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Résumé 

Les performances reproductrices des espèces d’intérêt agronomique sont dépendantes 

d’une régulation minutieuse de la folliculogenèse ovarienne. Parmi les régulateurs 

impliqués, il y a les facteurs de croissance fibroblastiques (FGFs), stimulant notamment 

la phosphorylation des protéines kinases activées par des agents mitogènes (MAPKs), 

afin de contrôler le devenir du follicule mais aussi les évènements qui y sont associés tels 

que la stéroïdogenèse, l’angiogenèse, la formation du corps jaune. Dans plusieurs types 

cellulaires non ovariens, des phosphatases à double spécificité (DUSPs), dont 

l’expression est induite en réponse à des facteurs de croissance, déphosphorylent les 

MAPKs. La présence et la régulation des DUSPs dans l’ovaire des mammifères est 

cependant peu documentée. Ces travaux de thèse avaient ainsi pour objectifs, (1) de 

déterminer la présence des DUSPs, (2) leur régulation par les FGFs et (3) leur rôle dans 

les cellules de granulosa de vache et de brebis. Dans la première étude effectuée chez la 

brebis, les ARNm codant pour 16 DUSPs ont été détectés, et leur profil d’expression a 

été dressé dans des cellules de granulosa issues de follicules antraux. Puis, les niveaux 

d’ARNm pour DUSP1, DUSP2, DUSP5 et DUSP6, ainsi que les niveaux de protéines 

pour DUSP1 et DUSP6 ont été augmentés par FGF2 mais pas par FGF8 ou FGF18. 

L’inhibition de DUSP1/6 et DUSP1 a également suggéré un rôle pour DUSP6 dans la 

déphosphorylation de MAPK8 chez la brebis. Avec la deuxième étude chez la vache, il 

ressort que la régulation de ces trois DUSPs semble bien conservée car les niveaux 

d’ARNm pour DUSP1, DUSP5 et DUSP6 et de protéines pour DUSP5 et DUSP6 ont été 

augmentés en réponse à FGF2. De plus, en s’intéressant au contrôle de l’expression de 
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DUSP1, DUSP5 et DUSP6, il est ressorti que l’accumulation d’ARNm pour DUSP5 et 

DUSP6 nécessitait l’activation de MAPK3/1, et la signalisation calcique pour les ARNm 

pour DUSP6. D’après l’ensemble de ces données, DUSP1, DUSP5 et DUSP6 sont 

régulées de manière complexe dans les cellules de granulosa, et peuvent être désignées 

comme des phosphatases participant à la signalisation des FGFs ; cela contribue ainsi à 

une meilleure compréhension des mécanismes régulatoires de la folliculogenèse chez les 

ruminants. 

Mots-clés : phosphatases à double spécificité, facteurs de croissance, protéines kinases 

activées par des agents mitogènes, signalisation calcique, hormone lutéinisante, cellules 

de granulosa, vache, brebis, ruminants 
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Abstract 

The reproductive performance of species of agronomic interest is dependent on the 

careful regulation of ovarian folliculogenesis. Among the regulators involved are 

fibroblast growth factors (FGFs) that stimulate the phosphorylation of mitogen-activated 

protein kinases (MAPKs) to control the fate of the follicle and associated events such as 

steroidogenesis, angiogenesis and corpus luteum formation. In several non-ovarian cell 

types, dual specificity phosphatases (DUSPs), whose expression is induced in response 

to growth factors, dephosphorylate MAPKs. However, the presence and regulation of 

DUSPs in the mammalian ovary are poorly documented. The objectives of this thesis 

were (1) to determine the presence of DUSPs, (2) their regulation by FGFs and (3) their 

role in cow and sheep granulosa cells. In the first study in sheep, mRNAs encoding 16 

DUSPs were detected and profiled in granulosa cells from antral follicles. Subsequently, 

DUSP1, DUSP2, DUSP5 and DUSP6 mRNA levels, as well as proteins for DUSP1 and 

DUSP6, were increased by FGF2 but not FGF8 or FGF18. Inhibition of DUSP1/6 and 

DUSP1 also suggested a role for DUSP6 in the dephosphorylation of MAPK8 in sheep. 

In the second study in the cow, the regulation of these three DUSPs appeared to be well 

conserved as DUSP1, DUSP5 and DUSP6 mRNA levels and DUSP5, DUSP6 protein 

levels were increased in response to FGF2. In addition, by focusing on the control of 

DUSP1, DUSP5 and DUSP6 expression, it was found that the accumulation of DUSP5 

and DUSP6 mRNAs required the activation of MAPK3/1, and calcium signaling for 

DUSP6 mRNA. Taken together, these data suggest that DUSP1, DUSP5 and DUSP6 are 

regulated in a complex manner in granulosa cells, and can be designated as phosphatases 
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involved in FGF signaling, thus contributing to a better understanding of the regulatory 

mechanisms of folliculogenesis in ruminants. 

Keywords: dual specificity phosphatases, growth factors, mitogen-activated protein 

kinases, calcium signaling, luteinizing hormone, granulosa cells, cow, sheep, ruminants 
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Introduction 

Chez les ruminants où les performances de reproduction sont aléatoires, le 

maintien de la fonction de reproduction représente un défi pour l’élevage (Bartlewski et 

al., 2011; Diskin & Kenny, 2016). Comme pour les autres mammifères, la capacité des 

femelles à se reproduire est conditionnée entre autres par le bon déroulement de la 

folliculogenèse ovarienne. Dans ce processus de croissance et de maturation du follicule 

ovarien, les cellules somatiques, en particulier les cellules de granulosa, jouent un rôle 

crucial en intégrant précocement des signaux de survie ou de mort cellulaire (Monniaux 

et al., 2009). Les facteurs de croissance fibroblastiques (FGF) figurent parmi ces stimuli 

qui déterminent le destin cellulaire (Z. Jiang et al., 2013; V. Portela et al., 2010). Ces 

facteurs de croissance agissent notamment à travers la voie des protéines kinases activées 

par des agents mitogènes (MAPKs). Cette voie de signalisation consiste en une cascade 

de phosphorylations, et est impliquée dans l’initiation, la poursuite ou l’arrêt du 

développement folliculaire, ainsi que les évènements qui y sont associés comme la 

stéroïdogenèse, l’ovulation ou encore la formation du corps jaune (Chaves et al., 2012).  

L’intensité et la durée d’activité des MAPKs sont minutieusement régulées par 

une interaction directe avec les membres d’une sous-famille des phosphatases à double 

spécificité (DUSPs), les A-DUSPs/MKPs (Z. L. Jiang et al., 2011; Patterson et al., 2009). 

La caractérisation des A-DUSPs/MKPs est donc cruciale. À ce jour, il existe peu de 

données les concernant dans l’ovaire des mammifères. Plusieurs membres de ce sous-

groupe sont exprimés dans les cellules de granulosa du rat et de la vache. Certains d’entre 

eux sont régulés par l’hormone folliculo-stimulante (FSH) et l’adénosine monophosphate 

cyclique (AMPc) (Herndon et al., 2016; Khan et al., 2015b, 2015a; Woods & Johnson, 
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2006a). Chez la poule, il existe des données quant à la régulation par le facteur de 

croissance transformant (TGFβ) de deux de ces DUSPs (Woods & Johnson, 2006a). En 

revanche, pour les mammifères, les modalités de régulation des MKPs/A-DUSPs par les 

facteurs de croissance paracrines et autocrines ovariens sont moins explorées.  

Ces travaux de thèse se basent sur l’hypothèse que des facteurs de croissance 

importants pour la folliculogenèse, les FGFs, peuvent réguler les A-DUSPs/MKPs, et que 

certaines de ces DUSPs sont indispensables à la voie de signalisation des MAPKs chez 

la vache et la brebis. Les objectifs des deux études qui y sont présentés sont de déterminer 

quelles DUSPs sont exprimées dans les cellules de granulosa, identifier celles dont 

l’expression est modulée par les FGFs et les modalités de cette régulation, et enfin 

explorer leur rôle dans la signalisation par les facteurs de croissance fibroblastiques. Étant 

donné que la vache et la brebis sont utilisées comme modèles en physiologie de la 

reproduction, avec chacune des spécificités en termes de régulation de la folliculogenèse, 

la réponse à ces objectifs offrira un vaste aperçu des mécanismes régulatoires dans les 

cellules de granulosa en réponse à des facteurs paracrines intervenant tout au long de la 

croissance du follicule ovarien. À termes, ces nouvelles connaissances pourraient 

contribuer au développement d’outils qui améliorent la fonction de reproduction de ces 

espèces agronomiques. 
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1. Folliculogenèse et régulation 

 Folliculogenèse chez les ruminants  

Chez les mammifères, la mise en place de l'organisation et de la fonctionnalité des 

ovaires débutent dès la vie fœtale (Wear et al., 2016). L’ovaire est un organe pair du 

système reproducteur femelle situé dans la cavité abdominale. Sa plus petite unité 

structurale fonctionnelle est le follicule ovarien qui lui confère une activité à la fois 

endocrine et exocrine, respectivement pour la synthèse d’hormones et pour la production 

des gamètes femelles ou ovocytes. Les deux fonctions endocrine et exocrine sont 

étroitement associées dans les processus de folliculogenèse et d’ovogenèse (Saint-Dizier 

& Chastant-Maillard, 2014). L’ovogenèse concerne l’ovocyte et inclut la formation et le 

développement d’un ou plusieurs gamètes selon les caractéristiques de l’espèce. Au cours 

de la folliculogenèse, une succession d’évènements permet le développement et la 

maturation du follicule et de l’ovocyte qu’il renferme (Sánchez & Smitz, 2012; Williams 

& Erickson, 2000). Chacun des follicules qui entre en croissance provient d’une réserve 

de follicules primordiaux, également appelée réserve ovarienne. L’initiation de la 

croissance folliculaire se met en place selon une chronologie dépendant de l’espèce 

(Figure 1).  
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Figure 1. – Chronologie de la mise en place de la réserve ovarienne chez les femelles 
de quelques espèces mammaliennes. Les flèches indiquent les âges (en jours post-

conception « jpc » ou en jours/mois/années après la naissance) où sont initiées la méiose 

et la formation des follicules primordiaux (rectangles bleus), la folliculogenèse 

(rectangles verts), et où la folliculogenèse et l’ovulation ont lieu (rectangles oranges). Les 

pointillés sont des repères pour les dates de conception, naissance, puberté et de mort ; la 

ménopause concerne l’espèce humaine (d'après Monniaux et al., 2014a). 
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La croissance folliculaire est initiée à 100jpc chez la brebis et 140jpc chez la 

vache, quand une cohorte de follicules primordiaux est recrutée pour se développer 

successivement en follicules primaires et follicules secondaires ou pré-antraux. Le 

passage d’un stade à l’autre est étroitement lié aux modifications structurales et 

fonctionnelles des cellules de granulosa : ces cellules ont été décrites comme jouant un 

rôle décisif dans l’activation des follicules primordiaux (Monniaux et al., 2009; 

Morohaku, 2019). Les cellules de pré-granulosa aplaties dans ces follicules se 

différencient en cellules de granulosa cuboïdales caractérisant les follicules primaires. 

