végétal [70]. La Cu,ZnSOD a un poids moléculaire 

de 32 kDa et elle existe sous forme d'homodimère. Comme son nom l'indique, on retrouve 

un atome de zinc et de cuivre au site actif de chacun des monomères de la Cu,ZnSOD [65, 

67]. Bien que la Cu,ZnSOD produise du H2O2, celui-ci serait l'un des régulateur positif de 

l'ARNm de la Cu,ZnSOD, tout comme un autre ROS, le NO [64]. Des études ont démontré 

qu'on retrouvait de grandes quantités de la Cu,ZnSOD dans les neurones moteurs, le foie et 

le rein. Ces résultats ont été validés chez plusieurs espèces y compris le bovin [67, 71]. De 

plus, chez le bovin, le gène de la Cu,ZnSOD est sur le chromosome 1, tandis que chez 

l'humain, la Cu,ZnSOD est positionnée sur le chromosome 21 [64, 72]. La forme 

cytosolique de la SOD est impliquée dans beaucoup de maladies, dont plusieurs ont été 

énumérées au tableau 1 dans la section 1.4.3 à la page 24. Parmi les maladies, qui 

impliquent la Cu,ZnSOD, il y en a certaines d'ordre neurologique. La sclérose latérale 

amyotrophique (SLA) fait partie de ce type de pathologies. En effet, il s'agit d'une maladie 

neurodégénérative où plusieurs mutations (>90) de la Cu,ZnSOD peuvent être impliquées 

[64, 65]. Concernant le syndrome de Down (trisomie 21), il semble y avoir une relation 

entre la Cu,ZnSOD et différentes manifestations cliniques de cette maladie. Cependant, son 

rôle étiologique est moins équivoque que pour la SLA [64]. La Cu,ZnSOD peut également 

être protecteur. En effet, il a été démontré, in vitro, qu'un surplus de Cu,ZnSOD pouvait 

diminuer les dommages causés à l'organisme suite à différents problèmes de santé tels que 

la suite à l'ischémie-reperfusion du cœur, l'hyperoxie, l'infarctus, etc. Par contre, de 

grandes quantités de la Cu,ZnSOD n'ont pas que des avantages, elles peuvent aussi être 

néfastes. L'atténuation de la force des muscles et des problèmes au niveau du thymus sont 

deux des nombreux exemples qui peuvent être causés par une trop grande concentration de 

Cu,ZnSOD [73]. De plus, il semble que la Cu,ZnSOD soit importante dans la tolérance au 

paraquat, un pesticide, puisque les souris, qui n'expriment plus de Cu,ZnSOD, sont plus 

affectées par le paraquat [73]. 

La Cu,ZnSOD est également un antioxydant nécessaire au succès reproducteur. En 

effet, des études in vitro ont démontré que les souris Cu,ZnSOD"/_ souffraient d'une baisse 

de la fécondité. Il est cependant intéressant de noter que ce phénomène est observable 

uniquement chez les femelles. En effet, les mâles Cu,ZnSOD"" ne souffraient pas de 

problème au niveau de leur fécondité [73-75]. Cette baisse de fécondité impliquant la mort 
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embryonnaire post-implanté ou des problèmes aux niveaux des hormones et/ou au niveau 

de l'ovaire pourraient en être la cause [73-75]. 

Ces études de souris Cu,ZnSOD"/_ nous donnent une bonne indication de 

l'importance de cet antioxydant en reproduction chez la femelle. En plus de ces études, il 

s'avère la Cu,ZnSOD (ARNm, protéine ou activité) a été observée dans différentes 

composantes du système reproducteur mâle (spermatozoïdes et plasma séminal) et femelle 

(follicule, corps jaune, ovocyte, cumulus, l'oviducte, utérus, l'embryon, lait maternel, 

fluide folliculaire) [76-93]. 

Chez le bovin, la Cu,ZnSOD a différents effets sur la maturation in vitro de 

l'ovocyte. En effet, elle ne semble pas avoir d'effet bénéfique sur le clivage de l'ovocyte 

[94]. Par contre, lorsqu'elle est en grande quantité (1 500 IU/ml), elle permet à plus 

d'embryons de se développer à partir de ces ovocytês [94]. En plus petite quantité (< 1000 

U/ml), elle n'a pas d'effet sur la quantité d'embryons produits à partir de ces ovocytês [95]. 

Aussi, elle s'avère bénéfique dans la survie de l'ovocyte cryoconservé de la souris [96]. De 

plus, la Cu,ZnSOD protège, in vitro, l'embryon contre l'arrêt du développement au stade de 

deux cellules [85, 97]. Selon les conditions d'études ainsi que selon les espèces, la 

Cu,ZnSOD semble avoir différents impacts (positifs, négatifs ou nuls) sur la fécondation in 

vitro. En effet, chez le bovin, la Cu,ZnSOD n'augmente pas le taux de fécondité [95]. Alors 

que chez le mouflon, cet antioxydant diminue le succès de cette pénétration de l'ovocyte 

par le spermatozoïde [98]. Chez la souris, la Cu,ZnSOD a soit aucune influence sur la 

fécondation soit elle augmente le succès de cette dernière [96, 99]. De plus, chez le bovin, 

elle peut s'avérer néfaste lorsqu'on analyse le potentiel du développement embryonnaire 

[100]. Cependant, pour qu'il y ait fécondation, il faut que les spermatozoïdes soient viables 

et qu'ils aient subi la capacitation et la réaction d'acrosome. Chez la souris, de grandes 

quantités de Cu,ZnSOD sont plutôt favorables au maintien de la motilité des 

spermatozoïdes [99]. Par contre, cet antioxydant peut s'avérer néfaste pour la capacitation 

et la réaction d'acrosome chez l'humain et le bovin [36, 101-104]. 
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1.5.3 MnSOD 

La deuxième forme de superoxyde dismutase que l'on retrouve dans la cellule et 

plus particulièrement dans les mitochondries est la MnSOD. Le métal associé est, comme 

son nom l'indique, le manganèse. Le poids moléculaire de chacune des quatre unités 

identiques de la MnSOD est d'environ 23 kDa. C'est dans le site actif de chacun de ces 

monomères que le manganèse se lie [64, 67]. Tout comme la forme cytosolique de la SOD, 

la MnSOD est assez conservée entre les espèces [67]. L' H2O2 et le NO sont des régulateurs 

positifs de cette SOD [64, 105]. L'02" est également un régulateur positif potentiel de la 

MnSOD [105]. La MnSOD se trouve dans une grande quantité d'organes et une étude a 

démontré qu'elle est fortement présente dans le myocarde, le foie et le rein [71]. 

Dans l'organisme, la MnSOD a des fonctions à différents niveaux. Par exemple, elle 

empêche la création de dommages suite à l'hyperoxie pulmonaire et elle est impliquée dans 

la différentiation cellulaire [64]. De plus, la MnSOD est susceptible de lutter contre 

l'inflammation [106]. Des changements dans certains acides aminés de la MnSOD 

accroissent les probabilités d'être atteint d'un cancer du sein ou d'avoir des problèmes aux 

neurones moteurs. Un tel changement peut également jouer un rôle dans la progérie [64], 

forme de nanisme peu fréquent où l'enfant ressemble non seulement à une personne âgée, 

mais qui a également des organes moins développés, une insuffisance de plusieurs glandes 

et une athérosclérose précoce létale à environ 16 ans [107], dans les myocardiopathies 

idiopathiques et dans le vieillissement accéléré [64]. Des études, in vitro, ont été réalisées 

afin de connaître l'effet d'une grande production de MnSOD. Les résultats obtenus 

démontraient que cela protège le coeur après une ischémie-reperfusion. De plus, cela 

diminue les cas de cardiotoxicité suite à une cure à la adriamycine, un antibiotique [73]. 

L'importance de la MnSOD dans l'organisme est renforcie par des études de souris 

MnSOD"'". En effet, les souris MnSOD"7" meurent très tôt après la naissance. Des analyses 

plus poussées ont démontré qu'il y avait des anomalies à différents niveaux, tels q'aux 

cœur, système nerveux, muscles squelettiques, foie et sang [108, 109]. 
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Au niveau de la reproduction, tout comme la Cu,ZnSOD, la forme mitochondriale 

de la superoxyde dismutase a été détectée dans différentes composantes du système 

reproducteur. En effet, cet antioxydant a été découvert dans l'ovaire, l'ovocyte, le vagin, le 

lait maternel, l'utérus, l'oviducte, le corps jaune, l'embryon, les spermatozoïdes et le 

plasma séminal [12, 76-78, 81, 84, 86-88, 90-92, 110]. 

Malgré la détection de la MnSOD dans tous ces sites, son rôle en reproduction a été 

moins étudié que celui de la Cu,ZnSOD, c'est pourquoi moins de détails sur son rôle en 

reproduction seront mentionnés ici. Parmi les résultats obtenus, il est intéressant de noter 

que les souris mâles et femelles modifiées pour produire plus de MnSOD pouvaient être 

moins fécondes [111]. Par contre, il a été démontré que, dans l'ovaire, la MnSOD ne 

semblait pas être une enzyme clé et que, tel que décrit pour la forme cytosolique de la SOD, 

la MnSOD permet, in vitro, à plus d'embryons de souris de dépasser le stade de deux 

cellules [74, 85]. 

1.5.4 EC-SOD 

La troisième et dernière forme de superoxyde dismutase que l'on retrouve chez les 

mammifères, c'est la forme extracellulaire, la EC-SOD. Comme les deux autres SOD, la 

EC-SOD a besoin d'un métal de transition pour pouvoir effectuer son rôle. Ces métaux sont 

les mêmes que ceux de la Cu,ZnSOD, soit le cuivre et le zinc [55, 64]. C'est d'ailleurs pour 

cette raison que, dans ce travail et en général, la forme extracellulaire de la SOD n'est pas 

identifiée, comme les deux autres SOD, par ses métaux de transitions. En effet, cela a pour 

but d'éviter toute confusion. En plus d'avoir les même métaux de transition, il y a de 40 à 

60% d'homologie entre la partie codante du gène de la EC-SOD et celle du gène de la 

Cu,ZnSOD [64]. En général, la EC-SOD a un poids moléculaire de 135 kDa et elle est 

composée de quatre sous-unités identiques [63, 71]. Une autre particularité de la EC-SOD 

est que le domaine C-terminal de cette glycoprotéine a une affinité très développée pour 

l'héparine [63]. Basé sur cette caractéristique, il existe trois groupes de EC-SOD. En effet, 

soit cette affinité est inexistante (A), petite (B) ou grande (C) [63]. La EC-SOD est la 
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forme de superoxyde dismutase qui est la plus présente dans le plasma, la lymphe et dans le 

liquide synovial. De plus, elle est exprimée en grande quantité dans les poumons, les reins, 

le système sanguin et à la surface cellulaire en général [55, 63, 71]. Tout comme les autres 

SOD, le NO est un ROS qui régule positivement la EC-SOD [64]. Par contre, lorsque le 

NO est en trop grande quantité, il empêche la localisation normale de la EC-SOD à la 

surface des cellules endothéliales vasculaires [112]. 

Concernant l'implication de la EC-SOD dans la santé, des études sur les souris EC-

SOD" * ont également été réalisées et celles-ci ont révélé que ces animaux souffraient de 

divers troubles tels que des problèmes au niveau de l'apprentissage [64]. Étrangement, il 

semble que cette capacité soit également affectée de façon négative chez les souris 

exprimant plus de EC-SOD [64, 113]. De plus, les souris qui expriment de forte quantité 

de EC-SOD ont, entre autre, moins de troubles suite à une ischémie-reperfusion du coeur 

[73]. Aussi, il semble que la EC-SOD soit impliquée dans différentes maladies qui peuvent 

toucher différents systèmes tels que le système cardiaque, le système nerveux et le système 

respiratoire [63]. 

Tout comme les deux autres superoxyde dismutases, la EC-SOD a été découvert 

dans différentes composantes du système reproducteur. En effet, elle a été découvert dans 

l'utérus, le testicule, le cordon ombilical, l'épididyme, le plasma séminale, les 

spermatozoïdes et le placenta [55, 63, 81, 114, 115]. 

Bien que la EC-SOD ait été détectée dans quelques organes du système 

reproducteur, les rôles qu'elle peut jouer ne sont pas encore bien définis. En effet, cet 

antioxydant est très peu étudié en reproduction. Parmi les rares études effectuées, il a été 

découvert que les souris EC-SOD_/" n'avaient pas de problèmes au niveau de leur fécondité 

[116]. Par contre, il a également été trouvé que la EC-SOD pourrait être importante dans la 

maturation in vitro de l'ovocyte ainsi que pour régler les problèmes d'érection qui arrivent 

avec le vieillissement [117, 118]. 
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1.6 Les antioxydants dans l'oviducte 

Dans cette section, nous traiterons des études concernant l'expression des 

antioxydants dans l'oviducte, notre sujet d'étude. Certains antioxydants ont déjà été 

découverts dans l'oviducte bovin. En effet, des études précédentes de notre laboratoire ont 

montré la présence d'antioxydants tels les GPx-1, GPx-2, GPx-3, GPx-4 et les catalases et 

une étude préliminaire sur la Cu,ZnSOD a également été réalisée. Ces études ont démontré 

que certains antioxydants étaient régulés le long de l'oviducte ainsi que durant le cycle 

oestral bovin [23, 83]. De plus, les hormones joueraient un rôle dans cette régulation [23, 

83]. En effet, l'estradiol régulerait positivement la GPx-4 dans l'oviducte bovin [23]. De 

plus, outre l'oviducte bovin, chez les mammifères, la Cu,ZnSOD et la MnSOD ont 

également été étudiées dans l'oviducte ou dans son fluide chez l'humain, la souris, le lapin 

et le rat [77, 84,85,97, 110]. 

1.7 Rôles physiologiques des ROS en reproduction 

La présente étude porte sur une famille d'antioxydants, les superoxyde dismutases. 

Le rôle des antioxydants est de détruire les ROS et dans le cas de la SOD, il y a également 

production d'un ROS, le H2O2. Afin de bien comprendre l'importance des antioxydants, il 

est crucial de connaître l'implication des molécules qu'ils neutralisent. En effet, bien que 

l'implication en reproduction des SOD ait été décrite, ce n'est pas uniquement par leur 

ajout ou leur élimination qu'on peut comprendre le rôle qu'elles jouent, car si un 

antioxydant détruit un ROS indispensable à certains niveaux de l'organisme, cela peut avoir 

des répercussions désastreuses. C'est pourquoi, dans cette partie du travail, il y aura une 

description de l'implication des ROS en reproduction. De plus, il ne sera pas uniquement 

question des ROS directement liés aux SOD soit PO2" et le H2O2, car, tel que décrit 

précédemment, les ROS et les antioxydants sont tous reliés entre eux. De plus, dans 

l'intention de connaître tous les impacts que peuvent avoir les ROS en reproduction, des 

exemples chez différentes espèces animales seront décrits lorsque pertinents. De plus, cette 
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section est décrite après celle des antioxydants, car afin de bien illustrer le rôle des ROS, à 

quelques reprises dans le texte, il y aura référence à certains antioxydants dont 

l'identification et la connaissance étaient préalablement nécessaires pour bien comprendre 

les idées décrites. 

