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Résumeé

La baisse de fertilit¢é chez les vaches laitiéres est une préoccupation majeure pour
l'industrie laitiére au Canada car elle entraine chaque année d'importantes pertes économiques.
Cependant, les mécanismes moléculaires associés a une baisse de la fertilité ne sont pas encore
complétement €lucidés. Dans ce contexte, la régulation du géne Ankyrin-repeat and SOCS Box
protein 9 (ASB9) dans le follicule ovarien a été rapportée pour la premicre fois par notre
laboratoire. Nous avons identifi¢ ASB9 comme un gene différentiellement exprimé dans les
cellules de granulosa (CG) de follicules ovulatoires bovins. Toutefois, le réle biologique
d’ASB9 dans les CG était inconnu. Nous avons émis 1’hypotheése que I’expression d’ASB9
serait induite par I’hormone lutéinisante (LH) dans les CG et que, par sa fonction biologique,
ASB9 contribuerait au contrdle de la fonction des CG. Des CG ont été obtenues a partir de petits
follicules (SF : 2-4 mm), de follicules dominants au jour 5 du cycle cestral (DF) et de follicules
ovulatoires (OF) 24 heures (h) suivant une injection d’hCG. Des analyses par RT-qPCR et
western blot ont démontré une induction de 1’expression de I’ARNm et de la protéine ASB9
dans les CG des OF par I’hCG. L’expression d'ASB9 dans les parois folliculaires était
significativement induite a partir de 12 h post-hCG, avec une induction maximale 24 h post-
hCG ou 24 h suivant la libération endogéne de la LH comparée a 0 h. Le criblage d’une banque
d'’ADNCc provenant de follicules ovulatoires a I’aide du systeme double hybride chez la levure a
permis d'identifier 10 protéines partenaires d'ASB9 dont tumor necrosis factor alpha-induced
protein 6 (TNFAIP6), hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (HIF1A) et cytochrome B
(CYTB). L'inhibition d’ASB9 par 'approche CRISPR-Cas9 a entrainé une prolifération des CG
et une modulation de l'expression de certains génes dont celui de I’enzyme stéroidogénique
CYPI11ALl. Ces résultats confirment un role d'ASB9 dans le follicule ovulatoire en contrdlant la
prolifération et la fonction des CG, en ciblant des protéines spécifiques susceptibles d’étre
dégradeées et, possiblement, en contribuant a la différenciation finale des CG en cellules lutéales.
Les résultats de cette étude pourraient mener a une meilleure compréhension et contrdle de la

fonction ovarienne par I’identification de génes associés a la fertilité chez les vaches laiticres.

Mots-clés : ASB9, ovaire, cellules de granulosa, follicule ovulatoire, ovulation,

LH/hCG, CRISPR-Cas9, vache laitiere, fertilité¢, double hybride.



Abstract

Dairy cows fertility has been declining steadily worldwide for the last fifty years.
This decline in fertility is a major concern for the dairy industry in Canada since it results in
significant economic losses each year. Yet, the molecular mechanisms associated with fertility
decline are still not fully investigated. In this regard, the regulation of Ankyrin-repeat and SOCS
Box protein 9 (ASB9) in the ovarian follicle has been recently reported, for the first time, by
our laboratory. We have identified ASB9 as a differentially expressed gene in granulosa cells
(GC) of bovine ovulatory follicles. However, the biological role of ASB9 in GC was still
unknown. We hypothesized that ASB9 expression would be induced by the luteinizing hormone
(LH) in GC and that ASB9 would contribute to the control of GC function. GC were obtained
from small follicles (SF: 2-4 mm), dominant follicles at day 5 of the estrous cycle (DF) and
ovulatory follicles 24 h post-hCG injection (OF). RT-qPCR and western blot analyzes
demonstrated an induction of ASB9 expression in the OF by hCG both at the mRNA and protein
levels. Moreover, the expression of ASB9Y in follicular walls was significantly induced from 12
h post-hCG and reached a maximum induction 24 h post-hCG or 24 h following the endogenous
LH surge as compared to 0 h. Yeast two-hybrid screening of a cDNA library from ovulatory
follicles resulted in the identification of 10 ASB9 binding partners, which included tumor
necrosis factor alpha-induced protein 6 (TNFAIP6), hypoxia inducible factor 1, alpha subunit
(HIF1A) and cytochrome B (CYTB). Inhibition of ASB9 through the CRISPR-Cas9 approach
resulted in increased GC proliferation and modulation of target genes expression such as
steroidogenic enzyme CYP11A1. These results confirm a physiologically relevant role of ASB9
in the ovulatory follicle by regulating GC proliferation and function, targeting specific proteins
that may be degraded and, possibly by contributing to the final differentiation of GC into luteal
cells. The results of this study could lead to a better understanding and control of the ovarian

function by identifying target genes associated with fertility in dairy cows.

Keywords: ASB9, ovary, granulosa cells, ovulatory follicle, ovulation, LH/hCG,
CRISPR-Cas9, dairy cow, fertility, yeast two-hybrid.
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INTRODUCTION



Chez la vache, tout au long de la période post-puberté, 1’appareil génital subit des
modifications morphologiques et physiologiques périodiques définissant le cycle cestral. Ces
modifications dépendent de 1’action de diverses hormones produites par I’ovaire sous le controle
des hormones de 1’axe hypothalamo-hypophysaire et sont normalement interrompues par la
gestation. L’ovaire exerce une fonction exocrine ou gamétogénique et une fonction endocrine
qui sont toutes deux étroitement liées a 1’évolution d’une méme unité morphologique qui est le

follicule ovarien.

Les follicules ovariens se développent et ovulent de facon périodique pour libérer un
ovocyte et former le corps jaune. Le follicule ovarien progresse ainsi a travers diverses étapes
de développement allant du stade de follicule primordial au stade de follicule ovulatoire d’ou
sera libéré I’ovocyte au moment de I’ovulation. Toutefois, la majorité des follicules n’atteignent
pas le stade ovulatoire et subissent 1’atrésie durant les stades préantral et antral précoces (Tilly
1996, Knight and Glister 2001). Ainsi, les follicules amorcent leur croissance a partir de la
réserve des follicules primordiaux et poursuivent une phase de croissance indépendante des
hormones gonadotropes représentée par le stade folliculaire non-antral. Les follicules acquiérent
un antre a environ 0,2 mm de diameétre chez la vache et au stade antral d’environ 3 a 4 mm de
diamétre, plusieurs follicules sont recrutés de fagon périodique sous I’influence d’une
augmentation de la concentration sanguine de 1’hormone folliculo-stimulante (FSH) (Ginther,
Beg et al. 2001, Rawlings, Evans et al. 2003, Fortune, Rivera et al. 2004, Son, Das et al. 2011,
Ginther 2016, Ginther, Dangudubiyyam et al. 2019). Suite a la phase de recrutement folliculaire,
un seul follicule est sélectionné afin de poursuivre son développement et est identifi€ comme
étant le follicule dominant. Les follicules non sélectionnés ou subalternes dégénerent donc par

atrésie (Markstrom, Svensson et al. 2002).

La phase de recrutement des follicules survient périodiquement deux a trois fois dans un
cycle cestral de 21 jours en moyenne (Roche 1996, Fortune, Cushman et al. 2000, Ginther,
Bergfelt et al. 2001). Les variations périodiques des concentrations de FSH au cours du cycle
cestral, responsables du recrutement des follicules de diamétre supérieur a 3 mm, sont controlées
par ’augmentation des concentrations d’cestradiol-173 (E2) et d’inhibine sécrétées par le
follicule dominant. Selon le temps du cycle cestral, le follicule dominant ovulera libérant

I’ovocyte ou dégénerera par atrésie (Markstrom, Svensson et al. 2002, Richards, Russell et al.
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2002). Au cours de la croissance des follicules au-dela de 5-6 mm, les CG du follicule
sélectionné acquierent des récepteurs a I’hormone lutéinisante (LHCGR) (McFarland, Sprengel
et al. 1989) permettant ainsi de transférer sa dépendance vis-a-vis de la FSH vers ’hormone
lutéinisante (LH) et de mécanismes locaux impliquant, entre autres, ’activine et /’Insuline-like
growth factor 1 (IGF1) (Mihm and Evans 2008, Ginther 2016, Ginther, Dangudubiyyam et al.
2019). Les fortes concentrations d'E2, en 1'absence de progestérone (P4), stimulent la libération
de la Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) entrainant la relache préovulatoire de LH,
signal qui déclenche l'ovulation du follicule. Tous ces processus de développement du follicule
ovarien ainsi que le processus d’ovulation constituent des phénomenes d’importance qui

permettent la formation du gameéte femelle assurant le maintien de 1’espéce.

Il est bien documenté que Il'activité ovarienne cyclique entraine de profondes
modifications nécessitant une coordination spatio-temporelle de la prolifération, de l'apoptose
et de la différenciation de divers types cellulaires dans le follicule ovarien, entrainant des
modifications de I'expression génique (Knight and Glister 2001, Rosenfeld, Wagner et al. 2001,
Eppig, Wigglesworth et al. 2002, Ndiaye, Fayad et al. 2005). Au cours des processus de
croissance folliculaire et d'ovulation, les cellules stéroidogénes, notamment les CG, jouent un
role crucial dans la maturation et la libération de l'ovocyte. Les CG sont une composante
particulierement important du follicule, car elles jouent un role essentiel dans les fonctions de
reproduction en contribuant a la synthése des hormones stéroidiennes (Knight and Glister 2001),
a la maturation de I'ovocyte (Eppig, Wigglesworth et al. 2002) et a la formation du corps jaune
apres l'ovulation (Rosenfeld, Wagner et al. 2001, Richards and Ascoli 2018). Le controle de la
prolifération et de la fonction des CG est donc complexe et dépend de la régulation et de
l'activation précises de genes cibles spécifiques. Cette régulation est essentielle au
développement normal du follicule, a la production rapide de facteurs paracrines et elle affecte
I’état physiologique du follicule ovulatoire. Par exemple, la transcription de geénes spécifiques
qui controlent la croissance d’un follicule dominant bovin est rapidement inhibée dans les CG
suite a une augmentation de la signalisation intracellulaire médiée par la LH (Ndiaye, Fayad et
al. 2005, Ndiaye, Carriere et al. 2015), tandis que la LH contrdle ou induit I’expression de génes

impliqués dans l'ovulation et la lutéinisation (Lussier, Diouf et al. 2017). Ces observations
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démontrent I’importance des études fonctionnelles des génes au cours des derniéres étapes du

développement folliculaire et de I’ovulation afin de mieux coordonner 1’activité ovarienne.

Bien que la séquence des événements morphologiques du développement folliculaire et
de I’ovulation soit bien connue depuis plusieurs années, ce n’est que plus récemment que
I’identification des différents génes intervenant dans ces processus a commenceé a étre ¢lucidée
et leurs roles définis. Dans ce contexte, I’expression du géne codant pour la protéine Ankyrin-
repeat and SOCS Box protein 9 (ASB9) dans le follicule ovarien lors de ’ovulation a été
rapportée pour la premicre fois par notre laboratoire (Lussier, Diouf et al. 2017). Cependant, le
role biologique d’ASB9 dans le controle de la prolifération et la fonction des CG était inconnu,
ce qui a motivé les travaux réalisés dans le cadre de ce mémoire. Le premier chapitre de ce
mémoire aborde donc briévement le développement folliculaire et 1’ovulation chez la vache. En
deuxieéme lieu, une revue approfondie de nos connaissances sur les fonctions associées a la
grande famille des protéines contenant une boite SOCS est présentée. La sous-famille des
protéines SOCS a domaine ankyrine dont ASB9 fait partie présente un intérét particulier dans

le cadre de nos objectifs et notre hypothése de recherche.
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Chapitre 1 — Développement folliculaire et ovulation

1.1 - Physiologie de I’ovaire au cours du cycle cestral

Chez la vache, le cycle cestral se déroule sur une période de 18 a 24 jours, en moyenne
21 jours. Au cours du cycle cestral, on observe une phase lutéale caractérisée par la présence
d’un corps jaune (CL), occupant 80% du temps du cycle, suivie d’une phase folliculaire de
courte durée qui débute avant la régression du CL (Hansel and Convey 1983, Roche 1996). La
période de chaleur ou I’cestrus, désigne le jour 0 (JO) du cycle et dure de 12 a 16 h. L’ovulation
survient environ 10 a 12 h suite a I’cestrus (Rajamahendran and Taylor 1991), soit vers 30 h
suivant la relache préovulatoire de 1’hormone lutéinisante (LH) qui origine de 1I’hypophyse

(Sirois and Dore 1997).

La phase lutéale débute suite a I’ovulation lorsque le follicule ovulatoire se transforme
en CL et est responsable de la sécrétion de la progestérone (P4). Vers le jour 18 du cycle oestral,
le CL régresse sous 1’effet des prostaglandines (PGF2a) d’origine utérine, ce qui entraine une
diminution des concentrations plasmatiques de la P4 de 9 ng/ml en dega de 1 ng/ml, marquant
ainsi la fin de la phase lutéale et le début de la phase folliculaire (Hansel and Convey 1983). La
phase folliculaire est caractérisée par un recrutement de follicules antraux > 4 mm de diametre,
suivi d’une phase de sélection de laquelle un seul follicule dominant ou préovulatoire sera
sélectionné (Roche 1996, Ginther, Beg et al. 2001, Mihm, Crowe et al. 2002, Mihm and Evans
2008, Ginther 2016). A la fin du cycle cestral et faisant suite a la lutéolyse, le follicule dominant
ou préovulatoire en croissance présente une activité élevée de 1’aromatase responsable des
concentrations plasmatiques élevées d’cestradiol-17 (E2). Lorsque les concentrations
plasmatiques de E2 sont suffisamment €levées et en présence de faibles concentrations de P4,
ceci déclenche le comportement de chaleur et une stimulation de la relache préovulatoire de LH

hypophysaire provoquant 1’ovulation du follicule préovulatoire.
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1.2 - Développement folliculaire

1.2.1 - Follicules pré-antraux et antraux

La folliculogénése se définit comme étant 1’ensemble du processus de croissance des
follicules. Au stade initial de croissance, les follicules primordiaux sont constitués d’un ovocyte
entouré¢ de quelques cellules de granulosa (CG) immatures. Ils représentent la population
folliculaire la plus nombreuse de 1’ovaire dont le nombre est estimé a la naissance entre 40 000
a 800 000 (Erickson 1966). Leur nombre est établi au cours du développement feetal et forme la
réserve de follicules non-proliférant a partir de laquelle ils amorceront leur croissance tout au
cours de la vie reproductive de I’animal (Cahill and Mauleon 1981). Cette réserve diminuera au
cours de la vie de I’animal au fur et a mesure qu’ils débuteront leur croissance. Les mécanismes
permettant le recrutement des follicules primordiaux a partir de la réserve vers la phase de
croissance sont encore incompris, mais ferait intervenir I’expression du gene FOXO3A par
I’ovocyte (Castrillon, Miao et al. 2003, Hosaka, Biggs et al. 2004) et le controle de son ton taux
de phosphorylation par les signaux de KITLG provenant des CG (Thomas and Vanderhyden
2006). Suivant son recrutement, le follicule débute une croissance lente et fait partie du pool des
follicules non-antraux. Lorsqu’un follicule primordial amorce sa croissance, celle-ci se poursuit

de fagon continue vers le stade de follicule primaire, secondaire puis tertiaire.

Le follicule augmente de diamétre grace a I’augmentation du diametre de I’ovocyte, de
’apparition de la zone pellucide, de la multiplication des CG et du développement des cellules
de la theque entourant le follicule, formant les follicules secondaires. Les cavités se formant au
pourtour des CG se fusionnent puis vers 0,2 mm de diamétre, lorsque le follicule est considéré
¢tant au stade tertiaire, les cavités forment I’antre folliculaire contenant le liquide folliculaire
(Lussier, Matton et al. 1987, Rodgers and Irving-Rodgers 2010). Le liquide folliculaire est formé
d’un transsudat du plasma et des sécrétions des CG. La concentration des différentes
composantes du liquide folliculaire varie selon le stade de croissance du follicule et selon le
moment du cycle (Ireland and Roche 1982, Ireland and Roche 1983). Le développement
folliculaire est en continu chez les follicules pré-antraux et antraux jusqu’a environ 4 mm de

diametre, puis s’observe par vagues au-dela de 4 mm jusqu’a I’ovulation vers 13 a 15 mm.
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1.2.2 - Vagues de croissance folliculaire

Chez I’espéce bovine, on observe deux a trois vagues de croissance folliculaire
au cours du cycle cestral (Sirois and Fortune 1988, Roche 1996, Ginther, Beg et al. 2001, Mihm,
Crowe et al. 2002, Mihm and Evans 2008). La majorité des vaches présentent deux vagues. Ces
vagues de développement folliculaire se présentent comme des périodes de croissance et de
régression d’un groupe de 5 a 10 follicules de diameétres > 4 mm. Chaque vague folliculaire est

caractérisée par une période de recrutement, de sélection et de dominance.

Au début du cycle cestral (J1-2), une augmentation transitoire de I’hormone folliculo-
stimulante (FSH) stimule le recrutement folliculaire par I’entrée en croissance de 5 a 10
follicules au-dela de 4 mm de diametre (Figure 1) (Fortune 1994, Lussier, Matton et al. 1994,
Gong, Campbell et al. 1996, Fortune, Rivera et al. 2001). Au stade de 4 mm, les follicules
deviennent plus dépendants des hormones gonadotropes, initialement de la FSH de 4 a 8 mm et
de la LH vers 8 mm. Si ’augmentation de la FSH est inhibée ou retardée, le recrutement sera

aussi inhibé ou retardé (Fortune 1994, Lussier, Matton et al. 1994).

La sélection folliculaire (J3-4) permet a un seul follicule de poursuivre son
développement tandis que les follicules subalternes dégéneérent par atrésie (Figure 1) (Roche
1996, Mihm and Evans 2008). La croissance des follicules favorise la sécrétion d’inhibine qui
occasionne une baisse de la FSH sanguine (Ginther 2016) diminuant le support hormonal aux
follicules en croissance. Au cours de cette phase, un seul follicule ayant acquis les
caractéristiques requises pour croitre dans un environnement avec une concentration faible de
FSH pourra poursuivre son développement. En outre, la sécrétion d’E2, la présence de
mécanismes locaux paracrines tel que 1’activine, la présence d’IGF1 et la variation de
I’expression des protéines de liaison de I’'IGF1 permettent d’augmenter la sensibilité¢ a la
diminution de la concentration sanguine en FSH (Spicer and Echternkamp 1995). De plus,
I’expression de récepteurs a la LH par les CG vers 8 mm permet de soutenir son développement

sous I’action de la LH dans un environnement en faible concentration de FSH (Ginther 2016).

Faisant suite a la sélection, la phase de dominance s’amorce ou le follicule dominant
poursuit sa croissance au-dela de 8 mm pour atteindre de 12 4 15 mm de diamétre (Figure 1)

(Roche 1996, Mihm, Crowe et al. 2002, Mihm and Evans 2008, Ginther 2016). La croissance
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du premier follicule dominant du cycle ralentit vers le jour 7-8 du cycle cestral parallelement a
une diminution de la synthése d’E2, diie a la présence du CL qui sécrete de la P4 ayant pour
effet de diminuer la relache de la LH hypophysaire (Evans and Fortune 1997). La perte de la
dominance entre les jours 7 et 9 favorise une nouvelle augmentation transitoire de FSH sanguine
qui stimule I’émergence d’une nouvelle phase de recrutement de follicules d’environ 4 mm de
diametre. Ce recrutement est suivi de la sélection d’un nouveau follicule dominant tandis que le
follicule dominant de la précédente vague folliculaire régresse. Si la régression lutéale se produit
au cours de la période de dominance du second follicule dominant, celui-ci ovulera (Figure 1).
Toutefois, si le CL est toujours actif, le second follicule dominant deviendra atrésique et sera
suivi d’une troisieme vague folliculaire d’ou sera issu le troisiéme follicule dominant qui

s’acheminera vers 1’ovulation.
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Figure 1. Vagues de croissance folliculaire chez la vache

Hllustration d’un cycle cestral a trois vagues folliculaires chez la vache. Dans chaque vague
folliculaire, la FSH permet le recrutement d’'un ensemble de follicules antraux. De ce groupe,
il y aura sélection de follicules, dont généralement un seul pourra atteindre la dominance.
Pendant les deux premieres vagues, en présence d’un corps jaune, les follicules sélectionnés
subiront l’atrésie. Lors de la troisieme vague, suite a la lutéolyse, le follicule dominant pourra

ovuler. Adapté de (Roche 1996)
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Chez la vache, afin de permettre de mieux comprendre les mécanismes de croissance et
de sélection folliculaire, plusieurs études ont rapporté une variation de I’expression des ARNm
dans les CG et/ou de la theque et plus récemment des micro-ARN. ARNm : (Bedard, Brule et
al. 2003, Sisco, Hagemann et al. 2003, Fayad, Levesque et al. 2004, Ndiaye, Fayad et al. 2005,
Douville and Sirard 2014, Hatzirodos, Hummitzsch et al. 2014, Hatzirodos, Irving-Rodgers et
al. 2014, Girard, Dufort et al. 2015, Hatzirodos, Hummitzsch et al. 2015, Khan, Landry et al.
2016, Li, Meng et al. 2016, Zielak-Steciwko and Evans 2016, Dias, Khan et al. 2018). Micro-
ARN : (Salilew-Wondim, Ahmad et al. 2014, Zielak-Steciwko, Browne et al. 2014,
Gebremedhn, Salilew-Wondim et al. 2015). Ces études ont permis de répertorier les geénes
exprimés a la hausse ou induits dans les CG ou de la theque de follicules sélectionnés ou
dominants comparativement aux plus petits follicules non-sélectionnés. Les différents modeles
d’étude utilisés ainsi que la variété des techniques utilisées dépassent le simple cadre de ce
mémoire afin d’extraire une liste détaillée des génes démontrant une expression différentielle
dans les CG et de la theque selon le stade de développement. Toutefois, on retrouve dans la
majorité de ces études, des résultats qui confirment les observations des années qui précedent la
disponibilité des techniques d’analyses transcriptionnelles. Une liste se résumant a quelques

genes les plus évidents et identifiés par différents auteurs se retrouve dans le Tableau I.

Tableau I.  Expression différentielle des ARNm exprimés en fonction du stade de
développement lors des vagues folliculaires du cycle cestral.