Plusieurs études ont également montré qu’un nombre précis de ces cellules est requis pour 

l’initiation de la croissance folliculaire : environ 15 chez la brebis et 40 chez la vache 

(Braw-Tal & Yossefi, 1997; Wandji et al., 1996). Celles-ci continuent de proliférer 

jusqu’à entourer l’ovocyte de deux couches dans les follicules secondaires et de multiples 

couches dans les follicules tertiaires (Figure 2). Les follicules secondaires sont également 

caractérisés par la présence d’une lame basale, mise en place dans les follicules primaires, 

et qui entoure les cellules de granulosa, les séparant des cellules de la thèque 

nouvellement recrutées parmi les fibroblastes du stroma (Hirshfield, 1991).  
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Figure 2. – Les différents stades de la folliculogenèse. La folliculogenèse est subdivisée 

en 2 phases, l’une indépendante des gonadotropines, permettant le développement du 

follicule primordial en follicule primaire puis secondaire ; l’autre, dépendante des 

gonadotropines permet le développement du follicule antral en follicule pré-ovulatoire 

depuis le follicule secondaire. À chacune des étapes de son développement, le follicule 

est sujet à l’atrésie (d'après Leung & Adashi, 2018). 

 

 

Parallèlement à la croissance du follicule, l’ovocyte s’engage dans une 

différenciation supportée par les cellules de son environnement immédiat (Clarke, 2018). 

Ainsi, son diamètre s’accroît et la zone pellucide (ZP) se dépose autour de l’ovocyte 

(Chakravarthi et al., 2020). Durant sa croissance, l’ovocyte reste bloqué en prophase I de 

méiose. Peu avant l’ovulation, la reprise de la méiose a lieu et celle-ci ne s’achève qu’en 

cas de fécondation (He et al., 2021).  

La transition entre follicule secondaire et follicule tertiaire est marquée par 

l’apparition de la cavité antrale délimitant deux populations de cellules de granulosa : les 

cellules de granulosa murales et les cellules de granulosa du cumulus. L’ovocyte cesse 

alors de croître et, la croissance du follicule se fait essentiellement par l’augmentation du 

volume de l’antrum. Il s’agit également du moment où les follicules passent de la 
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folliculogenèse basale, indépendante des gonadotropines, à la folliculogenèse terminale. 

Dès lors, les follicules nécessitent la présence de la FSH dans un premier temps, puis de 

l’hormone lutéinisante (LH) à l’apparition des récepteurs à la LH à la surface des cellules 

de granulosa. Les follicules évoluent ainsi successivement en follicules tertiaires ou 

antraux, puis follicules pré-ovulatoires synthétisant activement de l’œstradiol et 

renfermant un ovocyte arrêté en métaphase II (Hunter et al., 2004; Williams & Erickson, 

2012). Seul un ou quelques follicules atteignent ce dernier stade ; le.s follicule.s 

dominant.s libèrent un seul ou plusieurs ovocyte.s au cours de l’ovulation selon que 

l’espèce soit respectivement mono- ou poly-ovulante (Tableau 1). Les autres dégénèrent 

par atrésie tout au long du développement folliculaire. Ce qui reste du follicule qui a ovulé 

dans l’ovaire (cellules de granulosa et cellules de la thèque interne) se transforme en une 

structure appelée corps jaune qui se maintient les jours suivants. Cette structure produit 

de la progestérone avant de dégénérer en absence de fécondation (Duncan, 2019). 

 

Tableau 1. – Caractéristiques des follicules de trois espèces agronomiques (d’après 

Hunter et al., 2004). 

Caractéristiques Vache Brebis Truie 

Taux d’ovulation 1 1–3 12–20 

Longueur de la phase folliculaire (jours) 2–3 2–3 5–7 

Diamètre du follicule ovulatoire (mm) 16–22 5–7 8–10 

Diamètre maximal du follicule (mm) durant la phase lutéale 14–20 4–5 5–6 

Diamètre (mm) à partir duquel les follicules dépendent des 
gonadotropines 3–4 2–3 3–4 

Diamètre du follicule à partir duquel les cellules de granulosa 
acquièrent les récepteurs à la LH (mm) 9–10 3–5 5–6 
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Chez les ruminants, une fois la croissance initiée, une durée de 4-6 mois est 

nécessaire pour passer du stade de follicule primordial au stade de follicule pré-

ovulatoire, soit environ trois mois pour la croissance des follicules pré-antraux et deux 

cycles œstraux pour celle des follicules antraux (Hunter et al., 2004; Ravindra et al., 1994; 

Schatten & Constantinescu, 2017; Webb et al., 2004). Le cycle œstral réfère à la cyclicité 

de l’activité ovarienne. Il se compose du proœstrus (développement du follicule 

ovulatoire), de l’œstrus (développement terminal du follicule pré-ovulatoire et ovulation 

spontanée), du métœstrus (formation du corps jaune) et du diœstrus (maturation du corps 

jaune et synthèse accrue de progestérone). Le proœstrus et l’œstrus forment la phase 

folliculaire ; le métœstrus et le diœstrus constituent la phase lutéale. C’est durant l’œstrus 

que la femelle est réceptive au mâle et qu’il peut y avoir fécondation. La longueur de 

chacune des phases dépend de l’espèce (Tableau 2) (Adams et al., 2012).  

 

Tableau 2. – Durée des phases du cycle de certains mammifères, dont la vache et la 
brebis (d'après Saint-Dizier & Chastant-Maillard, 2014). 

 

Durée du 
cycle 

(jours) 

Phase 
lutéale 
(jours) 

Phase 
folliculaire 

(jours) 
Durée de 
l’œstrus 

Moment de l’ovulation 

Après le 
début des 
chaleurs 

Après la 
fin des 

chaleurs 

Vache 21 (18-25) 17 (15-19) 4 (2-5) 20h  10-12h 

Brebis 17 (15-19) 15 (14-16) 2 (2-3) 24h 18-36h  

Jument 21 (16-30) 14 (12-15) 7 (14-15) 6j (2-14) 6j  

Truie 21 14 7 55h 35-40h  

Femme 28 (24-35) 14 (12-17) 14 (12-18)  Vers le milieu du cycle 

Rate 4-5 1-2 3 9h 8-10h  
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À chaque cycle œstral, deux à trois vagues de croissance des follicules antraux 

sont initiées chez la vache, et trois ou quatre chez la brebis (Adams, 1999; Adams et al., 

2012; Ravindra et al., 1994). Cela donne lieu au recrutement d’un groupe de follicules 

gonado-dépendants (entre 8 et 41, avec une moyenne de 24 chez la vache) qui évoluent 

de manière synchrone. Au cours de chaque vague, les phases de sélection du follicule 

dominant et dominance de celui-ci sur les autres succèdent à la phase de recrutement 

(Noseir, 2003) (Figure 3). 

 

Sous certaines conditions, le cycle œstral est suivi d’une période de non-

réceptivité et d’absence d’ovulation de la femelle appelée l’anoestrus (Balasse, 2017). 

Dans le cas de la vache, l’anoestrus est lié à une condition physiologique particulière (soit 

dû au post-partum, soit dû à une pathologie). La brebis quant à elle présente un anoestrus 

saisonnier d’avril à août (printemps-été). Autrement, ces deux espèces ont un polyœstrus, 

avec plusieurs cycles œstraux qui se succèdent.  

Au vu de la complexité des cycles œstraux et des différents processus qui y sont 

associés, en particulier le développement des follicules ovariens, on comprend bien la 

nécessité d’un contrôle étroit. Des éléments de régulation de la folliculogenèse sont 

présentés à la partie suivante. 
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Figure 3. – Vagues de développement folliculaire chez la vache. À chaque cycle, une 

cohorte de petits follicules se développe, ce qui amène l’un d’entre eux à ovuler sous 

l’effet du pic de LH. La première vague est initiée peu après l’ovulation qui a lieu au J0 

du cycle. La seconde vague a lieu à J9/J10 (cycles à 2 vagues) ou J8/9 (cycles à 3 vagues). 

Quand elle a lieu, la troisième vague émerge à J15/16 (Adams et al., 2012). 
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 Éléments de régulation de la folliculogenèse 

1.2.1. Contrôle paracrine de la folliculogenèse basale 

Le bon déroulement de la folliculogenèse basale nécessite la coopération de tous 

les types cellulaires composant le follicule, à savoir les cellules somatiques et l’ovocyte. 

Il s’agit donc essentiellement d’une régulation paracrine permise en partie par la présence 

de contacts entre l’ovocyte et les cellules de granulosa
1
 (Figure 4) (Pepling, 2013).  

 

 

Figure 4. – Régulation paracrine de la folliculogenèse. Les cellules de granulosa, 

l’ovocyte ou les cellules de la thèque sécrètent des facteurs (respectivement en bleu, jaune 

ou rose) qui contrôlent la progression de la folliculogenèse de par leur effet stimulant ou 

inhibiteur. Ceci montre la coopération des trois types cellulaires du follicule dans la 

régulation de la folliculogenèse (Monniaux et al., 2009). 

 

 

 

1 Les jonctions communicantes persistent malgré la formation de la zone pellucide car les cellules de 
granulosa adjacentes émettent des projections cytoplasmiques appelées TZPs (transzonal projections). 
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Peu après leur formation (100jpc chez la brebis – 140jpc chez la vache), certains 

follicules primordiaux s’activent. Ainsi à la naissance, les ovaires contiennent des 

centaines de milliers de follicules allant des stades de primordial à secondaire et quelques 

follicules antraux, contre des milliers à la puberté (McNatty et al., 1995; Williams & 

Erickson, 2012; Yang & Fortune, 2008). Il est évident qu’une fine régulation existe pour 

empêcher un épuisement précoce de la réserve ovarienne constituée durant la vie fœtale. 

L’un des facteurs connu pour exercer ce rôle est l’hormone anti-Müllerienne (AMH), 

sécrétée principalement par les cellules de granulosa des follicules antraux, voire pré-

antraux et agissant via la voie des protéines mothers against decapentaplegic homolog 4 

(SMAD). Cette hormone inhibe l’activation des follicules primordiaux et retarde la 

croissance des follicules aux autres stades (Fortune et al., 2011; Monniaux et al., 2014b).  