1.7.1 Maturation de l'ovocyté 

L'ovocyté et l'ovaire produisent des ROS. Alors, une connaissance de l'effet que 

ceux-ci ont sur la maturation de l'ovocyté est de la plus grande importance [12, 119]. De 

petites quantités de ROS seraient importantes lors de cette étape. En effet, in vitro, il a été 

démontré que, chez le bovin, plus d'embryons étaient produits lorsque l'ovocyté avait été 

incubé avec des ROS durant sa maturation [95]. Ceci est supporté par une autre étude qui a 

démontré que l'ajout de certains antioxydants, telles que la catalase et la Cu,ZnSOD, durant 

la maturation in vitro de l'ovocyté, n'augmente pas la quantité d'ovocytes qui se rendent au 

stade de morula et de blastocystes [100]. Aussi, il a été constaté, chez le rat, que les 

antioxydants pouvaient empêcher la maturation de l'ovocyté induite par les 

gonadotrophines [120, 121]. Il est cependant important de noter que la notion de faible 

quantité de ROS est très importante puisque, chez la truie, lorsqu'il vitro, des ROS sont 

produits via la combinaison hypoxanthine-xanthine oxydase, la maturation de l'ovocyté, et 

plus spécifiquement celle des ovocytes ne possédant pas de cumulus, peut être 

négativement affectée. En effet, il y a un arrêt de la méiose ainsi qu'une dégénérescence 

plus importante chez ces ovocytes. De plus, chez les ovocytes possédant un cumulus, les 

ROS, produits par ce même système, affectent négativement la maturation de ces derniers 

et ce au moment de la métaphase II [122]. Ces bas niveaux peuvent alors être maintenus par 

des antioxydants présents dans l'ovocyté. En effet, chez certaines espèces animales, telles 

que l'humain, la souris et le bovin, on a retrouvé différents antioxydants (catalase, SOD, 

GPx,etc.) [76,79]. 
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L'H202 est un ROS qui est potentiellement important pour le corps jaune. En effet, 

ce dernier aurait un effet lutéolytique chez le rat et chez les primates. Lorsqu'il n'y a pas 

eu fécondation, le corps jaune régresse et l'H202 aurait un rôle à jouer dans cette étape 

puisque, lors de cette régression, une plus grande quantité de ce ROS est libérée par la 

structure lutéale [48]. Aussi, de faibles quantités de H2O2 sont nécessaires pour empêcher la 

formation de la progestérone et de l'AMPc entraînant ainsi un déficit d'ATP à l'intérieur de 

la cellule lutéale de rat [123-125]. UH2O2 inhibe la production de la progestérone en 

empêchant le cholestérol de rentrer dans la mitochondrie, où il aurait été transformé en 

progestérone [48, 124]. De plus, il a été montré, in vitro, que l'H202 pourrait avoir une 

action lutéolytique chez le bovin, car la présence de H2O2 dans les cellules lutéales de cette 

espèce cause l'apoptose [126]. Le tissu lutéal produit également du O2"' [124]. Par contre, il 

a été démontré, chez le rat, que ce ROS ne serait pas impliqué dans la régression puisque la 

catalase inhibe toute action lutéolytique. Donc, l'02~ serait plutôt transformé en H2O2 [48] . 

Cependant, une étude in vitro, chez le rat, montre qu'à faible dose l'02~ induit la 

production de la progestérone tandis qu'une forte dose l'inhibe [127]. Alors, on ne peut pas 

totalement exclure l'action lutéolytique de l'02-' à de fortes doses. Le NO est un autre ROS 

qui a un effet lutéolytique dans le corps jaune et il bloque aussi le stéroïdogénèse de 

l'ovaire chez l'humain et chez le rat [55, 119] 

1.7.3 L'ovulation 

L'ovulation se caractérise par la rupture d'un follicule mature [1]. Le processus 

ovulatoire ressemble beaucoup à celui de l'inflammation, c'est-à-dire qu'il y a 

augmentation de la production de bradykinines, de prostaglandines, d'histamines et de 

cytokines. Des plus, des anti-inflammatoires non-stéroidiens bloquent l'ovulation [48, 68]. 

Les ROS tels que l'CV» l'H202 et l'OH sont impliqués dans le processus de 

l'inflammation. Alors, l'hypothèse a été soulevé que les ROS étaient aussi impliqués dans 
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l'ovulation [128]. Fait intéressant, dans le follicule, il y a formation de ROS lors de 

l'ovulation [120]. Parmi ces ROS il semblerait que 1' O2' soit impliqué dans cette étape. En 

effet, à la lumière des résultats obtenus suite à une étude in vitro avec des SOD long-durées 

(analogues synthétiques de la Cu,ZnSOD) sur des rats ayant reçu de l'hCG, une équipe est 

venue à la conclusion qu'il est possible que la perméabilité vasculaire soient accentuée par 

l'02". Alors, cela bouleverserait la structure du follicule, ce qui permettrait l'ovulation [68]. 

Chez la lapin, l'ovulation est également inhibée la Cu,ZnSOD ainsi que par la combinaison 

Cu,ZnSOD et catalase. Cependant, l'unique action de la catalase, ne bloque pas l'ovulation 

[128]. Un autre ROS possiblement important lors de l'ovulation est le NO puisqu'il la 

provoque [55]. 

1.7.4 Les spermatozoïdes 

Les gamètes mâles produisent de façon basale des ROS tels que PO2"' et le H2O2 

[48, 56, 129]. Pour les spermatozoïdes, les ROS peuvent être néfastes ou bénéfiques [48]. 

Commençons par les conséquences négatives. Tout d'abord, l'exposition du spermatozoïde 

à des ROS tels que le H2O2, avant la fécondation, peut diminuer sa capacité à pénétrer 

l'ovocyte [95]. La motilité des spermatozoïdes peut également être diminuée par les ROS 

[48, 53]. Il semble d'ailleurs que l 'FL^ soit un des ROS susceptible de causer ce problème 

[101, 130]. D'ailleurs, on a caractérisé ce ROS comme étant le plus toxique pour les 

spermatozoïdes [101]. Chez la vache, ce ROS peut également nuire à la capacitation [104, 

130]. Aussi, les ROS, peuvent attaquer les nombreux acides gras polyinsaturés contenus 

dans les membranes des spermatozoïdes. Cette attaque peut leur causer différents troubles 

tels que créer la disparition de leur fluidité membranaire et un vieillissement accéléré [53]. 

De plus, les ROS pourraient être responsables de l'infertilité mâle [131]. Aussi, des 

problèmes créés au niveau de l'ADN du spermatozoïde par les ROS pourraient entraver le 

développement de l'embryon voir même causer un avortement [132]. 

Tel que mentionné précédemment les ROS ne sont pas que nuisibles pour les 

spermatozoïdes. Voici donc des exemples où les ROS sont importants. Tout d'abord, les 
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ROS sont importants pour la maturation des spermatozoïdes épidymaires puisqu'il faut que 

les groupements sulfhydriles des protamines soit oxydés de façon contrôlée [55]. Au niveau 

de la capacitation et de la réaction d'acrosome, les ROS seraient indispensables. Les deux 

ROS qui semblent les plus impliqués sont l'02_ et V H2O2. Par contre, leur implication ne 

serait pas la même selon les espèces [131]. Étant donné que la présente étude concerne le 

bovin, c'est chez cette espèce que sera décrite l'implication de ces deux ROS. Dans la 

capacitation, c'est PO2"' qui serait impliqué dans ce processus. Pour sa part, PH2O2 est 

plutôt important dans la réaction d'acrosome du spermatozoïde bovin, sauf qu'il doit être 

en faible quantité, sinon il diminue la motilité de ces derniers [36, 101, 104]. Le NO est 

aussi un ROS important en reproduction, car en plus d'être important dans la 

spermatogénèse, en petite quantité, il serait impliqué dans la capacitation [133,134]. 

1.7.5 La fécondation 

De la même manière que pour les spermatozoïdes, les ROS peuvent avoir un effet 

négatif ou un effet positif sur la fécondation. En effet, il a été démontré que, chez le rat, 

PH2O2 nuisait à la pénétration de la zone pellucide par le spermatozoïde in vitro [135]. Par 

contre, il est connu que les ROS causent de la peroxydation lipidique et, chez l'humain, il a 

été démontré qu'une faible peroxydation lipidique, n'affectant pas la motilité des 

spermatozoïdes, était favorable à la fusion du spermatozoïde avec la zone pellucide [136, 

137]. Une autre évidence suggérant que les ROS peuvent être importants dans la 

fécondation a été démontré par une autre équipe. En effet, cette dernière a démontré que 

l'addition de la catalase durant le fécondation in vitro (FIV) avait un effet négatif sur la 

pénétration de l'ovocyte. Donc, il est possible qu'un peu de H2O2 soit requis pour que la 

fécondation ait lieu [95]. Finalement, une petite quantité de NO serait favorable à la fusion 

entre le spermatozoïde et l'ovule [133]. 
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1.7.6 L'embryon 

L'embryon produit des ROS qui peuvent l'affecter. Le NO est l'un de ces ROS. En 

effet, ce ROS joue un certain contrôle dans son développement et son implantation. 

Certains mentionnent que le NO n'a pas d'effet négatif sur l'embryon [12], alors que 

d'autres affirment qu'il y a une relation inverse entre la quantité de ce ROS dans le fluide 

folliculaire et la qualité de l'embryon [132]. Cette même relation a été démontrée au niveau 

de sa division cellulaire. De plus, le NO serait associé à l'apoptose et à des problèmes 

d'implantation [132]. Bien que ce ROS soit important, il ne fait pas parti des trois ROS les 

plus retrouvés chez l'embryon. En effet, ces derniers sont l'02~', 1' H2O2 et l'OH' [12]. La 

tolérance de l'embryon à certains ROS est variable au cours du développement. En effet, 

TH202 a moins d'effet sur les embryons bovins de 9 à 16 cellules que sur les zygotes et les 

blastocystes [12]. Parmi les impacts négatifs que peuvent avoir les ROS sur les embryons, 

il y a les dommages causés aux mitochondries, à l'ADN, aux organelles des cellules ainsi 

que l'altération des voies métaboliques. Ils peuvent aussi créer l'apoptose, tout comme ils 

peuvent être participants à des maladies embryonnaires fétales. Ils peuvent même causer 

des problèmes de santé à long terme chez l'enfant et l'adulte. De plus, la peroxydation 

lipidique peut causer l'arrêt du développement embryonnaire au stade de deux cellules. [12, 

60, 84, 119, 138]. Les effets négatifs des ROS sur les embryons ne sont pas causés 

uniquement lorsque l'embryon est en développement. En effet, des ROS produits par les 

spermatozoïdes lors de la fécondation in vitro peuvent causer des tords à l'embryon [12]. 

De plus, les ROS ne sont pas que dommageables pour l'embryon. En effet, les ROS 

seraient importants dans le développement de l'embryon précoce qui se déroule avant 

l'implantation [84]. De plus, lors de cette étape de la reproduction, les ROS réguleraient 

certains gènes et facteurs transcriptionnels tels que facteur inductible par l'hypoxie (HIF-1) 

et la protéine activatrice 1 (AP-1) [132, 139]. 
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Tel que décrit précédemment, les ROS affectent différentes étapes de la 

reproduction. Plusieurs autres paramètres de la reproduction sont affectés par les ROS. 

Parmi ceux-ci il y a l'endométriose, les fausses couches, l'infertilité, les accouchements 

prématurés et ceux normaux, le diabète gestationnel, les maladies de grossesse telles que la 

pré-éclampsie et le retard de croissance intra-utérin [119, 140]. De plus, toutes les 

connaissances acquises sur l'effet que peuvent avoir les ROS sont utiles afin d'augmenter 

les chances de succès autant dans les techniques de reproduction assistée chez l'humain que 

lors de la reproduction in vitro chez les animaux [12, 119]. 

1.8 Problématique, hypothèse et objectifs 

À plusieurs niveaux, les antioxydants et les ROS sont essentiels au bon 

fonctionnement de l'organisme. La reproduction n'y fait pas exception. En effet, il a été 

démontré que plusieurs antioxydants et ROS y jouent des rôles capitaux. Parmi ces 

antioxydants on retrouve les superoxyde dismutases. De plus, les ROS neutralisés et 

produits par les SOD (O2" et H2O2 respectivement) sont également impliqués dans 

plusieurs de ces étapes. Ceci a d'ailleurs été démontré à de nombreuses reprises in vitro 

(section 1.7) 

Étant donné que l'oviducte est vraisemblablement un organe important en 

reproduction dû à la grande quantité d'étapes qui s'y déroulent (la maturation finale des 

gamètes, la fécondation et les premières étapes du développement de l'embryon), il est fort 

probable que plusieurs antioxydants y soient exprimés. Ceci a d'ailleurs été démontré dans 

notre laboratoire [23, 83]. De plus, à ce jour, les superoxyde dismutases ont été détectées 

dans l'oviducte de plusieurs mammifères. En effet, la forme cytosolique (Cu,ZnSOD) et 

mitochondriale (MnSOD) ont été rapportées dans l'oviducte ou son fluide chez l'humain, la 
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souris et le lapin. Cependant, leur régulation dans l'oviducte de la vache demeure à ce jour 

inconnue. 

Les bovins représentent une grande importance économique pour le Canada. Une 

meilleure connaissance de ce qui se produit dans le site naturel de la fécondation, 

l'oviducte, permettra d'augmenter le succès de plusieurs techniques de productions 

d'animaux telles que l'insémination artificielle ainsi que de diagnostiquer l'infertilité. 

Vu l'importance, précédemment décrite, des SOD en reproduction ainsi que leur 

découverte dans l'oviducte de différentes espèces animales, nous croyons que les trois 

formes de superoxyde dismutases seront présentes dans l'oviducte bovin et que leur patron 

d'expression spatio-temporel variera afin de leur permettre de jouer un rôle adéquat dans 

les processus reproducteurs associés à l'oviducte tel que fournir des niveaux appropriés de 

ROS nécessaires aux différents processus reproducteurs. 

Les objectifs de la présente étude sont, en premier lieu, d'identifier dans quelles 

sections de l'oviducte (isthme, jonction isthme-ampoule et ampoule) et dans quels types 

cellulaires (muscle, lamina propria et épithélium) les superoxyde dismutases sont 

exprimées. De plus, suite à cette identification, une analyse comparative pour chacun de ces 

paramètres (sections et types cellulaires) sera réalisée. En second lieu, l'objectif est de 

caractériser l'expression des SOD durant le cycle oestral en fonction du statut hormonal, 

c'est-à-dire de vérifier si les différents niveaux d'hormones durant le cycle oestral affectent 

l'expression des SOD. En dernier lieu, l'objectif est de déterminer si les SOD sont 

exprimées de façon différentielle entre les oviductes ipsilatéraux et contralatéraux afin 

d'étudier si la proximité du corps jaune ou du follicule dominant affecte leur expression. 