Follicle stage Gene symbol

Recruitment CYP19, TBC1D1
CYP19
Selection CYP19, INHBA, ApoER2, MAPKKS5, CPD
FSHR, ESR2, INHA, ACVR1, CCND2, LHCGR,
TIAF1, LASS4
CYPI19, TBCID1
Dominance CYP19, LHCGR, ERS, DICE-1, MCL-1,
CYP19, TBC1D1
CYP19, CEBP- B, SRF
CTNNA, HGF, IL-6, TGFB1, TYRO3, JAM2
Atresia TGFBRIII, COX-1, TNFe, CAD, DRAK-2, CASP-13, P58(IPK), Apaf-1, BTG-3, TS-BCLL,
Siva, FADD, TNFSF8
FKHRL1, NCOR1, MIDN, STX7, SPC22, EHD3

Tiré de : (Zielak-Steciwko and Evans 2016)
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1.2.3 - Atrésie folliculaire

L’atrésie est le processus dégénératif qui met fin a la croissance du follicule et par lequel
ce dernier perd son intégrit¢é morphologique, ses propriétés physiologiques et ses capacités
biochimiques. C’est la destinée de la majorité des follicules qui ont amorcé leur croissance, soit
plus de 99% des follicules (Lussier, Matton et al. 1987, Lussier, Matton et al. 1994). L’atrésie
peut survenir a tous les moments de la croissance du follicule et augmente en fonction du
diametre folliculaire, étant par contre rarement observée chez 1’animal adulte dans les follicules
préantraux comparativement aux follicules antraux (Cahill and Mauleon 1980, Cahill and
Mauleon 1981). Chez la vache, il est estimé qu’au début de la formation de 1’antre, vers 0,2 mm
de diametre, environ 20% des follicules présentent des signes d’atrésie tandis que de 4 4 8 mm
de diamétre, 93% des follicules sont considérés en atrésie (Lussier, Matton et al. 1987, Lussier,
Matton et al. 1994). L’atrésie folliculaire est caractérisée initialement au plan morphologique
par ’apparition de corps picnotiques qui résultent de la fragmentation et de la condensation de
la chromatine dans les CG, caractéristique du processus d’apoptose cellulaire (Hsueh, Billig et
al. 1994, Quirk, Cowan et al. 2004). Suivant I’apparition de corps picnotiques des CG, la couche
de CG se détache, la membrane basale séparant les couches de la granulosa et de la theque se
fragmente, suivi d’une hypertrophie des cellules de la theque et une perte de vascularisation
capillaire (Marion, Gier et al. 1968). Au plan fonctionnel, le follicule en début d’atrésie possede

une concentration plus €¢levée en P4 et plus faible en E2 (Ireland and Roche 1983).

Divers facteurs sont a 1’origine de I’initiation du processus d’apoptose. Ces signaux
peuvent provenir de I’extérieur ou de I’intérieur de la cellule. La baisse ou le manque de facteurs
de croissance tels que la FSH, I’E2 ou I'IGF1 (Quirk, Cowan et al. 2004) ou I’activation de
récepteurs membranaires de mort cellulaire (Porter, Harman et al. 2001) stimule les voies de
signalisation intracellulaire qui résultent en une activation de diverses caspases 3, 6 et 7
(Hengartner 2000). Les caspases détruisent les protéines impliquées dans la division cellulaire,
les protéines de structure et de réparation cellulaire ainsi que les facteurs de transcription et de
traduction. De I’intérieur de la cellule, des signaux pro-apoptotiques tel que BAX et BID
induisent la perte du cytochrome C de la mitochondrie vers le cytosol qui a son tour stimule
I’activité de la caspase 9 (Manabe, Goto et al. 2004, Quirk, Cowan et al. 2004). Chez la vache,

I’expression génique entre des follicules fortement et faiblement cestrogéniques a été comparée
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par analyse de micro-réseau (Evans, Ireland et al. 2004). Cette é¢tude rapporte une augmentation
de I’expression de onze génes reconnus comme ¢étant impliqués dans 1’apoptose de follicules en
début d’atrésie. La comparaison de 1’expression génique dans les cellules de la theque interne
de follicules sains et atrésiques a rapporté un nombre ¢levé de génes différentiellement
exprimés, suggérant que les cellules de la théque contribuent aussi a I’atrésie folliculaire
(Hatzirodos, Irving-Rodgers et al. 2014). De plus, plusieurs études récentes rapportent une
expression plus élevée de divers micro-ARN dans les CG de follicules en début d’atrésie. Ces
micro-ARN sont impliqués dans le controle de diverses voies de signalisation intracellulaire et
ces observations contribuent a la complexité grandissante du mécanisme d’apoptose (Zielak-

Steciwko and Evans 2016, Zhang, Xu et al. 2019).

1.3 - Ovulation

L’ovulation est le but ultime de la croissance folliculaire qui est atteinte par moins de
0,1% des follicules contenus dans les ovaires. Ce processus permet la libération d’un ovocyte
mature du follicule vers I’oviducte pour sa fécondation suivi de la transformation du follicule
en CL. Chez la vache, 1'ovulation est déclenchée environ 30 h suivant la relache des hormones
gonadotropes (Sirois 1994). Les changements observés dans le follicule et I’ovocyte lors de
I’ovulation sont initialement associés a I’augmentation rapide des concentrations de LH. Cette
derniere se lie a ses récepteurs membranaires, LHCGR, localisés sur les CG et de la théque
interne, et entraine une augmentation de la signalisation intracellulaire suivie de modifications
de I’expression spatio-temporelle de genes spécifiques et de I’activation de protéines dans les
divers compartiments du follicule tel que les couches cellulaires de la theque, de la granulosa et
du complexe cumulus-ovocyte (Espey and Lipner 1994, Richards and Ascoli 2018, Robker,
Hennebold et al. 2018). Entre ces divers compartiments du follicule ovulatoire, divers signaux
paracrines et autocrines contribuent aux événements menant a la rupture de la paroi folliculaire.
Ces évenements incluent un remodelage tissulaire et une réaction inflammatoire aigiie controlée
ainsi que I’expansion des cellules du cumulus qui marque la maturation finale du complexe des

cellules du cumulus et de I’ovocyte. Finalement, on assiste a la différenciation des CG et de la
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théque interne en cellules lutéales, a 1’angiogenése, a la contraction des cellules de la paroi

folliculaire afin de déclencher la rupture du follicule et a I’infiltration de cellules immunitaires.

LH surge

Cumulus cells

Granulosa cells
Basement membrane

3 Theca internalexterna
Inflammation:

Tunica albuginea
Surface epithelium

Figure 2. Représentation des divers compartiments du follicule lors de 1’ovulation.

Sur la gauche de la figure, sont présentés différents processus observés lors de [’ovulation
(pic de LH, remodelage tissulaire, contraction musculaire et inflammation), alors que sur la
droite, sont indiquée les principales composantes du follicule ovulatoire (de haut en bas :
cellules du cumulus, ovocyte, CG, membrane basale, théeque interne et externe, tunique

albuginée et surface épithéliale). Tiré de (Russell and Robker 2019)

1.3.1 - Cascades d’activation intracellulaire suite a la liaison de la LH a son

récepteur

Les travaux de recherche axés sur I’expression des genes différentiellement exprimés
lors de I’ovulation et les nombreuses études d’invalidation de geénes spécifiques chez la souris
ont permis d’améliorer notre compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents au
processus de I’ovulation (Richards and Ascoli 2018, Robker, Hennebold et al. 2018). La liaison
de la LH a son récepteur, LHCGR, stimule des cascades de signalisation intracellulaire en
activant, entre autres, I’adénylate cyclase causant une augmentation importante d’AMPc qui
active la protéine kinase A (PKA) ainsi que la voie des Extracellular regulated kinase 1\2 (ERK

1\2) et de la protéine kinase C (PKC). A leur tour, les kinases PKA, ERK1\2 et PKC activent
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des facteurs de transcription dont les plus importants sont le cAMP responsive element binding
protein I (CREB), le CCAAT enhancer binding protein alpha et beta (C/EBPa/p), le récepteur
a la progestérone (PGR) et la famille des facteurs de transcription liée au Transcription factor
subunit AP-1 tel que JUN et FOS (Richards and Ascoli 2018, Robker, Hennebold et al. 2018).
Les actions subséquentes de ces facteurs de transcription dans les CG et de la théque induisent
ou stimulent 1’expression spécifique de plusieurs geénes qui contribuent a la maturation du
complexe des cellules du cumulus et de I’ovocyte (COC), de la réaction protéolytique associée
au remodelage de la paroi folliculaire et de la lutéinisation des CG et de la théque interne pour
former le CL. A titre d’exemple, les souris chez lesquels les facteurs de transcription ERK1 et
ERK2 (Fan, Liu et al. 2009) ou C/EBPo/ (Fan, Liu et al. 2011) ont été invalidés sont infertiles
et démontrent une modification importante de 1’expression de plusieurs geénes cibles de ces

facteurs de transcription dans les CG.

1.3.2 - Maturation ovocytaire

Sous ’effet de la LH et de I’activation de ses récepteurs, une réaction d’expansion des
CG du cumulus entourant I’ovocyte est suivie de la maturation de I’ovocyte. Au cours de la
croissance du follicule, du stade primordial au stade pré-ovulatoire, ’ovocyte est arrété au stade
diploténe de la prophase I de la méiose. Ce maintien a ce stade de développement dépend du
transfert de la guanosine monophosphate cyclique (GMPc) a partir des CG du cumulus vers
I’ovocyte par les jonctions intercellulaires formées spécifiquement par la connexine 36
(Richards and Ascoli 2018). Le GMPc a pour effet d’inhiber la phosphodiestérase 3A (PDE3A)
dans I’ovocyte qui est responsable de la formation d’adénosine monophosphate (AMP)
nécessaire a la progression de la maturation ovocytaire (Wigglesworth, Lee et al. 2013). Suite a
la relache préovulatoire de LH, la communication entre les CG du cumulus et de I’ovocyte ainsi
que les CG de la paroi folliculaire sont rompues ce qui occasionne la levée de I’inhibition de la
PDE3A et I’augmentation d’AMP dans I’ovocyte. Ces éveénements permettent a ’ovocyte de
poursuivre sa maturation jusqu’au stade métaphase II tout en relachant le premier corps polaire.
Cette action de la LH est le résultat, d’une part, de la réduction de I’expression du géne Gap
Jjunction protein alpha 4 (GJA4) codant pour la connexine 37 (Winterhager and Kidder 2015)

qui est responsable de la formation des jonctions intercellulaires entre les CG du cumulus et de
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I’ovocyte et, d’autre part, du géne Gap junction protein alpha 1 (GJAl) qui code pour la
connexine 43 formant les jonctions entre les CG du cumulus et celles de la paroi folliculaire

(Ndiaye, Fayad et al. 2005).

Le complexe COC subit une expansion importante de son volume sous ’effet de la LH
qui résulte de I’induction de 1’expression de plusieurs génes impliqués dans la synthése de
diverses protéines de la matrice extracellulaire. Puisque les récepteurs LH ne sont pas ou tres
peu exprimés par les cellules du cumulus, une signalisation paracrine a partir des CG de la paroi
du follicule assure la transmission du signal de la LH des CG murales vers les cellules du
cumulus. Divers signaux paracrines sont bien connus dont ceux se liant aux récepteurs EGF
localisés aux cellules du cumulus tel que I’amphiréguline (AREG), I’épiréguline (EREG) et la
betacelluline (BTC) (Park, Su et al. 2004, Russell and Robker 2007), ainsi que les
prostaglandines (Sirois, Sayasith et al. 2004, Choi, Wilson et al. 2017). Les facteurs AREG,
EREG et BTC sont des protéines dont 1’expression est induite précocement par la LH et elles
sont ancrées a la membrane cellulaire des CG par un passage transmembranaire. Ces facteurs
sont relachés de la membrane par I’action de diverses protéases dont I’expression est aussi
induite par la LH et correspondent aux familles des métalloprotéinases de la matrice
extracellulaire (MMPs) et des protéases de type désyntégrine sans (ADAM) ou avec motif
thrombospondine (ADAMTS) (Shimada, Umehara et al. 2016, Richani and Gilchrist 2018). En
lien aux prostaglandines, la LH induit une expression élevée des enzymes impliqués dans la
synthese principalement de prostaglandines E2 qui se lie a son récepteur membranaire localisé
au CG. Divers geénes sont induits par la LH dont la phospholipase A2 (PLA2G4A), la
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2) et la prostaglandin E synthase (PTGES) afin
de favoriser la production principalement de prostaglandines E2 (PGE2) qui se lie a son
récepteur membranaire localisé aux CG (Sirois, Sayasith et al. 2004, Diouf, Sayasith et al. 2006,
Choi, Wilson et al. 2017). Ces signaux, AREG, EREG, BTC et les prostaglandines, induisent
I’expression de plusieurs génes responsables de la synthese de diverses protéines de la matrice
extracellulaire dont la hyaluronane synthase 2 (HAS2), la pentraxine 3 (PTX3) et le Tumor
necrosis factor-alpha-inducible protein 6 (TNFAIP6) (Park, Su et al. 2004, Richards 2007,
Russell and Robker 2007). L’ensemble de ces protéines, en présence de la protéine Ial, forme

une matrice extracellulaire visqueuse qui enveloppe 1’ovocyte et provoque I’élongation des
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prolongements cytoplasmiques liant les cellules du cumulus a 1’ovocyte, occasionnant
I’¢loignement des cellules du cumulus par rapport a I’ovocyte. Cette expansion du COC
contribue a atténuer la communication entre les cellules du cumulus et ’ovocyte, a détacher les
CG de la paroi folliculaire et a favoriser le transport du COC vers I’antre pour sa sortie du

follicule lors de ’ovulation.

1.3.3 - Changements a la paroi folliculaire et lutéinisation

La relache du COC lors de I’ovulation nécessite la rupture de la paroi folliculaire a son
apex. Cette rupture exige une modification des différentes couches composées des CG, de la
membrane basale, des cellules de la théque interne et externe ainsi que de la membrane basale
et I’épithélium recouvrant la surface de I’ovaire. Tel que mentionné a la section 1.3.2, la relache
préovulatoire de LH induit diverses familles de protéases tel que les MMP, ADAMTS, ADAM,
les activateurs du plasminogene et des collagénases (Dow, Bakke et al. 2002, Berisha, Steffl et
al. 2008). Chez la vache, les protéases dont I’expression est augmentée dans les CG 24 h suivant
la relache ovulatoire de LH sont ADAMTS1, ADAMTSY9, MMPI1 et PLAT ainsi que les
¢léments controlant ’action de certaines protéases tel que TIMP1 principalement et TIMP2
(Lussier, Diouf et al. 2017). L’action de ces protéases cause une modification de I’ensemble de
la paroi folliculaire et I’amincissement de ’apex du follicule pour permettre la sortie du COC
du follicule vers I’oviducte. L’expulsion du COC est sous le contrdle de I’endothéline 2 (EDN2)
(Klipper, Levit et al. 2010) qui, de par son action a stimuler les cellules qui possedent des fibres
contractiles entourant le follicule, occasionne une contraction de la paroi du follicule et
provoque 1’¢jection du COC (Cacioppo, Lin et al. 2017). Sous I’effet de la relache préovulatoire
de LH, les CG et de la theque se différentient respectivement en grandes et petites cellules
lutéales et contribuent a une large part a la formation du CL. Ces cellules sont responsables de
la synthese des stéroides, principalement de la P4, et, pour une moindre part, d’androgénes
(Niswender, Juengel et al. 2000). La perte d’intégrité de la membrane basale séparant la
granulosa et la théque permet I’infiltration des cellules de la théque, des cellules immunitaires
ainsi que la formation de vaisseaux sanguins vers I’antre du follicule (Berisha and Schams 2005,
Miyamoto, Shirasuna et al. 2013, Woad and Robinson 2016). Des études ont démontré que la
néovascularisation du follicule suite a une hypoxie de courte durée est initialement le résultat

de Dl’activation du facteur de transcription Hypoxia inducible factor alpha subunit (HIFa)
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(Meidan, Klipper et al. 2013, Nishimura and Okuda 2015, Thompson, Brown et al. 2015).
Suivant son activation, HIF stimule un facteur important de 1’angiogenése, le Vascular
endothelial growth factor (VEGF) (Fraser, Wilson et al. 2005) ainsi que le Fibroblast growth
factor 2 (FGF2) (Yamashita, Kamada et al. 2008, Laird, Woad et al. 2013) et I’endothéline 2

(Cacioppo, Lin et al. 2017) qui contribuent a I’angiogenése du CL en formation.

1.3.4 - Modification de I’expression génique dans les CG par la LH

Les genes exprimés dans les CG et de la théque contribuent a la croissance des follicules
et a la mise en place du follicule dominant ou préovulatoire. Sous I’effet de la relache ovulatoire
de LH, P’expression génique dans le follicule préovulatoire est modifiée. L’expression de
certains genes est régulée a la baisse ou suspendue tandis que d’autres génes sont induits ou
augmentés. Chez la vache, plusieurs groupes de recherche ont étudié la variation de 1’expression
génique au cours de la période périovulatoire dans le follicule dominant ou préovulatoire
précédent (Fayad, Levesque et al. 2004, Skinner, Schmidt et al. 2008, Hatzirodos, Irving-
Rodgers et al. 2014, Hatzirodos, Hummitzsch et al. 2015, Hatzirodos, Glister et al. 2017) et suite
a la relache de LH (Ndiaye, Fayad et al. 2005, Li, Jimenez-Krassel et al. 2009, Gilbert, Robert
et al. 2011, Christenson, Gunewardena et al. 2013, Lussier, Diouf et al. 2017, Romereim,
Summers et al. 2017). A la lecture de ces publications, il est possible de dégager une liste
consensuelle de genes des CG dont I’expression est réduite ou augmentée par la LH. Toutefois,
on remarque parmi ces publications une grande variabilité dans 1’identification des genes
rapportés. L’origine des différences entre ces études peut découler de la conception
expérimentale et des traitements utilisés chez les animaux pour les études in vivo ou de
’utilisation du modele de CG récoltées a 1’abattoir et misent en culture puis traitées a la LH
(Christenson, Gunewardena et al. 2013, Hatzirodos, Glister et al. 2017). De plus, les méthodes
d’analyse utilisées, soit par I'utilisation de génothéques soustraites ou par micro-réseaux,
peuvent introduire un biais dans les résultats obtenus. A titre d’exemple, I’analyse par micro-
réseaux se limite aux génes connus et présents sur le réseau. La validation récente de techniques
de séquengage de nouvelle génération ne se limite pas aux genes connus et codants, mais peut
inclure les différentes classes d’ARN non-codants tels que les micro-ARN et les longs ARN

non-codants qui jouent un role fonctionnel. Ces nouvelles approches de séquencage a haut débit
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permettront une analyse plus en profondeur afin d’établir les variations du transcriptome des

CG chez les différentes especes.

Une ¢étude réalisée dans notre laboratoire a comparé le profil d’expression génique des
CG bovines récoltées de follicules ovulatoires stimulés a la LH/hCG comparativement aux
follicules dominants ou préovulatoires (Lussier, Diouf et al. 2017). Le géne Ankyrin-repeat and
SOCS Box protein 9 (ASB9) a été identifi¢ pour la premiére fois en tant que géne induit par la
LH/hCG toutes especes confondues. Toutefois la fonction d’ASB9 dans les CG était inconnue.
La protéine ASBY est composée de six répétitions d’un domaine ankyrine qui sont localisées en
portion N-terminale et d’une boite SOCS localisée en portion C-terminale. Une description
détaillée de la fonction de la boite SOCS et des domaines ankyrine permettra d’en apprécier la

fonctionnalité.

33



Chapitre 2 — ASB9

2.0 - Ankyrin SOCS-box protein 9

La protéine Ankyrin-repeat and SOCS-box protein 9 (ASB9) bovine est constituée de
297 acides aminés (aa) traduite a partir d’'un ARNm de 1593 paires de bases (pb). Cet ARNm
est transcrit a partir d’un géne composé de huit exons situés sur le chromosome X chez la vache.
La protéine ASBY est composée de six répétitions d’un domaine ankyrine qui sont localisées en
portion N-terminale et d’une boite SOCS localisée en portion C-terminale. Bien que les boites
SOCS et les protéines ASB soient trés répandues chez les mammiferes, peu importe le systéme
ou l’organisme étudié, trés peu d’information est disponible en lien a leurs fonctions

biochimiques et biologiques.

2.1 - Les boites SOCS

2.1.1 - Les protéines SOCS et la suppression du signal des cytokines

La boite SOCS représente le domaine fonctionnel d’importance d’ASB9 qui est conserveé
chez les mammiféres ainsi que chez la drosophile (Drosophila melanogaster) et chez
Caenorhabditis elegans. Ce domaine est composé de 44 aa et se retrouve dans une multitude de
protéines de plusieurs familles différentes. En 2002, on rapportait plus de 40 protéines contenant
une boite SOCS dans neuf familles différentes (Kile, Schulman et al. 2002). Quatre ans plus
tard, on en recensait plus de 70 (Piessevaux, Lavens et al. 2008) et en 2012, on en comptait au

moins une dizaine de plus (Linossi and Nicholson 2012).

Lors de leur découverte en 1997, les boites SOCS ont d’abord été identifiées chez des
protéines ayant la capacité d’inhiber la signalisation des récepteurs transmembranaires JAK-
STAT (Endo, Masuhara et al. 1997, Naka, Narazaki et al. 1997, Starr, Willson et al. 1997). Ces
protéines ont donc été nommées protéines SOCS pour Suppressor Of Cytokine Signaling. 11 est
intéressant de noter qu’un des trois groupes a avoir identifi¢ SOCS1, celui de Yoshimura (Endo,

Masuhara et al. 1997), utilisait le systéeme double hybride dans les levures (Y2H) avec le

34



domaine kinase de JAK comme proie. Il nomma alors la protéine JAB pour JAK-binding protein
(Linossi, Babon et al. 2013). C’est cependant I’appellation protéine SOCS qui fut retenue. Il est
important d’établir une distinction entre les protéines SOCS et les boites SOCS. Les premicres
composent une famille de protéines servant principalement a inhiber le signal de transduction
des cytokines utilisant le récepteur transmembranaire JAK-STAT, alors que les boites SOCS
représentent un domaine fonctionnel, initialement découvert chez les protéines SOCS, mais qui
est aussi partagé chez un trés grand nombre d’autres protéines ne se limitant pas a la famille des

protéines SOCS (SOCS1 a SOCS7).

Afin de comprendre comment les protéines SOCS inhibent la voie de transduction JAK-
STAT, il faut initialement comprendre comment cette derni¢re se met en place. En premier lieu,
lorsque les cytokines atteignent la membrane de leur cellule cible, elles provoquent la
dimérisation de leurs récepteurs (Figure 3). A I’intérieur de la cellule s’en suivent le recrutement
et la juxtaposition des JAKs sur ce méme récepteur. De ce fait, les protéines JAK augmentent
ainsi leur fonction de phosphorylation. Les protéines JAKs activées phosphorylent alors des
résidus tyrosines localisés au domaine cytoplasmique du récepteur créant ainsi des points
d’ancrage pour des protéines possédant un domaine de liaison de type SH2 retrouvé
principalement chez les protéines STATs. Une fois liés a ces points d’ancrage, les signaux de
transduction et d’activation de la transcription, soit les protéines STATSs, sont & leur tour
phosphorylées par JAK. Cette derniere phosphorylation leur permet alors de former des dimeres,
pour finalement se déplacer jusqu’au noyau, ou ils s’associent a leur ¢lément de réponse afin
d’initier la transcription de leurs genes cibles. Les protéines SOCS font partie de ces genes
cibles. Ces derniéres jouent donc un role de rétrocontrdle négatif sur la transduction du signal

des cytokines qui les a induites (Kile, Schulman et al. 2002).