Une autre voie de signalisation présente une importance pour le maintien de la 

réserve ovarienne : la voie PI3K/AKT. Celle-ci implique entre autres PTEN, FOXO3, 

PDK1 et RPS6 qui empêchent l’activation des follicules primordiaux (Monniaux et al., 

2014b). Une inactivation de ces gènes dans l’ovocyte chez la souris induit un épuisement 

prématuré de la réserve ovarienne. En revanche, l’absence des facteurs de transcription 

ovocytaires telle que NOBOX, LHX8, SOHLH1, SOHLH2 conduit à une stérilité due à 

un blocage au stade de follicule primordial et une apoptose de l’ovocyte, ce qui montre 

leur rôle promoteur vis-à-vis du démarrage de la croissance folliculaire (Pepling, 2013; 

Z. Wang et al., 2020). 

Les facteurs qui interviennent ensuite pour le développement des follicules 

jusqu’au début du stade antral régulent essentiellement la multiplication des cellules de 

granulosa par mitose, ainsi que la reprise de la méiose et la croissance de l’ovocyte. Parmi 
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les plus documentés, se trouve la cytokine stimulatrice KITL
2
, produite dans les cellules 

de granulosa, et dont le récepteur KIT est localisé au niveau de l’ovocyte et des cellules 

de la thèque (Fortune et al., 2011). Le système KIT/KITL, via la voie de signalisation du 

PI3K, stimule la croissance de l’ovocyte, régule la prolifération des cellules de granulosa, 

ainsi que leur différenciation, la stéroïdogenèse, l’apoptose et l’expansion du cumulus 

(Sanfins et al., 2018). L’expression de cette cytokine est régulée par deux membres de la 

famille du TGFβ exprimés par l’ovocyte, BMP15 et GDF9 : respectivement, ils stimulent 

ou inhibent son expression dans les cellules de granulosa (Joyce et al., 2000; Otsuka & 

Shimasaki, 2002). L’analyse des phénotypes de souris KO pour GDF9 fait ressortir une 

surexpression de KITL, une diminution des mitoses des cellules de granulosa aboutissant 

à une seule couche de cellules de granulosa cuboïdales, une absence de récepteurs à la 

FSH, une absence d’apoptose et une absence de thèque (Elvin et al., 1999). L’inactivation 

à l’état homozygote de GDF9 bloque ainsi la croissance folliculaire au stade de follicule 

primaire et les animaux déficients pour ces gènes sont stériles (Clarke, 2018; Galloway 

et al., 2000). Le phénotype est similaire chez les brebis déficientes pour le gène BMP15 

ou alors chez qui il existe une mutation de BMP15 ou du récepteur BMPR1B 

(respectivement présence des gènes FecX ou FecB à l’état homozygote). Cette dernière 

observation contraste avec la souris où seule une sous-fertilité est observée. Il apparait 

que ces facteurs sont importants en terme de régulation du quota ovulatoire et donc de 

différences entre espèces mono- et poly-ovulantes (R. K. Moore et al., 2004; Mottershead 

et al., 2015). À l’inverse de ces mutations à l’état homozygote, des niveaux réduits de 

BMP15 ou GDF9 ou alors des mutations hétérozygotes de BMP15 chez la brebis résultent 

 

 

2 Aussi noté KITLG 
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en un phénotype d’hyper-prolificité dû à une augmentation du taux d’ovulation (Sanfins 

et al., 2018; Thompson et al., 2013). Ces phénotypes découlant d’une augmentation du 

taux d’ovulation ont également été reportés dans le cas de mutations hétérozygotes de 

BMPR1B (ou ALK6), récepteur pour BMP15, aussi appelée gène FecB chez la brebis 

(McNatty et al., 1995; Smith et al., 1993).  

Les membres de la famille du TGFβ jouent également un rôle dans la régulation 

de la stéroïdogenèse. En effet, BMP15 et le facteur mitogène BMP6 inhibent la 

production de progestérone sous l’effet de la FSH dans les cellules de granulosa, tout 

comme BMP4 et BMP7. Le facteur BMP6 est exprimé par l’ovocyte et les cellules de 

granulosa, tandis que BMP4 et BMP7 sont exprimés par les cellules de la thèque. Ces 

derniers, agissent grâce à la voie des SMAD et induisent, entre autres, une augmentation 

de l’œstradiol. En plus de son rôle dans la régulation de la stéroïdogenèse, BMP7 stimule 

l’expression du vascular endothelial growth factor (VEGF) qui est un facteur impliqué 

dans la formation du réseau vasculaire du follicule (Knight & Glister, 2006; Sanfins et 

al., 2018). 

Les facteurs paracrines et autocrines présentés ici sont ainsi un aperçu de tous 

ceux qui interviennent pour réguler le développement des follicules pré-antraux. Au-delà 

du stade pré-antral, les facteurs neuroendocrines s’ajoutent à ces facteurs paracrines pour 

contrôler la folliculogenèse terminale. 

 

1.2.2. Contrôle neuroendocrinien de la folliculogenèse terminale 

À partir de la puberté (6-12 mois chez la vache correspondant généralement à 200-

250kg ; 6-9 mois chez la brebis), l’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique ou axe HPG 
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devient mature (Forde et al., 2011; Jainudeen et al., 2016). En plus des facteurs paracrines, 

il participe à la régulation de la croissance des follicules antraux. Comme son nom 

l’indique, l’axe HPG met en relation trois structures. L’hypothalamus, sous l’effet de la 

kisspeptine, produit de la GnRH de manière pulsatile. Cette dernière stimule l’hypophyse 

afin qu’elle sécrète les hormones LH et FSH. Les ovaires, en particulier les cellules 

somatiques de la thèque et les cellules de granulosa, y répondent par la production 

d’hormones stéroïdes et de facteurs de croissance (Gottsch et al., 2006; Han, 2005). Les 

stéroïdes (œstrogènes et progestérone) produits exercent un rétrocontrôle négatif via la 

circulation sanguine sur les sécrétions de kisspeptine et GnRH (Balasse, 2017; Duncan, 

2019; Harter et al., 2018). 

Cet axe HPG est à l’origine de variations des concentrations d’hormones tout au 

long du cycle œstral (Figure 5). Au début de la phase folliculaire, la concentration 

d’œstradiol est faible, et au niveau hypophysaire, la FSH est produite sous l’effet d’une 

faible pulsatilité de GnRH (Padmanabhan & Cardoso, 2020). Chaque nouvelle vague de 

croissance de follicules antraux est marquée par une élévation des niveaux de FSH. Bien 

que les cellules de granulosa présentent des récepteurs à la FSH dès le stade de follicule 

primaire jusqu’au stade pré-ovulatoire, celle-ci n’agit que lors de la croissance terminale 

pour permettre la maturation des follicules (Sullivan et al., 2013; Tisdall et al., 1995). En 

réponse à cette hormone, les follicules dominants synthétisent l’œstradiol et l’inhibine 

agissant dans une boucle de rétrocontrôle sur l’axe HPG afin de diminuer la sécrétion de 

FSH (Matsuda et al., 2012). Ceci a pour effet d’inhiber les follicules subordonnés en 

croissance. Parallèlement, les follicules dominants acquièrent progressivement les 

récepteurs à la LH au niveau des cellules de granulosa murales et des cellules de la thèque 
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externe des follicules pré-ovulatoires et, leur expression augmente jusqu’à l’ovulation 

(Duffy et al., 2019; Hsieh et al., 2007). Ceci coïncide avec une pulsatilité plus élevée de 

la sécrétion de LH au niveau hypophysaire, ce qui induit une augmentation de la 

production d’œstradiol. Le follicule pré-ovulatoire est alors caractérisé par une synthèse 

active d’œstradiol tel que le reflètent également la forte expression de l’aromatase par les 

cellules de granulosa et les fortes concentrations d’œstradiol dans le fluide folliculaire 

(Hunter et al., 2004). L’ovulation a lieu quand le follicule dominant atteint sa taille 

maximale, l’œstradiol est à son maximum et la progestérone à son minimum. Les niveaux 

élevés d’œstradiol déclenchent alors le pic de LH par un rétrocontrôle positif sur l’axe 

HPG (Noseir, 2003). 
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Figure 5. – Variations hormonales au cours du cycle œstral, exemple de la vache.  
Chacune des deux vagues de croissance des follicules et initiée grâce à l’augmentation de 

la FSH. La cohorte de follicules en croissance, contrairement à ceux en régression, est 

caractérisée par une synthèse accrue d’œstradiol (pointillés), la disponibilité de l’IGF-1 

et les inhibines de haut poids moléculaire. Mais, l’ovulation n’a lieu qu’après le pic de 

LH, quand l’œstradiol est à son maximum et que la progestérone est à son minimum. Ces 

conditions sont réunies en fin de cycle œstral quand la PGF2α, dont les taux augmentent, 

provoque la chute du taux de progestérone (partie grisée) (d'après K. Moore & Thatcher, 

2006).  

 

 

 

Dans les follicules pré-ovulatoires, ce pic de LH initie les évènements de la 

cascade ovulatoire. Les cellules de granulosa et de la thèque exprimant les récepteurs à la 

LH (LHCGR) sont d’ailleurs les premières à initier une réponse cellulaire. Au niveau des 

cellules somatiques des follicules matures, la LH inhibe l’expression de gènes associés à 

la prolifération des cellules de granulosa qui s’hypertrophient alors (Duffy et al., 2019). 

Parmi ces gènes on peut citer IGF-1, FSHR, ERβ, la cycline D2 (Richards et al., 2002). 

En fait, la LH active plusieurs voies de signalisation incluant les protéines kinases A et C 
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(PKA et PKC), la phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) et p38. Cette signalisation conduit 

rapidement à la synthèse de ligands tels que l’amphiréguline (AREG), l’épiréguline 

(EREG) et la betacelluline (BTC) qui activent secondairement les récepteurs à l’EGF, 

EGFR ou ERBB (Duffy et al., 2019; Richani & Gilchrist, 2018). Ceci conduit à 

l’activation des voies intracellulaires classiquement stimulées par les récepteurs tyrosine 

kinases et, mène à l’expression d’autres gènes de la cascade ovulatoire dans les cellules 

de granulosa du cumulus, en particulier hyaluronan synthase 2 (HAS2), pentraxin-3 

(PTX3), tumor necrosis factor alpha-induced protein (TNFAIP6), prostaglandin 

synthase-2/cyclooxygenase-2 (PTGS2/COX2) (Figure 6) (Hsieh et al., 2007) . 