Dans cette étude, c'est la forme protéique des SOD qui a été caractérisée, car nous voulions 

étudier la forme active et les rôles potentiels de ces antioxydants. Cette caractérisation a été 

réalisée par deux techniques, soit l'immunobuvardage et rimmunohistochimie. Une étude 

préliminaire sur l'ARNm de la EC-SOD a été amorcée par PCR quantitatif en temps réel. 

Les travaux réalisés pour atteindre ces objectifs sont présentés au chapitre 2 et dans 

l'annexe I. 



Chapitre 2 : L'expression des superoxyde dismutases 
(SOD) dans l'oviducte bovin durant le cycle oestral 
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2.1 Résumé 

Les antioxydants et les dérivés actifs de l'oxygène (ROS) jouent des rôles 

importants en reproduction. En effet, ils sont, entre autre, essentiels à la capacitation, 

l'hyperactivation et la fécondation. L'oviducte est le site naturel de la fécondation. Jusqu'à 

maintenant, les antioxydants enzymatiques dans l'oviducte bovin sont peu étudiés in vivo. 

Dans notre étude, nous avons analysé la forme protéique de la superoxyde dismutase 

cytosolique (Cu,ZnSOD) et mitochondriale (MnSOD). Ces antioxydants dismutent l'anion 

superoxyde (O2") et génèrent du peroxyde d'hydrogène (H2O2). L'immunobuvardage a 

permis d'étudier l'expression des SOD dans chacune des sections de l'oviducte à chaque 

étape du cycle oestral, tandis que l'immunohistochimie a été utilisée pour identifier les 

types cellulaires exprimant les SOD. Nos résultats montrent que tout au long du cycle 

oestral, la Cu,ZnSOD et la MnSOD sont moins exprimées dans l'isthme. Durant le cycle 

oestral, la Cu,ZnSOD est moins exprimée suite à l'ovulation. Bien que l'expression de 

MnSOD ne change pas durant le cycle, elle est plus exprimée durant la phase lutéale du 

côté ipsilatéral. Tous les types cellulaires expriment la Cu,ZnSOD et la MnSOD, mais à 

différents niveaux selon les sections étudiées. Nos résultats suggèrent que le statut 

hormonal affecte l'expression des SOD étudiées. De plus, les variations dans l'expression 

spatiale des SOD dans l'oviducte laisse supposer leur rôle indispensable dans le stockage et 

la capacitation des spermatozoïdes. 
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2.2 Abstract 

Antioxidants and reactive oxygen species (ROS) play an essential rôle in 

reproductive events such as sperm capacitation/hyperactivation and fertilization. The 

oviduct is the natural site of fertilization and early embryo development in which 

antioxidants and prooxidants are likely to play a crucial rôle. So far, only few enzymatic 

antioxidants were characterized in the bovine oviduct throughout the estrous cycle. In this 

study, we characterized the protein expression of two superoxide dismutases (SODs): the 

cytosolic (Cu,ZnSOD or SOD1) and the mitochondrial (MnSOD or SOD2) forms. The 

SODs are first line enzymatic antioxidants that dismute superoxide anion (O2" ) to produce 

hydrogen peroxide (H2O2). The Cu,ZnSOD and MnSOD protein expression was assessed in 

three sections of the oviduct (isthmus, ishtmic-ampullary junction and ampulla) during the 

estrous cycle by western blot analysis. The cell types that expressed the SODs in the 

oviduct were localized by immunohistochemistry. Our results revealed that Cu,ZnSOD and 

MnSOD proteins were less expressed in the isthmus than in other sections at ail stages of 

the estrous cycle. Also, the expression of Cu,ZnSOD was the lowest early after ovulation. 

In gênerai, MnSOD levels did not vary during the estrous cycle, but in the luteal phase, 

MnSOD was significantly more expressed in the oviduct ipsilateral. The Cu,ZnSOD and 

MnSOD proteins were found in ail cell types of the oviduct, but their relative expression 

vary among sections of the oviduct. Our results suggest that the expression of SODs is 

influenced in part by the hormonal status. Also, the protein expression profile of SODs 

along the oviduct suggested that the latter play an important rôle in the préservation and the 

capacitation of maie gamètes. 

Keywords: oviduct; estrous cycle; superoxide dismutase; cow; reactive oxygen species 
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In cows as in other animal species, the oviducts play a critical rôle in early 

reproductive processes such as gamète maturation, fertilization and early embryo 

development (10,16,20,28,31,33). In order to ensure the success of the thèse processes, an 

adéquate balance between reactive oxygen species (ROS) and antioxidants is essential as 

shown by many in vivo and in vitro studies (5,22,24-26,29). Reactive oxygen species 

(ROS) exist in several forms ( 0 2 \ H202, OH, NO, ONOO") (12) and can be either 

bénéficiai or detrimental to reproductive events (5,22,24-26,29). Indeed, low levels of ROS 

can be bénéficiai in promoting the binding of spermatozoa to the zona pellucida (2,8,30). In 

bovine, the superoxide anion (O2") and hydrogen peroxide (H2O2) are essential in the 

process of sperm capacitation and in acrosome reaction respectively in vitro (24,26). 

However, high hydrogen peroxide (H2O2) concentrations reduce bull sperm motility in 

vitro (26) and may impair fertilization and embryo development (15,27,35). The combined 

interactions of O2" and H2O2 can generate the hydroxyl radical (OH), one of the most 

powerful ROS that can damage lipids, proteins and nucleic acids (12). The H2O2 can also 

form OH via the Fenton reaction in the présence of transition metals such as iron (12,22). 

The O2" can also react with nitric oxide (NO) to form the peroxynitrite (ONOO") (12), a 

powerful oxidant, that reduces the bioavailability of NO. 

The ROS production is controlled by enzymatic and nonenzymatic antioxidants. 

Among the nonenzymatic molécules, there are glutathione (GSH), a-tocopherol, p-

carotene, ascorbate and vitamin C (1,7). The main antioxidant enzymes include superoxide 

dismutases (SODs) that neutralize superoxide anion (O2"), catalases that scavenge 

hydrogen peroxide (H2O2) and glutathione peroxidases (GPx) that detoxify H2O2 and lipid 

hydroperoxides (ROOH) (7). 

The balance between antioxidants and ROS is very important for the reproductive 

success as mentioned earlier. However, there are only few studies in vivo about the 

antioxidants in the oviduct, especially for the SODs in bovine. The SODs exist in three 

forms: the cytosolic (Cu,ZnSOD or SOD1), the mitochondrial (MnSOD or SOD2) and the 
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extracellular form (CuSOD or SOD3) (37). The SODs are on the first line of défense 

against ROS in dismuting two superoxide anions ((V ) into one hydrogen peroxide (H2O2) 

(11). Then, the produced H2O2 can be metabolized by either GPx or catalases (7). Thus, 

SODs are important défense enzyme against the O2", in order to avoid the formation of OH 

and ONOO". The SODs also play a rôle in the female reproductive success, since a study on 

Cu,ZnSOD female knock-out mice hâve shown a réduction of fertility (13). So far in 

mammals, Cu,ZnSOD and MnSOD were studied in the mouse, rat and human oviducts by 

other investigators (6,9,23,34). 

We hâve shown previously that antioxidant enzymes such as glutathione 

peroxidases (GPx) and prooxidant enzymes such as nitric oxide synthases (NOS) that 

produce NO are spatially and timely regulated in the bovine oviduct during the estrous 

cycle (17,19). However, the spécifie protein régulation of superoxide dismutases (SOD) 

remains to be determined in the cow. In this study, we analyzed the expression of 

Cu,ZnSOD and MnSOD proteins during the estrous cycle in three différent sections in the 

ipsilateral and the contralateral oviducts. Our results revealed that Cu,ZnSOD and MnSOD 

proteins hâve spécifie expression profiles in the différent sections of the oviduct throughout 

the estrous cycle. We also determined the cellular localization of SODs and found that 

both, Cu,ZnSOD and MnSOD were présent in ail cell types, but their relative expression 

varied between the différent sections of the oviduct. 
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2.4 Materials and methods 

Qviducts 

Oviducts were transported on ice to the laboratory from the slaughterhouse within 4 

h. Génital tracts were examined and those with anomalies were eliminated. The stages of 

the estrous cycle were determined by a visual examination of the ovaries as described by 

Arosh and al (3). The oviducts were divided into three groups: the postovulatory (days 0-3), 

the luteal (days 10-15) and the follicular (days 18-21) stages. To analyze the influence of 

the corpus luteum, the ipsilateral and the contralateral oviducts were studied separately. The 

ipsilateral oviduct is located on the side where the ovulation occurred. The contralateral 

oviduct is the oviduct proximal to the next dominant follicle. Only animais that ovulated by 

ovarian alternations were used. Oviducts were dissected to remove blood vessels and other 

contaminating tissues. The oviducts were also eut in three sections: isthmus, isthmic-

ampullary junction and ampulla. The oviducts were frozen in liquid nitrogen and kept at -

86°C until analyzed. 

Tissue préparation 

A sample from each section of the oviduct (isthmus, isthmic-ampullary junction and 

ampulla) was mixed in ice-cold PBS (Invitrogen, Carlsbad, CA) containing a protease 

inhibitor cocktail (1 mM EDTA, 0.5 mg/ml Leupeptin, 1.4 mg/ml Pepstatin A, 70 mg/ml 

PMSF; Boehringer Mannheim, Laval, PQ) and homogenized with a polytron. Homogenates 

were mixed in Laemmli sample buffer (5% (v:v) 2-mercaptoethanol) and boiled for 10 min 

(17, 19). The quantity of proteins was determined using BCA protein assay according to 

manufacturer's instructions (Pierce, Rockford, IL). 
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Western analysis 

Thirty micrograms of proteins from each section (isthmus, isthmic-ampullary 

junction and ampulla) were loaded on a 15% polyacrylamide-SDS gel. After the 

electrophoresis, the proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane (0,2um) (Bio-

Rad Laboratories, Montréal, Qc). The membranes were incubated for 1 h at room 

température with 5% dry milk in TBS-T. After, the membranes were incubated for 2 h at 

room température with primary rabbit polyclonal antibodies against bovine SODl (dilution 

1: 10000) (17) and SOD2 (dilution 1: 5000) (GeneTex, San Antonio, TX). The signal was 

revealed using ECL™ (Amersham, Littlechanfont, BH). Alpha Imager 2000 was used to 

perforai densitometry analyses (Alpha Innotech, San Leandro, CA). Five pairs of oviducts 

eut in three sections were used for each stage of the estrous cycle. 

Immunohistochemistry 

Immunohistochemistry was performed as previously described (19). Briefly, 

immediately after the dissection, each section of the oviduct (isthmus, isthmic-ampullary 

junction and ampulla) was fixed overnight in 4% paraformaldehyde. Optimum cutting 

température médium (OCT) (Canemco, St.Laurent, Québec, Canada) was used to embed 

the sections before freezing in liquid nitrogen. Samples were kept at -86°C until analysis. 

Blocks were eut in 8 um cryosections with a cryotome (Shandon, Pittsburgh, PA). From 

each OCT block, eight cryosections were eut and deposited on a microscope slide. 

Vectastain Elite ABC kit was used according to manufacturer's instructions to perforai 

immunohistochemistry analysis (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). The slides 

were incubated 30 min in 3% H2O2 (v:v) with methanol to inactivate endogenous 

peroxidases. Then, the slides were incubated 1 h at room température with 10% goat sérum 

(Sigma-Aldrich, Oakville, ON) in PBS to block non-specific binding. After, the 

cryosections were incubated overnight at 4°C with the primary antibody. The primary 
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antibodies were rabbit polyclonal antibody against bovine SOD2 (dilution 1: 1000) 

(GeneTex, San Antonio, TX) and SODl (dilution 1: 1000) (Stressgen, Victoria, BC). A 

négative control was also done with non-specific IgGs. After washing in PBS, the slides 

were incubated using a biotinylated goat anti-rabbit IgG for 1 h hour at room température 

(Vector Laboratories, Burlingame, CA). Finally, the slides were incubated 30 min with the 

ABC élite reagent and with 3-amino-9-ethylcarbazole until the immunostaining is revealed. 

Mayer's hematoxylin was used as a counterstain (Sigma-Aldrich). A Axioskop 2 Plus 

microscope (Zeiss, Toronto, Ontario, Canada) coupled to a digital caméra was used to take 

color pictures of the results. 

Statistical analvsis 

The densitometry values obtained from the western blot analysis were normalized. 

Values shown in graphies are mean ± SEM. Ail data were normally distributed and passed 

equal variance testing. Model variables included oviduct section (isthmus, isthmic-

ampullary junction, and ampulla), oviduct side (ipsilateral vs. contralateral to the corpus 

luteum), and stages of the estrous cycle (d 0-3, d 10-15 and d 18-20). Main effects of each 

variables and interactions between thèse variables were determined. The experiments were 

analyzed with the gênerai linear model of SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, 

IL). Multiple means were compared by ANOVA, and when a significant effect was 

obtained, the différence between means was determined by Duncan multiple range test. A 

P<0.05 was considered statistically significant. 
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2.5 Results 

Overview ofCu,ZnSOD andMnSOD expression along the oviduct throughout the estrous 
cycle 

To détermine the protein expression of Cu,ZnSOD and MnSOD in the différent 

sections of the oviduct, western blot analysis were performed. The isthmus, isthmic-

ampullary junction and ampulla sections were studied at ail stages of the estrous cycle in 

the ipsilateral and the contralateral oviducts. The results shown in figure 1 are one 

représentative experiment out of five (a total of 15 pairs of oviducts were analyzed). The 

Cu,ZnSOD and MnSOD were found in the three segments of the oviduct, but their 

respective levels varied between sections. Indeed, the results revealed that most of the time, 

at each stage of the estrous cycle, the lowest expression for Cu,ZnSOD was in the isthmus 

segment of the oviduct (Fig. 2A and B). The latter resuit was found in both, the ipsilateral 

and the contralateral oviducts. The same pattern of expression was found for MnSOD 

protein, but it was only significant during the postovulatory and luteal stages in the 

ipsilateral oviduct and during the postovulatory stage in the contralateral oviduct (Fig. 2C 

and D). Moreover, MnSOD protein levels tended to be lower in the isthmus than in the 

ampulla section of the oviduct at the other stages (P<0.1 ; Fig. 2C and D). 