2.1.2 - Le fonctionnement des protéines SOCS

Les protéines SOCS jouent un rdle de rétrocontrole négatif en inhibant la voie de
transduction JAK-STAT. Elles peuvent remplir leur fonction principalement de trois fagons
(Piessevaux, Lavens et al. 2008, Linossi and Nicholson 2012). Elles peuvent soit inhiber 1’action
de JAK, soit bloquer les sites de liaison de STAT au récepteur transmembranaire ou finalement,

elles peuvent participer a la dégradation de JAK et du récepteur transmembranaire en utilisant
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le principe d’ubiquitination qui permet d’orienter le complexe ubiquitinylé vers la voie de

dégradation dans les protéasomes.

Cytokine Milieu extracellulaire
' ' :
1 2 3 m ( O
k ) Noyau t“‘
oo
Milieu intracellulaire Transcription
Figure 3. Principales étapes d’activation du récepteur JAK-STAT.

1- Lorsqu’une cytokine atteint la membrane de sa cellule cible, elle provoque la dimérisation
du récepteur JAK-STAT. A lintérieur de la cellule les protéines JAKs se lient sur ce méme
récepteur. 2- Une fois activées, les protéines JAKs phosphorylent des résidus tyrosines
localisés au domaine cytoplasmique du récepteur créant ainsi des points d’ancrage pour les
protéines STATS. 3- Une fois liés aux résidus tyrosines, points d’ancrage, les protéines STATS,
sont a leur tour phosphorylées par JAK. 4- Cette derniere phosphorylation permet aux
protéines STATs de former des dimeres qui se déplaceront jusqu’au noyau pour s’associer a
leur élément de réponse afin d’initier la transcription de genes cibles, dont les protéines

SOCS. Adapté de Peter Znamenskiy, domaine public

La premiere modalité de suppression du signal de transduction est seulement réalisable
par SOCS1 et SOCS3. Ces deux protéines, en plus de contenir une boite SOCS et un domaine
de liaison SH2 possedent une région inhibitrice de la kinase (KIR: Kinase Inhibitory Region)

illustrée a la Figure 4, encadré 1. Initialement, on croyait que ce domaine KIR agissait comme
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un pseudo-substrat se liant au site actif de JAK empéchant la phosphorylation des substrats de
JAK. En fait, KIR n’empéche pas I’activation de JAK, mais se fixe plutdt a coté et empéche
I’acces des substrats au site actif (Linossi, Babon et al. 2013). Ce mécanisme d’action est donc

considéré comme un antagonisme allostérique plutot qu’un antagonisme compétitif.

La deuxiéme modalit¢ de fonctionnement des protéines SOCS qui est illustrée a
I’encadré 2 de la Figure 4 est médiée par le domaine d’interaction protéine-protéine de type
SH2. Comme ce domaine est présent chez 1’ensemble des protéines SOCS, soit SOCS1 a
SOCS7, ces protéines peuvent concurrencer STAT en bloquant les résidus phosphotyrosines
localisés au domaine intracytoplasmique du récepteur transmembranaire. En fait, cette liaison
aux phosphotyrosines possede une double fonction inhibitrice ; en plus d’empécher 1’ancrage
de STAT, elle permet le rapprochement de la boite SOCS de la protéine SOCS, dans les environs
de JAK (Linossi, Babon et al. 2013).

La troisieme modalité de fonctionnement des protéines SOCS qui est illustrée a I’encadré
3 de la Figure 4, est la plus pertinente dans le cas de la présente étude sur ASB9 puisqu’elle
cible la boite SOCS proprement dite. On peut donc en extrapoler le principe a I’ensemble des
protéines contenant une boite SOCS. Lors de ce mécanisme de fonctionnement, les protéines
SOCS fixent leur substrat, soit la protéine JAK ou le récepteur transmembranaire, via leur
domaine de liaison SH2 localisé a I’extrémité N-terminale pendant que la boite SOCS, a la
portion C-terminale, sert de base a I’échafaudage d’un complexe enzymatique de liaison de
I’ubiquitine nommé E3. Ce complexe marquera le substrat avec une série d’unités d’ubiquitine
afin qu’il soit ciblé puis dégradé dans les protéasomes. Les différentes étapes de la

polyubiquitination seront abordées a la section 2.1.3.
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Figure 4. [lustration des trois modes de fonctionnement des protéines SOCS
afin d’inhiber le signal de transduction JAK-STAT du récepteur
transmembranaire.

La voie de signalisation activée de JAK-STAT est représentée a gauche tandis que les trois
différents modes d’inhibition de la transduction du signal par les protéines SOCS sont
représentés a droite. 1- Les protéines SOCS (SOCS 1 et 3) peuvent inhiber directement les
protéines JAk, via leur domaine KIR, en agissant comme antagonisme allostérique. 2- Elles
peuvent aussi, via leur domaine SH2 concurrencer STAT en bloquant les résidus
phosphotyrosines localisés au domaine intracytoplasmique du récepteur transmembranaire.
3- Finalement, les protéines SOCS peuvent fixer la protéine JAK ou le récepteur
transmembranaire pour former un complexe enzymatique de liaison de ['ubiquitine E3 dans le
but de le dégrader dans les protéasomes. Tiré de (Piessevaux, Lavens et al. 2008, Linossi and

Nicholson 2012)
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Méme en absence de la boite SOCS, la liaison de la protéine SOCS1 avec son substrat
(via le domaine SH2) a un réle notable a jouer dans la régulation du signal de transduction (Kile,
Schulman et al. 2002). Cependant, les effets de la délétion des boites SOCS de SOCS1 ou
SOCS3 sont beaucoup plus modestes que les effets de la délétion compléte des régions codant
pour les génes en entier, incluant notamment le domaine KIR. Cela démontre que méme si
I’ubiquitination joue un role notable, la capacité de contrdler directement 1’activité enzymatique
de JAK par le domaine KIR est de premiére importance pour les protéines SOCS 1 et 3 (Linossi,

Babon et al. 2013).

Il est intéressant de noter que SOCS2 peut démontrer un effet bivalent. A faible
concentration, il supprime modérément les réponses du signal de transduction de ’hormone de
croissance, tandis qu’en concentration ¢élevée il en restaure les effets (Favre, Benhamou et al.
1999). 1l semblerait que SOCS2 puisse se lier a tous les membres de la famille des protéines
SOCS puis causer leur dégradation via les protéasomes. Ainsi, le mécanisme d’inter-régulation
des protéines SOCS fonctionne généralement de fagon séquentielle. L’expression de SOCS1 et
SOCS3 est induite rapidement, mais de fagon transitoire et joue un role de rétrocontrdle négatif
sur les voies de signalisation des cytokines. L’expression de SOCS 2 arrive plus tardivement,
mais démontre une action plus prolongée. L’action différentielle des protéines SOCS aurait
comme conséquence de restaurer la sensibilité des cellules aux signaux des cytokines pour les

stimulations subséquentes (Piessevaux, Lavens et al. 2006, Piessevaux, Lavens et al. 2008).

Pour conclure, plusieurs pathologies sont associées au controle aberrant des protéines
SOCS (Piessevaux, Lavens et al. 2008). Par exemple, un déreglement de SOCS1 contribuerait
au diabéte de type 2 en participant a la résistance a I’insuline. La protéine SOCS2 pourrait
soutenir le développement de certains cancers en inhibant d’autres protéines SOCS ayant
comme fonction de supprimer le développement de la tumeur. Finalement, SOCS3 serait
impliqué dans I’arthrite rhumatoide, la maladie de Crohn, la maladie inflammatoire des intestins

(IBD) et méme 1’obésité via une résistance a la leptine.
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2.1.3 - Le role des boites SOCS

Les boites SOCS se retrouvent dans plusieurs protéines et ne se limitent pas a la famille
des protéines SOCS. La boite SOCS est une séquence conservée de 40 acides aminés située en
portion C-terminale d’une protéine. En portion N-terminale de la méme protéine, on retrouvera
un domaine de liaison ciblant une protéine spécifique. Le rdle principal de la boite SOCS est de
servir de base a la formation d’un complexe enzymatique d’ubiquitination nommé E3. Suite a
la formation du complexe E3, celui-ci permettra de marquer la protéine spécifique afin de la
diriger vers un processus final de dégradation et de recyclage. La protéine cible a dégrader peut
provenir de diverses origines. Il peut s’agir d’une protéine vieillissante, d’une protéine ayant
une conformation inadéquate ou tout simplement, d’une protéine saine subissant un processus
de rétrocontrole négatif afin de réduire sa demi-vie. Plus précisément, les boites SOCS sont des :
«modules de reconnaissance d’une protéine substrat qui servent d’intermédiaires pour sa
polyubiquitination et permettent subséquemment de cibler le substrat vers les protéasomes 26S

pour sa dégradation » (traduction libre, Linossi and Nicholson 2012).

Le processus d’ubiquitination se produit en trois étapes a 1’aide de trois enzymes
différentes nommeées E1, E2 et E3 (Kile, Schulman et al. 2002). La premicre enzyme, E1 est
responsable de 1’activation de 1’'ubiquitine et nécessite un apport d’ATP. La seconde enzyme,
E2, est celle qui permet la conjugaison de I’ubiquitine. Elle catalyse la réaction qui permet de
transférer une unité d’ubiquitine activée de I’enzyme E1 au complexe d’ubiquitination. La
troisiéme et derniére enzyme, E3, est I’enzyme de liaison de 1’ubiquitine. A partir de la boite
SOCS, I’ensemble du complexe formé est désigné par E3. Elle permet la liaison d’une ou de
plusieurs unités d’ubiquitine a une protéine cible afin de marquer cette derniere. Une fois
marquée de cette fagon, la protéine est souvent dirigée vers les protéasomes afin d’étre dégradée
puis recyclée. Par contre, I’ajout d’ubiquitine peut aussi affecter la fonction, la localisation et
les interactions d’une protéine sans nécessairement la diriger vers les protéasomes. Le systeme
ubiquitine/protéasome est particuliérement présent dans la progression du cycle cellulaire et
dans les cascades des signaux de transduction. Un déréglement de cette voie d’ubiquitination
peut mener au cancer, a des pathologies auto-immunes, ainsi qu’a plusieurs maladies

inflammatoires chroniques (Linossi and Nicholson 2012).
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2.1.4 - Mécanisme de I’ubiquitination par les boites SOCS

Une description du mécanisme d’échafaudage du complexe de liaison de 1’ubiquitine E3
est nécessaire afin d’en comprendre son fonctionnement. Au total, il existe plus de 600 ligases
d’ubiquitine E3. Ce sont les différentes composantes de 1’échafaudage qui déterminent le type
de ligase E3 formé. L’ensemble des ligases d’ubiquitine E3 peuvent se séparer en deux classes,
soit : 1) les ligases comprenant un domaine catalytique Really Interesting New Gene (RING); et
2) les ligases possédant un domaine Homologous to E6-associated protein Carboxyl Terminus
(HECT) (Deshaies and Joazeiro 2009). Les protéines contenant une boite SOCS font partie de
la premiere classe qui se nomme Cullin-RING E3 Ligases (CRLs). Les CRLs comportent deux
protéines d’importance qui forment la base de la ligase d’ubiquitine E3. Une protéine RING
(RBX1 ou RBX2) qui a pour fonction de recruter ’enzyme de conjugaison E2 et une culline
(Cullinel, 2, 3, 4a, 4b, 5 or 7) sert de plateforme a I’ensemble du complexe (Figure 5). La forme
incurvée de la culline permet de rapprocher I’enzyme vers la protéine cible (ou le substrat).
Linossi et Nicholson (2012) rapportent que les différents CRLs conservent une méme structure
incurvée suggérant que leur mécanisme d’ubiquitination repose de fagon importante sur
I’arrangement spatial et le positionnement du substrat: la culline et la protéine RING se
disposent en forme de croissant et constituent le noyau catalytique nécessaire pour
I’ubiquitination du substrat (Figure 5). Finalement, deux autres protéines d’importance sont
présentes afin de lier et de stabiliser la culline a la boite SOCS. 1l s’agit des ¢longines B et C.
Le tout forme ce qu’on désigne par une CRL de type Elongin-C-Cullin-SOCS-box (ECS). La
Figure 5 illustre I’échafaudage d’une ligase d’ubiquitine E3 CRL de type ECS contenant une
boite SOCS. De plus, certaines €tudes rapportent que les €¢longines permettent de stabiliser les
protéines contenant une boite SOCS en 1’absence d’autre liaison afin de les protéger de la
dégradation (Kamura, Sato et al. 1998, Haan, Ferguson et al. 2003). En effet, la boite SOCS est
seulement partiellement repliée en I’absence des ¢longines B et C et leur présence est requise
pour stabiliser la protéine (Babon, Sabo et al. 2008). Ce sont deux parties importantes de la boite
SOCS qui créent les interactions essentielles entre la boite SOCS et le reste de I’échafaudage de
la ligase d’ubiquitine E3 soit: la boite BC en N-terminale puis la boite CUL en C-terminale. La
boite BC recrute les élongines B et C pour lier une culline a la boite SOCS tandis que la boite

CUL est plutot responsable de la spécificité de cette culline.
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Figure 5. Représentation de la formation du complexe ligase E3.

Le recrutement de la protéine substrat s effectue par le domaine ankyrin de la protéine ASB.
La boite SOCS de la protéine ASB permet son association au complexe ligase E3 (CRL-ECS)
qui effectue l'ubiquitination de la protéine substrat pour permettre son ciblage vers le
protéasome pour sa dégradation. Elongin B et C : protéines adaptatrices; Cullin-5 : une
protéine plate-forme; RBX1: une protéine de la famille RING, E2: l'ubiquitine ligase E2.
Adapté de (Linossi and Nicholson 2012).
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Figure 6. Représentation des diverses familles de protéines a boites SOCS.

Les boites SOCS placées en portion C-terminale permettent de se lier aux Elongins B et C et
Cullin. Les boites SOCS sont retrouvées dans diverses protéines impliquées dans les
mécanismes de signalisation cellulaire. La portion N-terminale varie entre les familles de
protéines. Ces protéines présentent des domaines fonctionnels d’interaction protéine-protéine
différents qui déterminent spécifiquement la liaison a la protéine substrat. Ces domaines sont
de type SH2, SPRY, WD40, a répétition de motifs ankyrine ou de leucine ainsi que d’autres
domaines tels que GTPases et B-domain. Adapté de (Linossi and Nicholson 2012).
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Les ligases d’ubiquitine E3 CRL de type ECS de la large famille contenant une boite
SOCS se distinguent des autres ECS par leur spécificité a lier CULS et RBX2. Par opposition,
le suppresseur de tumeur von Hippel-Lindau (VHL), un autre type d’ECS, lie plutét CUL2 et
RBX1 (Kamura, Maenaka et al. 2004). Les différents types de ligases d’ubiquitine E3, en

passant par les CRL et les ECS, sont mis en relation a la Figure 7.

La spécificité pour 1’'ubiquitination et la dégradation du substrat est déterminée par
chacune des ligases E3 grace au domaine de liaison protéique variable situé en portion N-
terminale de la protéine contenant une boite SOCS. Il existe donc une déclinaison de sous-
familles de ligase d’ubiquitine E3 CRL de type ECS contenant une boite SOCS (Figure 6).
Leurs fonctions étant inconnues lors de leur découverte, ces protéines ont ét¢ nommeées sur la
base de leur structure. Par exemple la famille utilisant des répétitions de motifs ankyrines pour
lier son substrat fut nommée tout simplement : Ankyrin-repeat and SOCS Box containing
protein (ASB). Il en va de méme pour SPRY-domain protein with a SOCS Box (SSB) et WD40
repeat protein with a SOCS Box (WSB).

2.2 - Les protéines ASB

Les protéines ASB constituent la plus grande famille de protéines contenant une boite
SOCS (18 chez la souris et I’espece humaine). Tout comme les autres complexes E3 ligases
d’ubiquitine contenant une boite SOCS de type ECS, il a été démontré que les protéines ASB
interagissent avec les élongines B et C ainsi qu’avec la culline 5 et RBX2 (Kohroki, Nishiyama
et al. 2005). Les boites BC et Cul5 sont des séquences hautement conservées dans la boite SOCS
(Figure 6). Bien que les protéines ASB démontrent quelques minimes variations dans les
séquences consensus des boites BC et CUL, ces dernieres sont tout aussi essentielles pour
I’interaction avec Cul5-Rbx2 afin de permettre la polyubiquitination. La Figure 7 illustre la
relation qui existe entre la famille des protéines ASB et I’ensemble des ligases d’ubiquitine E3

CRL, notamment ceux de type ECS.
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Bien que I’ensemble de 1’échafaudage composant la ligase d ubiquitine E3 des protéines
ASB soit semblable aux autres ECS, cette grande famille se distingue, comme leur nom
I’indique, par leur domaine de liaison spécifique a la protéine substrat par les répétions du
domaine ankyrine. Les protéines ASB possedent un nombre variable de ces répétitions tel que
présenté au Tableau II pour la famille des 18 ASB bovines. Les répétitions des domaines
ankyrines sont formées d’une série d’un motif consensus composé¢ de 33 acides aminés. Ce motif
est retrouvé autant chez les eucaryotes, les bactéries et les protéines virales. Diverses fonctions
lui ont été attribuées soit de récepteur, de régulation du cycle cellulaire, de suppresseur de
tumeurs ou de facteur de transcription. De fagon générale, le role des domaines ankyrines que
I’on retrouve répétés a une fréquence variable entre les protéines ASB, semble toujours

intimement li¢ a une fonction d’interaction entre protéines (Bork 1993)

(Plus de 600 ligases ubiquitine E3 J

Trois classes basées sur la présence de

homologous to E6-associated
(catalytic really interesting new gene (RING)J protein carboxyl terminus (HECT) domain

Dont une famille contenant plus
de 300 complexes est

(Cullin-RING E3 ligases (cm.s)]

A/ \utilise

Dont les deux sous-familles
les plus caractérisées sont

cullin-E Elongin- [Soit une protéine RING Rbx1 ou RING bezJ
[Skpl SHNGHzE (SCF)] [C-Cullin-SOCS-box (ECS)} <

(Protéine d'échafaudage culine (Culine 1, 2, 3, 4a, 4b, 5 or 7)]

qui incluent

[Suppresseur de tumeur von Hippel-Lindau (VHL)J (Famille des protéines contenant une boite SOCS

peut se différencier par Utilise peut se différencier par dUnC\‘\A
[hétérodimére élongine B/C pour lier la culline ] (?ulS-beZJ [ASBl a 18J [CIS et SOCS1 a 7J
Figure 7. Formation des divers complexes protéiques de ligase d’ubiquitine E3.

Résumeé réalisé a partir des références suivantes . (Kohroki, Nishiyama et al. 2005, Linossi

and Nicholson 2012, Andresen, Smedegaard et al. 2014).

45



Chaque domaine ankyrine se compose de deux hélices alpha antiparall¢les séparées par
des boucles. La premiere des deux hélices alpha, située au centre de la structure, est de nature
trés hydrophobe (Bork 1993). C’est principalement cette caractéristique qui permet, dans un
premier temps, aux différentes répétitions ankyrines d’interagir entre elles. Par la suite, les
motifs hélice-boucle-hélice répétitifs inter-reliés sont empilés en paquets de fagcon a former une
plate-forme incurvée, stable, mais malléable. Selon I’intensité de sa courbure, la surface concave

permettra une grande variété d’interactions protéines-protéines (Fei, Gu et al. 2012).

Le séquencage du génome bovin a permis de générer les séquences d’acides aminés des
18 membres de la famille ASB. Le Tableau II compare les caractéristiques des protéines ASB
dont le nombre de domaines ankyrine et la localisation chromosomique a laquelle ces genes
correspondent. Les études de la fonction biologique des 18 protéines ASB sont limitées peu
importe 1’espéce. Uniquement quelques protéines ASB ont fait I’objet d’étude afin de démontrer
d’une part leur capacité a former le complexe ECS et permettre 1’activation de I’ubiquitine ligase
E3 (Kohroki, Nishiyama et al. 2005) et d’autre part, de leur associer un role biologique
spécifique. L’arbre phylogénique a la Figure 8 indique que la séquence des protéines ASB 5, 9,
11 et 13 forme une sous-famille parmi les 18 membres de la famille des ASB. Ces quatre
protéines ASB présentent six domaines ankyrines. De plus, ASB9 et ASB11 démontrent
I’homologie de séquence la plus élevée pour I’ensemble de la famille des protéines ASB.
Finalement, les génes d’ASB9Y et 11 sont localisés en tandem au chromosome X bovin (Figure
9). La proximité de ces deux geénes est aussi conservée chez les autres especes tel que 1’espéce
humaine, le rat, la souris, la poule et autres. Les caractéristiques de structure présentées pour

ASBO9 et ASBI11 suggerent des fonctions biologiques qui pourraient étre apparentées.
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Tableau II.  Membres de la famille des génes ASB chez I’espéce bovine.

Nombre Nombre de

Nom Numérlo d’acces d'acides  domaines Localisatic‘m Nombre
de la séquence * aminés  ankyrine ** chromosomique d’exons
ASB-1 NP_001193202 332 5 3 5
ASB-2 NP_001029841 633 10 21 10
ASB-3 NP_001070395 525 10 11 13
ASB-4 NP_001179793 426 6 4 5
ASB-5 NP_001069212 329 6 27 9
ASB-6 NP_001192590 421 5 11 6
ASB-7 NP_001179080 318 7 21 8
ASB-8 NP_001069920 288 4 5 4
ASB-9 NP_001178095 287 6 X 8
ASB-10 XP_002687022 462 7 4 8
ASB-11 NP_001029585 323 6 X 12
ASB-12 NP_001179154 305 5 X 19
ASB-13 NP_001179710 278 6 13 6
ASB-14 NP_001030242 584 11 22 14
ASB-15 NP_777112 588 10 4 13
ASB-16 NP_001094658 453 7 19 5
ASB-17 NP_001069898 295 3 3
ASB-18 NP_001289881 466 6 3 6

* Séquence obtenue a partir de la version 106 du génome bovin (Zimin, Delcher et al. 2009).

** Nombre de motifs ankyrine déterminé par le logiciel « InterproScan Tool version 71».
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Représentation phylogénique des protéines ASB chez I’espéce bovine.

Plus les protéines sont proches les unes des autres d’'un méme embranchement, plus leur

compositions sont semblables. Par exemple, la séquence des protéines ASB 5, 9, 11 et 13

forme une sous-famille parmi les 18 membres de la famille des ASB. ASB9 et ASB11

démontrent [’homologie de séquence la plus élevée pour [’ensemble de la famille des protéines

ASB. Les séquences ont été obtenues de Genbank a partir des numéros d’accession spécifiés

dans le Tableau Il. L association phylogénique des protéines ASB bovines a été obtenue par

analyse Clustal Walis au site http://www.phylogeny.fr/simple_phylogeny.cgi.