 

 

Figure 6. – Cascade de signalisation intracellulaire induite par le pic de LH. La LH 

induit rapidement la synthèse des ligands AREG, EREG et BTC du récepteur EGFR dans 

les cellules de granulosa, y compris celles du cumulus. Il s’ensuit notamment une 

activation de la voie des MAPKs qui mène à l’expression d’autres gènes de la cascade 

ovulatoire, comme HAS ou PTX3, importants pour la reprise de la méiose ou encore la 

rupture de la vésicule germinative (GVBD) au niveau de l’ovocyte (d'après Gilchrist, 

2010). 
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À l’échelle du follicule, l’angiogenèse a lieu, et ce, et grâce aux voies de 

signalisation décrites ci-dessus, à la synthèse des prostaglandines ainsi qu’aux facteurs de 

croissance produits par les cellules de la granulosa et de la thèque (Duffy et al., 2019). 

Ces prostaglandines, avec les cytokines, chimiokines et autres facteurs autocrines ou 

paracrines, induisent aussi une réponse inflammatoire associée à l’augmentation de 

l’activité protéolytique des cellules de la thèque : tout ceci favorise la rupture de la paroi 

folliculaire à la surface de l’ovaire (Akison et al., 2018; Camaioni et al., 2018). 

Du côté de l’ovocyte, les modifications induites par la LH juste avant l’ovulation 

comprennent la reprise de la méiose jusqu’au stade de métaphase II, la rupture de la 

vésicule germinative, la condensation des chromosomes, le réarrangement du 

cytosquelette, l’assemblage du fuseau méiotique puis l’expulsion du premier globule 

polaire (Monniaux et al., 2009). 

Après l’ovulation, les cellules de granulosa et de thèque se différencient en 

cellules lutéales afin de former le corps jaune avec les autres types cellulaires non 

stéroïdogènes tels que les cellules endothéliales, fibrocytes et cellules immunitaires 

(Richani & Gilchrist, 2018). Le corps jaune est alors une glande endocrine transitoire 

impliquée essentiellement dans la synthèse de progestérone. En absence de gestation, 

celui-ci est amené à dégénérer sous l’effet d’une sécrétion pulsatile de prostaglandine F2α 

produit par l’utérus et les cellules lutéales (Diaz et al., 2002; Shirasuna et al., 2004; 

Wiltbank et al., 1995). 

Avec ces éléments, l’intervention des facteurs neuroendocriniens apparait 

essentielle pour permettre le développement et la maturation des follicules antraux. Leur 

action peut toutefois être altéré par des éléments extérieurs. 
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1.2.3. Facteurs externes 

Les facteurs externes peuvent influer sur les paramètres de reproduction. À ce 

titre, le statut nutritionnel et l’alimentation peuvent être cités. Ceux-ci agissent à plusieurs 

niveaux de l’axe HPG et font intervenir des facteurs endocriniens d’origine non-

ovarienne tels que l’insuline, la leptine et l’hormone de croissance (growth hormone ; 

GH), mettant donc en relation le métabolisme des glucides et l’oxydation des acides gras, 

avec le processus de folliculogenèse. Ainsi, chez la vache, des changements alimentaires 

peuvent accroître le recrutement des petits follicules antraux, leur taille, ou bien mener à 

un plus grand nombre d’ovulations (Armstrong et al., 2003; Gong et al., 2002). Le statut 

métabolique de l’animal n’est donc pas négligeable en termes de conséquences sur le 

cycle œstral. D’ailleurs, la vache en lactation présente une balance énergétique négative, 

entrainant un prolongement de l’anœstrus post-partum et des cycles œstraux anormaux 

(Webb et al., 2004). 

La brebis quant à elle a la particularité d’être influencée par la saison et la 

photopériode (Yeates, 1949). En effet, les gonades s’ajustent aux variations des 

conditions environnementales : le passage aux jours courts dans les périodes automnale 

et hivernale provoque un anoestrus (Karsch et al., 1984). Aussi, l’intégration du signal 

lumineux est médiée par la mélatonine qui est sécrétée par la glande pinéale afin d’inhiber 

la sécrétion hypothalamique de GnRH, et subséquemment, celles de LH et FSH (Karsch 

et al., 1993; Ronayne et al., 1989). Cet anœstrus saisonnier peut être inversé chez la brebis 

grâce à l’effet mâle : les phéromones d’un mâle sexuellement actif sont perçues par le 

système olfactif de la femelle, ce qui réactive la pulsatilité de LH et permet la reprise du 

cycle œstral (Gelez & Fabre-Nys, 2004; Martin & Scaramuzzi, 1983). 
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La température est un autre facteur environnemental pouvant affecter la 

reproduction des ruminants, en particulier la vache chez qui le stress thermique provoque 

un œstrus plus court et de moindre intensité. Ce facteur impacte également le 

développement folliculaire antral à plusieurs niveaux : les animaux exposés à la chaleur 

présentent des niveaux plasmatiques de FSH élevés, mais d’inhibine et d’œstradiol faibles 

(Hansen, 2019). Le rétrocontrôle sur l’hypophyse étant altéré, il y a une diminution du 

pic de LH et un impact sur l’ovulation (Roth, 2017; Wise et al., 1988). Cela se reflète 

directement sur le pourcentage de conception en été et en automne qui diminue de  20 à 

30% (Roth et al., 2000).  

La folliculogenèse, à la base de la fonction ovarienne, est donc soumise à une 

étroite régulation impliquant différents types cellulaires, différentes structures et 

différentes voies de signalisation. La folliculogenèse basale et la folliculogenèse 

terminale ont chacune été présentées comme régulées respectivement par les facteurs 

paracrines/autocrines et neuroendocrines. Cependant, l’ensemble du processus de 

folliculogenèse nécessite la présence des facteurs paracrines/autocrines, en particulier les 

facteurs de croissance fibroblastiques (FGFs). 
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2. Facteurs de croissance fibroblastiques 

 Présentation des facteurs de croissance fibroblastiques 

Les facteurs de croissance fibroblastiques (FGFs) représentent un ensemble de 22 

protéines, de petite taille (17 à 34 kDa), bien conservées entre les espèces (Oulion et al., 

2012). Leur rôle est bien établi durant le développement embryonnaire où ils participent 

à la morphogenèse en régulant la prolifération, la survie, la migration et la différentiation 

cellulaire. Importants pour l’homéostasie, ils jouent un rôle conséquent chez l’adulte en 

contrôlant la régénération tissulaire, le métabolisme, le système nerveux central, 

l’angiogenèse et la croissance tumorale (Eswarakumar et al., 2005; Ornitz & Itoh, 2001; 

Powers et al., 2000).   

Les FGFs sont pour la plupart autocrines ou paracrines et dits canoniques ou 

sécrétés, mais certains sont endocrines ou intracellulaires. Ainsi, sur la base de leur 

fonction, la similarité de leurs séquences et leur évolution, sept sous-familles ont été 

définies et sont présentées (Figure 7) (Ornitz & Itoh, 2015; Potthoff et al., 2012). Les 

FGFs canoniques sont représentés par les sous-familles FGF1 (2 membres ; FGF1 et 

FGF2), FGF4 (3 membres ; FGF4 à FGF6), FGF7 (4 membres ; FGF3, FGF7, FGF10 et 

FGF22), FGF8 (3 membres ; FGF8, FGF17 et FGF18) et FGF9 (3 membres ; FGF9, 

FGF16 et FGF20). Les FGFs endocrines eux, sont représentés par la sous-famille 

FGF15/19 (3 membres ; FGF15/19, FGF21 et FGF23) et les FGF intracellulaires ou iFGF 

par la sous-famille FGF11 (4 membres ; FGF11 à FGF14).  
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Figure 7. – Sous-familles de FGF. Les 22 FGFs connus sont représentés ici selon leur 

subdivision en 3 groupes (ensembles colorés en bleu, vert et orange), puis en 7 sous-

familles (d'après Ornitz & Itoh, 2015). 
 

 

Ces facteurs de croissance sont sécrétés dans l’espace extracellulaire de manière 

dépendante ou indépendante du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi. Le 

peptide signal présent dans la partie N-terminale de tous les FGF, sauf les FGF de la sous-

famille FGF1 (adressés directement à la membrane plasmique) ou FGF9 (possédant une 

portion hydrophobique dans leur séquence les adressant au réticulum endoplasmique) leur 

permet ainsi de se retrouver dans la matrice extracellulaire (Beenken & Mohammadi, 
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2009; Prudovsky et al., 2002; Schäfer et al., 2004; Steringer et al., 2015). Puis, pour les 

FGF endocrines de la sous-famille FGF15 (chez la souris) /FGF19 (chez l’espèce 

humaine), il s’ensuit un relargage depuis la matrice extracellulaire vers la circulation 

sanguine, d’où leur fonction endocrine. Ceci explique également leur rôle plus large dans 

le métabolisme puisque contrôlant l’homéostasie du cholestérol, de la vitamine D et du 

phosphate (Fon Tacer et al., 2010; Somm & Jornayvaz, 2018; X. Wu et al., 2010).  

 

 Signalisation des facteurs de croissance fibroblastiques 

Les FGFs exercent leur action biologique en se liant aux récepteurs pour les 

facteurs de croissance fibroblastiques (FGFR) qui sont des récepteurs de type tyrosine 

kinase. Cependant, les iFGF font exception en interagissent plutôt avec des partenaires 

tels que la partie C-terminale des canaux sodiques, des protéines d’échafaudage pour les 

MAPKs, ou alors les microtubules (Fon Tacer et al., 2010; Ornitz & Itoh, 2015) 

Les FGFR sont au nombre de 4, nommés FGFR1 à 4. Leur partie extracellulaire 

se compose de trois domaines de type immunoglobuline Ig I, II et III (Ig-like domain). 

Les récepteurs FGFR1 à 3 subissent un épissage alternatif des exons codant pour la 

seconde moitié du domaine de type Ig III, ce qui donne lieu aux variants « b » ou « c » 

(Yeh et al., 2003). L’expression de ceux-ci est dépendante du tissu et des cellules dont il 

est question. Ainsi, les variants d’épissage alternatif de type b sont généralement exprimés 

dans les tissus d’origine épithéliale alors que les variants de type c le sont plutôt dans les 

cellules d’origine mésenchymateuse (Orr-Urtreger et al., 1993; Price, 2016). Ceci affecte 

directement la signalisation des FGFs par leur récepteur et est à l’origine des interactions 

entre les cellules des deux origines (Eswarakumar et al., 2005). Le follicule ovarien est 
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un bel exemple de l’action paracrine des FGF du fait de la co-localisation des FGFR de 

type b et c puisque tous les gènes codant pour ces récepteurs y sont exprimés, sauf 

FGFR3b (Tableau 3). Dans cette structure, les cellules de granulosa recrutées autour de 

l’ovocyte pour former le follicule primordial sont d’origine épithéliale, tandis que les 

cellules de la thèque entrant dans la composition des follicules antraux sont, elles, 

d’origine mésenchymateuse (Knight & Glister, 2006). 