Spécifie analysis of Cu,ZnSOD expression in the oviduct sections and during the estrous 

cycle 

To détermine whether the hormonal status had an influence on Cu,ZnSOD, we 

studied its protein levels during the estrous cycle. The three stages studied were the 

postovulatory (d 0-3), luteal (d 10-16) and follicular stages (d 18-21). At first, the data were 

pooled for the three sections and compared (Fig. 3A and B). We found in the whole oviduct 
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that the Cu,ZnSOD was signifîcantly less expressed at the postovulatory stage. This resuit 

was found in both, the ipsilateral and the contralateral oviducts (Fig. 3 A and B). 

Also, to investigate whether this variation in expression was found in ail sections of 

the oviduct as well, we further analyzed the Cu,ZnSOD expression in the isthmus, isthmic-

ampullary junction and ampulla sections of the oviduct (Fig. 3C and D). The Cu,ZnSOD 

protein was found signifîcantly lowest at the beginning of the estrous cycle in the ampulla 

from the ipsilateral oviduct and in the isthmus from the contralateral oviduct (Fig. 3C and 

D). Moreover, in the isthmus and in the isthmic-ampullary junction from the ipsilateral 

oviduct, the same pattern of expression was observed, but it was a non-significant trend 

(P<0.1). 

The same type of analysis as Cu,ZnSOD (Fig. 3) was performed with MnSOD. 

However, no significant différence was found for MnSOD expression during the estrous 

cycle in the whole oviduct or in each section of the oviduct (data not shown). 

Spécifie analysis of the expression of Cu,ZnSOD and MnSOD in the ipsilateral and the 

contralateral oviducts during the estrous cycle 

Hère, we analyzed specifically the expression of SODs in the whole ipsilateral and 

contralateral oviducts to détermine the influence of the corpus luteum during the estrous 

cycle. The expression of Cu,ZnSOD was not signifîcantly différent between the ipsilateral 

and contralateral sides (Fig. 4A). Of note, during the postovulatory and luteal stages, the 

expression of Cu,ZnSOD in the contralateral oviduct tended to be higher than in the 

ipsilateral oviduct (P=0.09 and P=0.07; Fig. 4A). As observed with Cu,ZnSOD during the 

postovulatory and the follicular stages, MnSOD expression was not signifîcantly affected in 

the ipsilateral and the contralateral oviducts (Fig. 4B). However, MnSOD expression was 

signifîcantly higher in the ipsilateral oviduct than in the contralateral oviduct during the 

luteal stage. 
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Cellular localization ofCu,ZnSOD and MnSOD proteins in the bovine oviduct 

To study the localization of Cu,ZnSOD and MnSOD proteins in the oviduct, we did 

an immunohistochemistry study on cryosections of the oviduct. Since the relative staining 

between cell types did not vary for the SODs during the estrous cycle, we showed only one 

stage in Figure 5. In the isthmus, isthmic-ampullary junction and ampulla, Cu,ZnSOD was 

found in each cell types of the oviduct, but the staining intensities varied between the 

différent cell types of each section (Fig. 5). Indeed, in the isthmus Cu,ZnSOD was mostly 

detected in the lamina propria, whereas in the isthmic-ampullary junction the staining was 

homogenous. Interestingly, in the ampulla, Cu,ZnSOD was mostly observed in the 

epithelial cells. The MnSOD was also observed in ail cell types in each section of the 

oviduct. Specifically, in the isthmus and isthmic-ampullary junction, the staining intensity 

was stronger in the epithelial cells and in the lamina propria than in the smooth muscle 

cells. In the ampulla section, MnSOD was mostly observed in the epithelial cells as seen 

with Cu,ZnSOD (Fig. 5). 
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2.6 Discussion 

In this work, we clearly showed the présence of both, Cu,ZnSOD and MnSOD 

proteins in the bovine oviduct. Previously, we hâve reported the présence of Cu,ZnSOD 

protein and SODs enzymatic activities in the bovine oviductal fluid (17). Hère, we further 

analyzed the protein localization of SODs in the différent cell types of the oviduct. The 

oviduct is composed of epithelial cells, lamina propria and of smooth muscle cells (10). It is 

interesting to note that Cu,ZnSOD and MnSOD were présent in ail cell types in each 

section of the oviduct. Indeed, only staining intensities varied among cell types between the 

three sections of the oviduct. Of note, the estrous cycle had no apparent effect on the 

relative distribution of SODs among cell types. The variations of the staining intensities in 

the différent segments of the oviduct were of interest. In the ampulla, Cu,ZnSOD staining 

intensity was the highest in the epithelium. In contrast to the isthmus, the epithelium of the 

ampulla hâve been shown to be very active in the sécrétion of proteins, especially at estrous 

(14). We showed that Cu,ZnSOD was mostly expressed just before estrous in the ampulla. 

Thus, the strong staining intensity of Cu,ZnSOD in the epithelium of the ampulla can be 

partly explained by a higher level of secretory activity of this epithelium prior estrous. 

Also, our findings showed that Cu,ZnSOD and MnSOD were always présent in the 

epithelial cells. Thèse results also suggest the importance of Cu,ZnSOD and MnSOD in the 

protection of the oviduct and gamètes that are in contact with the fluid or/and epithelial 

cells of the oviduct. 

There is little information on the présence of SODs in the oviducts of many species. 

The MnSOD protein was found in the epithelium of human fallopian tubes and Cu,ZnSOD 

protein was detected in the epithelial cells of the isthmus, but not in the ampulla of the 

oviduct in contrast to what we hâve reported in bovine (34). In the rat, MnSOD mRNA was 

not detected in the epithelial cells of the oviduct (23). 

In this work, we showed that Cu,ZnSOD and MnSOD proteins were less expressed 

in the isthmus at ail stages of the estrous cycle. This is in accordance with our previous 

fmdings which showed that total SOD activity was lower in the oviductal fluid of the 
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isthmus than in the ampulla (17). In vitro, studies showed that O2" is important in the 

capacitation process of cryopreserved bovine spermatozoa (24,26). The isthmus is 

considered as a sperm réservoir in bovine, a section of the oviduct where the capacitation is 

believed to occur (20). Thus, it is possible that the low levels of Cu,ZnSOD and MnSOD 

are necessary to leave enough superoxide available in order to allow the capacitation to 

occur. 

As mentioned earlier, the SODs dismute O2" to produce H202. This H2O2 is then 

metabolized by the glutathione peroxidase family (GPx) or by the catalase (17,18,21). In 

vitro, it was shown that an important quantity of H2O2 decreases the motility of bovine 

spermatozoa (26). This is probably why catalase and total GPx activities that detoxify H2O2 

in oviductal fluid are very high to counter balance the activity of SODs (17). Moreover, we 

hâve detected, the mRNA of the extracellular GPx (eGPx or GPx-3) mainly in the isthmus, 

known to be a sperm réservoir (17). The GPx-3 is an enzyme that can also counter balance 

the SODs by detoxifying H2O2 in the sperm réservoir. 

Previous studies hâve shown that the corpus luteum or the dominant follicle had an 

influence on the expression of many gènes (4,18,19). Indeed, more than 27 gènes were 

found more expressed in the ispsilateral than in the contralateral oviduct in bovine 

epithelial cells (4), while the expression of some antioxidant gènes like catalase were 

unaffected (17). However, the latter studies did not include the analysis of SODs protein 

expression. In the présent study, we obtained différent results. Indeed, neither the corpus 

luteum nor the dominant follicle appeared to affect Cu,ZnSOD protein expression during 

the estrous cycle. This resuit is in accordance with our previous study that showed no 

différence in Cu,ZnSOD mRNA expression between the ipsilateral and the contralateral 

oviducts (17). However, we found a significant différence in MnSOD protein expression 

between the ipsilateral and contralateral oviducts, specifically during the luteal stage. The 

literature indicates that various hormones can affect MnSOD in vitro, the progestérone 

being one that upregulates MnSOD expression (32). The progestérone is secreted by the 

corpus luteum and it was shown that the oviduct was exposed to the highest concentration 

of this hormone during the middle of the estrous cycle and in the ipsilateral oviduct (36). 
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Thus, our results support the hypothesis of a direct relationship between high MnSOD 

levels and the proximity of the progestérone production. 

Interestingly, the protein expression of Cu,ZnSOD reported hère is very similar to 

the profile of expression of eNOS reported by our earlier studies (19). Indeed, the highest 

expression for both proteins is in the ampulla during ail stages of the estrous cycle. In 

addition, thèse proteins are both located in the epithelium nearby gamètes. This is of 

interest, since O2" can react with NO, produced by NOS, to generate a strong oxidant; the 

peroxynitrite (ONOO") (12). Thus, Cu,ZnSOD could protect against the formation of toxic 

ONOO" , which was already detected in vivo as nitrotyrosine residues along the oviduct 

(19). 

In summary, our results revealed that both, Cu,ZnSOD and MnSOD are specifically 

regulated along the oviduct during the estrous cycle of the cow. The direct or indirect 

actions of hormonal variations during the estrous cycle influenced the expression of both 

SODs. In gênerai, levels of SODs increased from the isthmus to the ampulla, and towards 

the end of the estrous cycle. The proximity of the corpus luteum appeared to positively 

affect the expression of MnSOD during the luteal phase. The régulation of the SODs can 

directly affects the O2" levels and hence, its rôle on sperm capacitation and hyperactivation 

processes. Moreover, because of the interaction of O2" with other ROS like NO and H2O2, 

the SODs are on the first line of control of both, physiological and deleterious effects of 

ROS in reproductive events. 
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2.9 Figure legends 

Figure 1: Cu,ZnSOD, MnSOD protein levels in the isthmus (I), isthmic-ampullary junction 

(I-A) and ampulla (A) at the postovulatory (d 0-3), luteal (d 10-16) and follicular (d 18-21) 

stages of the estrous cycle from the ipsilateral and the contralateral oviducts. (C): positive 

control. The (3-actin is the loading control. The results shown are one représentative 

experiment out of five. 

Figure 2: Cu,ZnSOD and MnSOD protein expression in the oviduct segments at ail stages 

of the estrous cycle. The protein levels were determined by western analysis followed by a 

densitometry analysis. The expression of Cu,ZnSOD and MnSOD in the isthmus (D), 

isthmic-ampullary junction (□) and ampulla (■) of the oviduct at the postovulatory (d 0-

3), luteal (d 10-15) and follicular (d 18-21) stages of the estrous cycle from the ipsilateral 

(A,C) and contralateral (B,D) oviducts. Data are mean ± SEM of five animais for each 

estrous cycle time (one pair of oviduct per animal). The results significantly différent are 

represented by différent letters (PO.05), Trends are also shown (P < 0.1). 

Figure 3: Spécifie Cu,ZnSOD protein expression analysis at ail stages of the estrous cycle. 

The protein levels were determined by western analysis followed by a densitometry 

analysis. The expression of Cu,ZnSOD was in the whole oviduct (A and B) at each stage of 

the estrous cycle in the ipsilateral (A) and contralateral (B) oviducts. The expression of 

Cu,ZnSOD (C and D) at the postovulatory (D), luteal (Q) and follicular (■) stages of the 

estrous cycle in the isthmus, isthmic-ampullary junction and ampulla of the oviduct from 

the ipsilateral (C) and contralateral (D) oviducts. Data are mean ± SEM of five animais for 

each estrous cycle time (one pair of oviduct per animal). The results significantly différent 

are represented by différent letters (P < 0.05). Trends are also shown (P < 0.1). 
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Figure 4: Cu,ZnSOD and MnSOD protein expression in the ipsilateral and the contralateral 

oviducts at ail stages of the estrous cycle. The protein levels were determined by western 

analysis followed by a densitometry analysis. The expression of Cu,ZnSOD (A) and 

MnSOD (B) in the whole oviduct at the postovulatory (d 0-3), luteal (d 10-16) and 

foUicular (d 18-21) stages of the estrous cycle from the ipsilateral (□) and contralateral (■) 

oviducts. Data are mean ± SEM of five animais for each estrous cycle time (one pair of 

oviduct per animal). The results significantly différent are represented by différent letters 

(P< 0.05). Trends are also shown (P < 0.1). 

Figure 5: Immunolocalization of Cu,ZnSOD and MnSOD in the différent sections of the 

bovine oviduct. Three animais were analyzed at each stage of the estrous cycle. Since no 

différence in relative staining was observed throughout the estrous cycle, only the three 

sections are shown. The red color represents the positive results. The counterstain is the 

Mayer's hematoxylin. Final magnification x 200 and x 400. 
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Chapitre 3 : Conclusion générale 

Les ROS et les antioxydants sont essentiels à la reproduction [12, 48]. Certains 

événements nécessitent une présence accrue de ROS, alors que d'autres ont plutôt besoin 

d'antioxydants. L'équilibre entre les antioxydants et les ROS est donc un élément clé dans 

le succès de la reproduction. De plus, il a été démontré que les différentes formes de 

superoxyde dismutases (Cu,ZnSOD, MnSOD et EC-SOD) ainsi que les ROS qu'elles 

neutralisent (O2") et produisent (H2O2) font partis des modulateurs des processus 

reproductifs [75, 85, 101, 118]. Étant donné que l'oviducte est le site de plusieurs 

événements de la reproduction telles que la maturation finale des gamètes, la fécondation et 

les premières étapes du développement embryonnaire, il est fort probable que les SOD y 

jouent des rôles capitaux (chapitre 2) [7]. Ce concept est renforcé par la découverte de 

MnSOD et Cu,ZnSOD dans l'oviducte ou le fluide de l'oviducte de l'humain, la souris et le 

lapin [77, 84, 85, 97]. 

À la lumière des différentes connaissances sur les SOD en reproduction, nous avons 

poursuivi l'analyse des superoxyde dismutases dans l'oviducte bovin et ce, afin d'analyser 

leur régulation. Nous avons démontré que c'est dans la section de l'isthme que l'on 

retrouve la plus petite quantité de Cu,ZnSOD et de MnSOD. Nous avons obtenu ce résultat 

aussi bien durant la phase post-ovulatoire que durant les phases lutéales et folliculaires du 

cycle oestral. Ce résultat est très intéressant puisque cette section de l'oviducte est un 

réservoir de spermatozoïdes chez le bovin. C'est d'ailleurs à cet endroit que se produit la 

capacitation des spermatozoïdes, étape essentielle à la fécondation [30]. Ce résultat est en 

accord avec des études in vitro qui ont démontré, chez le bovin, que Tandon superoxyde 

(O2"), ROS neutralisé par les SOD, joue un rôle dans la capacitation de spermatozoïdes 

cryoconservés [36, 101]. Alors, une baisse de l'expression protéique de la Cu,ZnSOD et de 

la MnSOD augmente la quantité d'02_ dismuté, lequel peut alors permettre la capacitation. 

De plus, ces résultats sont supportés par une autre de nos études qui démontre que, dans le 

fluide de l'oviducte, l'activité totale de SOD est diminuée dans l'isthme par rapport à 

l'ampoule au début et à la fin du cycle oestral [83]. 