(128109100 B Chromosome X - NC _037357.1 (128504221
VEGFD ASB9
PIGA
ASBI11
Figure 9. Représentation de la localisation chromosomique d’ASB9 et ASBI11

sur le chromosome X bovin.
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2.2.1 - Les protéines ASB5, ASB11, ASB13

L’objectif de cette section est de résumer 1’état des recherches publiées sur les fonctions
d’ASB5, ASBI11 et ASBI13, protéines de la sous-famille des protéines ASB possédant six
domaines ankyrines (Figure 8; Tableau II) dont fait partiec ASB9. La fonction d’ASB13 est
inconnue, mais une association a été observée entre I’expression d’ASB13 chez les patientes
ayant un cancer du sein. Les patientes présentant un nombre plus élevé de copies du gene
ASB13, suite a des mutations somatiques, ont démontré un temps de vie réduit. Un nombre de
copies plus ¢levé d’ASB13 fut associé a une concentration plus ¢élevée de la protéine ASB13,
suggérant qu’ASB13 favorise la division cellulaire et contribue au développement du cancer

(Chi, Murphy et al. 2018).

La fonction d’ASBS est aussi inconnue. Toutefois, I’expression d’ASBS5 a été observée
par immunohistochimie dans les cellules endothéliales des capillaires et des artéres en
développement ainsi que les cellules musculaires lisses de ces artéres. De plus, ASBS est
exprimé dans les cellules satellites de muscles squelettiques alors que les myocytes n’en
expriment pas (Boengler, Pipp et al. 2003). Ces premicres observations obtenues a partir d’un
modele d’étude sur le développement d’artéres collatérales suite a la ligature de 1’artére fémorale
suggerent qu’ ASBS5 est impliqué dans I’initiation de ’artériogenéese. Les cellules satellites sont
des cellules progénitrices de myoblastes donnant lieu aux cellules musculaires. En réponse a
divers stimuli, dont l'exercice, les étirements et les blessures, ces événements stimulent une
augmentation de I’expression d’ASBS5 dans les cellules satellites résultant en des myoblastes qui
proliferent et se différencient pour former de nouvelles cellules musculaires (Seale, Ishibashi et
al. 2004). De plus, I’expression d’ASBS dans les cellules satellites activées génere une
progéniture qui reste indifférenciée, rétablissant ainsi la réserve de cellules satellites au repos
qui en quelque sorte représente les cellules souches musculaires. L’expression d’ASBS
augmente suite a la présence du facteur de réponse sérique (serum-responsive factor), un facteur
de transcription contrdlant I’expression de génes a expression précoce, et ASBS serait impliqué
dans la multiplication des cardiomyocytes (Zhang, Garcia-Gras et al. 2005). L’¢étude du profil
d’expression génique dans le muscle squelettique chez le porc lors de la phase de récupération
suite a une activité physique intense a démontré une augmentation d’ASB5 dans les cellules

satellites (Jensen, Conley et al. 2012). En résumé, ASBS serait impliqué en tant que facteur
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précoce des cellules précurseurs favorisant d’une part leur réplication et d’autre part, les
engageant vers un cheminement de différentiation finale en cellules musculaires squelettiques
et cardiaques ainsi que de cellules endothéliales et musculaires lisses lors de la formation des

vaisseaux.

Les premiéres observations sur la fonction d’ASBI11 ont été obtenues a partir du
développement du systéme nerveux central chez le poisson zeébre (Danio rerio). L’extinction
(knockdown) de D’expression d’ASB11 a I’aide d’un traitement aux oligonucléotides
morpholinos chez le poisson z¢bre en développement, a réduit le nombre de divisions de cellules
préneuronales entrainant une différenciation prématurée des cellules préneuronales vers le
phénotype neuronal (Diks, Bink et al. 2006). Le résultat final obtenu fut une réduction du
nombre de neurones composant le systeme nerveux donnant lieu a un cerveau de taille réduite.
D’autre part, une surexpression d’ASB11 chez le poisson zébre a maintenu le développement
de la réserve de cellules progénitrices (préneuronales) au détriment de la différentiation
terminale en neurone, ce qui a résulté en une hypertrophie du cerveau. Ces données sous-tendent
que P’inactivation d’ASB11 entraine une différenciation prématurée des cellules progénitrices
vers un phénotype final neuronal, favorisant la neurogenése. Dans un autre modele d’étude
utilisant des cellules en culture, I’expression d’ASB11 a permis aux cellules de proliférer
indiquant qu’ASB11 peut bloquer la différentiation en neurones terminaux (Diks, Bink et al.
2006). Les résultats démontrent qu’ASB11 exerce un controle sur les cellules progénitrices afin
de les maintenir en mode prolifératif. Toutefois, lors de la s€quence normale du développement
du systéme nerveux, d’autres signaux surviennent dans le temps et occasionnent une baisse
d’expression d’ASB11 ayant comme résultat de promouvoir la différentiation finale vers le
phénotype neuronal. En outre, I’acide rétinoique réduit 1’expression d’ASB11 (Diks, Bink et al.
2006). En résumé, ASBI11 aurait comme fonction de maintenir les cellules progénitrices en
mode prolifératif ou indifférencié. L’arrét de I’expression d’ASBI11 provoqué par d’autres

signaux extracellulaires permettrait a la cellule de s’engager vers une différentiation finale.

Dans un contexte développemental, le mécanisme d’inhibition latéral explique la raison
par laquelle certaines cellules peuvent maintenir leurs caractéristiques indifférenciées parmi des
cellules ayant acquis leur phénotype différencié final. Selon les résultats a ce jour, ASB11 serait

impliqué dans ce mécanisme lors de la formation du systéme nerveux (Diks, Sartori da Silva et
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al. 2008, Sartori da Silva, Tee et al. 2010). Le mécanisme d’inhibition latéral fait intervenir le
récepteur membranaire Notch et son ligand Delta (Bray 2016, Bray and Gomez-Lamarca 2018).
Delta est une protéine extracellulaire ancrée a la membrane cellulaire a 1’aide d’un passage
transmembranaire; Delta est formé par la cellule émettrice (sending cell). Sur une cellule
adjacente (receiving cell), le récepteur membranaire Notch est exprimé. Delta, exprimé par la
cellule émettrice, s’ancre et active Notch localisé a la cellule adjacente. La liaison Delta-Notch
provoque la protéolyse de la portion intracellulaire du récepteur Notch qui active sa voie
canonique de signalisation jusqu’au noyau. Ce signal stimule 1’expression d’ASBI11 dans la
cellule réceptrice qui provoque 1’ubiquitination de la protéine Delta dans la cellule exprimant le
récepteur Notch (Diks, Sartori da Silva et al. 2008, Sartori da Silva, Tee et al. 2010). Cette
reconnaissance de la protéine Delta et de son ubiquitination par ASB11 s’effectue dans le
réticulum endoplasmique puisqu’ASBI11 s’y localise (Andresen, Smedegaard et al. 2014). La
dégradation de Delta dans la cellule réceptrice ayant la voie de signalisation canonique du
récepteur Notch activé, stimule chez cette cellule le passage a sa prochaine étape de
différentiation cellulaire. Les poissons zébres possédant une mutation a la boite culline d’ASB11
présente une dysfonction d’ASB11 dans sa capacité a ubiquitiner les protéines. Les individus
ASB11 mutés présentent une signalisation défectueuse de Notch qui affecte le destin des cellules
lors de la neurogenése (Sartori da Silva, Tee et al. 2010). En résumé, les résultats démontrent
qu’ASB11 est impliqué dans le mécanisme d'inhibition latérale lors du développement du tissu
nerveux. Ce mécanisme conduit a la sélection de deux types cellulaires, soit des cellules
exprimant Delta qui gardent un statut indifférencié ou d’autre part, les cellules dont la voie de
signalisation Notch est activée ce qui leur permet de progresser aux étapes subséquentes de leur

programme de différenciation.

Les observations réalisées en lien a ’expression d’ASB11 dans le développement du
systeme musculaire chez le poisson zebre ont permis de mettre en évidence qu’ASB11 y jouait
un role (Tee and Peppelenbosch 2010). L’expression d’ASB11 dans le systéme musculaire fut
localisée aux cellules musculaires satellites, soit les cellules progénitrices des myocytes.
L’expression augmentée d’ASB11 dans le systéme musculaire a permis une prolifération accrue
des cellules satellites. De facon contraire, une réduction de 1’expression d’ASB11 chez une

lignée de poisson zebre présentant une mutation hypomorphique pour ASBI1 a causé une
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différenciation prématurée des cellules progénitrices musculaires (satellites) et d’autre part,
ralenti la régénération cellulaire dans le muscle blessé chez 1’adulte. Cette étude a permis de
mettre en évidence que ’expression d’ASB11 dans le systéme musculaire est nécessaire a la
mutiplication des cellules progénitrices (satellites) tandis qu’une diminution de son expression
provoque la différenciation finale des cellules progénitrices en myoblastes puis vers le stade
final en myocytes. De facon similaire aux observations obtenues sur le développement du
systéme nerveux chez le poisson zebre, I’expression d’ASB11 dans le syst¢éme musculaire de
I’embryon constitue un important régulateur du développement initial du systéme musculaire.

De plus, chez I’adulte, ASB11 participerait a la régénération musculaire lors de traumatismes.

2.2.2 - La protéine ASB9

Les connaissances sur I’architecture moléculaire et les interactions d’ASB9 en tant que
complexe E3 ligase d’ubiquitine se précisent de plus en plus; les réles biologiques de cette
protéine sont cependant encore peu connus. Certains substrats d’ASB9 ont déja été bien décrits
et validés, notamment la créatine kinase cytosolique de type B (CKB) (Debrincat, Zhang et al.
2007, Balasubramaniam, Schiffer et al. 2015, Schiffer, Malmstrom et al. 2016) et la créatine
kinase mitochondriale ubiquitaire (uMtCK) (Kwon, Kim et al. 2010). Toutefois, la plupart des

autres protéines liées par ASB9 sont seulement au stade d’identification, voire de prédiction.

Au méme titre que les complexes E3 ligases de type ECS et pour ’ensemble des
protéines ASB, il a été¢ confirmé qu’ASB9 forme spécifiquement un complexe stable avec les
¢longines B et C. Ces dernieres lient le domaine N-terminal de la culline 5 (CULS), mais ne
lient pas celui de la culline 2. En plus de lier CULS, les élongines B et C permettent de stabiliser
ASB9 qui est autrement instable dans le cytosol (Thomas, Matak-Vinkovic et al. 2013). L’étude
de I’architecture moléculaire et de la conformation quaternaire d’ASB9 permettent de mieux
comprendre comment la boite SOCS de cette protéine peut lier des substrats volumineux comme
la créatine kinase, malgré la présence d’un échafaudage encombrant d’autres protéines

nécessaires a la polyubiquitination (Muniz, Guo et al. 2013).

La créatine kinase de type B est le premier substrat d”’ASB9 qui a été identifi¢ (Debrincat,
Zhang et al. 2007). Il a été démontré que la CKB interagit de fagon spécifique avec ASB9, mais

indépendamment de la boite SOCS. Cependant, bien que cette derniére soit facultative pour
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qu’ASB9 lie la CKB, elle est essentielle pour qu’ASB9 procede a la polyubiquitination puis a
la dégradation de la CKB. L’expression protéique d’ASB9 chez la souris est maximale dans les
reins et les testicules en plus d’étre légerement présente dans le cerveau et le foie (Debrincat,
Zhang et al. 2007). Dans cette méme étude, 1’utilisation d’une protéine fusion, ASB9 li¢ a un
marqueur, et de la spectrométrie de masse ont permis d’identifier la CKB en tant que partenaire
d’ASB9. La liaison unissant ces deux protéines est spécifique; on ne peut la reproduire avec
aucun autre membre de la famille des protéines ASB. Il a ét¢ démontré qu’ASB9 se lie a un
dimére de CKB (Balasubramaniam, Schiffer et al. 2015). Les travaux de Debrincat et al. (2007)
ont finalement permis de valider qu’ASB9 cible la CKB pour la dégradation de fagon
dépendante de la boite SOCS via les protéasomes en induisant son ubiquitination. Plus
I’expression d’ASB9 était élevée, moins CKB fut détecté par immunoblot ou
immunofluorescence. En résumé, ASB9 pourrait donc coordonner un mécanisme moléculaire
responsable de la régulation post-traductionnelle de la CKB au méme titre que les protéines
SOCS pour la voie de signalisation JAK-STAT. Paralle¢lement, il serait tout aussi possible que
la régulation de la CKB puisse elle-méme avoir un effet sur 1I’expression et I’activité d’ASB9.

Cette hypothése n’a pas encore été validée.

De fagon générale, la créatine kinase est une enzyme hautement conservée dans
I’évolution qui sert a la régulation et a I’entreposage de réserves d’énergie. Il en existe deux
types (Figure 10). Le premier type de CK est localis¢ dans le cytosol et est exprimé
principalement dans le cerveau (CKB), les cellules musculaires squelettiques (CKM) et
cardiaques (CKMB). Notons que ces trois tissus se comparent par la variation dans la demande
élevée et rapide en énergie. La créatine kinase cytosolique catalyse le transfert d’un radical
phosphoryle a partir de la phosphocréatine afin de convertir 'ADP en ATP dans les tissus a
haute demande énergétique (Figure 11). A défaut de pouvoir répondre rapidement a ces
demandes, de nombreuses maladies musculaires ou neurologiques surviennent. Plusieurs
hormones et facteurs de croissance stimulent ’activité et I’expression de la CKB. Par exemple,
I’oestradiol-17P, la testostérone et la vitamine 1,25-dihydroxyvitamine D3 stimulent
I’expression de la CKB dans les ostéoblastes contribuant ainsi & la demande énergétique
nécessaire pour la formation du tissu osseux (Somjen, Weisman et al. 1989, Ch'ng and Ibrahim

1994). L’oestradiol-17f induit une expression ¢élevée de la CKB dans 'utérus chez la ratte
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(Wang, Samudio et al. 2001). Le méme phénomene a été observé dans les tumeurs du sein chez
la femme (Zhong, Ge et al. 2008). Les analyses fonctionnelles du promoteur proximal de CKB
ont permis de démontrer la présence de deux sites de liaison a ’ADN de type ERa pour
’oestradiol-17f, expliquant sa capacité a stimuler I’expression de CKB (Wang, Samudio et al.

2001).

Créatine Kinase
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Figure 10. Les différentes formes de créatines kinases.

Les créatines kinases sont de deux types soit, cytosolique et mitochondriale. Elles sont
représentées par cing isoformes dont la créatine kinase du cerveau (CKB), la créatine kinase
des muscles (CKM), la créatine kinase du coeur (CKMB), la créatine kinase ubiquitaire
(CKMtl) et la créatine kinase sarcomérique (CKMt2). Résumé réalisé a partir de (Debrincat,
Zhang et al. 2007)
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Le deuxie¢me type de CK est localisé dans la mitochondrie. Il en existe deux isoformes
soit: la CK mitochondriale ubiquitaire (CKMtl) et la CK mitochondriale sarcomérique
(CMMt2). Cette CK mitochondriale démontre une fonction inverse de la CK
cytosolique ; elle catalyse la réaction qui transfére un radical phosphoryle de ’ATP vers la
créatine afin de générer la phosphocréatine (Figure 11). Ces CKMt se localisent dans 1’espace
inter-membranaire de la mitochondrie. Il a été démontré qu’ ASB9 de par son domaine ankyrine
lie la CKMt (Kwon, Kim et al. 2010, Datler, Pazarentzos et al. 2014). Les observations réalisées
in vivo suite au marquage d’ASBO et de la CKMt ont démontré que ces deux protéines étaient
co-localisées dans la mitochondrie (Kwon, Kim et al. 2010). La surexpression d’ASB9 a
occasionné¢ une augmentation de I’ubiquitination de la CKMt suivie de sa dégradation au
protéasome (Kwon, Kim et al. 2010, Datler, Pazarentzos et al. 2014). ASB9 interagit avec la
CKMt et induit un dysfonctionnement des mitochondries, conduisant a une régulation négative
de la croissance cellulaire. La diminution de la CKMt a entrainé une baisse de la différence de
potentiel membranaire entre I’espace inter-membranaire et 1’intérieur de la mitochondrie
occasionnant une réduction du fonctionnement mitochondriale (Kwon, Kim et al. 2010) et
pouvant causer l’apoptose (Datler, Pazarentzos et al. 2014). Les lignées cellulaires qui
présentaient une expression plus élevée d’ASB9 ont démontré un taux de croissance plus faible.
En résumé, ces expériences ont permis de démontrer qu’ASB9 lie la CKMt et la CKB
cytosolique afin de causer leur ubiquitination et leur dégradation au protéasome. La destruction
de la CKMt et de la CKB entraine une baisse de ’activité du systéme créatine kinase de la

cellule. Une expression plus élevée d’ASB9 réduirait la capacité de croissance des cellules.
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Les résultats d’une étude clinique chez les patients humains qui présentaient un cancer
colorectal suggérent que les patients avec un faible taux d’expression d’ASB9 présentaient un
prognostic plus faible de survie comparativement aux patients qui exprimaient un taux élevé
d’ASB9 (Tokuoka, Miyoshi et al. 2010). Dans cette méme étude, le role d’ASB9 a été étudié in
vitro en analysant la capacité de prolifération et d’invasion des cellules cancéreuses. Les cellules
transfectées par un ARN interférant contre ASB9 ont démontré une capacité plus ¢élevée de
prolifération et d’invasion comparativement a leur contréle. Dans le cadre d’une autre étude, la
comparaison de I’expression d’ASB9 dans les divers tissus normaux chez 1’espece humaine a
démontré 1’expression la plus élevée dans les testicules (Fagerberg, Hallstrom et al. 2014). Les
résultats spécifiques de cette étude se rapportant a ASB9 se retrouvent au site suivant :

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/140462. Dans le testicule, 1’expression la plus élevée en

ARNm pour ASB9 se localise aux spermatides rondes (Lee, Kim et al. 2008). Les spermatides
rondes sont des cellules haploides faisant suite a la méiose II et constituent la premiére étape de
la spermiogénese. Tel que résumé au paragraphe précédent, ASB9 lie la CKB et la CKMt afin
d’augmenter leur destruction. En résulte en une baisse de la capacité de la cellule a produire de
I’énergie. Un état énergétique faible limite la prolifération cellulaire. Dans 1’étude liée au cancer,
ces observations pourraient expliquer la raison pour laquelle les patients humains qui
démontraient une expression élevée d’ASB9 ont présenté des formes cancéreuses colorectales
moins agressives par rapport aux cancers plus malins. D’autre part, dans I’étude de la
spermatogenese, 1’expression d’ASB9 a une étape spécifique pour un type cellulaire tel que les
spermatides, pourrait contribuer au programme de différenciation terminal de cette lignée

cellulaire.
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PROBLEMATIQUE, HYPOTHESE, OBJECTIFS ET
MODELES D’ETUDE



1 - Problématique et hypothése

La compréhension des mécanismes associés a la formation du follicule préovulatoire
ainsi que les modifications qu’il subit lors de I’ovulation et de sa lutéinisation sont importantes,
car ils contribuent a la qualité de I’ovocyte produit et du développement embryonnaire précoce
ainsi que de la formation d’un corps jaune fonctionnel pour assurer la gestation. Ces mécanismes
associés a la reproduction des animaux d’¢levage, dont 1’espeéce bovine ont des impacts
¢conomiques notables pour le maintien de la population des troupeaux ainsi que la production
laitiere.

L’ovulation représente une étape obligatoire dans le processus de la fertilit¢ chez
I’ensemble des mammiféres. L.’ovulation est un processus complexe et étroitement contrdlé qui
implique la sélection d'un follicule dominant ou préovulatoire, la réactivation de la méiose de
I'ovocyte, la rupture de la paroi du follicule, 1'expansion des cellules du cumulus de 1’ovocyte

ainsi qu’un remodelage tissulaire pour former le corps jaune.

Définir les mécanismes sollicités lors de I’ovulation nous permettra de mieux saisir les
phénoménes reliés a ’infertilité et de développer de nouvelles stratégies qui, d’une part,
augmenteraient [’efficacité des techniques de reproduction assistée et, d’autre part,
permettraient d’entrevoir de nouvelles solutions a la contraception. De plus, 1’ovulation
représente un modele de réaction inflammatoire aigiie et controlée. Son étude contribuerait a la
compréhension des mécanismes associés a certaines pathologies inflammatoires (Richards
2007). Afin de permettre 1’expulsion de I’ovocyte hors du follicule vers 1’oviducte, 1’ovulation
présente un modele de remodelage tissulaire et de différenciation cellulaire (Russell and Robker
2019). Comme en témoigne les nombreuses études réalisées, comprendre le processus de

I’ovulation et les mécanismes qui sont sollicités, demeurent une préoccupation scientifique.

Chez de nombreux mammiferes, l'ovulation est déclenchée lorsque I1'hypophyse
antérieure libére une relache préovulatoire de LH en réponse a des signaux neuroendocriniens.
La LH se lie a son récepteur membranaire localisé sur les cellules murales de la granulosa et de
la théque interne. Cet événement endocrinien initial se propage aux cellules du cumulus et a
'ovocyte par un réseau complexe de voies autocrines et paracrines. Les CG représentent une

composante particuliecrement importante du follicule, car elles jouent un role essentiel dans les
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fonctions de reproduction. Elles contribuent a la synthése des hormones stéroidiennes, a la
maturation de I'ovocyte et a la formation du corps jaune suite a I'ovulation. L’activation du
récepteur a la LH dans les GC stimule la production d’AMPc, active certaines protéines kinases
qui entrainent des modifications de 1’expression de geénes spécifiques et de la synthése de

protéines requises aux processus de I’ovulation et de la lutéinisation (Richards and Ascoli 2018).

Une étude réalisée chez la vache a comparé le profil d’expression génique dans les GC
de follicules ovulatoires stimulés a ’hCG comparativement a celui des génes exprimés dans les
GC issues de follicules dominants en croissance obtenus a J5 du cycle cestral (Lussier, Diouf et
al. 2017). Cette étude a permis d’établir une premicre liste de génes différentiellement exprimés
dans le follicule ovulatoire qui a permis d’identifier ASB9 en tant que geéne induit par la LH.
Cependant, au cours de cette étude aucune validation de 1’expression différentielle d’ASB9 ni
de sa fonction n’a été effectuée. A ce jour, chez 1’ensemble des espéces, aucune étude antérieure
n’a rapporté ASB9 comme géne induit par la LH lors de I’ovulation. A partir de I’observation
de cette ¢tude initiale (Lussier, Diouf et al. 2017), nous avions émis I’hypothése a valider dans

le cadre de la présente recherche :

« L’expression d’ASB9 serait induite par I’hormone lutéinisante (LH) dans les CG et,

par sa fonction biologique, ASB9 contribuerait au controle de la fonction ovarienne».