 

Tableau 3. – Expression des récepteurs à FGF dans le follicule ovarien (d’après 

Price, 2016). 
FGFR Type cellulaire Espèce Référence 

FGFR1b Cumulus, ovocyte Vache Zhang & Ealy, 2012 

FGFR1c Cumulus, ovocyte Vache Zhang & Ealy, 2012 

FGFR2b Granulosa, cumulus, ovocyte Vache Berisha et al., 2004; 
Zhang & Ealy, 2012 

FGFR2c Thèque, granulosa, cumulus, ovocyte Vache Berisha et al., 2004; 
Zhang & Ealy, 2012 

FGFR3c Thèque, granulosa, cumulus Vache Buratini et al., 2005 

FGFR4 Granulosa 
Thèque 

Souris 
Vache 

Puscheck et al., 1997 
Buratini et al., 2005 

 

 

Selon la sous-famille à laquelle il est rattaché, un FGF active un ensemble de 

récepteurs. Contrairement à FGF1 qui est le seul pouvant activer tous les récepteurs aux 

FGF, les sous-familles FGF4 et FGF8, agissent à travers les FGFR1 à 3 de type c, ainsi 

que FGFR4. Les membres de la sous-famille FGF7 quant à eux, se lient principalement à 

FGFR2b, FGFR3b et à FGFR1b pour FGF10. Concernant ceux de la sous-famille FGF9, 

leur action nécessite l’activation de FGFR3b et FGFR4, bien que l’activation de FGFR1, 

FGFR2 et FGFR3 ait aussi été rapportée (Ornitz et al., 1996; X. Zhang et al., 2006). 
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Les FGFs endocrines, bien qu’appartenant à la même sous-famille, présentent la 

particularité d’activer des récepteurs différents. Tout comme les sous-familles FGF4 et 

FGF18, le FGF15/19 active les FGFR1 à 3 de type c et FGFR4 (Kurosu et al., 2007; X. 

Wu et al., 2010). Mais, le FGF21 active les FGFR1c et FGFR3c (Suzuki et al., 2008). Le 

dernier membre du groupe, FGF23, active FGFR1c, FGFR3c et FGFR4 (Gattineni et al., 

2011, 2014). 

 

L’interaction des FGFs avec leurs récepteurs active plusieurs cascades de 

signalisation intracellulaires à l’origine de diverses réponses cellulaires (Figure 8). 

Celles-ci sont médiées entre autres par les protéoglycanes à sulfates d’héparane (HS ou 

HSPG) pour les FGFs canoniques, et les protéines Klotho α/β pour les FGFs endocrines 

(Matsuo & Kimura-Yoshida, 2013; Potthoff et al., 2012). Avec les récepteurs et les FGFs, 

les HS ou Klotho forment des trimères ce qui initie les cascades de signalisation (Hui et 

al., 2003). Puis, en tant que récepteurs tyrosine kinase, les FGFR se dimérisent et 

subissent une autophosphorylation dans leur partie intracellulaire servant alors de site 

d’ancrage pour la protéine adaptatrice FGFR substrate 2 (FRS2). Les phosphorylations 

de FRS2 par le récepteur permettent le recrutement d’autres protéines adaptatrices telles 

que son of sevenless (SOS), ou growth factor receptor-bound 2 (GRB2) nécessaires à 

l’activation de la voie des MAPKs. Les voies PI3K/AKT, par l’intermédiaire de GRB2-

associated binding protein 1 (GAB1), JAK/STAT ou de la phospholipase Cγ (PLCγ) 

peuvent aussi être activées (Turner & Grose, 2010).  
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Figure 8. – Voies de signalisation activées par les FGFs.  La réponse cellulaire aux 

FGFs peut être modulée par des HSPGs situés dans le domaine extracellulaire. Les FGFs, 

en se liant à leurs récepteurs (FGFR), induisent l’activation de voies de signalisation 

intracellulaires : (1) la voie JAK/STAT, (2) la voie de la PLCγ, (3) la voie PI3K/AKT ou 

encore (4) la voie des MAPK (d'après Lanner & Rossant, 2010). 

 

 

Par ces mécanismes, les FGFs stimulent l’expression des gènes de réponse 

immédiate, incluant les facteurs de transcription NR4A, EGR1, ETS et des régulateurs 

négatifs de la voie tels que les membres de la famille Sprouty, les phosphatases à double 

spécificité dites DUSPs (Ekerot et al., 2008; Z. L. Jiang et al., 2011; Z. L. Jiang & Price, 

2012; Miyoshi et al., 2010; Sugiura et al., 2011). Ce mode d’action n’est cependant pas 

universel, puisqu’au sein de la sous-famille FGF8, il existe des divergences d’action. En 

effet, la signalisation par FGF18 n’entraine pas une augmentation des niveaux de 

phosphorylation de MAPK3/1 comme c’est le cas pour la plupart des FGF. Cependant, 

son action requiert la phosphorylation de MAPK14 (p38), ce qui est corrélé à une 
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apoptose observée dans une lignée de cellules cancéreuses ovariennes (Bu et al., 2006; 

Uma et al., 2003). De plus, dans des cellules de granulosa de vache, FGF18 n’a pas d’effet 

sur l’expression de gènes cibles des autres FGF tels que SPRY2 et NR4A2, mais diminue 

celle de GADD45B, un gène de réponse des dommages à l’ADN (Z. L. Jiang et al., 2011). 

Liant le récepteur FGFR3, il activerait alors des mécanismes différents qui conduisent à 

la mort cellulaire ou l’inhibition de la prolifération. D’ailleurs, l’expression de FGF18 est 

plus élevée dans les follicules atrétiques contrairement aux follicules en croissance (V. 

M. Portela et al., 2015). De manière similaire, il inhibe également la prolifération des 

cellules de l’intestin, ce qui en fait un facteur pro-apoptotique à l’inverse des autres FGFs 

(Amsterdam et al., 2001; Arnaud‐Dabernat et al., 2008). 

 

 Facteurs de croissance fibroblastiques et fonction ovarienne 

Les lieux d’expression des FGFs et de leurs récepteurs ont fort à voir avec leur 

fonction dans les tissus où ils sont exprimés (Eswarakumar et al., 2005). Dans le follicule 

ovarien, l’expression de certains membres a été rapportée (Tableau 4) et leur rôle dans la 

fonction ovarienne a également été souligné (Chaves et al., 2012; Price, 2016).  
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Tableau 4. – Expression des FGF dans les types cellulaires du follicule en fonction 
des sous-familles auxquelles ils sont rattachés (adapté d’après Price, 2016) 

FGF Type cellulaire Espèce Référence 

FGF1 Thèque > granulosa Vache Berisha et al., 2004 

FGF2 Thèque Rat Koos & Olson, 1989 

FGF7 Thèque Vache Parrott et al., 1994 

FGF10 Thèque, ovocyte Vache Buratini et al., 2007 

FGF9 
Thèque 

Granulosa 

Rat 
Vache 

Drummond et al., 2007 

Grado-Ahuir et al., 2011 

FGF8 
Ovocyte 

Ovocyte, thèque, granulosa 

Souris 
Vache 

Valve et al., 1997 

Buratini et al., 2005 

FGF17 Ovocyte >> granulosa, thèque Vache Machado et al., 2009 

FGF18 Thèque Vache Portela et al., 2010 

 

Les facteurs de croissance fibroblastiques interviennent à tous les stades de la 

folliculogenèse, bien que peu de données existent quant à leur fonction dans les follicules 

pré-antraux. L’existence de polymorphisme nucléotidique (SNP) pour FGF8 semble 

indiquer un rôle dans l’activation et le nombre de follicules antraux recrutés pour entrer 

en maturation (Santos-Biase et al., 2012). Dans le cas de FGF7, son expression est 

observée dès le stade de follicule primordial jusqu’au stade de follicule secondaire chez 

l’espèce bovine, et il favorise la transition vers le stade de follicule primaire, tel 

qu’observé in vitro chez le rat (Buratini et al., 2007; Kezele et al., 2005). Un rôle similaire 

pour FGF2, seul ou en présence de la FSH, a également été rapporté chez la chèvre (Matos 

et al., 2007). Le contrôle de la croissance des follicule pré-antraux par FGF10 consiste, 

lui, en un maintien de la survie de ces follicules et la stimulation de leur croissance d’après 

les données obtenues avec un modèle caprin in vitro (Chaves et al., 2010). Ces rôles de 

FGF7 et FGF10 dans les follicules pré-antraux contrastent avec la détection de leur 
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ARNm dans les cellules de la thèque et, pour l’expliquer, il a été suggéré un changement 

de lieu d’expression lors du passage au stade antral (Price, 2016). 

Plus tard dans la folliculogenèse, FGF7 intervient également dans les interactions 

entre cellules d’origine mésenchymateuse et épithéliale. En fait, la formation de la cavité 

antrale au sein du follicule nécessite l’action de KIT/KITL et, le facteur FGF7, sécrété 

par les cellules de la thèque d’origine mésenchymateuse, agit sur les cellules de granulosa 

d’origine épithéliale afin de permettre l’expression de KITL (Chaves et al., 2012; 

Driancourt et al., 2000; Parrott & Skinner, 1998). 

Le rôle des FGFs est mieux documenté dans les follicules antraux, où ils 

interviennent essentiellement pour stimuler la prolifération des cellules de granulosa, 

contrôler la stéroïdogenèse et permettre la survie cellulaire (Peluso et al., 2001; Price, 

2016). En particulier, le facteur de croissance fibroblastique le plus étudié, FGF2, permet 

la prolifération des cellules de granulosa et diminue l’apoptose et la stéroïdogenèse chez 

la vache et les rongeurs (Baird & Hsueh, 1986; Gospodarowicz et al., 1979; Lavranos et 

al., 1994). Le maintien de la viabilité des cellules de granulosa par FGF2 est permis par 

une signalisation impliquant la PKC et le contrôle de l’homéostasie du calcium (Peluso 

et al., 2001). 

En ce qui concerne la stéroïdogenèse, en présence de FGF7, il a été observé une 

diminution de l’activité de l’aromatase CYP19A1 (Parrott & Skinner, 1998). De manière 

similaire, FGF17 et FGF10 régulent négativement la stéroïdogenèse. Leur expression est 

d’ailleurs différente selon que le follicule soit en bonne santé ou non : l’expression de 

FGF7 est plus importante dans les cellules de granulosa et de thèque des follicules 

atrétiques et, celle de FGF10 moins importante dans les cellules de la thèque de follicules 
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sains (Buratini et al., 2007; Machado et al., 2009). De plus, dans les follicules en 

croissance traités avec FGF10, il a été constaté une diminution de l’ARNm de CYP19A1 

et une régression folliculaire (Gasperin et al., 2012). Aussi, FGF8 inhibe la synthèse 

d’œstradiol, mais reste sans effet sur celle de la progestérone (Miyoshi et al., 2010). À 

l’opposé, FGF9 stimule la production de progestérone dans les cellules de granulosa, ce 

qui est corrélé à une augmentation de la protéine STAR et de l’ARNm de P450scc 

(Drummond et al., 2007). 