67 

Des études effectuées dans notre laboratoire ont révélé que, dans l'oviducte bovin, 

l'expression de certains gènes pouvait varier durant le cycle oestral [22, 23, 83]. Dans la 

présente étude, nous avons démontré que la forme protéique de la Cu,ZnSOD ne faisait pas 

exception. En effet, autant dans l'oviducte situé du même côté que l'ovulation que celui 

situé du côté opposé, on note une plus faible expression de la Cu,ZnSOD au début du cycle 

oestral. Ceci a été obtenu lorsque l'organe a été considéré dans son entier. Il s'agit d'un 

résultat très intéressant puisqu'il a été démontré que la Cu,ZnSOD a des effets négatifs sur 

les différents événements qui se produisent à ce moment du cycle oestral tels que 

l'ovulation ainsi que la sécrétion de LH et d'oestrogène. En effet, la Cu,ZnSOD affecte 

négativement la sécrétion de LH chez la brebis. Al-Gubory et Locatelli (1999) ont 

démontré une réduction de la quantité de LH plasmatique après l'injection de la Cu,ZnSOD 

bovine dans le cerveau des brebis, lesquelles avaient préalablement subi une ovariectomie 

[141]. De plus, cette équipe suggère que la Cu,ZnSOD n'a pas besoin d'être originaire du 

cerveau pour avoir cette influence. En effet, il serait possible que la Cu,ZnSOD puisse se 

rendre au niveau du site de régulation de la sécrétion des gonadotrophines [142]. Dans les 

cellules de granulosa du rat, il a été démontré, in vitro, que la Cu,ZnSOD avait un impact 

négatif sur la production d'oestrogène [143]. Finalement, c'est chez le lapin que la 

Cu,ZnSOD s'est avérée être nuisible à l'ovulation puisqu'w vitro, c'est-à-dire lorsque 

l'ovulation est induite par l'hCG, l'injection de la Cu,ZnSOD dans l'ovaire a atténué la 

capacité à ovuler [128]. Étant donné que tout le système reproducteur semble être interrelié, 

entre autre, via leur circulation sanguine [7], il est possible, à la lumière des résultats 

obtenus des expériences précédemment décrites, que la Cu,ZnSOD de l'oviducte ait un 

effet indirect sur la régulation de la fonction de l'ovaire et sur l'axe hypothalamo-

hypophysaire. En effet, le pic de LH, hormone nécessaire à l'ovulation, est dû à la sécrétion 

d'oestrogène produit par l'ovaire, lequel peut être intimement relié à l'oviducte via leur 

système vasculaire [3, 7]. 

Concernant la MnSOD, il n'y a pas eu de fluctuation de l'expression de sa 

forme protéique durant le cycle oestral. Ce résultat s'est avéré le même pour les oviductes 

ipsilatéraux et contralatéraux ainsi que pour tous les segments de cet organe. Ce résultat ne 

signifie probablement pas que la MnSOD est peu importante dans l'oviducte. Ce résultat 
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peut simplement être expliqué par le fait que la MnSOD n'a pas besoin de varier durant le 

cycle oestral pour jouer son rôle d'antioxydant au niveau des mitochondries. 

Afin de caractériser complètement l'expression de la Cu,ZnSOD et de la MnSOD 

dans l'oviducte bovin, nous avons analysé si la proximité du corps jaune et/ou du follicule 

dominant pouvait influencer l'expression de ces deux formes de superoxyde dismutases. 

Nos résultats démontrent que la Cu,ZnSOD ne semble pas être influencée par l'une ou 

l'autre de ces structures présentes dans l'ovaire. En effet, la forme protéique de la 

Cu,ZnSOD ne varie pas entre les côtés ipsilatéraux et contralatéraux de l'oviducte bovin. Il 

est d'ailleurs intéressant de noter que, lors de l'étude de l'ARNm de la Cu,ZnSOD, dans 

notre laboratoire, le même résultat avait été obtenu [83]. Par contre, ce n'est pas le même 

patron d'expression qui a été observé pour la MnSOD. En effet, durant la phase lutéale, des 

quantités plus importantes de la MnSOD ont été détectées du côté ipsilatéral. Cette 

expression différentielle peut être due à la forte sécrétion de progestérone à ce stade du 

cycle oestral [6]. En effet, il a été démontré, in vitro, que la MnSOD est plus exprimée suite 

à une exposition à la progestérone [144]. De plus, il est connu que c'est au milieu du cycle 

oestral, dans l'oviducte proximal du corps jaune, lequel est responsable de la sécrétion de 

progestérone, que l'on retrouve le plus de progestérone [43]. Alors, il est possible que la 

progestérone soit responsable de l'augmentation de l'expression protéique de la MnSOD 

dans l'oviducte ipsilatéral durant la phase lutéale in vivo. 

Nous avons poursuivi notre analyse au niveau cellulaire afin de déterminer les types 

cellulaires qui expriment les Cu,ZnSOD et MnSOD. Tous les types cellulaires expriment 

les deux formes de SOD, mais à des niveaux différents lorsqu'on analyse les différentes 

parties de l'oviducte. Il est d'ailleurs intéressant de noter que, dans l'ampoule, c'est dans 

les cellules épithéliales qu'on retrouve le plus de MnSOD et Cu,ZnSOD. En effet cette 

section de l'oviducte est caractérisée par une activité secrétaire élevée associée avec une 

quantité de fluide élevée, lequel provient, entre autre, des sécrétions de l'épithélium [7, 20]. 

Cette dernière information nous amène à supposer, que même s'il ne s'agit pas de la forme 

extracellulaire de la SOD, grâce à leur localisation cellulaire épithéliale dans l'ampoule, la 

MnSOD et la Cu,ZnSOD sont potentiellement sécrétées de façon apocrine. Il s'agit donc 

d'une hypothèse qui serait intéressante à vérifier. Concernant les deux autres sections de 
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l'oviducte (isthme et jonction isthme-ampoule) la MnSOD et la Cu,ZnSOD sont également 

détectées dans l'épithélium. Alors, bien qu'elles ne soient pas plus exprimées dans ce type 

cellulaire que dans les autres, leur détection à cet endroit suggère quand même qu'elles 

peuvent empêcher que les gamètes présents dans l'oviducte soient endommagés par les 

ROS. De plus, il semble que l'oviducte bovin soit plus protégé que celui de d'autres 

espèces animales. En effet, bien que chez l'humain la MnSOD et la Cu,ZnSOD soient 

présentes dans l'épithélium de l'isthme, c'est uniquement la MnSOD qui est exprimée de 

façon considérable dans les cellules épithéliales de l'ampoule [77]. De plus, l'ARNm de la 

MnSOD n'a pas été trouvé dans l'épithélium de l'oviducte du rat [110]. 

Tel que décrit précédemment, les SOD génèrent du H2O2 lorsqu'elles neutralisent 

l'02-'. Ensuite, les GPx et les catalases vont à leur tour neutraliser ce H2O2. Le patron 

d'expression des GPx et des catalases, préalablement étudiées dans notre laboratoire, a été 

comparé avec le patron des SOD. Les résultats de cette comparaison démontrent des 

concordances entre l'expression de la Cu,ZnSOD et de la MnSOD avec au moins une GPx 

(GPx-1 et GPx-3) et/ou les catalases et ce, autant dans les sections de l'oviducte que durant 

le cycle oestral [77]. De plus, l'expression protéique de la Cu,ZnSOD suit celle d'un autre 

gène exprimé dans l'oviducte bovin : la eNOS (oxyde nitrique synthase endothéliale) [22]. 

La eNOS produit le NO, un ROS. Alors, en dismutant l'Qf'» la Cu,ZnSOD empêche que ce 

dernier réagisse avec le NO, ce qui produirait le peroxynitrite (ONOO"), un ROS très réactif 

et délétère [51]. Alors, la similarité des patrons d'expression de la Cu,ZnSOD et dé la 

MnSOD avec ceux de d'autres antioxydants et/ou pro-oxydants suggère que l'oviducte 

bovin a un système de contrôle du statut redox élaboré qui travaille en synergie. 

Les résultats que nous venons de décrire sont ceux du chapitre 2. Notre étude ne 

s'est cependant pas limitée à la caractérisation de la forme cytosolique et mitochondriale de 

la superoxyde dismutase. En effet, nous avons également tenté de caractériser la forme 

extracellulaire de la superoxyde dismutase (EC-SOD). Les résultats de ces analyses ne se 

retrouvent pas dans l'article, mais plutôt dans l'annexe I, car nous n'avons pas encore eu de 

résultats concluants. En effet, en immunobuvardage, nous avons toujours obtenu deux 

bandes, l'une de la hauteur désirée et une autre de hauteur légèrement différente (annexe I, 

1.1). Ce résultat n'était pas uniquement présent dans les échantillons d'oviductes, mais 
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également dans l'utérus bovin, tissus où la EC-SOD a été détectée chez l'humain [145]. 

Trois anticorps ont été testés et dans les trois cas, il y avait deux bandes qui apparaissaient 

et ce, peu importe qu'elle était la hauteur prévue. Les anticorps ont été conçus pour 

reconnaître la EC-SOD chez la souris et/ou l'humain, car, au moment de l'étude, il 

n'existait pas d'anticorps dirigé contre le bovin. Étant donné que les anticorps n'étaient pas 

créés pour reconnaître spécifiquement la EC-SOD chez le bovin, nous ne pouvons pas 

conclure à la présence de la EC-SOD chez le bovin. Alors, des études supplémentaires 

telles que le séquençage des deux bandes seront nécessaires pour poursuivre l'étude de la 

forme protéique de la EC-SOD dans l'oviducte bovin, si elle existe. 

Nous avons concentré notre étude exclusivement sur les formes protéiques des 

SOD, mais puisque nous n'avons pas pu caractériser celle de la EC-SOD, nous avons tenté 

de détecter l'ARNm de la EC-SOD (Annexe 1,1.2). Par contre, nous n'avons pas pu révéler 

la présence de la EC-SOD dans l'oviducte bovin. En effet, au moment de l'étude, la 

séquence de la EC-SOD était uniquement prédite (Annexe 1,1.2). Cela ne nous a toutefois 

pas empêché de tenter de faire l'analyse à partir de cette séquence prédite. Malgré les huit 

paires d'amorces élaborées à partir de cette séquence prédite ainsi qu'à partir des régions 

conservées des séquences de cinq espèces animales (humain, souris, rat, lapin et bovin 

prédite), nous n'avons pas pu, par PCR quantitatif en temps réel, étudier l'ARNm de la EC-

SOD chez le bovin. En effet, le séquençage des produits amplifiés a révélé qu'il ne 

s'agissait jamais de l'ARNm de la EC-SOD bovin. Alors, nous en sommes venus à la 

conclusion que l'étude de l'ARNm de la EC-SOD pourra être réalisée uniquement avec la 

séquence véritable et non avec celle prédite. 

En conclusion, les patrons spatio-temporels des formes protéiques de la Cu,ZnSOD 

et de la MnSOD suggèrent que ces antioxydants et les ROS qu'ils neutralisent et produisent 

sont potentiellement très importants dans l'oviducte bovin en ayant une influence sur les 

fonctions jouées par cet organe. En effet, de grandes quantités d'antioxydants ne sont pas 

toujours souhaitables tout au long du cycle oestral et dans toutes les sections de l'oviducte. 

Il en est de même pour les ROS. Alors, notre étude suggère que les patrons d'expression de 

la Cu,ZnSOD et de la MnSOD sont régulés de façon à permettre qu'il y ait des niveaux 
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adéquats d'antioxydants et de ROS pour chacune des étapes de la reproduction. Notre étude 

a aussi contribuée à mettre en lumière la régulation fine des ROS par les antioxydants. Ce 

contrôle permet de réguler des événements physiologiques en reproduction, donc d'assurer 

le succès reproducteur. Ceci contraste avec le rôle des antioxydants dans le stress oxydatif 

impliqué dans les maladies où une production de ROS à de fortes concentrations est alors 

retrouvée. Il serait donc maintenant intéressant de valider les différentes hypothèses 

soulevées par nos résultats obtenus. Par exemple, vérifier si, in vivo, les hormones sont 

reliées à l'expression des SOD. De plus, la poursuite des études sur EC-SOD est très 

importante, car cette forme de SOD pourrait avoir des influences capitales sur les rôles 

joués par l'oviducte. Pour ce faire, tel que précédemment décrit, la réalisation de nouvelles 

techniques dont, entre autre, le séquençage des bandes obtenues par immunobuvarde sera 

nécessaire à la poursuite de cette étude. 
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Annexe I : Résultats préliminaires de l'étude sur la 
superoxyde dismutase extracellulaire (EC-SOD) dans 
Poviducte bovin 

1.1 Immunobuvardage 

35KDa 

26KDa 

<D 
ru

s 

uc
t 

,<u "O +-» ■ ■M 

3 > 

o 

Figure 1.1 : Expression de la forme protéique de la EC-SOD dans l'oviducte et l'utérus 
bovin. Le résultat a été obtenu par la technique d'immunobuvardage telle que décrite dans 
le chapitre 2 (Roy et al., accepté dans Theriogenology). Étant donné que la méthodologie 
est la même que celle expliquée dans cet article, elle ne sera pas décrite une nouvelle fois. 
La seule particularité est les dilutions de l'anticorps primaire, soit 1/1000, 1/2000, 1/2500 et 
1/4000. Trois anticorps ont été testés soit deux de Stressgen (San Diego, CA, USA) et un de 
Cedarlane (Hornby, Ontario, Canada). Ces anticorps reconnaissaient la séquence N-
terminale de la EC-SOD chez l'humain et/ou la souris. Ce résultat est représentatif des 
résultats obtenus pour les trois anticorps, c'est-à-dire qu'il y a toujours eu présence de deux 
bandes, dont seulement une était de la hauteur prédite et dans ce cas-ci, il s'agissait de la 
bande à 26 KDa. Alors, il n'est pas possible d'assurer avec certitude à quelle bande 
correspond la EC-SOD chez le bovin. 



82 

1.2 PCR quantitatif en temps réel 

Tableau 1.1 : Caractéristiques des huit paires d'amorces utilisées pour étudier l'ARNm de 
la EC-SOD dans l'oviducte bovin. 