2 - Objectifs

Afin de valider I’hypothése de la présente recherche, les objectifs sont d’étudier le profil
d’expression d’ASB9 dans les CG en période périovulatoire chez la vache et d’investiguer son

role physiologique potentiel lors de I’ovulation. Les objectifs spécifiques sont :

1- De comparer I’expression d’ASB9 par RT-qPCR et western blot dans les CG
prélevées de follicules a différents stades de développement, soit : petits follicules de 2 - 4 mm,
follicule dominant en croissance a J5 du cycle cestral (JO étant le jour de I’ovulation), le follicule

ovulatoire induit a I’hCG et le corps jaune (CL) a J5 ;

59



2- De comparer 1’expression d’ASB9 par RT-qPCR et western blot dans les extraits de
paroi folliculaires (théque interne et CG) de follicules ovulatoires récoltées a 0, 6, 12, 18, et 24
h suite a I’injection d’hCG ;

3- D’identifier les protéines partenaires avec lesquelles ASB9 pourrait potentiellement

interagir dans les CG par I’approche double hybride chez la levure et de valider in vitro et in

vivo ces interactions afin d’entrevoir la fonction biologique d’ASB9 lors de I’ovulation ;

4- De comparer 1’expression génique des protéines partenaires a ASB9 par RT-qPCR

dans les CG de follicules prélevées a différents stades de développement ;

5- D’étudier les effets de I’annulation de la fonction biologique d’ASB9 dans les CG de
follicules ovulatoires en utilisant la technologie CRISPER/CASO9.

3 - Modé¢le d’étude et techniques d’analyse employées

3.1 - Modéle animal et sélection des groupes de follicules

Afin de répondre aux objectifs 1, 2 et 4, les follicules ont été sélectionnés selon des
criteres morphologiques et physiologiques représentatifs de leur développement. Les follicules
dominants et préovulatoires ont été obtenus a partir de vaches dont leur cycle cestral fut
synchronisé a 1’aide d’une injection de prostaglandine F», (PGF2a). Le jour des chaleurs qui
définit le début du cycle cestral désigne le jour (J) 0. Suite a I’ovulation, la premicre vague de
croissance folliculaire a été suivie par échographie transrectale. A J5, les follicules dominants
(DF) en pleine croissance présentant un diametre moyen de 10,4 + 0,3 mm (n = 4) ont été
obtenus par ovariectomie. De plus, les CL présents sur ’ovaire a J5 ont été conservés. Les
follicules ovulatoires (OF) ont été obtenus suite aux mémes traitements que ceux décrits pour
les DF suivis des traitements suivants : une injection de PGF2a a J7 puis une dose ovulatoire
d’hCG a J9. L’ovariectomie a été réalisée 24 h suivant I’injection d’hCG. L’hCG est utilisée,
car elle mime Dl’action de la LH endogene relachée par I’hypohyse. L’injection d’hCG
intraveineuse a €té préconisée, car elle permet de déterminer précisément le temps d’action de

I’hCG sur les CG et le temps ou le follicule sera récolté. Le temps de libération de la LH
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endogene hypophysaire suite a 1’injection de PGF2a est trop variable entre les vaches ce qui a
exclu I'utilisation de cette approche. Les follicules préovulatoires présentaient un diamétre
moyen de 12,9 +£0,3 mm (n=4). De plus, les parois folliculaires constituées de CG et de théques,
ont été obtenus de follicules ovulatoires récoltés par ovariectomie a des temps précis soita 0, 6,
12, 18 et 24 h (n = 2 follicules par temps), suite a I’injection d’hCG. Ces modeles d’étude ont
¢été utilisés antérieurement (Sayasith, Sirois et al. 2013, Ndiaye, Castonguay et al. 2016).

3.2 - Description de la méthode double hybride dans les levures

L’objectif 3 sera développé en appliquant la méthode d’investigation du double hybride
(Y2H) qui permet de mettre en évidence les interactions physiques entre deux protéines
(Golemis, Serebriiskii et al. 2011, Vidal and Fields 2014). Le systéme Y2H exploite la nature
modulaire des facteurs de transcription eucaryotes qui consistent en un domaine de liaison a
I'ADN (BD) et un domaine d'activation (AD) de la transcription permettant de recruter 'ARN
polymérase II pour initier la transcription d’un gene rapporteur ou de sélection (Figure 12). Les
domaines BD et AD du facteur de transcription GAL4 de la levure sont utilisés afin de générer

des protéines fusions.

En résumé, notre protéine d'intérét ASB9 est fusionnée au domaine de liaison a I’ADN
provenant du facteur de transcription GAL4 créant une protéine fusion dite « d'appat » (ASB9-
GALA4/BD) qui est exprimée dans la souche haploide de levure Y2HGold. Les protéines
partenaires qui interagissent avec ASB9 sont dérivées d’ARNm isolés de CG bovines de
follicules ovulatoires 24 h suivant I’injection de hCG. Ces ARNm ont servi a construire une
librairie de protéines fusions, soit de protéines de granulosa bovine liées au domaine d’activation
de la transcription GAL4 de levure (GCs-GAL4/AD). Ces protéines fusions forment les
protéines dites « proies » qui sont exprimées dans la souche haploide de levure Y187.
L’accouplement des souches haploides Y2HGold et Y187 résulte en une levure diploide co-
exprimant les protéines d’appat et de proie. L’interaction entre ces protéines permet de rétablir
la fonction du facteur de transcription GAL4 et d’activer la transcription des geénes rapporteurs
et de sélection (Figure 12). Suite au criblage, les protéines candidates qui ont démontré une

interaction physique avec ASB9 sont validées in vitro et in vivo par un essai d’interaction par
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co-immunoprécipation ainsi qu’un essai de complémentation. Cette approche expérimentale a

¢été utilisée dans notre laboratoire (Ndiaye, Castonguay et al. 2016).

librairie ADNc GC OF
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Figure 12. Méthode double-hybride dans les levures - Activation des génes rapporteurs

La protéine appat (ASBY9) est fusionnée a un domaine de liaison BD reconnaissant une
sequence specifique de I’ADN des levures qui est promotrice de 4 genes rapporteurs. La
protéine proie, provenant de la librairie de cADN des CG des OF, sera fusionnée a un
domaine d’activation AD. Ces deux constructions sont naturellement introduites dans une
levure qui exprimera les deux protéines fusion (BD-ASB9 + AD-librairie ADNc GC OF). La
transcription des genes rapporteurs n’aura lieu que si ASB9 et une protéine de la librairie
interagissent. Adapté de Clontech, 2013, Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System
https://www.takarabio.com/assets/documents/User%20Manual/Matchmaker%20Gold%20Yea
st%20Two-Hybrid%20System%20User%20Manual%20(PT4084-1) 092413.pdf.

3.3 - Etudes fonctionnelles d’ASB9 dans les cellules de granulosa par
I’application de la technologie CRISPR/Cas9

L’objectif 5 vise a étudier la fonction biologique d’ASB9 dans les CG. L’approche
préconisée cible ’annulation de I’expression d’ASB9 dans les CG a 1’aide de I’application de
la technologie CRISPR/Cas9. Suite a I’annulation de 1’expression d’ASBY, les effets sur la
prolifération cellulaire ainsi que I’expression de marqueurs reliés a la fonction des CG ont été

analysés. L’approche CRISPR/Cas9 permet d’éditer I’ADN chromosomique de maniére a
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modifier de fagon spécifique la séquence nucléotidique d’un géne pour le rendre non fonctionnel
(Wang, La Russa et al. 2016). Cette approche expérimentale nécessite la synthése d’'un ARN
guide simple (ARNgs) et son expression dans la cellule permet de cibler spécifiquement le géne
d’intérét par hybridation de ’ARNgs a I’un de ses brins d’ADN (Figure 13). Différents ARNgs
complémentaires a la séquence d’ASB9 ont ¢été produits et analysées afin de sélectionner
I’ARNgs démontrant I’efficacité la plus élevée a cliver les séquences d’ASB9. Cet ARNgs a été

transfecté et exprimé dans les CG afin d’inhiber I’expression d’ASB9.

lllll

Nonhomologous end joining (NHEJ)
Ny / Mutations at targeted sites
Double-stranded break (DSB) (random insertions/deletions,
shlft in reading frame, etc.)

Figure 13. Fonctionnement d’un ARN guide simple dans le syst¢tme CRISPR/Cas9

L’ARNsg dirige I’action de la nucléase Cas9 au gene d’intérét qui clive [’ADN double brin.
Les cassures sur chaque brin d’ADN produites par Cas9 sont réparées spontanément par le
mécanisme de réparation de I’ADN par jonction d’extrémités non homologues. Ce mécanisme
de réparation non-spécifique introduit une mutation (insertion ou délétion) d’'un ou de

plusieurs nucléotides dans le gene ciblé annulant ainsi sa fonction.

Tiré de (Wang, La Russa et al. 2016)
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Abstract

Ankyrin-repeat and SOCS-box protein 9 (ASB9) is a member of the large SOCS-box
containing proteins family and acts as the specific substrate recognition component of E3
ubiquitin ligases in the process of ubiquitination and proteasomal degradation. We previously
identified ASB9 as a differentially expressed gene in granulosa cells (GC) of bovine ovulatory
follicles. This study aimed to further investigate ASB9 mRNA and protein regulation, identify
binding partners in GC of bovine ovulatory follicles, and study its function. GC were obtained
from small follicles (SF: 2-4 mm), dominant follicles at day 5 of the estrous cycle (DF), and
ovulatory follicles, 24 hours following hCG injection (OF). Analyses by RT-PCR showed a
104-fold greater expression of ASBY in GC of OF than in DF. Steady-state levels of 4ASB9 in
follicular walls (granulosa and theca cells) analyzed at 0, 6, 12, 18 and 24 hours after hCG
injection showed a significant induction of ASB9 expression at 12 and 18 hours, reaching a
maximum induction of 10.2-fold at 24 hours post-hCG as compared to 0 hour. These results
were confirmed in western blot analysis showing strongest ASB9 protein amounts in OF. Yeast
two-hybrid screening of OF-cDNAs library resulted in the identification of 10 potential ASB9
binding partners in GC but no interaction was found between ASB9 and creatine kinase B
(CKB) in these GC. Functional studies using CRISPR-Cas9 approach revealed that ASB9
inhibition led to increased GC proliferation and modulation of target genes expression. Overall,
these results support a physiologically relevant role of ASB9 in the ovulatory follicle by
targeting specific proteins likely for degradation, contributing to reduced GC proliferation, and

could be involved in the final GC differentiation into luteal cells.
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Introduction

It is well documented that the cyclic ovarian activity results in profound modifications
that require spatio-temporal coordination of proliferation, apoptosis and differentiation of
various cell types within the ovarian follicle leading to changes in gene expression [1-4]. During
the processes of follicular growth and ovulation, steroidogenic cells including granulosa cells
(GC) play a crucial role in the maturation and release of the oocyte. Granulosa cells are a
particularly important component of the follicle because they play a critical role in reproductive
functions as they contribute to steroid hormone synthesis [ 1], oocyte maturation [2], and corpus
luteum formation after ovulation [4, 5]. The control of GC proliferation and function is complex
and depends on the precise regulation and activation of specific target genes. This regulation is
essential for normal follicular development and timely production of paracrine factors as it
affects the physiological state of the dominant preovulatory follicle. For instance, the
transcription of specific genes that control the growth of a bovine dominant follicle is rapidly
downregulated or silenced in GC as a result of LH-mediated increases in intracellular signaling
[3, 6, 7] while LH upregulates or induces the expression of genes involved in ovulation and
luteinization [8]. These observations demonstrate the importance of gene functional studies
during the final stages of follicular development and ovulation to better coordinate the ovarian
activity. In a previous gene expression profiling study, we identified ankyrin-repeat and SOCS-
box protein 9 (ASB9) as a differentially expressed gene in GC of bovine ovulatory follicles
following the preovulatory LH-surge [8]. In light of these results, we further investigated the

regulation and function of ASB9 in GC of ovarian follicles.

ASB9 is a member of the large SOCS box-containing proteins family. Members of the
ASB family have two functional domains, a SOCS box and a variable number of N-terminal
ankyrin (ANK) repeats [9]. The SOCS box is a conserved domain present in more than 80
proteins of nine different families [10-12]. Initially described as a suppressor of cytokine
signaling, it is now clear that SOCS boxes also play an important role in protein turnover via
proteasome-mediated degradation [10, 12]. Within ASB proteins, the SOCS box forms an E3
ubiquitin ligase with elongin B/C, culin 5 and Rbx2 proteins to mediate polyubiquitination and
subsequent degradation of specific substrate proteins [12-15]. Ankyrin repeats are motifs

stacked side by side to mediate protein-protein interactions [16-18]. Each of the 18 members of

67



the ASB family binds more than one protein but these binding proteins are generally specific to
one member of the ASB family [19]. With its SOCS box in C-terminal and its ankyrin-repeats
in N-terminal, ASB9 acts as a specific substrate recognition component of E3 ubiquitin ligases
and interacts with various proteins including brain type creatine kinase (CKB) [17-20]. ASB9
modulates some of the creatine kinase system activities in cell growth and in the signaling of

specific target genes [20, 21].

Some reports have shown that ASB9 is predominantly expressed in the kidney and testes
[22], has been linked to colorectal cancer [23] and could also be a biomarker for human breast
cancer [24]. However, no information is available about ASB9 precise regulation and function
in the ovary. We report here, for the first time, the differential regulation of ASB9 mRNA and
protein expression in ovulatory follicles and its induction by hCG/LH prior to ovulation. We
also report novel ASB9 binding partners in GC of ovulatory follicles using the yeast two-hybrid

approach as well as an insight into ASB9 function in the ovarian follicle.
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Materials and Methods

Cloning and characterization of ASB9

We previously established a cDNA library containing transcripts that are upregulated by
hCG in GC of ovulatory follicle (OF) using the suppression subtractive hybridization procedure
[8]. Following the differential hybridization screening of this library, ASB9 was identified as a
differentially expressed gene in GC of OF as compared to dominant follicles. The full length
ASB9 cDNA (AY438595) and its isoform (AY442176) were characterized following screening
of a size-selected GC ¢cDNA library from hCG-induced OF [6].

Experimental animal model and sample preparations

The regulation of ASB9 expression during follicular development and ovulation was
studied using in vivo models as previously characterized [3]. Following estrous synchronization
with PGF2q, normal cycling crossbred heifers were randomly assigned to a dominant follicle
group (DF, n =4), or an ovulatory hCG-induced follicle group (OF, n =4). In the DF group, the
ovary bearing the DF on the morning of day 5 of the estrous cycle (day 0 = day of estrus) was
obtained by ovariectomy. The DF was defined as > 8§ mm in diameter and growing while
subordinate follicles were either static or regressing. The OF were obtained following an
injection of 25 mg of PGF2q on day 7 to induce luteolysis, thereby promoting the development
of the DF of the first follicular wave into a preovulatory follicle. An ovulatory dose of hCG
(3000 1U, iv; APL, Ayerst Lab, Montréal, QC) was injected 36 hours after the induction of
luteolysis, and ovaries bearing the hCG-induced OF were collected by ovariectomy 24 hours
post-hCG. Additional OF were collected at 0, 6, 12, 18, and 24 hours after hCG injection for
follicular wall preparation (n = 2 cows/time point). The sample at 0 hour was represented by
day 7 dominant follicle. Immediately following ovariectomy, follicles were dissected into
preparations of follicular wall (theca layer cells with the attached granulosa cells) [25] or further
dissected into separate isolates of granulosa cells [3], and stored at —70°C. Additionally,
granulosa cells (GC) were collected from 2 to 4 mm small follicles (SF) obtained from
slaughterhouse ovaries, and a total of three pools of twenty SF were prepared. Corpora lutea

(CL) at day 5 of the estrous cycle were obtained by ovariectomy and were dissected from the
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ovarian stroma, frozen in liquid nitrogen, and stored at —70°C. All animal procedures were
approved by the Animal Ethics Committee of the Faculty of Veterinary Medicine of the

University of Montreal.

mRNA expression analysis

Expression and regulation of ASB9 mRNA during follicular development and following
hCG injection was analyzed by RT-qPCR. Total RNA was extracted from bovine GC collected
from follicles at different developmental stages (SF, DF, OF) and CL, and from follicular walls
(granulosa and theca layer cells) collected at 0, 6, 12, 18, and 24 hours post-hCG injection.
Specific ASBY9 PCR primers (Table 1) were used and ASB9 mRNA relative expression was
calculated using the 224 method [26] with GAPDH as reference gene.

Table 1. Primers used in the expression analyses of Bos taurus genes by RT-qPCR.
Gene Names Primer sequence (5'-3")* Accession no. AS (bp)
GAPDH Fwd tgttccagtatgattccacccacg NM_001034034 703
Rv ggttgtctcctgegacttcaacag
HIF1A Fwd atgtgaccacgaggaaatgag NM_174339.3 230
Rv tagttctcccceggctagtta
CKB Fwd tcgecctcggtagagtttatt NM_001015613 240
Rv actcccttagtgggacccttt
ASB9 Fwd tcactgcagatcgtgtgtctc AY438595 165
Rv tcttagcagcttcgtggatgg
PCNA Fwd aagccactccactgtctecta NM_001034494.1 | 207
Rv ttaagtgtgtgctggcatctc
CYP19A1 Fwd gaggaggtctgcaatgacttg NM_174305 167
Rv ggtttgagaaggagagcttgc
CYP11A1 Fwd gctggcectatcaccgatatta NM_176644.2 161
Rv tgacgaagtcctgagacacgt

Abbreviations: AS, amplicon size (base pairs); Fwd, forward primer; Rv, reverse primer.
*All primers were designed and validated by the authors. Each primer was used at a final

concentration of 600 nM.
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Cell extracts and immunoblotting analysis

Granulosa cells and follicular wall preparations obtained as described above, were
homogenized in M-PER buffer (Pierce, Rockford, IL, USA) supplemented with complete
protease inhibitors (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada), and centrifuged at 16,000 x g for
10 min at 4°C. The recovered supernatant was stored at -70°C until electrophoretic analyses
were performed. Total protein concentrations were determined using the Bradford method [27]
(Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Lab, Mississauga, ON, Canada). Imnmunoblotting experiments
were performed as described previously [28]. Samples (25ug of proteins) were resolved by one-
dimensional denaturing Novex Tris-glycine gels (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) and
transferred onto polyvinylidene difluoride membranes (PVDF; GE Healthcare Life Sciences).
Membranes were incubated with specific first antibodies against ASB9 (rabbit polyclonal anti-
ASB9Y, cat.# ab97918, Abcam; at 5 ng/ul final concentration). The immunoreactive proteins
were visualized by incubation with appropriate horseradish peroxidase-linked secondary
antibodies with the enhanced chemiluminescence system, ECL plus (GE Healthcare Life
Sciences), according to the manufacturer’s protocol, and followed by revelation using the

ChemiDoc XRS+ system (Bio-Rad).
Yeast two-hybrid assay

Material and media legend

The material and media used for the yeast two-hybrid assay have been previously

reported [7].

ASB9 constructs for bait preparation

An ASB9 construct was generated by PCR amplification of a 1593 bp-fragment
corresponding to the full-length bovine ASB9 (AY438595). The PCR product was purified and
cloned in frame to the GAL4-DNA binding domain into the pGBKT?7 vector to produce a bait
plasmid using the Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System (Clontech) as previously
described [7]. The bait plasmid (pGBKT7-ASB9) was used to transform Y2HGold yeast strains
and referred to as Y2HGold[pGBKT7-ASB9]. Y2HGold yeast cells harbor four reporter genes
(HIS3, ADE2, MEL1 and AUR1) under the control of GAL4 upstream activating sequences,
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which are used to detect two-hybrid interactions. Expression of ASB9 protein in yeast cells
containing pGBKT7-ASB9 plasmids was verified using anti-ASB9 antibodies in western blot
analysis. To confirm that the pGBKT7-ASB9 bait did not autonomously activate the reporter
genes in Y2HGold in the absence of a prey protein, competent Y2HGold cells were transformed
with pGBKT7-ASB9 and the transformants were plated on appropriated selective agar plates.
In parallel, competent Y2HGold cells were transformed separately with pGBKT7-ASB9 and
pGBKT7 empty vector (pGBKT7-C) as control to demonstrate that the ASB9 bait protein was

not toxic when expressed in yeast cells. All plated yeast cells were incubated at 30°C for 5 days.

Generation of GC-cDNA library and construction of the two-hybrid prey library

A bovine GC-cDNA prey library from ovulatory follicles was prepared in Y187 yeast
strain using the pPGADT7-Rec vector. cDNAs were expressed as fusion to the GAL4 activating
domain using the Matchmaker library construction & screening kit (Clontech User manual
PT4085-1) as previously described [7]. Total RNA was isolated from GC of ovulatory follicles
and used to generate cDNA with Oligo dT (CDSIII) primers. Competent Y187 yeast cells were
prepared and co-transformed with pGADT7-Rec plasmid and cDNAs from GC of ovulatory
follicles. The transformed yeast cells, referred to as Y187[pGADT7-GC], were plated, collected
after a 5-day incubation at 30°C and stored as previously reported [7].

Two-hybrid library screening using yeast mating

The screening procedure was performed as previously reported by our laboratory [7].
Briefly, Y2HGold yeast cells carrying the bait plasmids (Y2HGold[pGBKT7-ASB9]) were
mated with Y187 yeast harboring the bovine GC-cDNA library (Y187[pGADT7-GC]). Target
prey plasmids responsible for the activation of reporter genes were rescued, isolated and
characterized by sequencing. Nucleic acid sequences were verified for the presence of an open
reading frame fused in frame to the GAL4 AD sequence and were compared to those in

GenBank.

Co-IP confirmation of protein interactions

Physical interactions between ASB9 and candidate partners were confirmed by in vitro

co-immunoprecipitation assay using the Matchmaker Co-IP system (Clontech). Plasmid
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constructs containing ASB9 and potential prey partners were used to co-transfect HEK 293 cells
using the CalPhos Mammalian transfection kit (Clontech) as recommended by the manufacturer.
The potential prey partners tested were tumor necrosis factor alpha-induced protein 6
(TNFAIP6), hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (HIF1A) and cytochrome B (CYTB).
These partners were selected based on the number of times they were identified and on their
potential roles in the ovarian follicle. Cell lysates were prepared as previously described [28].
Physical interactions between ASB9 and prey proteins were validated and quantified using the
ProLabel enzyme complementation assay (Clontech). Luminescent signals were recorded every
5 minutes for 45 minutes using a SpectraMax i3 Multi-Mode microplate reader (Molecular
Devices). Relative luminescence units (RLU) were plotted as a function of time in order to

quantify the relative importance of protein interactions.

Regulation of ASB9 partners during follicular development

The expression of ASB9 partners was analyzed during follicular development by RT-
qPCR using total RNA from SF, DF, OF and CL samples described earlier. Relative mRNA
expression of HIFIA was quantified by RT-qPCR using specific primers (Table 1), and the
results were analyzed using the Livak method [26]. Creatine kinase B expression was also
analyzed during follicular development and in ovulatory follicles at different hours post-hCG

injection.