Les étapes terminales de la folliculogenèse sont elles aussi régulées par les FGFs, 

notamment FGF10 et FGF17. Lorsqu’ils sont ajoutés pour la maturation in vitro de 

complexes cumulus-ovocytes bovins, ils favorisent l’expansion du cumulus et l’absence 

de FGF10 altère ces deux processus (Machado et al., 2015; K. Zhang et al., 2010). D’autre 

part, l’expression de certains FGFs a été rapportée dans le corps jaune. C’est le cas 

notamment de FGF2 dont l’expression est stimulée par la LH mais inhibée par PGF2α 

(Stirling et al., 1991). L’expression de FGF2 est plus élevée au début de la formation du 

corps jaune afin de permettre l’angiogenèse, mais diminue dans un second temps. Ce 

patron d’expression diffère de celui de FGF1, dont les niveaux sont plus élevés au cours 

de la phase lutéale et à la lutéolyse (Berisha & Schams, 2005; Mishra et al., 2016). 

Les FGFs sont donc d’importants facteurs de croissance autocrines et paracrines 

dans le follicule ovarien. Les effets cellulaires qui résultent de leur action sont dépendants 

de l’activation de leurs récepteurs, des récepteurs de type tyrosine kinase présentés ci-

dessous. 

 

 



56 

3. Signalisation des récepteurs tyrosine kinase 

 Présentation générale des récepteurs tyrosine kinase 

Les récepteurs tyrosine kinase (RTK) – avec les récepteurs sérine/thréonine kinase 

et récepteurs histidine kinase – constituent le groupe des récepteurs protéines kinases. Ce 

sont des glycoprotéines dont le rôle est important dans différents organes, à différents 

stades du développement puisqu’elles sont impliquées dans les mécanismes de 

prolifération, différenciation, survie, migration, métabolisme et contrôle du cycle 

cellulaire (Lemmon & Schlessinger, 2010; Schlessinger & Ullrich, 1992). Plus de 60 

récepteurs et leurs ligands ont été identifiés (Schuermann et al., 2018). 

Leur structure comprend trois parties : un domaine extracellulaire, une hélice 

composant le domaine transmembranaire et une partie intracellulaire. La partie 

extracellulaire est unique et confère la spécificité de liaison au ligand. Elle définit 

l’appartenance à l’une des 20 sous-familles et peut être constituée de répétitions de 

fibronectine de type III, de motifs de cystéine, de domaines de type immunoglobuline, de 

répétitions et/ou motifs de leucine et glycine. La portion intracellulaire elle, comprend un 

domaine catalytique ayant une activité tyrosine kinase et des régions régulatrices juxta-

membranaires (Figure 9) (Dengjel et al., 2009; Hubbard & Till, 2000). 

Les caractéristiques structurales de ces récepteurs définissent deux groupes. Dans 

le premier se trouvent la majorité des RTK. Ceux-ci sont monocaténaires et 

monomériques à l’état libre, en absence de ligand. Il s’agit par exemple des récepteurs 

aux FGF, EGF ou encore PDGF notés respectivement FGFR, EGFR, PDGFR. Le second 

groupe comprend le récepteur à l’insuline IR, le récepteur relié à l’insuline IRR et le 

récepteur à l’IGF-1, noté IGF-1R. Ils sont constitués de quatre chaines polypeptidiques 
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reliées par des ponts disulfures et présentent une structure de type α2β2, où les sous-unités 

α extracellulaires et les sous-unités β transmembranaires sont liées de manière covalente 

les unes aux autres par des ponts disulfures (Monteiro et al., 2018; Salzman et al., 1984; 

Sweet et al., 1987). 

 

 

Figure 9. – Structure des RTK. Ici, sont présentées les 20 sous-familles de récepteurs 

de cette famille ainsi que leurs éléments structuraux. Au minimum, les RTK sont 

constitués d’une partie intracellulaire avec un ou des domaines tyrosine kinase (rectangles 

vert foncé), d’une partie transmembranaire commune et d’une partie extracellulaire où se 

lie le ligand. La partie extracellulaire est variable et peut contenir notamment des 

répétitions de fibronectine de type III, de motifs de cystéine, de domaines de type 

immunoglobuline, de répétitions et/ou motifs de leucine et glycine (représentés par les 

autres symboles géométriques explicités dans la partie basse de la figure) (d'après 

Critchley et al., 2018). 
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Les RTK possèdent une structure unique. Grâce à leur activité kinase, ils activent 

différentes cascades enzymatiques qui permettent l’acheminement du message 

extracellulaire vers le noyau, afin d’impacter l’activité cellulaire. 

 

 Voies de signalisation activées 

Tout au long du développement du follicule, les récepteurs tyrosine kinase 

activent diverses voies de signalisation dans l’ovocyte, les cellules de la thèque, les 

cellules de granulosa et les cellules lutéales de différentes espèces (Schuermann et al., 

2018). L’implication des RTK dans les différents processus cellulaires nécessite la liaison 

du ligand au domaine extracellulaire. Il s’en suit une dimérisation, puis une 

transphosphorylation sur des résidus tyrosine : l’activité kinase du site catalytique d’une 

protéine phosphoryle l’autre protéine (Wagner et al., 2013). Ceci a pour effet d’augmenter 

l’activité catalytique du récepteur vis-à-vis des seconds messagers intracellulaires et est 

à l’origine du recrutement de facteurs de transduction du signal capables d’initier la voie 

Ras/MAPK (mitogen-activated protein kinase), la voie impliquant les seconds messagers 

phospholipidiques via la PLCγ (phospholipase C-γ) et PI3K (phosphatidylinositol 3′-

kinase), et la voie des STATs (signal transducers and activator of transcription). Les 6 

acides aminés présents en position C-terminale des sites de phosphorylation 

conditionnent l’activation de l’une ou l’autre de ces voies (Figure 10). Ainsi, la présence 

d’asparagine à la position +2 d’une phospho-tyrosine favorise le recrutement de Grb2 

(growth factor receptor-bound protein 2) et subséquemment l’activation de la voie des 

MAPK (Marengere et al., 1994). En revanche, une méthionine en position +3 de la 
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tyrosine phosphorylée entraine la liaison de PI3K (Dengjel et al., 2009; Wagner et al., 

2013). Les détails concernant chacune des voies sont explicités ci-dessous. 

 

 

Figure 10. – Schéma des voies de signalisation activées par les RTK.La liaison du 

ligand au récepteur tyrosine kinase RTK permet l’activation catalytique de ce dernier, ce 

qui favorise le recrutement de facteurs de transduction du signal capables d’initier la voie 

Ras/MAPK à gauche et la voie impliquant les seconds messagers phospholipidiques via 

la PLCγ et PI3K à droite et au centre. Ceci a des effets sur la prolifération, la 

différenciation, la survie et la migration cellulaires (Regad, 2015). 

 

3.2.1. Voie Ras/Raf/MAPK 

La voie des MAPKs consiste en une cascade de phosphorylations. La signalisation 

intracellulaire est initiée par le recrutement de Grb2 au site de phosphorylation d’un RTK, 

ce qui crée un site de liaison pour l’enzyme SOS catalysant la transformation de Ras-
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GDP en Ras-GTP. Le complexe Ras-GTP permet le recrutement puis l’activation de Raf, 

une MAPK kinase kinase (MKKK, MAP3K ou MEKK). Il existe trois membres de la 

famille des Raf (Raf-1, A-Raf, et B-Raf) pouvant à leur tour phosphoryler une MAPK 

kinase (MKK, MAPKK ou MEK) (Chong et al., 2003; Frémin & Meloche, 2010; Kolch, 

2005). Chez les espèces humaine, bovine et ovine, sept MAPKK phosphorylent 

spécifiquement ERK1/2 (aussi MAPK3/1 ou p44/42), p38 (p38α, p38β, p38δ, p38γ), 

JNK1-3 (c-jun N- terminal kinases) et/ou ERK5 sur des résidus thréonine et tyrosine. 

Ainsi, MEK1 et MEK2 activent ERK1/2, MEK3 et MEK6 activent les isoformes de p38, 

et MEK5 active ERK5 (Brancho et al., 2003; Miyoshi et al., 2010; Peluso et al., 2001). 

La voie impliquant les ERK est la mieux caractérisée des voies des MAPKs (Ahmad et 

al., 2018). Ainsi, il est connu que l’intensité et la durée de la phosphorylation des MAPKs 

sont des déterminants majeurs de la réponse cellulaire qui en découle. Les modulateurs 

de la durée de la phosphorylation des MAPKs sont multiples et comprennent, entre autres, 

l’internalisation du récepteur, les membres de la famille Sprouty, SEF (Similar expression 

to FGF), ainsi que les DUSPs qui seront détaillés à la partie suivante (Ebisuya et al., 2005; 

Lake et al., 2016). 

L’internalisation des récepteurs module le signal dépendamment du récepteur 

impliqué : le récepteur à l’EGF est connu pour subir une rapide internalisation, avant 

d’être dégradé et d’induire une activation transitoire de la voie. En contraste, d’autres 

récepteurs présentent une dynamique d’internalisation plus lente (Sorkin & Goh, 2008). 

Les membres de la famille Sprouty (SPRY1-4) quant à eux, inhibent la cascade 

de signalisation en aval des RTK, mais en amont de l’activation des MAPKs. Leur 

expression est reportée pour être stimulée par les facteurs de croissance (Cabrita & 
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Christofori, 2008; Z. L. Jiang et al., 2011; Lake et al., 2016).  En particulier, dans les 

cellules de granulosa bovines, SPRY1/2/4 sont induits en réponse à FGF2 (Z. L. Jiang et 

al., 2011). 

 

Dans les cellules de granulosa, l’activation de cette voie est particulièrement 

importante pour l’ovulation. Dans les modèles murins présentant une mutation délétère 

de Kras, un membre de la famille de Ras, la prolifération des cellules de granulosa ainsi 

que leur différenciation est arrêtée, ce qui cause une accumulation de follicules dont la 

structure est anormale, et un faible taux d’ovulation. Les niveaux d’œstrogène sont 

faibles, mais ceux des gonadotropines sont élevés. Les cellules de granulosa ne sont ni 

mitotiques, ni apoptotiques. L’expression de certains gènes, notamment LHR et FSHR, y 

est altérée (H.-Y. Fan et al., 2008, 2012). 