Paires d'amorces Longueur 
(bases) 

Température 
d'appariement 

(Tm) 
(°C) 

Longueur 
du 

fragment 
amplifié 

(Pb) 
5'-TCTGTGGTCCTGGTGGCCTATG-3' 
5'-GGCGTTACCGTTCTCCAGACTG-3' 

22 
22 

70 
70 

585 

5 '-CCAACACGGAGGAGCAGATC-3 ' 
5'-GCGTTACCGTTCTCCAGACTG-3' 

20 
21 

68 
68 

529 

5 ' -TGCTCTGTGCCTCTGTGGTC-3 ' 
5 '-GCGTTACCGTTCTCCAGACTG 

20 
21 

68 
68 

594 

5'-CCAAGGTGACGGAGATCTG-3' 
5'-TACCGTTCTCCAGACTGGC-3' 

19 
19 

66 
66 

492 

5 '-CTTCTTCCACCTTGAGGG-3 ' 
5 '-GCTTTACACTCGCTCTCG-3 ' 

18 
18 

64 
64 

432 

5 '-AACACGGAGGAGCAGATC-3 ' 
5 '-CTC AAGGTGGAAGAAGGC-3 ' 

18 
18 

64 
64 

188 

5'-CATCCACGTGCACCAGTTTG-3' 
5 ' -GCGTTACCGTTCTCC AGATCG-3 ' 

20 
21 

66 
68 

267 

5'-GGCCTTCTTCCACCTTGAG-3 ' 
5 ' -GAGCGGTACTTCC AGACCTC-3 ' 

19 
20 

66 
66 

201 

La technique de PCR quantitatif a été réalisée telle que décrite dans l'annexe III (Lapointe 

et al., 2006) avec différentes dilutions de l'ADNc. Les amorces ont été synthétisées à partir 

de la séquence prédite du gène de la EC-SOD chez le bovin et des régions conservées de 

cette séquence et de celles de la EC-SOD de quatre autres espèces animales (lapin, rat, 

humain, souris). Le séquençage des produits amplifiés par ces amorces a été fait et aucune 

de ces amorces n'a pu amplifier la EC-SOD bovin dans les contrôles positifs testés (utérus 

et poumon bovin). L'étude de l'ARNm s'est donc arrêtée avec ces résultats. 
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III. 1 Résumé 

L'oxyde nitrique (NO) est un radical libre produit par les oxyde nitrique synthases 

(NOS) qui est reconnu pour être impliqué dans plusieurs fonctions reproductrices chez les 

mammifères. D'ailleurs, plusieurs évidences indiquent que le NO peut influencer une 

grande quantité d'événements reproducteurs qui se déroulent dans l'oviducte comme la 

maturation des gamètes, la fécondation ainsi que dans le développement précoce et le 

transport de l'embryon. Dans cette étude, nous avons procédé à la caractérisation de 

l'expression de nNOS, iNOS et eNOS dans les différentes régions de l'oviducte bovin 

durant le cycle oestral. Les résultats de PCR quantitatif en temps réel montre que les NOS 

sont sous régulation hormonale et qu'elles varient entre les sections de l'oviducte durant le 

cycle oestral. Fait intéressant, ces enzymes sont majoritairement exprimées durant la 

période péri-ovulatoire et nous avons aussi observé que chaque NOS possède un patron 

d'expression cellulaire spécifique le long de l'oviducte. De plus, l'expression de l'enzyme 

iNOS est spécifiqueemnt régulée par l'estradiol. Ces résultats suggèrent donc que les 

niveaux de NO sont finement régulés dans l'oviducte bovin et que chaque NOS semble 

avoir un rôle spécifique à jouer dans les fonctions physiologiques de cet organe in vivo. 
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Nitric oxide (NO) is a free radical produced by the action of NO 
synthases (NOS) and is known to be involved in the régulation 
of many reproductive events that occur in the oviducts. The 
oviducts are highly specialized organs that play crucial rôles 
in reproduction by providing an optimal environment for the 
final maturation of gamètes, fertilization, and early embryo 
development. In this study, we analyzed the expression, hor
monal régulation, and cellular distribution of neuronal, in
ducible, and endothelial NOS in différent bovine oviduct seg
ments to better understand the rôles played by thèse enzymes 
in oviductal functions in vivo. Quantitative RT-PCR analysis 
revealed that NOS isoforms are hormonally regulated and 
differentially expressed along the oviduct throughout the es-
trous cycle. Ail NOS were highly expressed around the time of 

estrus, and immunohistochemistry studies determined that 
neuronal NOS, inducible NOS (iNOS), and endothelial NOS 
are differentially distributed in cells along the oviduct. Inter-
estingly, our results showed that estradiol selectively up-reg-
ulates iNOS expression in the oviduct during the periovula-
tory period corresponding to the window of ovulation, oocyte 
transport, and fertilization. The resulting NO production by 
this high-output NOS may be of crucial importance for repro
ductive events that occur in the oviduct. This study provided 
the first démonstration that NO production is hormonally 
regulated in the mammalian oviducts in vivo. Our results sug-
gest that neuronal NOS, iNOS, and endothelial NOS contrib-
ute to oviductal functions in a timely and site-specific manner. 
(Endocrinology 147: 5600-5610, 2006) 

NITRIC OXIDE (NO) is a free radical gas synthesized 
from L-arginine by NO synthase (NOS), a family of 

three différent enzyme isoforms encoded by three distinct 
gènes (1). Thèse isoforms are neuronal NOS (nNOS), induc
ible NOS (iNOS), and endothelial NOS (eNOS) (2-4). Both 
nNOS and eNOS are présent in many cell types and activated 
by calcium and calmodulin. Although thèse two enzymes 
were initially considered as constitutively expressed, it is 
now established that the expression of nNOS and eNOS can 
be regulated at the transcriptional level under various con
ditions (5). The third isoform, iNOS, is a calcium-indepen-
dent enzyme known to be expressed in macrophages, 
smooth muscle cells, monocytes, endothelial cells, neurons, 
and hepatocytes (6, 7). In thèse cells, iNOS expression canbe 
induced by immunostimulatory cytokines, oxidative stress 
and bacterial products (8, 9). 

NO freely diffuses through the membranes and acts as an 
intracellular and extracellular biological messenger in a va-
riety of physiological processes such as host défense, neu
ronal communication, and régulation of vascular tone (10-
12). In addition to this wide range of physiological actions, 

NOS; 
First Published Online August 24, 2006 
Abbreviations: eNOS, Endothelial NOS; iNOS, inducible 

nNOS, neuronal NOS; NO, nitric oxide; NOS, NO synthase. 
Endocrinology is published monthly by The Endocrine Society (http://  
www.endo-society.org), the foremost professional society serving the 
endocrine community. 

NO has also been implicated in the régulation of mammalian 
reproduction (13-16). Moreover, maie mice déficient in neu
ronal NOS are infertile and ejaculatory abnormalities were 
observed in mice lacking the gène for eNOS (15,17). NO also 
médiates many female reproductive functions in mammals 
and appears to be a major paracrine regulator of various 
female reproductive processes such as gonadotrophin sécré
tion, ovulation, corpus luteum régression, implantation, em-
bryonic development, utérine contractility, cervical ripening, 
and parturition (14, 18-20). Ail three NOS isoforms hâve 
been detected alone or in combination in the vaginal, cervi
cal, placental, and utérine tissues of many species (21-24). 
eNOS knockout mice hâve reduced numbers of ovulated 
oocytes after superovulation and abnormal estrous cycle 
length (25,26). Reduced fertility is also observed in knockout 
female mice lacking both eNOS and iNOS isoforms (27). 
Additionally, récent experiments provide convincing évi
dence that nitric oxide can affect ail the reproductive events 
that take place in the oviduct in vivo (28-31). 

The mammalian oviducts are highly specialized organs 
that provide the optimal conditions for the gamète matura
tion, fertilization, and early embryo development (32, 33). 
Within the oviducts the maie and female gamètes are trans-
ported to the site of fertilization at the isthmic-ampullary 
junction, followed by embryo transfer to the utérus (34, 35). 
If one of thèse oviductal functions is altered, reproductive 
success is seriously compromised (36,37). The importance of 
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NO has been linked to essential oviduct functions. NO was 
first implicated in oocyte maturation because severe matu
ration defects were observed in oocytes recovered from the 
oviducts of rats treated with NOS inhibitors (30). Interest-
ingly, it was reported that low concentration of NO was 
bénéficiai to the maintenance of sperm viability and the 
induction of sperm capacitation in several species (13, 38). 
Moreover, several studies revealed that the binding of sperm 
to the zona pellucida and gamètes fusion are promoted by 
low levels of NO and blocked by NOS inhibitors as well as 
high concentrations of NO-releasing compounds (29,39-41). 
Critical concentrations of NO are also required for normal 
preimplantation embryo development. Déviations from 
thèse concentrations lead to developmental arrest of the em
bryo (31,42,43). Other studies indicated that NO is involved 
in the régulation of oviductal smooth muscle contractions 
(44-46). It was found that NO plays a rôle as a relaxing agent 
in mammalian oviduct and NO inhibition increases tubal 
motility that results in accélérated ovum transport (47, 48). 
Thus, it appears that NO production must be tightly regu-
lated in the oviduct to favor the proper condition for gamètes 
maturation, fertilization, early embryonic development, and 
embryo transfer to the utérus. To date, few studies hâve 
reported NOS activity as well as the présence of NOS en
zymes in mammalian oviducts (49-51). However, almost 
nothing is known on NOS expression and distribution in the 
différent segments of the mammalian oviduct. Furthermore, 
the factors controlling the expression of the différent NOS 
isoforms in the oviduct are not clearly established. 

We determined the régulation and distribution of nNOS, 
iNOS, and eNOS in the oviduct segments during the estrous 
cycle of the cow. We found a spécifie expression pattern for 
each NOS isoforms in the oviduct throughout the estrous 
cycle. Importantly, our results revealed that estradiol selec-
tively up-regulates iNOS expression in the oviduct in vivo. 
We propose that this spécifie régulation of the inducible 
high-output NOS could play important rôles in reproductive 
events that naturally occur in the oviducts during the peri-
ovulatory stage. 

Materials and Methods 
Tissue samples 

Oviducts as well as the other bovine tissues analyzed in this study 
were transported on ice to the laboratory within 4 h of the animal being 
killed. Animais that showed anomalies of the génital tract were rejected 
after examination by a veterinarian. The stage of the estrous cycle was 
defined by postmortem examination of the ovaries (follicle and corpus 
luteum), and the oviducts were classified into four groups: postovula-
tory (d 0-3), midluteal (d 10-12), late luteal (d 15-17), and follicular (d 
18-20) stages according to the criteria documented by Arosh et al. (52). 
Oviducts ipsilateral and contralateral to the corpus luteum were ana
lyzed separately. During the follicular phase, the contralateral oviduct 
is the oviduct opposite to the regressing corpus luteum and proximal to 
the ovary that contains the dominant follicle. We examinée! ovaries to 
sélect the oviducts from cows characterized only by a change of ovu
lation side between two consécutive estrous cycles. AU other cases were 
excluded. The oviducts were dissected on an ice-cold glass plate to 
remove blood vessels and eut into three sections (isthmus, isthmic-
ampullary junction, and ampulla). The tissues were frozen in liquid 
nitrogen and kept at —86 C until analysis. 

Treatments 

Ail procédures were performed in accordance to the guidelines of the 
Canadian Council on Animal Care and were reviewed and approved by 
the Nova Scotia Agricultural Collège Animal Care and Committee. Six 
healthy, sexually mature mixed-breed beef heifers (1.5-3 yr of âge, 520 ± 
31 kg body weight) were randomly assigned to control (BSA, n = 3) or 
17j3-estradiol (n = 3) intrauterine infusion treatments as previously 
described by Kimmins et al. (53). Briefly, animais were treated mideyele 
with Estrumate (500 mg cloprostenol; Schering Canada Inc., Pointe-
Claire, Québec, Canada) to synchronize estrus. In the morning of d 14 
after estrus, each heifer received intrauterine infusions in both horns of 
BSA (0.1% in saline) or 17j3-estradiol (117ng/dose; Sigma, St. Louis, MO) 
using 12-gauge Foley cathéters (Agtech, Manhattan, KS). At the time of 
treatment, the horns were gently massaged to ensure distribution to the 
oviducts. Treatments were delivered five rimes at 12-h intervais. The 
animais were slaughtered 7 h after the last treatment on d 16 of the 
estrous cycle and the oviducts were collected. 

Measurement of 11'^-estradiol levels in sérum 

Sérum estradiol levels were measured by a gas chromatographic mass 
spectrometric method developed to measure steroid hormone levels in 
rat and monkey sérum (54). Briefly, 17/3-estradiol was extracted from 
sérum by liquid-liquid and solid-phase extraction. Derivatization reac
tions were performed to improve chromatographic and détection re-
sponse of the steroids. Unconjugated estradiol was quantified by means 
of a sensitive gas chromatographic/mass spectrometric method, using 
chemical ionization. 

Préparation ofRNA and cDNA 

The RNA was extracted using TRIzol as described in the manufac
turera instructions (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada). Four mi-
crograms of total RNA were reverse transcribed with random hexamer 
primers and the Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen). The 
first-strand cDNA was diluted 20 times in stérile water and used as the 
template in the quantitative RT-PCR mixture. Ipsilateral and contralat
eral oviducts were pooled together before RNA extraction to prépare 
whole oviduct samples. 

Quantitative RT-PCR 

Sets of spécifie primers were designed based on known bovine sé
quences to amplify spécifie products for nNOS (forward: 5'-gtcatttct-
gtccgtctcttcaaac-3'; reverse: 5'-gctgggtcacacggatggtettg-3'), iNOS (for
ward: 5'-agcacgggaatgagtctcc-3'; reverse: 5'-cgtcagctggtaggttcctg-3'), 
and eNOS (forward: 5'-ccttccgctaccagccaga-3'; reverse: 5'-cagagatcttcac-
cgcgttggcca-3'). Classical PCRs were first conducted to confirm the spec-
ificity of primers. As an internai control, 18S rRNA was amplified using 
spécifie primers (forward: 5'-gtaacccgttgaaccccatt-3'; reverse: 5'-ccatc-
caatcggtagtagcg-3'). The expected PCR products were visualized by 
agarose gel electrophoresis, eluted, and sequenced (Center of Genomic, 
Centre Hospitalier de l'Université Laval, Québec, Canada). Thèse spé
cifie NOS PCR products were serially diluted from 500 pg to 5 fg and 
used as templates in quantitative RT-PCR to establish the standard 
curves. The quantitative RT-PCRs were carried out in a LightCycler 
(Roche Diagnostics, Laval, Québec, Canada). Reactions were performed 
in a 20-/̂ 1 reaction mixture containing either 5 /M1 diluted cDNA or PCR 
product, 0.58 U.M of each primer, 3 mM of MgCl2,2 jul of FastStart Master 
SYBRGreen I mix (Roche Diagnostics), and PCR-grade water up to the 
final volume. The RT-PCRs were performed as follows: denaturation at 
95 C for 10 min followed by 45 cycles of amplification (95 C for 0 sec, 
annealing température for 5 sec, and 72 C for 20 sec) with single ac
quisition of fluorescence at the end of extension step. The annealing 
températures for each gène were: nNOS (66 C); iNOS (63 C); eNOS (67 
C); and 18S (58 C). After amplification, the samples were slowly heated 
at 0.1 C/sec from 60 C to 95 C with continuous reading of fluorescence 
to obtain a melting curve. The specificity of each amplicon was then 
determined by using the melting curve analysis program of the Light
Cycler software. The amplicon of each NOS and 18S showed only one 
peak in the analysis. The specificity of the amplified products was 
confirmed by agarose gel electrophoresis. The quantification analysis of 
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the data were performed by using the LightCycler analysis software as 
previously described (55). Relative gène expression was expressed as a 
ratio of target gène concentration to 18S rRNA. Ail total RNA samples 
were reverse transcribed twice. Each cDNA was quantified in duplicate 
and the average value of each sample was used for quantification. 