Functional studies using CRISPR/Cas9 experiments

To study the function of ASB9 in GC of ovulatory follicles, we used the CRISPR/Cas9
technology through the guide-it CRISPR/Cas9 system (Clontech) for the cloning and expression
of target single guide RNAs (sgRNAs) for ASB9 inhibition in GC. Four sgRNAs were designed
using online tools to maximize cleavage efficiency at the target site and minimize non-specific
cleavage events. The efficiency of designed sgRNAs was tested prior to transfection
experiments using the Guide-it sgRNA in vitro transcription and Screening System (Clontech).
DNA templates containing sgRNA-encoding sequences under the control of T7 promoter were
generated by PCR, in vitro transcribed, and purified. Cleavage templates for screening the

purified sgRNAs were produced by amplification of DNA fragments that contain ASB9
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sequence. A cleavage reaction on these templates was performed using the purified sgRNAs
with the recombinant Cas9 nuclease (Clontech). The efficiency of cleavage reactions was
analyzed on agarose gel followed by densitometry analyses. A sgRNA was identified and used
for cloning into the pGuide-it-ZsGreenl vector for plasmid construct and transfection of GC
using the Xfect transfection kit (Clontech). GC were collected from large follicles (> 8 mm in
diameter) of slaughterhouse ovaries and cultured either in 96-well plates (proliferation assay) or
in 24-well plates (gene expression analysis) in DMEM/F12 supplemented with L-glutamine (2
mM), sodium bicarbonate (0.084%), bovine serum albumin (BSA; 0.1%), HEPES (20 mM),
sodium selenite (4 ng/ml), transferrin (5 pg/ml), insulin (10 ng/ml), non-essential amino acids
(1 mM), penicillin (100 IU) and streptomycin (0.1 mg/ml). Transfected GC along with control
GC (transfection with empty vector or no transfection) remained in culture for six days with
media replacement every two days. Expression of Cas9 protein in GC was confirmed by western
blot analysis with anti-Cas9 antibodies and ASB9 gene editing was confirmed through the
presence of mutations using a PCR-based analysis kit (Clontech). The effects of CRISPR/Cas9-
induced ASB9 inhibition were assessed by measuring GC proliferation and markers for
proliferation, specifically analyzing the expression of PCNA and steroidogenic genes CYP19A1
and CYP1lal. We also analyzed the effects of ASB9 silencing on creatine kinase B (CKB)

expression in GC.

Statistical analyses

Relative amounts of ASB9 and other target genes mRNA were normalized with those of
the control gene GAPDH. Homogeneity of variance between groups was verified by O’Brien
and Brown-Forsythe tests. Corrected values of gene specific mRNA levels were compared
between follicular or CL groups by one-way analysis of variance (ANOVA). When ANOVA
indicated a significant difference (P < 0.05), the Tukey-Kramer test was used for multiple
comparison of individual means among SF, DF, OF and CL, whereas the Dunnett test (P < 0.05)
was used to compare different time points after hCG with 0 hour as control. Data were presented
as least-square means + SEM. Statistical analyses were performed using GraphPad prism 5.0

software.
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Results

ASB9 expression in granulosa cells is induced by hCG/LH

In order to investigate ASB9 mRNA expression and regulation in bovine follicles, total
RNA extracts of bovine GC from small follicles (SF; 2—4 mm in diameter), dominant follicles
obtained at day 5 of the estrous cycle (DF), ovulatory follicles isolated 24 hours post-hCG (OF),
and corpora lutea obtained at day 5 of the estrous cycle (CL) were analyzed using RT-qPCR.
Expression of ASB9 was significantly increased in ovulatory follicles following hCG injection
and reduced to basal levels in SF, DF and CL (Fig 1A; P<0.05). ASBY9 mRNA expression was
increased by 104-fold in OF following hCG injection as compared to DF (Fig 1A).

Because ASBY transcript was expressed to high amounts in ovulatory follicles, the
gonadotropin-dependent regulation of ASB9 mRNA during the periovulatory period was further
investigated in ovulatory follicles using total RNA obtained from follicular walls (theca layer
cells with attached granulosa cells) of preovulatory follicles collected at 0, 6, 12, 18 and 24
hours post-hCG injection. The results from RT-qPCR analyses showed a significant induction
of ASB9 expression in follicles at 12 and 18 hours post-hCG (Fig 1B; P<0.05), reaching a
maximum induction at 24 hours post-hCG as compared to 0 hour (Fig 1B; P<0.05). This
induction of ASB9 mRNA expression was confirmed with the endogenous luteinizing hormone
(LH) surge model showing an upregulation of ASB9 at 24 hours post LH surge as compared to
0 h (Fig 1D). Furthermore, ASB9 protein expression was investigated by western blot analysis
using anti-ASB9 antibodies. Similar to the mRNA expression, results obtained with protein
extracts using granulosa cells isolated from ovulatory follicles at 0, 12, 18 and 24 hours after
hCG injection showed an induction of ASB9 protein expression at 18 and 24 hours as compared

to 0 hour (Fig 1C).

Yeast two-hybrid (Y2H) screening revealed potential ASB9 partners in
granulosa cells
To identify ASB9 binding partners in granulosa cells, a yeast two-hybrid screening was

performed. The Y2HGold yeast strain were transformed either with pGBKT7 empty vector as
control (pGBKT7-C), or the plasmid construct containing ASB9 (pGBKT7-ASB9), and were
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spread on selective media to verify for toxicity and autoactivation analyses. The construct
pGBKT7-ASB9 was not toxic to the Y2HGold yeast strain and ASB9 did not, by itself, activate
the transcription of reporter and selection genes (AUR-C, ADE2, HIS3, and MEL]I), since no
colonies grew when ASB9 construct was plated in the presence of aureobasidin A antibiotic (S1
Fig). To verify that ASB9 protein was expressed in yeast cells, total protein from Y2HGold
strain transformed with pGBKT7-ASB9 was used to perform western blot analysis using anti-
ASB9 antibodies. Total protein extracts of bovine granulosa cells from two ovulatory follicles
isolated 24 hours post-hCG were used as positive controls. Western blot analysis confirmed

ASB9 protein expression in the Y2HGold yeast strain (Fig 2).

Finally, mating of the Y2HGold[pGBKT7-ASB9] strain with the Y187[pGADT7-
GCcDNA] strain resulted in the presence of zygotes that indicated potential interactions
between the bait (ASB9) and prey proteins contained in the ovulatory follicle GC-cDNA library
(S2 Fig). A limited number of potentially positive yeast colonies was used to analyze for the
presence or absence of a cDNA insert. The presence of a cDNA insert indicates a true positive
suggesting a potential partner for ASB9 while the absence of an insert indicates a false positive
(S3 Fig). Plasmids from positive colonies were purified from yeast colonies containing an insert,
amplified by PCR and sequenced. Sequence analyses showed that yeast two-hybrid screening
of ovulatory follicle GC-cDNAs library resulted in the identification of 10 potential ASB9

binding partners in GC, two of which were chosen to be further confirmed (Table 2).
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Table 2. List of ASB9 binding partners.
. Ident. L.
Gene Names Accession #* Freq. (%) E-value Description
CYTB JX472273 4 100 0.0 B.T. Cytochrome b
RGN NM_173957 1 99 0.0 B.T. Regucalcin
TNFAIP6** NM_001007813 1 100 7e-154 B.T. TNF alpha induced
protein 6
PHLDA1 XM_019960200 1 99 0.0 B.l. Pleckstrin homology like
domain family A member 1
HIF1A** NM_174339 1 93 0.0 B.T. Hypoxia inducible factor
1 subunit alpha
TUBB4B NM_001034663 1 99 8e-78 B. T. Tubulin beta 4B class IVb
SLC25A15 NM_001046326 1 95 le-14 B.T. Solute carrier family 25
member 15
TAOK1 XM_024980290 | 1 99 0.0 B.T. TAO kinase 1
GLOD4 XM_019980727 | 1 88 S5e-84 B.l. Glyoxalase domain
containing 4
GATD3A NM_001034463 2 99 0.0 B.T. Glutamine

amidotransferase like class 1
domain containing 3A

Plasmids were purified from true positive yeast colonies, amplified by PCR and sequenced.

Sequences were analyzed for identity and resulted in 10 different proteins potentially

interacting with ASBO.

Freq.: Frequency of cDNA clone identification from yeast two-hybrid prey library

Ident. (%): Represents homology estimates of bovine prey cDNA fragments with nucleotide

sequences in GenBank database; B.T.: Bos taurus; B.1.: Bos indicus.

* Accession number of the best match found following nucleotide sequence comparison via

BLAST search in GenBank.

** Partners whose physical interactions with ASB9 were confirmed by co-immunoprecipitation

assays.
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ASB9 physically interacts with TNFAIP6 and HIF1A

Included in the group of ASB9 binding partners are tumor necrosis factor alpha-induced
protein 6 (TNFAIP6) and hypoxia inducible factor 1, alpha subunit (HIF1A). In order to further
confirm yeast two-hybrid results in a mammalian cell model, physical interactions between
ASB9 and candidate partners were investigated by in vitro co-immunoprecipitation followed by
ProLabel enzyme complementation assay in HEK 293 cells. Using the ProLabel enzyme
complementation assay, relative chemiluminescent signals (RLU) of TNFAIP6 and HIF1 A were
compared to a reference positive interaction, an experimental control and a negative control.
Similar to the positive control, TNFAIP6 and HIF1A RLU signals were significantly increased
as compared to the experimental and negative controls, confirming a physical interaction with
ASB9 (Fig 3). After 40 minutes of incubation with the substrate, induction of ProLabel
enzymatic activity in HEK cells co-transfected with ASBY9/TNFAIP6 or ASBY9/HIFIA
increased, respectively, by 18- and 13-fold as compared to the negative control (Fig 3). As

reference, induction of ProLabel enzymatic activity increased in the positive control by 37-fold.

ASB9Y partners are differentially regulated during follicular development

In order to investigate the regulation of ASB9 binding partners expression during
follicular development, total RNA extracts of bovine granulosa cells from small follicles (SF),
day 5-dominant follicles (DF), ovulatory follicles isolated 24 hours post-hCG (OF), and day 5-
corpora lutea (CL) were analyzed by RT-qPCR for HIF1A using specific primers. From SF to
DF, HIF14 mRNA expression was increased by 2.86-fold (Fig 4; P<0.05) and remained
similarly strong in the OF before decreasing significantly in the CL as compared to DF and OF
(Fig 4; P<0.05). Significant induction of TNFAIP6 mRNA expression in OF has already been

clearly demonstrated in previous work [29, 30].

Since previous studies have shown interaction between ASB9 and brain type creatine
kinase (CKB) [17-20] and no interaction between these two proteins was identified in granulosa
cells from our yeast two-hybrid screening, we decided to analyze CKB expression during
follicular development and verify its expression in granulosa cells as compared to that of ASBY.
Steady-state mRNA expression of CKB was strongest in the CL at day 5 of the estrous cycle as
compared to all stages of follicular development (Fig 5A; P<0.05) while ASB9 expression was

78



strongest in ovulatory follicles (Fig 1A). In addition, CKB expression post-hCG injection
showed an increase 6 hours post-hCG and a rapid decline at 12 hours post-hCG and remained
low through 24 hours post-hCG (Fig 5B). In contrast, ASB9 expression was strongest 24 hours
post-hCG and weakest at 0 and 6 hours post-hCG (Fig 1B).

Functional studies using CRISPR-Cas9

Four sgRNA sequences were synthesized and tested against ASB9 sequence from GC. A
sgRNA with 97.4% efficiency at directing Cas9-mediated cleavage of ASBY was identified (Fig
6). This sgRNA was used for cloning into the pGuide-it vector for plasmid construct and

transfection of bovine GC.

Effects of ASB9 silencing on cell proliferation and target genes expression were
analyzed. Results showed that ASB9 silencing led to significant increase in GC proliferation
(Fig 7; P<0.05). In addition, Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression was
significantly increased in GC when ASB9 was inhibited using CRISPR/Cas9 (Fig 8). PCNA
was used to assess and confirm GC proliferation since it is expressed in the nuclei of cells during
the DNA synthesis phase of the cell cycle. To verify the effects of ASB silencing in
steroidogenesis, expression of CYP1941 and CYP11A1 were analyzed. Expression of CYP1941
expression was not affected by ASB9 inhibition while CYP11A41 expression was significantly
increased when ASB9 was inhibited. Finally, there was no significant changes in CKB

expression following ASB9 inhibition.
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Discussion

During follicular development, granulosa cells along with theca cells and oocyte, exhibit
a series of functional changes in terms of gene activation or inhibition. Granulosa cells become
more responsive to FSH and show a higher rate of proliferation once a dominant follicle is
selected [3, 4, 7], while the preovulatory follicle displays an array of genes induced by the LH
surge or hCG injection [8, 29, 31]. In this study, we report for the first time ASB9 regulation
and protein interactions in the reproductive system using granulosa cells from bovine ovarian
follicles. Our results show that ASB9 expression is hormonally-regulated as it is significantly
induced by the endogenous LH surge and by hCG injection in a time-dependent manner. The
greatest expression of ASB9 was found in the ovulatory follicle 24 hours post-hCG injection
both at the mRNA and protein levels. It is known that ASB9 is involved in the pathway of
protein ubiquitination, which is part of protein modification and thus acts as a ubiquitin ligase
controlling the abundance of target proteins [18, 20]. Because ASB9 expression in the OF is
considerably induced as compared to the growing dominant follicle, it is conceivable that ASB9
might play a role in the ovulatory process and extracellular matrix remodeling by targeting
specific proteins for binding and degradation. In fact, in this study, inhibition of ASB9
expression in granulosa cells using CRISPR-Cas9 leads to increased granulosa cell proliferation
and modulated specific genes expression including steroidogenic gene CYPI11Al. These
observations indicate that ASB9 might be associated with controlling the activity of target genes
involved in the ovulatory follicle immediately prior to ovulation. These observations could also
suggest that ASB9 is involved in granulosa cells differentiation into luteal cells similar to its

perceived role in mouse spermatogenesis [22].

Ankyrin repeat and SOCS Box proteins interact with a wide variety of target substrates
via ankyrin repeat domains [16-18]. In addition, members of ASB protein family can interact
with the elongin B-C adapter complex via their SOCS box domain and further complex with the
cullin and ring box proteins to form E3 ubiquitin ligase complexes and participate in protein
degradation [10, 20, 32]. Thus, SOCS proteins regulate protein turnover by targeting proteins
for polyubiquitination and proteasome-mediated degradation. To our knowledge, no interaction
or function of ASB9 has been reported in granulosa cells of any species. Using a yeast two-

hybrid screening, we identified and confirmed novel ASB9-interacting proteins in granulosa

80



cells of ovarian follicles that could be targeted by ASB9 in the ovulatory follicle most likely
through the pathway of protein ubiquitination. The association between ASB9 and its binding
partners could then lead to degradation of target proteins resulting in gene expression changes
and possibly contributing to differentiation of steroidogenic cells into luteal cells after ovulation.
We identified 10 individual potential partners for ASB9 in bovine granulosa cells, some of
which are known to be expressed in ovulatory follicles and participate actively in the ovulation
process. Of interest, we showed that TNFAIP6 and HIFA1 interact with ASB9 in granulosa

cells.

Tumor necrosis factor alpha-induced protein 6 (TNFAIP6), also known as Tumor
necrosis factor-stimulated gene 6 (TSG6), is a secretory protein that contains a hyaluronan-
binding domain known to be involved in extracellular matrix (ECM) stability and cell migration
[33, 34]. TNFAIP6 has been shown to form a stable complex with inter-a-inhibitor to enhance
the serine protease inhibitory activity of inter-a-inhibitor, which is important in the protease
network associated with inflammation [35]. TNFAIP6 can also be induced by proinflammatory
cytokines such as tumor necrosis factor alpha and interleukin-1 [36, 37]. Moreover, enhanced
levels of TNFAIP6 are found in the synovial fluid of patients with osteoarthritis and rheumatoid
arthritis [35, 38-40]. It is well established that the ovulation process shares numerous signs of
an acute inflammatory reaction [41]. It is therefore consistent that TNFAIP6 expression
increases during ovulation process. The preovulatory endogenous LH surge or hCG injection
induces the expression of several genes involved in the ovulatory process including TNFAIP6,
which is highly induced in follicular cells of rodents and mare [41-45]. Several studies have
documented the crucial role of TNFAIP6 in ECM production, cumulus expansion and fertility
[42, 46-48]. A previous study also provided evidence for a marked induction of TNFAIP6 by
gonadotropins in follicular cells before the rupture of the follicle in cows [29]. Ovulation also
involves a series of events such as ECM formation and cumulus-oocyte complex (COC)
expansion leading to the rupture of the preovulatory follicle and release of the oocyte [49, 50].
ASB9 binding to TNFAIP6 could be a regulatory mechanism to facilitate the follicle’s rupture
and transition to luteinisation. Although TNFAIP6 could be targeted by ASB9, likely for
degradation by the proteasome, the mechanism by which ASB9 binds to TNFAIP6 remains
unclear. Furthermore, TNFAIP6 targeting by ASB9 likely occurs right before ovulation, which
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in the cow occurs around 28 hours post-LH or post-hCG as previously reported [51] and when
ASB9 expression is strongest and when TNFAIP6 activity is no longer required for ECM
stability or COC expansion. It has been shown in bovine granulosa cells that TNFAIP6
expression dramatically increased at the 6-hour point post-LH and significantly decreased at 22
hours post-LH [52]. Another study, also using bovine granulosa cells, showed a significant
induction of TNFAIP6 expression 6 hours post-hCG with the strongest induction at 12 hours
post-hCG, although this induction remains strong through 24 hours post-hCG [29]. Both studies
suggest a crucial action of TNFAIP6 between 6 and 12 hours post-LH/hCG, suggesting that at
24 hours post-LH/hCG, TNFAIP6 activity could be regulated by ASB9 possibly through
ubiquitination and degradation. Induction of various genes by LH/hCG in the preovulatory
period varies greatly as shown in bovine and rats [8, 53, 54]. Additionally, ASB9 and TNFAIP6
peak expressions seem to occur at different times after the LH surge or hCG injection suggesting

that ASB9 would bind TNFAIP6 only after the latter has participated in critical ovulatory steps.

The second binding partner whose interaction with ASB9 was confirmed is HIFIA.
Hypoxia-inducible factor-1 (HIF1) is a heterodimer and a member of the basic-Helix-Loop-
Helix-PAS family of transcription factors composed of an alpha and beta subunits [55]. In
mammals, HIFs function as regulators of cellular and systemic homeostatic response to hypoxia
by activating transcription of many genes whose protein products increase oxygen delivery or
facilitate metabolic adaptation to hypoxia [56]. HIF1 activity is controlled by the oxygen-
regulated expression of the alpha (HIF1A) subunit. Under normal conditions, HIFIA is subject
to ubiquitination and proteasomal degradation but is stabilized by hypoxia [56-58]. Previous
studies have shown that HIF1A is activated in FSH-stimulated ovarian cancer cells SKOV-3
[59], as well as in mouse granulosa cells where HIF1A was shown to be an inducible factor after
FSH treatment in vivo and in vitro [60]. In the ovary, excessive cell proliferation induced by
gonadotropins promotes the accumulation of HIF1A and leads to hypoxia [61]. In contrast,
inhibition of the HIF transcriptional activity suppresses the binding of HIF af-heterodimers to
target genes and blocks ovulation by preventing the rupture of the preovulatory follicles [62].
In our study, we showed that HIF1A expression in granulosa cells was strongest in the growing
dominant follicle and remained strong in the ovulatory follicle before declining in the CL. The

strong presence of HIF1A in the dominant follicle is consistent with its accumulation associated
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with proliferation of granulosa cells in the selected dominant or pre-ovulatory follicle. In
contrast, it is possible that the LH surge or hCG injection creates a hypoxic condition within the
ovulatory follicle leading to enhanced HIF 1 A expression during ovulation. Increased expression
of HIF1A during the ovulatory period may occur due to enhanced hypoxia-induced stability of
HIF1A as suggested previously [62]. However, ASB9 would eventually target HIF1A for
degradation as steroidogenic cells are transitioning from a proliferative state to a final state of

differentiation into luteal cells.

ASB9 has been shown to bind to and ubiquitinate brain-type cytosolic creatine kinase
(CKB) [18, 20, 63] and ubiquitous mitochondrial creatine kinase (uMtCK) [32, 64]. Interaction
between ASB9 and CKB resulted in the SOCS box-dependent ubiquitination and proteasomal
degradation of CKB while ASB9 overexpression dramatically reduced endogenous CKB
protein [20] and negatively regulates cell growth [32]. In the present study, interaction between
ASB9 and CKB was not found in granulosa cells with the application of the yeast two-hybrid
screening. For ASB9 to interact with CKB in GC, we reasoned that the two proteins must be
expressed at the same stage during follicular development. We have shown that CKB expression
in GC is weak throughout the final stages of follicular development from small antral follicles
to ovulatory follicles as compared to corpus luteum and at 6 hours post-hCG. In contrast, ASB9
was significantly induced by LH/hCG in preovulatory follicles with the strongest expression 24
hours post-hCG and was dramatically reduced in the CL. In rat ovary, although CKB activity
was shown to be present throughout follicular development and luteinisation, it was found to be
concentrated in the steroidogenic thecal and luteal cells of the ovary and to a much smaller
extent in the granulosa [65]. Il is therefore conceivable that interaction between ASB9 and CKB
proteins is minimized due to their different temporal expression pattern in relation to the

physiological status of the granulosa cells.
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Conclusion

In this study, we demonstrated induction of ASB9 in granulosa cells of bovine ovulatory
follicles and identified 10 potential binding partners for ASB9 including TNFAIP6 and HIF1A,
which were further analyzed. However, there was no interaction between ASB9 and CKB in
GC although CKB was shown as a target of ASB9 in other cell types. These data suggest a role
of ASB9 in regulating the activity of target proteins likely by ubiquitination and proteasomal
degradation. Using CRISPR-Cas9 approach, we showed that ASB9 inhibition leads to increased
GC proliferation and may affect GC function by altering specific genes expression. Together,
these results support a crucial role for ASB9 following hCG injection or the pituitary LH surge

in the events leading up to ovulation and in the process of GC differentiation into luteal cells.
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Figures Legends

Figure 1. ASB9 expression and regulation in bovine granulosa cells.

A) Total RNA extracts of bovine granulosa cells from small follicles (SF; 2—4 mm in diameter;
n=three pools of 20 follicles), dominant follicles obtained at Day 5 of the estrous cycle (DF;
n=4 animals), ovulatory follicles isolated 24 hours post-hCG (OF; n=4 animals), and corpora
lutea obtained at Day 5 of the estrous cycle (CL n=3 animals) were analyzed by RT-qPCR for
ASBY and GAPDH (used as reference gene) mRNA expression. B) Similarly, total RNA from
bovine follicular walls (theca layer cells with attached granulosa cells) were isolated from OF
at 0, 6, 12, 18 and 24 hours post-hCG injection (n=2 animals per time point) and analyzed by
RT-qPCR. ASBY relative amounts were normalized with respect to GAPDH and presented as
least-square means £ SEM. A) ASB9 mRNA expression was increased by 104-fold in OF as
compared to DF. B) Further analyses showed a significant induction of 4SB9 expression in
follicular walls at 12 and 18 hours, reaching a maximum induction at 24 hours post-hCG
injection as compared to 0 hours. C) Total protein extracts of bovine granulosa cells isolated
from OF at 0, 12, 18, and 24 hours post-hCG injection were analyzed by western blot using anti-
ASB9 antibodies. hCG induced ASB9 protein expression starting at 12 hours with the strongest
expression observed at 24 hours post-hCG, reflecting the regulation of the mRNA. D) Gel
analysis of ASB9 mRNA regulation by endogenous LH. Similar to hCG, induction of 4SB9
expression was observed 24 hours after the endogenous LH surge as compared to 0 hour.
Different letters denote samples that differ significantly (P <0.05). Bars marked with an asterisk
are significantly different from 0 hour (P<0.05).