En outre, les souris déficientes pour MAPK3/1 ne présentent pas d’altérations du 

développement de leurs follicules, mais sont infertiles à cause des défauts d’ovulation. 

En fait, l’activation de MAPK3/1 permet la maturation de l’ovocyte, l’expansion du 

cumulus, la rupture de la paroi folliculaire et la différentiation des cellules de granulosa 

en cellules lutéales (H.-Y. Fan et al., 2009; H.-Y. Fan & Richards, 2010). 

 

3.2.2. Voie impliquant PI3K et la PLCγ 

L’enzyme PI3K présente un domaine SH2 de liaison au récepteur tyrosine kinase. 

Une fois recruté au niveau du récepteur, PI3K est activé. Il s’agit d’un hétérodimère 

composé de p85, une sous-unité régulatrice, et p110, une sous-unité catalytique. Puis, 

après avoir migré au niveau de la membrane plasmique, PI3K peut interagir avec Sos, ou 
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alors phosphoryler PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) en PIP3 

(phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate). Cette dernière recrute alors PDK1 (3-

phosphoinositide-dependent protein kinase-1) et une protéine kinase B/PKB ou AKT via 

un domaine pleckstrine-homologue PH. Avec PIP3, PDK1 participe à l’activation de 

AKT par phosphorylation (Alessi et al., 1996; Manna & Jain, 2015; Monteiro et al., 

2018). Il existe trois membres dans la famille AKT, notés AKT1 (PKBα), AKT2 (PKBβ) 

et AKT3 (PKBγ) jouant respectivement des rôles prépondérants dans la croissance 

cellulaire et l’angiogenèse, l’homéostasie du glucose, ainsi que le développement neural 

(Gonzalez & McGraw, 2009). À son tour, AKT peut phosphoryler des cibles telles que 

les facteurs de transcription FOXO1/3/4/6, les kinases GSK3 et mTOR afin de réguler 

leur activité (Manning & Cantley, 2007). 

 

Une autre composante de la signalisation par PI3K inclut le recrutement de 

l’enzyme PLCγ à la membrane, par l’intermédiaire d’un domaine SH2, grâce à PIP3. 

L’activation de PLCγ est indépendante de PI3K et permet l’hydrolyse de PIP2 en 1,4,5-

triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG). Cette hydrolyse a pour effet de stimuler le 

relargage du calcium et d’activer la PKC ; le DAG est le principal activateur de la PKC 

(Nishizuka, 1992; D. Wu et al., 2009). Des modèles informatiques ont proposé que la 

PKC contribue à une activation prolongée de la voie des MAPK via l’activation de Raf ; 

il s’ensuit une production d’acide arachidonique via la phospholipase A2 cytoplasmique 

(cPLA2), ce qui active la PKC (Ebisuya et al., 2005). 
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Dans le cadre de la folliculogenèse, la voie impliquant PI3K et la PLCγ est 

particulièrement importante dans les premières étapes, notamment la rupture des cordons 

ovigères, l’activation des follicules primordiaux et la transition entre follicule primordial 

et follicule primaire (Brown et al., 2010; Guo & Yu, 2019). En terme de mécanismes 

moléculaires, le ligand Kit (KITL), via son récepteur KIT stimule la voie intracellulaire 

PI3K/AKT dans les ovocytes de follicules primordiaux, ce qui permet la survie des 

follicules et leur activation (Thomas et al., 2008; Yoshida et al., 1997). L’intervention de 

PTEN est également nécessaire pour contrôler l’activation des follicules primordiaux 

(Reddy et al., 2008). Il agit comme antagoniste de la voie PI3K/AKT en déphosphorylant 

PIP3 en PIP2, ce qui met fin à l’association PIP3-PDK1 au niveau de la membrane 

plasmique (Leung & Adashi, 2018; Reddy et al., 2009). Ainsi, PTEN et PDK1 jouent des 

rôles prépondérants dans le maintien de la réserve ovarienne. 

 

3.2.3. Voie JAK/STAT 

Chez les mammifères, la famille JAK (Janus Kinase) est représentée par quatre 

membres qui sont JAK1, JAK2, JAK3 et Tyk2. Ces protéines sont recrutées suite à 

l’activation puis la dimérisation du récepteur tyrosine kinase dépendamment du ligand 

impliqué (Rawlings et al., 2004). Les kinases JAKs phosphorylent ensuite des résidus 

tyrosine localisés sur le récepteur, ce qui sert de site de liaison pour les protéines 

possédant des domaines SH2 dans leur structure, en particulier les protéines STATs. 

Celles-ci, au nombre de sept (STAT1–4, 5A, 5B and 6), sont ensuite phosphorylées sur 

des résidus tyrosine, forment des dimères ou oligomères et servent de facteur de 

transcription pour des gènes cibles (Li, 2008). Les protéines SOCS (suppressor of 
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cytokine signaling) évitent une activation prolongée de cet axe de signalisation en se liant 

à phospho-JAK, au récepteur, ou aux STATs, ce qui inhibe l’activité kinase de ces 

dernières (Croker et al., 2008). Les PIAS (Protein inhibitor of activated STAT) eux, 

peuvent bloquer le rôle de facteur de transcription des STATs en empêchant leur liaison 

à l’ADN, en recrutant d’autres protéines, en leur faisant subir des modifications post-

traductionnelles ou en restreignant leur présence dans les compartiments cellulaires (G.-

J. Niu et al., 2018). 

La signalisation JAK/STAT décrite ci-dessus fait intervenir peu de seconds 

messagers intracellulaires. Elle est donc relativement simple comparée aux deux voies 

précédentes. Cependant, il existe des molécules adaptatrices pouvant contribuer à la 

cascade signalétique : il s’agit de STAM, StIP (STAT Interacting Protein) et les membres 

de la famille SH2B/LNK/APS. Les STAM (signal-transducing adapter molecules) 

peuvent être phosphorylées par les kinases JAK afin de faciliter la transcription de gènes 

cibles (Hou et al., 2002; Lohi & Lehto, 2001). Les StIP sont des protéines d’échafaudage 

dont le rôle serait de lier à la fois JAK et les STATs, afin de faciliter la phosphorylation 

des derniers par les premiers (Seif et al., 2017). Les protéines appartenant à la famille 

SH2B/LNK/APS, dont la transcription est induite par l’axe JAK/STAT, contiennent des 

domaines PH et SH2 constituant ainsi des substrats pour les enzymes JAK dont la 

phosphorylation mène à l’activation de la voie ou à son inhibition (Hammarén et al., 

2019). 

 

Les sites de liaisons créés par les protéines JAK au niveau des récepteurs peuvent 

aussi servir de sites de liaisons pour d’autres substrats tels que les kinases Shc, Src, Grb2 
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et PI3K contribuant ainsi à l’activation d’autres voies transverses (Rane & Reddy, 2000). 

Parmi les interactions les mieux caractérisées se trouvent celle avec la voie 

Ras/Raf/MAPK et celles avec la voie PI3K/AKT, dont il est connu que chacune des deux 

voies stimule l’activation de l’autre (Roskoski, 2012; Sobinoff et al., 2013). Le cas de la 

cytokine LIF (leukemia inhibitory factor), exprimée dans les cellules de pré-granulosa 

des follicules primordiaux peut être cité en exemple. En se liant à son récepteur, ce facteur 

active la voie JAK/STAT/SOCS dans les cellules de granulosa des follicules en cours 

d’activation (Sobinoff et al., 2013; Sutherland et al., 2012). Les données expérimentales 

chez la vache suggèrent une interaction avec la voie PI3K/AKT. En effet, dans des 

cellules de granulosa bovines en culture, il a été montré que LIF stimule l’expression de 

KITL, ce dernier activant la voie PI3K/AKT impliquée dans la survie des follicules et 

leur activation (Nilsson et al., 2002). 
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4. Phosphatases à double spécificité 

 Généralités sur les DUSPs 

Les phosphatases à double spécificité (DUSPs) représentent une superfamille 

d’une soixantaine d’enzymes regroupées dans un ensemble plus large, les protéines 

tyrosines phosphatases ou PTP (Pavic et al., 2015). Le rôle le plus répandu de cette famille 

d’enzymes est d’inactiver des substrats phosphorylés au niveau des résidus 

serine/thréonine et tyrosine. De cette manière, les DUSPs régulent la balance 

phosphorylation-déphosphorylation des protéines, et ainsi l’issue des voies de 

signalisation dans lesquelles elles sont impliquées (Chen et al., 2019; Patterson et al., 

2009). Cette activité phosphatase ne constitue pas le seul mode de régulation de leur 

substrat. Les DUSPs peuvent également contrôler la localisation nucléaire ou 

cytoplasmique de leurs cibles, ou encore entrer en compétition vis-à-vis de la liaison avec 

d’autres substrats des kinases (Chen et al., 2019; Karlsson et al., 2004; Mandl et al., 2005). 

Certaines DUSPs possèdent également un mode d’action secondaire pour des substrats 

non peptidiques tels que les phosphoinositides, les ARNm, ou encore les glycanes (Pavic 

et al., 2015). 

Au sein de cette superfamille, il existe sept sous-groupes définis sur la base de la 

similarité des séquences et des domaines entre les membres de la même sous-famille ainsi 

que la spécificité de substrat : les slingshots (3 membres), les PRL (phosphatases of 

regenerating liver, 3 membres), les CDC14 (cell division cycle 14 homologous, 4 

membres), les PTEN (phosphatase and tensin homologous, 5 membres), les 

myotubularines (16 membres), les MKP (Mitogen-activated protein kinase phosphatases, 
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11 membres) et les DUSPs atypiques (A-DUSP, 19 membres) (Figure 11) (Alonso et al., 

2004; Patterson et al., 2009). 

 

 

Figure 11. – Classification de la famille des DUSPs. Les protéines tyrosines 

phosphatases PTP sont subdivisées en 4 groupes : les PTP de classe I à III dont l’acide 

aminé catalytique est une cystéine (A à C) et les PTP dont l’acide aminé catalytique est 

un aspartate (D). Tous déphosphorylent au moins des résidus tyrosine phosphorylées. Les 

DUSPs sont un sous-groupe des PTP de classe I, désignées ici par « VH1-like » (d'après 

Alonso et al., 2004). 

 

 

PTP de classe I à base de cystéine SPÉCIFICITÉ DE SUBSTRAT

PTP de classe II à base de cystéine (1)

PTP de classe III à base de cystéine (3)

PTP à base d’aspartate (3)

PTP classiques (38)

Myotubularines (16)

DUSPs atypiques (19)

De type VH1
(61) (DSP)
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Les slingshots SSH1L, SSH2L et SSH3L présentent une distribution tissulaire très 

vaste. À l’inverse des kinases telles que LIMK1, ces phosphatases déphosphorylent la 

cofiline, également appelée ADF (actin-depolymerizing factor). À l’état déphosphorylée, 

celle-ci est impliquée dans la dépolymérisation de l’actine (DesMarais et al., 2005; Niwa 

et al., 2002). 