Western analysis 

Protein samples (50 /u,g) from isthmus, isthmic-ampullary junction 
and ampuUa sections were boiled in Laemmli's sample buffer containing 
5% (vol/vol) of 2-mercaptoethanol for 10 min and loaded (50 /ug of 
protein per track) on 10% polyacrylamide gels, blotted, and processed 
as previously described using rabbit polyclonal antirat nNOS (Abcam, 
Cambridge, MA), rabbit polyclonal antimouse iNOS (Cedarlane, 
Hornby, Ontario, Canada), mouse monoclonal antibovine eNOS (Stress-
gen, San Diego, CA), and polyclonal rabbit antinitrotyrosine (Upstate 
Biotechnology, Lake Placid, NY) (56). Ail the antibodies for NOS iso-
forms were known to cross-react with the corresponding bovine protein. 
Isthmus, isthmic-ampullary junction and ampulla sections from five 
différent spécimens were analyzed for NOS expression at each phase of 
the estrous cycle. 

Immunohistochemistry 

Oviduct segments were fixed overnight in 4% paraformaldehyde, 
embedded in optimum cutting température médium, frozen in liquid 
nitrogen, and stored at —86 C (Canemco, St. Laurent, Québec, Canada). 
Cryosections of 8 ̂ m were prepared from frozen oviductal tissues using 
a cryotome (Shandon, Pittsburgh, PA). Immunohistochemical détection 
of each NOS isoform was performed using Vectastain Elite ABC kit 
according to the manufacturera protocols (Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, CA). Endogenous peroxidase activity was first inactivated 
with 3% H 2 0 2 (vol/vol) in methanol for 30 min. Nonspecific binding 
sites were then blocked with 10% goat sérum (Sigma-Aldrich, Oakville, 
Ontario, Canada) in PBS for 1 h at room température. Incubation with 
the primary NOS antibody was performed overnight at 4 C. Antibodies 
used were rabbit polyclonal antirat nNOS (Abcam), rabbit polyclonal 
antimouse iNOS (Cedarlane), mouse monoclonal antibovine eNOS (Cal-
biochem, San Diego, CA), and polyclonal rabbit antinitrotyrosine (Up
state). Each antibody was used at a dilution of 1:400 (vol/vol). Corre
sponding nonspecific IgGs were used as négative control and processed 
in parallel. The oviduct cryosections were further washed with PBS and 
incubated at room température with the second antibody (goat anti-
rabbit or antimouse IgG biotinylated, 1:200) for 1 h and ABC élite reagent 
for 30 min. Immunostaining was revealed using 3-amino-9-ethylcarba-
zole, and sections were counterstained with Mayer's hematoxylin 
(Sigma-Aldrich). 

Three separate experiments were performed on five spécimens using 
eight cryosections per spécimen. Because no différences in NOS expres
sion pattern were observed between the différent stages of the estrous 
cycle, we showed only spécimens from postovulatory stage. Images 
were acquired in color directly from the stained tissue with a Axioskop 
2 Plus microscope (Zeiss, Toronto, Ontario, Canada) linked to a digital 
caméra using Spot software (Diagnostics Instruments, Sterling Heights, 
MI). The isthmus and ampulla sections from estradiol-treated and un-
treated animais were fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in 
paraffin. The immunohistochemical détection of iNOS was performed 
as previously described (57). The antibody dilution was 1:200 (vol/vol). 
Relative quantification of the spécifie staining was performed by den-
sitometry analysis using Image Pro software (Carsen Médical Scientific, 
Markham, Ontario, Canada) as previously described (58). 

Statistical analysis 

Values shown in the text and tables are mean ± SEM. AU data were 
normally distributed and passed equal variance testing. Model variables 
included oviduct section (isthmus, isthmic-ampullary junction, and am
pulla), oviduct side (ipsilateral vs. contralateral to the corpus luteum), 
and stage of the estrous cycle (d 0-3, 10-12, 15-17, and 18-20). Main 
effects of each variables and interactions between thèse variables were 
determined. The experiments were analyzed with the gênerai linear 
model of SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL). Multiple means 
were compared by ANOVA, and when a significant effect was obtained, 

the différence between means was determined by Duncan multiple 
range test. P < 0.05 was considered statistically significant. 

Results 
The three NOS isoforms (nNOS, iNOS, and eNOS) are 
expressed in the bovine oviduct 

We first used quantitative RT-PCR to detect and measure 
NOS mRNA expression in the bovine oviduct. The relative 
abundance of each NOS mRNA in the oviduct in comparison 
with other tissues is shown in Fig. 1. We found that ail NOS 
isoforms (nNOS, iNOS, and eNOS) were expressed in the 
oviduct. It was known that nNOS was expressed at a high 
level in the neuronal connections, and our results revealed 
that nNOS mRNA expression in the oviducts is similar to the 
levels found in the liver and the kidney and was five times 
lower than in the brain (Fig. 1A). Surprisingly, we observed 
that the inducible NOS was strongly expressed in the ovi
duct. Indeed, iNOS expression in the oviduct was signifi-
cantly higher than in the majority of other tissues investi-
gated and attained the levels of expression measured in the 
heart (Fig. 1B). As expected, our analysis also revealed that 
eNOS mRNA was présent in the oviducts. Of note, eNOS is 
the only NOS isoform found expressed in the oviduct and 
utérus to the same extent (Fig. 1C). 

The NOS isoforms are differentially expressed throughout 
the estrous cycle and along the oviduct 

To analyze the effect of hormonal status on the expression 
of the NOS, we first measured NOS mRNA expression at the 
postovulatory (d 0-3), midluteal (d 10-12), late luteal (d 
15-17), and follicular (d 18-20) stages of the estrous cycle by 
quantitative RT-PCR. Interestingly, we found that ail NOS 
were differentially expressed in the whole oviduct during the 
estrous cycle (Fig. 2). Indeed, a significant impact of the 
estrous cycle on nNOS expression was observed. We dem-
onstrated that nNOS expression was highest during the peri-
ovulatory period (d 0-3 and 18-20; Fig. 2A). 

The highest expression level for iNOS mRNA was ob
served after ovulation, between d 0 and 3 of the estrous cycle 
(Fig. 2C). However, in contrast to nNOS, iNOS expression 
decreased significantly during the luteal phases and re-
mained low at the follicular stages. Furthermore, our results 
revealed a différent expression pattern for eNOS throughout 
the estrous cycle (Fig. 2E). Indeed, eNOS expression was 
maximal at the end of the estrous cycle and decreased sub-
sequently to reach is minimal level during the luteal phases. 

To further investigate the régional mRNA and protein 
expression of the three NOS along the oviduct, three equi-
distant sections of the oviduct were examined at the same 
four stages of the estrous cycle. Quantitative RT-PCR anal
ysis above revealed that nNOS was highly expressed in the 
isthmus région of the oviduct at ail times of the estrous cycle, 
but no significant variations were measured (Fig. 2B). How
ever, we observed that the protein level of nNOS was higher 
in the isthmus during the luteal phase and in the ampulla 
section during the periovulatory period of the cycle (Fig. 3). 
In contrast to nNOS, we found that iNOS expression was 
higher in the ampulla shortly after the ovulation (Fig. 2D). 
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FlG. 1. NOS mRNA expression in bovine oviduct and other tissues. 
The mRNA levels of nNOS (A), iNOS (B), and eNOS (C) were quan-
tified by real-time quantitative PCR. The 18S rRNA was used as an 
internai standard and results are expressed as a ratio of NOS to 18S. 
Oviduct and utérus samples were constituted from a pool of RNA 
including equal parts of the four stages of the estrous cycle. Data are 
means ± SEM of four animais. Means with désignation are signifi
cantly différent at P < 0.05 and means with différent symbols (*, T ) 
are significantly différent from each other (Duncan's test). 

During the others stages of the estrous cycle, iNOS mRNA 
expression was significantly lower in the isthmus région than 
in the isthmic-ampullary junction and the ampulla segment 
(Fig. 2D). In accordance with mRNA results, iNOS protein 

was highly expressed in the ampulla section during the pos-
tovulatory stage of the estrous cycle (Fig. 3). In contrast to 
iNOS, the expression of eNOS mRNA was 2-fold higher in 
the isthmus than the ampulla sections. This was observed 
only during the periovulatory period (Fig. 2F). Furthermore, 
we found that eNOS protein was mostly expressed in the 
ampulla during the middle and end of the estrous cycle, 
which contrast to mRNA expression (Fig. 3). 

Cellular distribution of nNOS, iNOS, and eNOS proteins 
along the oviduct 

We localized the cellular expression of the three NOS 
isoforms along the bovine oviduct using immunohistochem-
istry. Our analysis revealed spécifie expression patterns for 
each NOS protein in the isthmus, the isthmic-ampullary junc
tion, and the ampulla segment of the oviduct. The cellular 
distribution of nNOS, iNOS, and eNOS in isthmus, isthmic-
ampullary junction, and ampulla is consistent throughout 
the estrous cycle (data not shown). Neuronal NOS protein 
was observed in oviductal epithelium, lamina propria and 
smooth muscle cells of ail sections (Fig. 4, A-C). In the isth
mus, strong staining intensity for nNOS is observed in the 
thick smooth muscle layer and epithelial cells, whereas the 
signal was weaker in the lamina propria (Fig. 4A). Although 
similar nNOS distribution was found in the ampulla, nNOS 
expression appeared to be more homogenous in the isthmic-
ampullary junction of ail cryosections investigated (Fig. 4, B 
and C). 

Inducible NOS was mainly detected in the smooth muscle 
and epithelial cells of the ampulla sections (Fig. 4F). Indeed, 
only weak iNOS-specific staining was observed in the 
smooth muscle cells of the isthmic-ampullary junction as 
well as in the lamina propria of the isthmus (Fig. 4, D and E). 
Interestingly, we also found that iNOS was principally lo
calized on the luminal surface of the epithelial cells in the 
ampulla (Fig. 4F). 

In Fig. 4, we showed that eNOS cellular distribution varied 
between the oviduct segments. In the isthmus, eNOS was 
detected in the epithelial cells as well as the endothelium of 
blood vessels présent in the lamina propria and serosa (Fig. 
4G). eNOS was expressed in ail oviduct cell types in the 
isthmic-ampullary junction and ampulla (Fig. 4, H and I). 

To gain further insight into NOS functions in the différent 
oviduct segments, nitration of tyrosine residues in oviduct 
proteins, a marker of NOS biological activity, was evaluated 
by immunohistochemical staining using antinitrotyrosine 
antibody. In the isthmus, strong protein nitrotyrosination 
signal was detected in the smooth muscle layer as well as in 
the epithelium, whereas weaker signal was seen in the lam
ina propria (Fig. 4J). In contrast, homogenous staining was 
observed in ail oviduct tissues in the isthmic-ampullary junc
tion (Fig. 4K). In the ampulla segment, spécifie protein ni
trotyrosination staining was also found in ail cellular types, 
but we observed that the epithelial staining was restricted to 
the luminal surface of the cells like iNOS expression (Fig. 4, 
L and F). No significant signal was detected with the non-
specific IgG in the control sections (Fig. 4, M-O). 
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FIG. 2. NOS mRNA expression in the bovine oviduet throughout the estrous cycle. The mRNA levels were measured by real-time quantitative 
PCR. The 18S rRNA was used as an internai standard and results are expressed as a ratio of nNOS to 18S. A, C, and E, Expression of nNOS, 
iNOS, and eNOS in the whole oviduet at the postovulatory (d 0-3), midluteal (d 10-12), late luteal (d 15-17), and follicular (d 18-20) stages 
of the estrous cycle. B, D, and F, nNOS, iNOS, and eNOS expression in the isthmus (□) , isthmic-ampullary junction (ED, and ampulla (■) 
segments of the oviduet at the four stages of the estrous cycle. Data are means ± SEM of five animais. Means with différent désignations (*, 
T ) are significantly (P < 0.05) différent from each other (Duncan's test). 

Expression of nNOS, iNOS, and eNOS in the ipsilateral 
and contralateral oviducts during the estrous cycle 

To better characterize NOS régulation during the estrous 
cycle, we analyzed their expression in oviducts ipsilateral 
and contralateral to the cycling ovary. No significant varia
tion of nNOS and eNOS expression was found between the 
ipsilateral and contralateral oviducts sections during the es

trous cycle (Fig. 5, A and C). However, we observed that in 
the isthmus section, iNOS expression was significantly 
higher in the oviduet proximal to the dominant follicle dur
ing the follicular phase (Fig. 5B). Interestingly, iNOS expres
sion was not modulated between the ipsilateral and con
tralateral oviducts at the isthmic-ampullary junction and 
ampulla levels during the estrous cycle (Fig. 5B). 
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FlG. 3. nNOS, iNOS, and eNOS protein levels in isthmus(I),isthmic-
ampullary junction (I-A), and ampulla (A) sections of the oviduct at 
three stages of the estrous cycle. Immunodetection of nNOS, iNOS, 
eNOS, and /3-actin as loading control at the postovulatory (d 0-3), 
midluteal (d 10-12), and follicular (d 18-20) stages of the estrous 
cycle (one représentative experiment is shown). 

Effects of 17{i-estradiol on NOS expression in the oviducts 
in vivo 

We previously demonstrated that 17/3-estradiol modulâtes 
the expression of certain antioxidant gènes in the oviduct in 
vivo (55). Because we found in this study that each NOS 
transcripts are mostly expressed during the periovulatory 
period estrous cycle, we decided to test the hypothesis that 
estradiol régulâtes NOS expression in the bovine oviduct. 
Thus, heifers were treated with intrauterine infusions of 17/3-
estradiol or saline control, and we analyzed the mRNA ex
pression levels of nNOS, iNOS, and eNOS in the whole 
oviduct. The 17/3-estradiol levels for saline control animais 
were 2.46 ± 0.65 p g / m l of plasma. The treatment with es
tradiol caused a significant increase in circulating levels to 
7.94 ± 2.06 pg /ml (mean ± SEM, P < 0.05, bilatéral t test, n = 
3). Our analysis revealed that 17/3-estradiol specifically up-
regulates iNOS expression in the oviduct. Indeed, iNOS ex
pression was 2-fold higher in the oviducts of cows treated 
with utérine infusions of 17/3-estradiol, whereas no varia
tions were observed for nNOS and eNOS (Fig. 6, A-C). In-
terestingly, immunohistochemistry analysis also revealed 
that iNOS protein was up-regulated by estradiol in the isth-
mus and ampulla sections of oviducts from treated animais 
(Fig. 7, A-D). Moreover, relative quantification of iNOS-
specific staining by densitometry analysis clearly indicated 
that iNOS protein expression was induced by about 3-fold in 
both isthmus and ampulla segments. 