Figure 2. Confirmation of ASB9 expression in yeast cells.

Y2HGold yeast strain was transformed with the construct pGBKT7-ASB9. An overnight culture
was used to extract protein and perform western blot analysis using anti-ASB9 antibodies. Total
protein extracts of bovine granulosa cells from two ovulatory follicles isolated 24 hours post-
hCG (OF1 and OF2) were used as positive controls. Results confirmed ASB9 expression in the
Y2HGold yeast strain.
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Figure 3. Chemiluminescence analyses and confirmation of ASB9 protein interaction

with TNFAIP6 and HIF1A.

ASB9 bait was cloned into the pAcGFP1-C vector and the prey partners from OF granulosa cell
library (tumor necrosis factor alpha-induced protein 6 [TNFAIP6] and hypoxia inducible factor
1, alpha subunit [HIFIA] were cloned, separately, into the pProLabel-C vector for co-
transfection of HEK 293 cells. After co-expression and protein extraction, co-
immunoprecipitations using protein G Plus/A agarose beads were followed by
chemiluminescence analyses. Using the ProLabel enzyme complementation assay, luminescent
signals (expressed in relative luminescent unit [RLU]) of TNFAIP6 and HIF 1A were compared
to a positive interaction (Pos. ctl) consisting of pAcGFP1-53 and ProLabel-T, to an experimental
control (Exp. ctl) consisting of pAcGFP1-ASB9 and ProLabel-empty vector, and a negative
control (Neg. ctl). TNFAIP6 and HIF1A RLU were significantly increased as compared to the
experimental and negative controls confirming a real physical interaction. After 40 minutes of
the substrate addition, there was 18-fold and 13-fold induction in ProLabel enzymatic activity
in HEK cells co-transfected, respectively, with ASBO/TNFAIP6 and ASB9/HIF1A as compared

to the experimental control.

Figure 4 HIFI1A mRNA expression in bovine granulosa cells.

Total RNA extracts of bovine granulosa cells from small follicles (SF n=3), dominant follicles
obtained at Day 5 of the estrous cycle (DF n=4), ovulatory follicles isolated 24 hours post-hCG
(OF n=4), and corpora lutea obtained at Day 5 of the estrous cycle (CL n=3) were analyzed by
RT-qPCR for HIFIA and GAPDH (as reference gene) mRNA expression. HIFA relative
amounts were normalized with respect to GAPDH, and the results are presented as least-square
means = SEM. Steady-state mRNA expression of HIF14 was increased by 2.86-fold in DF as
compared to SF and remained strong in the OF before declining in the CL. Different letters

denote samples that differ significantly (P<0.05).

Figure 5 CKB mRNA expression in bovine granulosa cells.

A) Total RNA extracts of bovine granulosa cells from small follicles (SF; n=3), day 5-dominant
follicles (DF; n=4), 24 hours post-hCG-ovulatory follicles (OF; n=4), and day 5-corpora lutea
(CL n=3) were analyzed by RT-qPCR for CKB and GAPDH mRNA expression. CKB relative
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amounts were normalized with respect to GAPDH and results are presented as least-square
means = SEM. CKB mRNA expression was significantly stronger in the CL as compared to all
stages of follicular development. B) Total RNA from bovine follicular walls were isolated from
OF at 0, 6, 12, 18 and 24 hours post-hCG injection (n=2 per time point) and analyzed by RT-
gPCR. Analyses showed an increase in CKB expression in follicular walls at 6 hours post-hCG
as compared to 0 hour. However, CKB expression rapidly declined starting at 12 hours post-
hCG through 24 hours post-hCG. Different letters denote samples that differ significantly
(P<0.05).

Figure 6 Design and identification of an efficient sgRNA.

Four sgRNA sequences were synthesized and tested against ASB9 sequence from GC. The
efficiency of cleavage reactions was analyzed on agarose gel and by densitometry. A sgRNA
with 97.4% efficiency at directing Cas9-mediated cleavage of ASB9 mRNA was identified. L:
100 bp ladder; lane 1: uncleaved ASB9 fragment; Lane 2: Cleaved fragments. sgRNAs with

lower efficiencies are not shown.

Figure 7. Proliferation assay of GC with CRISPR-Cas9-induced ASB9 inhibition.

Bovine GC collected from large follicles were cultured in DMEM/F12 as described in materials
and methods. GC were seeded in 96-well plates and incubated at 37°C/5% CO; and proliferation
was determined using the CellTiter assay kit (Promega). The CellTiter substrate was added for
3 hours before measuring absorbance at 490 nm with the SpectraMax i3 (Molecular Devices).

Inhibition of ASB9 significantly increased GC proliferation (P<0.05).

Figure 8. mRNA expression of PCNA, CYP19A41, CYP11A1 and CKB in ASB9-
inhibited GC.

Total RNA was extracted from cultured GC following CRISPR-Cas9-induced inhibition of
ASB9 and control GC. Samples were analyzed by RT-Qpcr for PCNA, CYPI19A1, CYP11A1
and CKB Mrna expression and relative amounts were normalized with GAPDH. PCNA
expression significantly increased in CRISPR/Cas9-induced inhibition of ASB9 (-1.12-fold;
Fig. 8). Steroidogenic gene CYPI9A41 expression was not affected by ASB9 inhibition while
CYPI11A1 expression was significantly increased when ASB9 was inhibited (1.28-fold). There
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were no significant changes in CKB expression following ASB9 inhibition. Different letters

denote samples that differ significantly (P<0.05).

97



Figure 1

Ay 150+
c
]
B
@ 2 1007
25
by
ES
EZ 50
'Uﬁ e
9
b b b
(3 (4 {3
']_
SF DF OF CL
Follicular development and corpus luteum
Hours post-hCG
o 12 18 24
B 1504 ©)
ASB9 D) Hours post-LH
- " {32 kDa) c 5 =

(2

- - o

1004

g

ASE? mRNA expression
(Relative units)

98



Figure 2

=
O
¥
L £ &
@) o >
ASB9 — 32 kDa
Figure 3
800
—— Exp. ctl
6001 =% Pos. ctl
—&— Neg. cil
4007 —= TNFAIP6
—=o— HIFA1

Relative Luminescence Units (RLU)

-200-— T T T | | | T T |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
ProlLabel enzymatic activity (minutes)

99



Figure 4

HIF1A mRNA expression

(Relative units)

150~

100-

Ul
<

* B

a
(3)

SF DF OF CL

Follicles at different stages and corpus luteum

100



Figure 5

A) 2007

150+

100+

CKB mRNA expression
(Relative units)

)
<

400

=
(Relative units)
N w
o o
9

CKB mRNA expression
)
<

b
3)

SF

b
@

DF

b
(4)

OF

(3)

CL

Follicular development and corpus luteum

a
()

12
Hours post-hCG

101

18

24



Figure 6

— Uncleaved ASB9 fragment

' ‘ ] Cleaved ASB9 fragment

Figure 7

CRISPR a (n=5)

b (n=b5)

Effects of ASB9 inhibition
in GC proliferation

0 10 20 30
Absorbance

102



Figure 8

a

(3) (3

[
= (=
o

150

(s1un anneay) uoissa.udxa
VYNHW )0 pue LV IdAD ‘LV61dAD VNIOd

CYP19A1 CYP11A1 CKB

PCNA

Effects of ASB9 inhibition in GC with CRISPR/Cas9

103



Supporting information

S1 Figure.  Toxicity and autoactivation analyses of the pGBKT7-ASB9 construct.

Y2HGold yeast strain was transformed with the empty vector () GBKT7-EV) as control and the
construct containing ASB9 (pGBKT7-ASB9). Cells were spread on SD/-Trp, SD/-Trp/X (X =
X-alpha-Gal) and SD/-Trp/X/A (A = Aureobasidin A antibiotic) media for toxicity and
autoactivation analyses. The construct ASB9 was not toxic to Y2HGold strain nor to Y187
strain. Also, ASB9 did not, by itself, activate the transcription of reporter genes (AUR-C, ADE2,
HIS3, and MEL1), which would have resulted in blue colonies in the presence of Aureobasidin

A.

S2 Figure.  Presence of zygotes as a result of Y2HGold[pGBKT7-ASB9] and
Y187[pGADT7-Rec-OF ¢DNA] mating.

An overnight culture of Y2HGold[pGBKT7-ASB9] was mated with 1 ml of the
Y187[pGADT7-cDNA] library. The presence of zygotes (arrows) indicates a potential
interaction between the bait (ASB9) and a prey contained in the library. These zygotes grow as
blue colonies on a double dropout medium (medium lacking Leucine and Tryptophan)

supplemented with X-alpha-Gal and aureobasidin antibiotic (DDO/X/A).

S3 Figure.  Representative result of blue colonies on DDO/X/A analyzed by yeast
colony PCR.

A slight portion of a blue colony from DDO/X/A was used to analyze for the presence or absence
of an insert. The presence of an insert indicates a true positive suggesting a potential partner for
ASB9 protein while the absence of an insert would have indicated a false positive. Blue colonies
from DDO/X/A were further spread on the more stringent medium of quadruple dropout lacking
Adenine, Histidine, Leucine, and Tryptophan and in the presence of the antibiotic aureobasidin
(QDO/X/A). Plasmids were purified from true positive yeast colonies (grown on QDO/X/A),
amplified by PCR and sequenced.
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DISCUSSION GENERALE



1 - Résumé et pertinence des résultats

1.1-Analyse de ’expression de ’ARNm et de la protéine ASB9 dans les CG
(SF, DF, OF), le CL et les dans les extraits de paroi folliculaires

Les analyses par RT-qPCR et Western blot ont montré qu’ASB9 est exprimé de facon
différentielle dans les CG du follicule ovulatoire a partir de 12 h post-hCG, avec une expression
maximale a 24 h aussi bien de ’ARNm que de la protéine. Cette expression différentielle de
I’ARNm a 24 h a été confirmée suite a la stimulation par un pic de LH endogene. L.’ensemble
de ces résultats confirme qu’ASBY9 est effectivement induit suite a2 une stimulation
hormonale et de facon dépendante du temps et permettent par le fait méme de répondre
aux objectifs 1 et 2. Etant donné que l'expression d’ASB9 dans le follicule ovulatoire est
considérablement induite par rapport au follicule dominant en croissance, il a été suggéré
qu’ASB9 puisse jouer un role dans le processus ovulatoire et/ou le remodelage de la matrice
extracellulaire en ciblant des protéines spécifiques, possiblement pour les diriger vers la
dégradation dans le protéasome. ASB9 pourrait ainsi contribuer a la différenciation des cellules

de granulosa en cellules lutéales.

1.2- Identification des protéines interagissant avec ASB9 dans les CG du OF
et comparaison de leur expression génique (ARNm) dans les CG (SF, DF,

OF) et le CL

La méthode du double hybride utilisée dans ce projet a rendu possible I’identification
d’une dizaine de protéines partenaires d’ASB9 dans les CG de follicules ovulatoires bovins,
incluant TNFAIP6, HIF1A et CYTB, permettant ainsi de répondre a I’objectif 3. ASBO se lie a
ces différentes protéines et pourrait vraisemblablement participer a leur dégradation dans les
protéasomes via la voie de la polyubiquitination. Cette modulation génique, présente
tardivement suite au pic de LH, pourrait participer aux dernicres étapes de remodelage tissulaire
menant a I’ovulation proprement dite, mais aussi au changement de phénotype des CG vers les
cellules lutéales. Dans un second temps, les analyses par RT-qPCR de I’expression de
’ARNm de HIF1A et de CYTB dans les CG et le CL ont permis de répondre a I’objectif
4.
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1.2.1- TNFAIP6

Tumor necrosis factor alpha-induced protein 6 (TNFAIP6), aussi appelé Tumor necrosis
factor-stimulated gene 6 (TSG6), est une protéine sécrétée, induite par plusieurs cytokines pro-
inflammatoires dont TNFa et I’interleukine-1 (Lee, Klampfer et al. 1993, Milner and Day 2003).
De plus, elle contient un domaine liant 1’acide hyualuronique (Salustri, Camaioni et al. 1999).
Cette capacité de liaison lui confére un role de premier plan dans la stabilité de la matrice
extracellulaire et de la migration cellulaire (Lee, Wisniewski et al. 1992, Lesley, Gal et al. 2004).
La relache préovulatoire de LH endogeéne ou I’injection d’hCG induit I'expression de plusieurs
genes impliqués dans le processus ovulatoire, y compris TNFAIP6, qui est fortement induit dans
les cellules folliculaires de rongeurs, des juments et de la vache (Fulop, Kamath et al. 1997,
Yoshioka, Ochsner et al. 2000, Park, Su et al. 2004, Sayasith, Dore et al. 2007, Lussier, Diouf
etal. 2017). TNFAIP6 a un réle connu dans la formation d’un complexe avec 1’inter-a-inhibiteur
(Iad). Ce complexe renforce I'activité inhibitrice de la sérine protéase de lal, cette dernicre étant
essentielle dans le réseau de protéases associ¢ a l'inflammation (Wisniewski, Hua et al. 1996,
Nagyeri, Radacs et al. 2011). I est bien établi que le processus d'ovulation partage de nombreux
signes d'une réaction inflammatoire aigu€ (Espey 1980) et implique une série d'événements,
décrits plus haut, tels que la formation de la matrice extracellulaire et I'expansion du complexe
cumulus-ovocyte (COC), conduisant a la rupture du follicule pré-ovulatoire et a la libération de
I'ovocyte (Mukhopadhyay, Hascall et al. 2001, Zhuo and Kimata 2001). Il est donc pertinent
que TNFAIP6 soit fortement exprimé dans le follicule ovulatoire bovin pendant le processus
d'ovulation ou suite a une stimulation avec I’hCG. Plusieurs études ont documenté le rdle crucial
de TNFAIP6 dans la production de la matrice extracellulaire, I'expansion des cellules du
cumulus et la fertilité¢ (Wisniewski, Hua et al. 1996, Fulop, Kamath et al. 1997, Mukhopadhyay,
Hascall et al. 2001). Une étude antérieure a également mis en évidence une induction marquée
de TNFAIP6 par les gonadotrophines dans les cellules folliculaires avant la rupture du follicule

chez la vache (Sayasith, Sirois et al. 2013).

Bien que TNFAIP6 puisse €tre ciblé par ASB9, probablement pour étre dégradé par le
protéasome, le mécanisme par lequel ASBO se lie a TNFAIP6 reste a déterminer. Cependant, la
liaison d’ASB9 a TNFAIP6 pourrait constituer un mécanisme de régulation facilitant la rupture

du follicule et la transition vers la lutéinisation. En outre, le ciblage de TNFAIP6 par ASBO se
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produit probablement juste avant l'ovulation, apres la libération de LH ou I’injection de hCG,
lorsque l'expression d’ASB9 est la plus forte et que 'activité de TNFAIP6 n'est plus nécessaire
a la stabilité de la matrice extracellulaire ou I’expansion du COC. En effet, il a ét¢ démontré
dans les CG bovines que l'expression de TNFAIP6 augmentait de fagon importante au bout de
6 h apres la LH et diminuait de maniére significative 22 h apres la LH (Gilbert, Robert et al.
2011). Une autre étude, utilisant également des CG bovines, a rapporté une induction
significative de I'expression de TNFAIP6 6 h aprés hCG, 1'induction la plus forte ayant lieu 12
h aprés hCG (Sayasith, Bouchard et al. 2008). Ces deux études semblent indiquer une action
cruciale de TNFAIP6 entre 6 et 12 h aprés LH/hCG, suggérant qu’a 24 h aprées LH/hCG,
I’activité¢ de TNFAIP6 pourrait étre régulée par ASBY, possiblement via son ubiquitination et sa
dégradation dans les protéasomes. Comme mentionné plus haut, l'induction de divers geénes
par la LH/hCG au cours de la période périovulatoire varie considérablement chez plusieurs
especes (Ndiaye, Fayad et al. 2005, Sayasith, Bouchard et al. 2008, Li, Jimenez-Krassel et al.
2009, Gilbert, Robert et al. 2011, Christenson, Gunewardena et al. 2013, Sayasith, Sirois et al.
2013, Lussier, Diouf et al. 2017, Romereim, Summers et al. 2017). De plus, les pics d'expression
d'ASBO et de TNFAIP6 semblent se produire a différents moments apres la relache de LH ou
l'injection d'hCG, ce qui suggeére qu’ASB9 ne se lierait a TNFAIP6 qu'apres la participation de

cette derniere aux étapes critiques de I'ovulation.

1.2.2-HIF1A

Une autre protéine partenaire d’ASB9 identifiée lors de notre analyse double hybride est
le facteur de transcription hypoxia-inducible factor-1 alpha subunit (HIF1A). Cette protéine,
induite lors d’hypoxie, forme un hétérodiméme avec la sous-unité béta. La protéine compléte
(hypoxia-inducible factor-1) a pour role principal I’adaptation du métabolisme cellulaire lors de
privation en oxygene. Il est tres intéressant de noter qu’en absence de restriction en oxygene,
HIF1A est détruit dans les protéasomes via la voie de la polyubiquitination (Maxwell, Wiesener
et al. 1999, Sutter, Laughner et al. 2000), voie dans laquelle ASB9 serait impliquée via sa boite
SOCS.

L’expression d’HIF1A dans les CG est maximale dans le follicule dominant et le

follicule ovulatoire, alors qu’elle chute de fagon importante dans le CL. Cette augmentation
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d’expression d’HIF1A dans les CG de ces groupes de follicules concorde avec une prolifération
cellulaire importante, donc un manque graduel d’oxygene, engendré par la stimulation des
gonadotrophines (Alam, Weck et al. 2009). Il est possible qu’ASB9 cible HIFA pour sa
dégradation suite a I’ovulation, au moment ou les CG passent d’un état de prolifération a un état
de différentiation vers les cellules lutéales. Il a ét¢ démontré que la vascularisation du follicule
suite a une hypoxie de courte durée est initialement le résultat de 1’activation HIF1A (Meidan,
Klipper et al. 2013, Nishimura and Okuda 2015, Thompson, Brown et al. 2015). Suivant son
activation, HIF1 A stimule le Vascular endothelial growth factor (VEGF) (Fraser, Wilson et al.
2005), un facteur important de I’angiogenese ainsi que le Basic fibroblast growth factor 2
(FGF2) (Yamashita, Kamada et al. 2008, Laird, Woad et al. 2013) et I’endothéline 2 (Cacioppo,

Lin et al. 2017) qui contribuent a ’angiogenése du CL en formation.

1.2.3-CYTB

Enfin, I’interaction entre ASB9 et le cytochrome B a aussi été identifiée dans les CG. Le
cytochrome B (CYTB) est une composante du complexe ubiquinol-cytochrome ¢ réductase et
joue un réle clé dans les mitochondries au sein d'un groupe de protéines nommé complexe 11
(Esposti, De Vries et al. 1993, Dasgupta, Hoque et al. 2008). Dans les mitochondries, le
complexe III effectue une étape du processus de phosphorylation par oxydation dans lequel de
'oxygéne et des sucres simples sont utilisés pour créer de I'adénosine triphosphate (ATP). Les
altérations du CYTB affectent la formation du complexe III, réduisant considérablement
l'activité de ce dernier et la phosphorylation oxydative (Esposti, De Vries et al. 1993, Dasgupta,
Hoque et al. 2008). Dans les tissus reproducteurs, une augmentation des taux d ARNm du CY7TB
mitochondrial ovarien est observée lors de la vitellogenése précoce a tardive dans les ovaires
d'anguilles ayant subi une maturation artificielle (Lokman, Kazeto et al. 2003). 1l a été suggéré
que cette augmentation d’expression reflete 1'accumulation de la machinerie permettant une
meilleure synthése d'ATP nécessaire pendant I'oogenése (Lokman, Kazeto et al. 2003). Dans le
présent modele, il n'y avait pas de variation significative de l'expression de CYTB au cours du
développement folliculaire des petits follicules aux follicules ovulatoires et dans le CL

suggérant un role de maintien du CYTB pendant le développement folliculaire et I’ovulation.
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1.3 - Effet in vitro d’ASB9 sur la prolifération de CG bovine

L’inhibition de D’expression d’ASB9 dans les CG a Dl’aide de la technologie
CRISPR/Cas9 a permis d’étudier les effets d’ASB9 sur la prolifération des CG bovines
ainsi que sur P’expression de génes cibles reliés a leur fonction rendant ainsi possible
I’atteinte de I’objectif 5. Principalement, il a été démontré, in vitro, qu’ASB9 inhibe la
prolifération des CG et affecterait I’expression de certains geénes stéroidogéniques notamment
CYP11ALl. En effet, dans cette étude, l'inhibition de l'expression d’ASB9 dans les CG a l'aide
de I’approche CRISPR/Cas9 a conduit a une prolifération accrue des CG et a la modulation de
I'expression de genes spécifiques dont le gene CYPI11Al codant pour I’enzyme P450scc
(cytochrome P450 side-chain cleavage) impliquée dans la stéroidogenése. Dans les tissus
stéroidogéniques tels que 1’ovaire ou le testicule, I’étape initiale et limitante de la voie menant
du cholestérol aux hormones stéroidiennes est le clivage de la chaine latérale du cholestérol
générant la prégnénolone. Cette réaction est réalisée sous I’action de la CYP11A1 localisée dans
la membrane interne mitochondriale (Morohashi, Fujii-Kuriyama et al. 1984, Chung, Matteson
et al. 1986, John, Simpson et al. 1986). L’expression différenticlle de CYPI1A41 lors de la
dominance folliculaire pourrait jouer un role important dans la production d’androgénes menant
a une plus grande syntheése d’cestradiol pour permettre le passage du follicule dominant au
follicule ovulatoire. Dans le follicule ovulatoire, I’augmentation d’ ASB9 réduirait 1’expression
de CYPI1A1 ce qui aurait comme effet de réduire de fagon transitoire la production de
progestérone, tandis que la baisse d’ASB9 entraine une augmentation de ’expression de
CYPI1A1. Dans le CL, CYPI1A1 est a nouveau fortement exprimé probablement en lien avec
la production de progestérone dont la synthese, lors de la stéroidogenese, nécessite CYPIIAI.
Ces observations indiquent qu”’ASB9 pourrait étre associ¢ au contrdle de l'activité des genes
cibles impliqués dans le follicule ovulatoire immédiatement avant I'ovulation. Ces observations
suggerent également qu’ ASB9 pourrait étre impliqué dans la différenciation des CG en cellules
lutéales, similaire a son role rapporté dans la spermatogenese chez la souris (Lee, Kim et al.