Discussion 
Several in vitro and in vivo studies showed that nitric oxide 

is implicated in ail the reproductive events that naturally 
occur in the mammalian oviduct (28, 31, 48, 59). Hère we 
demonstrated that the three NOS were expressed in this 
spécifie organ of the female reproductive tract. Importantly, 
we found that iNOS mRNA was strongly expressed in the 
oviduct in comparison with other bovine tissues. Moreover, 
we observed that iNOS expression in the oviduct was sig-
nificantly higher than in the utérus. Because it has been 
proposed that iNOS was implicated in crucial utérine func-
tions in mammals, the latter observation also suggest an 
important rôle for iNOS in oviduct functions (18, 60). 

The mammalian oviduct is a steroid-responsive organ, and 

it was shown that the expression of spécifie gènes was mod-
ulated in the oviduct throughout the estrous cycle (36,56,61). 
Because it is now recognized that the level of NO produced 
by NOS, especially iNOS, could be regulated at the tran
scription level, we quantified the expression of each NOS 
isoform at différent stages of the estrous cycle (5, 9). Con
sistent with transcriptional régulation, we observed a rela-
tionship between the mRNA expression measured by quan
titative RT-PCR and the levels of proteins detected by 
immunoblots and immunohistochemistry along the oviduct 
throughout the estrous cycle, especially for iNOS. However, 
some différences between mRNA and proteins levels during 
the estrous cycle were observed for nNOS and eNOS and can 
probably be attributed to posttranscriptional régulation (62, 
63). Of note, our RT-PCR analysis did not discrimina te be
tween the numerous spliced transcripts of the exon 1 and 
referred only to nNOS mRNA transcripts that contain exon 
2, which is known to be deleted in two nNOS alternatively 
spliced forms (64). It might be of further interest to analyze 
the expression of thèse variants in the oviduct to ascribe 
spécifie functions to particular nNOS isoforms. 

Strikingly, we found that ail NOS were highly expressed 
during the periovulatory period. Indeed, the mRNA expres
sion of nNOS and iNOS is maximal shortly after ovulation, 
whereas the highest eNOS expression level was measured at 
the end of the estrous cycle. This discovery is of high im
portance because this phase of the estrous cycle was char-
acterized by an increase in oviductal muscular and secretory 
activity, two physiological processes that can be influenced 
by NO. The volume of fluid in the lumen of the mammalian 
oviduct is highest around the time of estrus and is formed in 
part by sélective transudation from the blood (65). Indeed, 
the increasing accumulation of luminal fluid is closely re-
lated to the phase of dilatation of the neighboring blood 
vessels. Therefore, because NO was known to be a strong 
vasodilator, it is reasonable to believe that the high expres
sion of NOS measured during the periovulatory period must 
be important to the formation of oviductal fluid. Moreover, 
the vasodilatation of blood and lymphatic vessels at the time 
of estrus also induces edematous conditions in the isthmic 
mucosa and reduces lumen diameter (66, 67). Thèse actions 
are essential to maintain the direction of fluid flow and 
restrict sperm access to the oviduct. Thus, our data suggest 
that eNOS, which was mainly detected in the endothelium 
of the lamina propria blood vessels around estrus, may con-
tribute to edema formation. 

Contraction and relaxation of smooth muscle cells in the 
oviduct are the major factors involved in promoting and 
regulating the transport of gamètes and embryo during the 
periovulatory period (35). NO has proved to be a mediator 
of smooth muscle relaxation in various tissues, and in vitro 
studies using organ baths hâve revealed that NO is involved 
in oviductal contractility (45,46). Additionally, it was shown 
that NO inhibition increases oviductal motility that results in 
accelerated oocyte and embryo transport in vivo in rats (48). 
NO can modulate oviductal contractility by either inhibiting 
cyclooxygenase enzymes and prostanoids synthesis or acti
va ting cyclic GMP-dependent pathway (28, 68). Our current 
observations indicate that NOS are highly expressed at the 
appropriate time of the estrous cycle in the smooth muscle 
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Isthmus Isth-Amp Ampulla 

FIG. 4. Immunolocalization of NOS pro
teins and protein nitrotyrosine (NT) along 
the bovine oviduct. The immunohistochem-
ical détection of each NOS isoforms and pro
tein nitrotyrosine was performed on trans
versal cryosections of isthmus, isthmic-
ampullary junction, and ampulla segments 
using spécifie NOS antibodies. nNOS is ex
pressed in the three sections of the oviduct 
(A-C). iNOS is principally detected in the 
ampulla but was also expressed in the lam
ina propria and the smooth muscle cells of 
the isthmus and the isthmic-ampullary 
junction (D-F). In the epithelium of the am
pulla, iNOS was localized at the apical sur
face of the epithelial cells (F). eNOS was 
mainly expressed in the isthmus and the 
isthmic-ampullary junction (G-I). In the 
isthmus, eNOS expression was located in 
the epithelium and endothelial cells of the 
bloods vessels (G). Weak staining for eNOS 
was also detected in the ampulla segment 
(I). Spécifie nitrotyrosine immunostaining 
was detected in ail oviduct sections (J-L). 
Corresponding nonspecific IgG were used as 
négative control (M-O, représentative con-
trols demonstrating absence of staining). 
Positive reactivity is shown in red. Sections 
were counterstained with Mayer's hematox-
ylin. EP, Epithelial cells; L, oviduct lumen; 
LP, lamina propria; SE, serosa; SM, smooth 
muscle cells. Final magnification, X100 and 
X400. 

nNOS 

iNOS 

•NOS 

NT 

CTL 

to modulate oviductal contractility in vivo. Interestingly, we 
reported that nNOS is the only isoforms expressed in the 
thick circular smooth muscle layer of the isthmus régions, 
which is known to be a very richly innervated région with 
high densities of adrenergic nerve terminais (69). Moreover, 
extrême constriction of this muscular région was observed 
during the follicular stage of the estrous cycle to control 
sperm transport to the site of fertilization at the isthmic-
ampullary junction (35). In the postovulatory phase, this 
constriction decreases progressively to allow the passage of 
the embryo to the utérus. This latter observation is in con
cordance with our results showing that nNOS expression 
increases gradually from the follicular to postovulatory stage 
of the estrous cycle and the strong signal of protein nitro
tyrosination detected in smooth muscle layer. This strongly 
suggests that nNOS is the NOS isoform that produces NO in 
the smooth muscle cells of the isthmus to regulate the smooth 
muscle relaxation as well as the passage of the embryo to the 
implantation site in the utérus. 

The oviduct is composed of distinct segments of charac-

teristic morphology, reflecting their différent functional 
rôles. In the présent study, we clearly demonstrated that 
eNOS and iNOS were differentially expressed along the ovi
duct, whereas nNOS was equally expressed in ail segments. 
The isthmus segment of the oviduct has been described as a 
sperm réservoir in several mammalian species, and we found 
that eNOS, nNOS, and iNOS are ail expressed in the epi
thelial cells of this specialized région (70). We also observed 
a high level of protein nitrotyrosination in the epithelium of 
the isthmus. 

Thèse findings are important because it is well recognized 
that sperm bind to the isthmic epithelium and that NO pro
duction has bénéficiai effects on the maintenance of sperm 
viability and reduces sperm motility (13, 71). Therefore, we 
propose that exogenous NO production by the NOS isoforms 
in the réservoir during the follicular and postovulatory 
stages may contribute to maintain sperm in the appropriate 
physiological state for fertilizing oocytes. Moreover, NO is 
involved in events leading to fertilization in the oviduct such 
as sperm hyperactivation, capacitation, acrosome reaction, 
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FlG. 5. NOS mRNA expression in ipsilateral and contralateral ovi-
ducts. The mRNA levels for each NOS were measured by real-time 
quantitative PCR. The 18S rRNA was used as an internai standard, 
and résulta are expressed as a ratio of NOS to 18S. The mRNA levels 
of nNOS (A), iNOS (B), and eNOS (C) were quantifiée in the isthmus, 
isthmic-ampullary junction, and ampulla of ipsilateral (□) and con
tralateral (■) oviducts at the postovulatory (d 0-3) and follicular (d 
18-20) stages of the estrous cycle. Means with désignations (*) are 
signifïcantly différent at P < 0.05 (Duncan's test). Data are means ± 
SEM of eight animais. 

and binding of sperm to zona pellucida (72, 73). Thus, NOS 
expression at the fertilization site in the isthmic-ampullary 
junction may be important to promote the fusion of gamètes. 

We also demonstrated that iNOS was highly expressed in 
the ampulla région during the periovulatory period. We 

£ 6 

B 

H 8 

CTL 

iNOS 

CTL 

eNOS 

CTL 
FlG. 6. Effects of 17/3-estradiol on NOS expression in the oviducts in 
vivo. The mRNA levels of NOS isoforms were measured by real-time 
quantitative PCR (LightCycler). The 18S rRNA was used as an in
ternai standard and results are expressed as a ratio of NOS to 18S. 
Cows received either utérine infusion of saline control (CTL) or 17/3-
estradiol (E2) at d 14 of the estrous cycle. The mRNA levels of each 
gène were quantified in the whole oviducts from both groups. A, 
nNOS. B, iNOS. C, eNOS. Data are means ± SEM of three animais. 
Means with désignations (*) are signifïcantly différent at P < 0.05 
(Duncan's test). 

found that iNOS was located at the luminal surface of the 
epithelial cells shortly after ovulation. Interestingly, we also 
showed that this spécifie région of the epithelial cells is char-
acterized by a high level of protein nitrotyrosination. Thus, 
our data clearly revealed that iNOS protein is in close contact 
with ovulated oocyte, and thèse observations may be of 
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Isthmus Ampulla 

FIG. 7. Effects of 17j3-estradiol treatment on iNOS protein expres
sion in the isthmus and ampulla sections of the oviduct. In saline-
treated animais, iNOS protein is principally detected in the epithe-
lium but was also expressed in the lamina propria and the smooth 
muscle cells of the isthmus (A) and ampulla (B) segments. Estradiol 
(E2) treatment strongly increased the levels of iNOS-positive staining 
in thèse cells in both isthmus (C) and ampulla (D) sections of the 
oviduct. Corresponding nonspecific IgG were used as négative control 
(CTL) (E and F). Positive reactivity is shown in red. Quantitative 
analysis of iNOS-positive staining based on integrated OD was per-
formed, and we found that iNOS signal was significantly increased by 
3-fold in isthmus and ampulla sections of treated animais (P < 0.05, 
Duncan's test, n = 3). Final magnification, X100. 

crucial importance because NO positively affects final oocyte 
maturation in vitro (30, 59). Furthermore, histological anal
ysis has revealed that the epithelium of the bovine ampulla 
exhibits numerous ciliated cells (74). The activity of thèse cilia 
is greatest at or just after the time of ovulation and contrib-
utes to oocyte transport toward the site of fertilization (75). 
Interestingly, several studies demonstrated that NOS iso
forms were expressed in différent ciliated epithelium in 
mammals and that NO plays an important rôle in the control 
of ciliary activity in airway (21, 76). Indeed, it was notably 
shown that NO produced by iNOS up-regulates ciliary beat 
frequency in sinus epithelium (77). Therefore, our findings 
indicate that iNOS may also be involved in the increases of 
ciliary activity and the transport of the oocyte to the ampulla 
in the oviduct. 

The heterogenous expression of NOS in the oviduct seg
ment throughout the estrous cycle suggests that thèse en
zymes are regulated by hormonal status at the transcriptional 
level. There are numerous reports that sex steroids, espe-
cially the estrogens, can regulate the mRNA expression of the 
NOS isoforms in a variety of cells (5, 7, 9). Consistent with 
estrogen régulation, our analysis clearly demonstrated that 
the expression of each NOS isoform increases during the 
maturation of the dominant follicle when maximal estrogen 
level is measured. Taken together, thèse findings prompted 
us to analyze the in vivo effects of the estradiol on the NOS 

mRNA expression in the bovine oviduct. Surprisingly, we 
found that estradiol selectively up-regulates iNOS expres
sion, whereas nNOS and eNOS expression remains 
unchanged. 

In accordance with thèse findings, our current observations 
demonstrated that iNOS expression is up-regulated in the isth
mus région of the oviduct ipsilateral to the dominant follicle, 
which is known to contain higher estradiol levels. Récent stud
ies also revealed that NOS isoforms are differently regulated by 
estradiol in a spécifie reproductive organ. Indeed, it was shown 
that the expression of nNOS and eNOS in the sheep utérus are 
differentially regulated by estrogen (21). Furthermore, estradiol 
increases iNOS expression and had no effect on eNOS expres
sion in the rat utérus (78). Other reports indicated that iNOS 
expression was also up-regulated by estrogens in différent cell 
types such as macrophages and cardiac myocytes (79,80). It has 
been proposed that estrogen receptors-a and -0 médiate tran
scriptional activation of iNOS by estradiol (81,82). Interestingly, 
thèse receptors are known to be expressed in the bovine ovi
ductal cells at ail stages of the estrous cycle (83). We previously 
reported that 17|3-estradiol also induces the transcription of 
GPx-4, an antioxidant gène, in the bovine oviductal epithelium 
(55). Because it is known that NO régulâtes GPx activity (84), 
this increase in iNOS expression should affect GPx-4 ability to 
neutralize products of lipid peroxidation in thèse cells. Fur
thermore, the estrogens are also known to regulate oviductal 
contraction and sécrétion in several species (85-87). Therefore, 
because iNOS produces a higher amount of NO than the other 
rwo low-output NOS isoforms, our data strongly suggest that 
the estradiol can significantly increases the NO concentration in 
the oviducts. We propose that this augmentation of NO may be 
of crucial importance for reproductive events that occur in the 
oviduct during the periovulatory period. 

In summary, we report that nNOS, iNOS, and eNOS are 
hormonally regulated and differentially expressed in the ovi
duct segments throughout the estrous cycle. We also provide 
the first information on NOS localization in the oviduct cell 
types. Thus, the dynamic expression and the spécifie cellular 
distribution of nNOS, iNOS, and eNOS along the oviduct 
during the estrous cycle allow us to suggest spécifie rôles for 
each NOS isoform in oviductal functions. Furthermore, de-
spite the fact that there are more évidences that NO is in
volved in ail oviductal functions, very little is known about 
the mechanisms of control of NOS expression by extracel-
lular signais in the mammalian oviduct. In this study, we 
show that estradiol selectively up-regulates iNOS expression 
and provide the first démonstration that NO production is 
regulated by a spécifie endocrine hormone in the oviducts in 
vivo. This finding suggests that NO produced by iNOS may 
modulate the numerous effects of estradiol in the oviduct. 
Collectively, our observations shed some light on the impli
cation of each NOS isoforms in the physiological functions of 
the oviduct in vivo. 
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