2008).
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2 — Implication des résultats

Au cours du développement folliculaire, les CG, comme celles de la théque et ’ovocyte,
subissent une série de changements a la suite de I’activation et de 1’inhibition de génes cibles
(Fayad, Levesque et al. 2004, Ndiaye, Fayad et al. 2005, Skinner, Schmidt et al. 2008, Gilbert,
Robert et al. 2011, Christenson, Gunewardena et al. 2013, Lussier, Diouf et al. 2017). Ces
changements d’expression génique sont essentiels aux différents mécanismes qui guideront la
prolifération et la différentiation cellulaire nécessaires a I’ovulation et la lutéinisation. Dans le
follicule ovulatoire, une partie de ces changements est induite par le pic ovulatoire de la LH,
cette derniére pouvant étre mimée chez la vache par une injection d’hCG. Par conséquent, le
follicule au stade péri-ovulatoire présente un ensemble de génes induits par la relache de LH ou

I’injection d’hCG (Sayasith, Bouchard et al. 2008, Lussier, Diouf et al. 2017).

L’ovulation proprement dite permet la libération d’un ovocyte mature du follicule puis
la transformation de ce follicule en CL. Les changements observés dans le follicule et I’ovocyte
lors de I’ovulation sont donc initialement associés a 1’augmentation rapide des concentrations
de LH qui se lie a ses récepteurs membranaires présents sur les CG et de la theque interne. La
liaison de la LH a son récepteur entraine une augmentation de la signalisation intracellulaire
suivie de modifications de I’expression de genes spécifiques et de 1’activation de diverses voies
de signalisation dans les cellules de la theque, de la granulosa et du complexe cumulus-ovocyte
(Espey and Lipner 1994, Richards and Ascoli 2018, Robker, Hennebold et al. 2018). Les divers
signaux paracrines et autocrines induits par la LH contribuent aux événements menant a la
rupture de la paroi folliculaire. Ces événements incluent un remodelage tissulaire, une réaction
inflammatoire aigiie controlée ainsi que 1’expansion des cellules du cumulus qui marquent la

maturation finale du complexe des cellules du cumulus et de ’ovocyte.

Sous I’effet de la LH, le profil d’expression génique dans le follicule préovulatoire est
modifié. Ainsi, I’expression de certains génes est régulée a la baisse ou abolie tandis que d’autres
genes sont induits ou augmentés. Plusieurs études ont rapporté la variation de I’expression de
genes dans le follicule préovulatoire précédant la relache de LH (Fayad, Levesque et al. 2004,
Skinner, Schmidt et al. 2008, Hatzirodos, Glister et al. 2017) et suivant la relache de LH (Ndiaye,
Fayad et al. 2005, Li, Jimenez-Krassel et al. 2009, Gilbert, Robert et al. 2011, Christenson,
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Gunewardena et al. 2013, Lussier, Diouf et al. 2017, Romereim, Summers et al. 2017). De plus,
la relache préovulatoire de LH induit les CG et de la théque a se différencier, respectivement,
en grandes et petites cellules lutéales qui contribuent en grande partie a la formation du CL. Ces
cellules sont responsables de la synthése des stéroides, principalement de la progestérone

(Niswender, Juengel et al. 2000).

Le choix des follicules a analyser dans le cadre de cette étude physiologique a permis de
dissocier les différentes étapes du développement folliculaire au cours de la période
périovulatoire tout en ciblant les CG, un compartiment clé du follicule. Le modé¢le que nous
avons préconisé chez la vache pour I’étude de la régulation de I’expression d’ASB9 n’induit pas
d’artéfacts dans 1’expression génique puisqu’il a été réalisé in vivo. De plus, ce modele procure
I’avantage d’isoler les composantes folliculaires de fagcon séparée et d’éviter 1’utilisation
d’homogénat total de 1’ovaire tel qu’utilisé chez les rongeurs (Richards, Russell et al. 2002,
Hennebold 2004). L’utilisation d’un modéle physiologique impliquant la relache préovulatoire
hypophysaire de la LH en fin de cycle cestral normal ou synchronisé aurait induit plus de
variabilité entre le statut des follicules récupérés. Les critéres morphologiques en réaction aux
traitements et le suivi échographique des vaches ont permis de générer les groupes de follicules
dominants et de follicules ovulatoires. Le dosage des hormones stéroidiennes (cestradiol et
progestérone) dans les liquides folliculaires a permis de confirmer les différences fonctionnelles

entre ces groupes de follicules (Ndiaye, Fayad et al. 2005).

Avant la réalisation de 1’¢tude comparant le profil d’expression génique de CG bovines
de follicules ovulatoires suite a 1’injection d’hCG a celui de CG issues de follicules dominants
a jour 5 du cycle cestral (Lussier, Diouf et al. 2017), aucune étude antérieure n’a rapporté ASB9
comme faisant partie des génes induits par la LH/hCG lors de ’ovulation. A partir des
observations de ces précédents travaux, nous avons émis I’hypothese que 1’expression d’ASB9
serait induite par la LH dans les CG et que, par sa fonction biologique, ASB9 contribuerait au
contrdle de la fonction ovarienne. Dans la présente étude, nous avons démontré, pour la
premiere fois, I’induction d’ASB9 par la LH/hCG, avons rapporté les interactions d’ASB9
avec des protéines partenaires dans le systéme reproducteur utilisant les CG issues de
follicules ovariens et avons dévoilé le role d’ASB9 dans le controle de la prolifération des

cellules de granulosa, permettant ainsi de valider I’hypothese de recherche.
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L’idée attribuant a ASB9 un rdle dans la régulation de la croissance cellulaire est déja
présente dans la littérature, autant pour les protéines de la famille ASB phylogéniquement
proches d’ASB9, soit ASBS5, 11 et 13, que pour les substrats déja validés d’ASB9 (Debrincat,
Zhang et al. 2007, Kwon, Kim et al. 2010, Balasubramaniam, Schiffer et al. 2015, Schiffer,
Malmstrom et al. 2016). Par exemple, une expression plus ¢élevée d’ASB13 fut associée a la
division cellulaire et contribue au développement du cancer (Chi, Murphy et al. 2018). De son
coté, ASBS serait impliqué dans le cheminement de différenciation finale des cellules
précurseurs en cellules musculaires squelettiques et cardiaques ainsi que des cellules
endothéliales et musculaires lisses lors de la formation des vaisseaux (Seale, Ishibashi et al.
2004, Zhang, Garcia-Gras et al. 2005). Finalement, ASB11, le plus proche parent d’ASB9,
aurait comme fonction de maintenir les cellules progénitrices en mode prolifératif ou
indifférencié dans le tissu neuronal (Diks, Bink et al. 2006) ou musculaire (Tee, Sartori da Silva
et al. 2012) chez le poisson zebre. L’arrét de 1’expression d’ASB11, provoqué par d’autres
signaux extracellulaires, permettrait aux cellules de s’engager vers une différentiation finale
(Diks, Bink et al. 2006, Tee, Sartori da Silva et al. 2012). Contrairement a ASB9, les autres
membres de la famille, notamment ASB15 et ASB16, pourraient étre impliqués dans la phase
de croissance et de prolifération des CG étant donné qu’ils sont exprimés significativement plus

fortement dans le follicule dominant comparé¢ au follicule ovulatoire.

Les résultats de I’analyse de séquengage a haut débit (ARN-Seq) sont disponibles en
annexe. Globalement, 1’analyse ces résultats générés a partir d’ARN provenant d’échantillons
de CG de follicules ovariens a différents stades (petits follicules, follicules dominants, follicules
ovulatoires) et du CL a permis de comparer ’expression des différents génes de la famille des
ASB (ASBI1 a 18) dans nos divers échantillons. En plus de confirmer les résultats de RT-qPCR
quant a I’expression d’ASB9 et de ses partenaires (HIF1A et TNFAIP6) dans les CG des
différents types de follicules, ces résultats ont démontré qu”’ASB9 est le membre de la famille
des ASB le plus fortement différentiellement exprimé dans les CG suite au traitement a la
LH/hCG. Ces résultats obtenus par ARN-seq confirment ceux obtenus par analyse RT-qPCR et
rapportés dans le présent mémoire (Benoit, Warma et al. 2019). Notons qu’aucune donnée sur
I’expression du CYTB n’a ét¢ obtenue par ARN-Seq puisque ce gene est situé sur le

chromosome mitochondrial et que les résultats de séquencage ont été alignés sur les séquences
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génomiques bovines plutdt que mitochondriales. Bien qu’ASBS, ASB11 et ASB13 soient tous
phylogéniquement trés proches d’ASB9 (Figure 8), seul ASB11 montre une différence
d’expression significative entre le groupe de follicules ovulatoires comparativement a celui de

follicules dominants.

L’effet négatif d’ASB9 sur la prolifération cellulaire est reprise par deux autres études
traitant du role d’ASB9 dans le cancer (Tokuoka, Miyoshi et al. 2010, Uranbileg, Enooku et al.
2014). Le premier papier traite du cancer colorectal et conclut que les patients exprimant des
taux ¢levés d’ASB9 ont un taux de survie globale plus élevé que ceux exprimant de faibles taux
et ce, possiblement via la réduction de la créatine kinase B (CKB), ce qui contribue a la
diminution de la prolifération des cellules tumorales. De plus, il a été démontré que les cellules
dans lesquelles 1’expression d’ASB9 est invalidée (Knock down) montrent un taux
d’envahissement cellulaire significativement supérieur (Tokuoka, Miyoshi et al. 2010). Une
hypothése semblable a aussi ét¢ démontrée avec la créatine kinase mitochondriale (CKMt)
ubiquitaire et le carcinome hépatocellulaire (Uranbileg, Enooku et al. 2014). En effet, ASB9
réduit I’expression des protéines CKMt dans les cellules tumorales hépatiques ce qui conduit a
I’augmentation de la mort cellulaire et réduit la prolifération, la migration et I’envahissement de
ces cellules (Uranbileg, Enooku et al. 2014). Plus précisément, ASB9 interagit avec la CKMt et
induit un dysfonctionnement des mitochondries, conduisant a une régulation négative de la
prolifération cellulaire. En résumé, ces travaux sur le cancer colorectal et le carcinome
hépatocellulaire chez 1’espéce humaine ont demontré qu’une expression plus ¢levée d’ASB9

réduit la capacité proliférative des cellules; un constat en accord avec nos résultats.

I est pertinent de rappeler que la CKB et la CKMt n’ont pas été identifiées comme
partenaires d’ASB9 dans les CG bovines avec le systéme double-hybride dans la levure lors de
notre analyse. Pour interagir et ainsi étre identifiées par la méthode double-hybride, nous avons
émis le raisonnement qu’ASBY et les créatines kinases doivent étre co-exprimeées dans les CG
de follicules ovulatoires. Or, nous avons démontré que I’expression de CKB suite a une
stimulation d’hCG était réduite, contrairement a ASB9, lors des derniers stades de
développement du follicule ovulatoire. L’expression de CKB était plutot maximale dans le CL

alors que I’expression d’ASB9 était significativement induite 24 h post-hCG et réduite dans le
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CL, ce qui pourrait expliquer 1’absence d’interaction entre ces deux protéines dans notre étude

par I’application du systéme double-hybride.

3- Limitations et perspectives

Tel que précédemment mentionné, le role principal de la boite SOCS des protéines ASB
est de servir de base a la formation d’un complexe enzymatique d’ubiquitination nommé E3.
Suite a la formation du complexe E3, celui-ci permet de marquer une protéine spécifique afin
de la diriger vers un processus final de dégradation et de recyclage. La boite SOCS permet la
liaison d’une ou de plusieurs unités d’ubiquitine a la protéine cible (protéine vieillissante,
conformation inadéquate, processus de rétrocontrdle, etc.) afin de marquer cette dernicre et

permettre subséquemment de la diriger vers les protéasomes 26S pour sa dégradation.

Nous avons démontré dans les présents travaux qu’ASBO interagit avec TNFAIP6,
HIF1A et CYTB. L’action d’ASB9 sur ces protéines n’a cependant pu qu’étre extrapolée a partir
des connaissances déja présentes dans la littérature sur les boites SOCS, les protéines de la
famille ASB et les partenaires déja connus d’ASB9, soit la créatinine kinase cytosolique de type
B (CKB) et la créatinine kinase mitochondriale ubiquitaire (CKMtl1). En effet, dans le cas de la
CKB et la CKMtl1, il a été démontré que la surexpression d’ASB9 occasionne une augmentation
de I’ubiquitination suivie d’une dégradation aux protéasomes (Debrincat, Zhang et al. 2007,
Kwon, Kim et al. 2010, Datler, Pazarentzos et al. 2014). Les interactions entre ASB9 et
TNFAIP6, HIFA1 et CYTB pourraient mener a un processus similaire d’ubiquitination et de
dégradation protéasomale de ces protéines. Cependant, cet aspect reste pour 1’instant inconnu.
En ce sens, plusieurs expérimentations additionnelles pourraient se greffer aux présents travaux
notamment la vérification par analyse western de [’expression protéique des différentes
partenaires d’ASB9 dans les CG et I’analyse du taux d’ubiquitination de ces partenaires suite a
I’inhibition d’ASB9 par CRISPR-Cas9. En 1’absence d’anticorps fiables dirigés contre les

protéines partenaires d’ASB9 et I’ubiquitine, la spectrométrie de masse pourrait étre utilisée.

Les protéines SOCS jouent aussi un role de régulateur négatif de la voie de signalisation

JAK-STAT et peuvent remplir leurs fonctions principalement de trois facons (Piessevaux,
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Lavens et al. 2008, Linossi and Nicholson 2012). Elles peuvent soit bloquer les sites de liaison
des protéines STAT au récepteur transmembranaire, soit inhiber 1’action des Janus kinase (JAK)
ou finalement, elles peuvent participer a la dégradation des JAK et du récepteur
transmembranaire en utilisant le principe d’ubiquitination qui permet d’orienter le complexe
vers la voie de dégradation dans les protéasomes. En lien avec d’autres travaux déja publiés
(Ndiaye, Castonguay et al. 2016), il serait pertinent de déterminer si ASB9 avec sa boite SOCS
peut affecter négativement I’activité des membres de la famille JAK, en I’occurrence JAK3 dans

les cellules de granulosa.
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CONCLUSION



Les connaissances sur 1’architecture moléculaire et les interactions d’ASB9 en tant que
complexe E3 ligase d’ubiquitine se précisent de plus en plus (Kohroki, Nishiyama et al. 2005,
Linossi and Nicholson 2012, Muniz, Guo et al. 2013, Thomas, Matak-Vinkovic et al. 2013).
Toutefois, la localisation, les partenaires et les rdles biologiques de cette protéine restent
cependant encore peu connus. Comme précédemment mentionné, certains substrats d”’ASB9 ont
déja été bien décrits et validés, notamment la créatine kinase cytosolique de type B (Debrincat,
Zhang et al. 2007, Balasubramaniam, Schiffer et al. 2015, Schiffer, Malmstrom et al. 2016) et
la créatine kinase mitochondriale ubiquitaire (Kwon, Kim et al. 2010). Finalement, grace a
I’étude de I’action d’ ASB sur ses partenaires validés dans le contexte de différents cancers chez
I’espece humaine, nous savons qu’ASB9 joue un rdle dans le controle de la prolifération

cellulaire (Tokuoka, Miyoshi et al. 2010, Uranbileg, Enooku et al. 2014).

Les travaux rapportés dans le présent mémoire font mention, pour la premiére fois,
de la présence d’ASB9Y et de ses partenaires potentielles (TNFAIP6, HIF1A et CYTB) dans
I’ovaire, plus précisément dans les cellules de granulosa (CG), chez un mammifére. Il s’agit
donc de la premiére caractérisation de la régulation d’ASB9 dans les CG pendant le
développement folliculaire et dans le follicule ovulatoire suite a la stimulation par ’hCG
ou la LH. De plus, ces données corroborent les résultats dans la littérature quant au réle
d’ASB9 dans le controle de la prolifération cellulaire. En effet, nos résultats ont démontré
qu’ASB9 inhibe, in vitro, la prolifération des CG et pourrait donc affecter la fonction des

CG en altérant I’action spécifique de différentes protéines.

La connaissance des mécanismes responsables du processus d’ovulation et de
lutéinisation sont a la base de la compréhension des problémes de baisse de fertilité chez les
animaux d’élevage, notamment chez la vache laitiére. Ces problémes ont un impact majeur sur
la santé et la rentabilité des troupeaux. En connaissant mieux la régulation de 1’expression
génique présente a chacune des étapes du développement folliculaire et du processus
d’ovulation et en comprenant le rdle de chacun des génes impliqués, il deviendra possible
d’identifier des marqueurs fiables de fertilité. Une plus grande connaissance de 1’ovulation et
de ses différentes étapes s’inscrit aussi dans une meilleure compréhension des processus tel que

I’inflammation et le remodelage tissulaire.
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ANNEXE



Comparaisons de I’expression des génes de la famille des ASB, 1 a

18, dans les divers groupes de follicules et de corps jaune.

Une analyse par séquencage de nouvelle génération de type ARN-seq a été réalisée en
paralléle a partir des mémes échantillons d’ARN totaux que ceux utilisés dans le cadre de ce
mémoire. Ces échantillons provenaient de CG prélevées de follicules a différents stades de
développement, soit : de petits follicules de 2-4 mm (n= 3), de follicules dominants en croissance
a J5 du cycle oestral (n= 4; JO étant le jour de I’ovulation), de follicules ovulatoires induits a

I’hCG (n=4) et de corps jaune a J5 (n= 3).

Les ARN totaux ont été isolés tel que décrit antérieurement (Bedard, Brule et al. 2003)
puis traités a la DNase 1 et purifiés sur colonne par RNeasy MinElute Cleanup (Quiagen) selon
le protocole établi par la trousse. La qualité des ARN totaux a été vérifiée par BioAnalyser
Agilent 2100 sur Nanochip 6000. Les valeurs de RIN (RNA Integrity Number) variaient entre
7,5 et 10 avec une moyenne de 9,3 pour les 14 échantillons. Les ARN ribosomaux ont été réduits
ou ¢liminés par 'utilisation du kit Kapa RNA hyperprep riboerase (KapaBiosystems) pour
plateforme de séquengage Illumina. Les cDNAs ont été fragmentés et amplifiés afin de générer
les 14 librairies d’ ADNc correspondant aux divers échantillons SF (n = 3), DF (n =4), OF (n=4)
et CL (n=3). Le séquencage des divers fragments d’ADNc a été effectué sur 80 nucléotides a
chaque extrémité des ADNc (« paired-end ») a I’aide d’un appareil [llumina NextSeq500 et
d’une plaque a débit élevé de 400 millions de fragments. Les séquences d’adaptateurs pour le
séquencage sur plate-forme Illumina ont été éliminées ainsi que les séquences de faibles qualité
par le logiciel Trimmomatic v.0.35 (Bolger, Lohse et al. 2014). La qualit¢ des séquences
obtenues par échantillon variait de 84,0% a 88,7%, pour une moyenne de 87,9 %. L’ alignement
des séquences a été effectué par le logiciel STAR (Spliced Transcripts Alignment to a
Reference; v. 2.6.1d) en référence au génome Bos taurus version ARS-UCD1.2 (version 95)
(Dobin, Davis et al. 2013). L’analyse du taux d’expression des génes a été obtenue directement
par le décompte des « reads » a partir de I’analyse du logiciel STAR et suite a I’utilisation du

logiciel « RSEM » (RNA-Seq by Expectation Maximization) (Li and Dewey 2011). La
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normalisation du décompte des « reads » correspondant a chaque gene a été effectuée par le

logiciel DESeq2 (Differential Expression analysis for Sequence count data; v.1.22.1) (Love,
Huber et al. 2014).

La comparaison du taux d’expression des genes ASB 1 a 18 dans les échantillons SF,
DF, OF et CL est présentée a la Figure 14. La comparaison de 1’expression des différents génes
ASB entre les groupes OF comparés aux groupes DF ainsi que les valeurs de probabilité
statistique sont présentées dans le Tableau III. L analyse des résultats de I’expression des geénes
par ARN-Seq démontre que de la famille des génes ASB 1 a 18, ASB9 est le géne le plus
fortement différentiellement exprimé dans les CG de follicules suite au traitement a la LH/hCG.
Ces résultats confirment ceux obtenus par analyse RT-qPCR (Benoit, Warma et al. 2019). De
plus, les résultats permettent d’apprécier qu’ASB15 et 16 sont les génes qui présentent un taux
d’expression différentiel le plus élevé dans les CG des follicules dominants (DF)

comparativement au groupe traité a la LH/hCG (OF).

Figure 14. Comparaison par ARN-Seq de I’expression différentielle des
différents membres de la famille des ASB
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Comparaison par ARN-Seq de [’expression différentielle en ARNm des différents membres de la
famille des ASB 1 a 18 dans les cellules de granulosa de petits follicules (PF, 2 - 4 mm), de
follicules dominants (DF), de follicules ovulatoires 24 h suivant l’injection d’hCG (OF) et de corps

jaune (CL) a J5 du cycle cestral.
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Tableau III.  Analyse par ARN-Seq de I’expression différentielle en ARNm des différents
membres de la famille des ASB 1 a 18 lorsque I’expression des ASB du groupe
OF (n =4) est comparée au groupe DF (n =4).

Différence du taux Déviation standard Valeur de
Identification d’expression de la différence du probabilité
du géne entre OF et DF taux d’expression corrigée
(log2Fold change)* (LfcSE)? (PadjP?
ASB-1* -0,63 + 0,257 0,036
ASB-2 0,51 +0,981 0,722
ASB-3* -0,91 +0,198 2,205e”
ASB-4 -1,16 +1,320 0,521
ASB-5* -2,03 +0,780 0,023
ASB-6* 1,05 +0,232 2,94e”
ASB-7 0,08 +0,130 0,652
ASB-8* 0,56 +0,199 0,013
ASB-9* 6,53 +0,278 4,150e11
ASB-10 2,48 + 1,960 0,205
ASB-11* 0,81 +0,293 0,016
ASB-12 0,70 +0,475 0,244
ASB-13 0,40 +0,417 0,483
ASB-14 0,45 +0,316 0,262
ASB-15* -5,83 +0,632 3,610e™®
ASB-16* -3,87 +0,415 1,618e%
ASB-17 Pas exprimé n.d. n.d.
ASB-18 Pas exprimé n.d. n.d.

* : indique une différence d’expression significative entre OF et DF a une valeur de P < 0,05.

'Log2Foldchange : représente le ratio entre les valeurs moyennes de OF et DF
transformé en logarithme de base 2. Un log2Foldchange de 1 signifie que le géne est deux fois
plus exprimé. A noter que I’analyse DESeq2 applique une correction aux génes faiblement
exprimés d’ou une valeur 1égerement différente qui simplifie le calcul du ratio. Une différence
positive indique une expression plus élevée dans le groupe OF a comparer au groupe DF tandis
qu’une différence négative indique une expression plus €levée dans le groupe DF a comparer

au groupe OF.

2LfcSE : signifie «log2Foldchange standard error », il s’agit de 1’estimation de la

déviation standard du log2Foldchange.

3Padj : valeur de probabilité corrigée pour tenir compte du nombre élevé de mesures

dans le cadre d’une expérience de ARN-Seq.

147