Les PRL PRL-1, PRL-2 et PRL-3 sont des molécules de petite taille (environ 

20kDa) ne présentant qu’un domaine catalytique (Rios et al., 2013). Les deux premières 

présentent une large distribution tissulaire chez l’humain tandis que l’expression de PRL-

3 est limitée au cœur, au réseau vasculaire, au muscle squelettique et moindrement à la 

prostate (A. M. Campbell & Zhang, 2014; Hardy et al., 2018). Leur rôle dans la 

prolifération cellulaire, la migration et l’invasion cellulaires entre autres est bien avéré, 

ce qui n’est pas le cas pour leurs substrats. Plusieurs cibles ont été suggérées et 

comprennent aussi bien des protéines que des lipides ou des glucides (Wei et al., 2018). 

Les CDC14 désignent KAP (kinase-associated phosphatase) ou CDKN3 (cyclin 

dependent kinase inhibitor 3), CDC14A, CDC14B et une phosphatase PTP9Q22 non 

caractérisée (Alonso et al., 2004). La régulation du cycle cellulaire se trouve parmi les 

fonctions identifiées pour CDC14A et CDC14B, les mieux caractérisées de ces 

phosphatases, puisque leurs substrats sont les cyclines dépendantes de kinases ou CDK. 

Elles peuvent en effet réguler l’entrée en mitose, la maturation du centrosome, la stabilité 

du fuseau mitotique, la cytokinèse ainsi que la progression du cycle cellulaire (Bremmer 

et al., 2012).  

Contrairement à la plupart des autres membres de la famille des DUSPs, ceux de 

la sous-famille PTENs (PTEN, TPIP, TPTE, TNS, TENC1) et les myotubularines (MTM 
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et MTMR1 à 15), ont pour substrats physiologiques les phosphoinositides tels que  le 

phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate et le phosphatidylinositol-3-phosphate (Alonso 

et al., 2004). Les phosphoinositides constituent des seconds messagers intracellulaires 

impliqués dans deux voies de signalisation majeures, l’axe PLC-DAG-IP3 et l’axe PI3K-

AKT, impliqués dans la mort, la survie ou la prolifération cellulaire (Phan et al., 2019).  

Les sous-groupes MKP et A-DUSP comprennent le plus de membres. La 

classification n’est pas toujours évidente pour ces sous-familles souvent regroupées en 

une seule, puisqu’elles partagent non seulement des éléments de structure, mais 

également de spécificité de substrat. Les membres de cette sous-famille sont également 

les seuls à être désignés par l’abréviation « DUSP » (Huang & Tan, 2012) (Tableau 5).  

 

De manière générale, les MKPs possèdent un domaine interagissant avec la 

MAPK cible et sont également nommées DUSPs typiques, en opposition avec les DUSPs 

atypiques ne possédant pas ce domaine (ou A-DUSPs) (Huang & Tan, 2012). Toutefois, 

il existe quelques exceptions possédant le domaine KIM (kinase interaction motif) mais 

appartenant au groupe des MKP, ou inversement. Ces DUSPs conservent cependant pour 

la majorité leur activité catalytique (Huang & Tan, 2012; Patterson et al., 2009). Parmi 

les MKP, la localisation dans les compartiments cellulaires est également un critère de 

classification. Ainsi, dans le noyau on retrouve DUSP1, DUSP2, DUSP4 et DUSP5 ; les 

DUSP6, DUSP7 et DUSP9 quant à elles sont cytoplasmiques. À la fois localisées dans 

ces deux compartiments, il y a DUSP8, DUSP10 et DUSP16 (Kidger & Keyse, 2016).  
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Tableau 5. – Liste des 25 A-DUSPs/MKPs présentes dans le génome humain (d'après 

Chen et al., 2019). 
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*, MKPX est utilisé à la fois pour DUSP7 et DUSP22. #, DUSP24 et DUSP26 sont désignées 
respectivement par DUSP26 et DUSP28. 
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 Mécanisme d’action des A-DUSPs/MKPs 

Le mécanisme d’action des A-DUSPs/MKPs est régi par leur structure. Celle-ci 

consiste en un domaine N-terminal non catalytique, à la fonction régulatrice, et un 

domaine C-terminal catalytique. La partie N-terminale détermine la localisation 

subcellulaire et permet la reconnaissance du substrat. Elle interagit directement et 

spécifiquement avec la MAPK cible et confère la spécificité de substrat de la phosphatase 

(Caunt & Keyse, 2013). Certaines présentent une spécificité envers ERK, JNK, p38 ou 

alors plusieurs de ces MAPK (Patterson et al., 2009). Les préférences de substrat sont 

variables selon le  système d’étude, le type cellulaire, ou encore le contexte physiologique 

(Huang & Tan, 2012; Patterson et al., 2009). 

Le domaine catalytique de l’enzyme est celui qui confère l’activité phosphatase. 

Dans le cas des DUSPs, il est situé au niveau de l’extrémité C-terminale et présente une 

séquence consensus du type HCXXXXXR, bien conservée au cours de l’évolution 

(Dickinson & Keyse, 2006). Le domaine catalytique est flexible, peu profond, mais plus 

large que celui des autres PTP classiques, ce qui permettrait à ces DUSPs de 

déphosphoryler simultanément plus de deux résidus (Farooq & Zhou, 2004). Toutefois, 

les descriptions de leur mécanisme d’action indiquent que la réaction de 

déphosphorylation se fait en deux étapes (Figure 12). Le site catalytique fait intervenir 

des résidus arginines, cystéines et aspartates. Au cours de la première étape, l’arginine 

permet de lier une phospho-MAPK via son groupement phosphate. Puis, via son atome 

de soufre, la cystéine établit une liaison covalente avec le phosphate. L’aspartate agit alors 

à titre de donneur de proton ce qui permet la libération de la MAPK déphosphorylée. Au 

cours de la seconde étape, l’aspartate accepte un proton d’une molécule d’eau puis, le 



72 

groupement hydroxyle restant réagit avec le phosphate. Cela conduit à la libération d’un 

phosphate inorganique Pi (Farooq & Zhou, 2004; Roskoski, 2012). 

 

 

Figure 12. – Schéma de la réaction de déphosphorylation des MAPK. La 

déphosphorylation des MAPK par les A-DUSPs/MKPs est une réaction s’effectuant en 

deux temps. Lors de la première réaction  (1), l’arginine se lie à une phospho-MAPK via 

son groupement phosphate ; par l’intermédiaire de son atome de soufre, la cystéine lie le 

phosphate de manière covalente, ce qui permet alors à l’aspartate de donner un proton et 

libérer la MAPK déphosphorylée. Lors de la deuxième réaction (2), l’aspartate accepte 

un proton d’une molécule d’eau et, le groupement hydroxyle restant réagit avec le 

phosphate ; un phosphate inorganique Pi est enfin libéré (Roskoski, 2012). 

 

 

Bien que le site catalytique soit suffisamment profond pour accueillir les deux 

acides aminés, des analyses de cinétique ont montré, dans le cas de DUSP6, le résidu 

tyrosine (pY) de ERK2 est le premier à être déphosphorylé. Un intermédiaire réactionnel 
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monophosphorylé sur une thréonine (pT) est ainsi libéré. Cet intermédiaire est ensuite 

pris en charge par une autre DUSP6 afin d’être totalement déphosphorylé. Il semblerait 

donc que DUSP6 présente une préférence pour les résidus pY supérieurs à celle pour pT 

(Zhao & Zhang, 2001). 

 Pour certaines MKPs/A-DUSPs, aucune activité phosphatase envers les MAPKs 

n’a été rapportée ; il s’agit de DUSP13b, DUSP15, DUSP21, DUSP28 et MK-STYX. 

D’ailleurs, MK-STYX est définie comme une enzyme inactive, du fait de la substitution 

d’une cystéine par une sérine dans le domaine catalytique (Nunes-Xavier et al., 2011). 

 

 Modes de régulation des A-DUSPs/MPKs 

Ces DUSPs sont d’importants facteurs régulateurs de la fonction des MAPK, des 

kinases impliquées dans des fonctions physiologiques diverses. Leur régulation est très 

complexe étant donné qu’elle peut se faire au niveau transcriptionnel, post-

transcriptionnel, ou encore post-traductionnel (Patterson et al., 2009; Pérez-Sen et al., 

2019).  

La régulation au niveau transcriptionnel revêt une importance particulière puisque 

des niveaux d’expression appropriés des MKPs/A-DUSPs sont nécessaires pour les 

fonctions physiologiques. Dans le cas de certains cancers ou lignées cancéreuses, une 

expression aberrante a été observée pour la majorité d’entre eux, en particulier pour 

DUSP1. Une augmentation de son expression est associée à des mélanomes, au cancer du 

pancréas et à celui de la prostate. En revanche, les cancers des organes endocrines 

reproducteurs (ovaires et testicules) sont associés à de faibles niveaux d’expression de 



74 

DUSP1 (Gumpena et al., 2018). De même, une faible expression de DUSP6 est observée 

dans les cas de cancers ovariens (Jeffrey et al., 2007). Ceci souligne la nécessité d’une 

régulation très fine de leur expression et de leur activité. En particulier la transcription 

des DUSPs est dépendante de l’activation des récepteurs tyrosine kinase par les facteurs 

de croissance selon le type cellulaire et le stimulus (Lake et al., 2016). Les premières 

suggestions de régulation par les facteurs de croissance ont été faites dans des études 

d’organogenèse, où la signalisation des FGF coïncide de manière spatio-temporelle avec 

l’expression de DUSP6 (Dickinson et al., 2002; Eblaghie et al., 2003). L’induction des 

DUSPs par des facteurs de croissance a été démontrée dans différents modèles cellulaires, 

notamment fibroblastiques pour DUSP4 et DUSP6 suite à une stimulation par PDGF 

(Platelet-Derived Growth Factor) ou les FGF respectivement (Ekerot et al., 2008). Ce 

mécanisme de régulation semble bien conservé puisque chez des espèces aussi éloignées 

phylogénétiquement que l’humain (neurones), le xénope (embryos) ou la poule (cellules 

de granulosa), DUSP1, DUSP5 et DUSP6 sont positivement régulées par des facteurs de 

croissance (Branney et al., 2009; Gupta et al., 2018; Woods & Johnson, 2006b). 

Différents facteurs de transcription en aval de la signalisation par les facteurs de 

croissance, ou en réponse au stress cellulaire ont été désignés pour médier cette régulation 

(Camps et al., 2000). Il s’agit par exemple d’AP-1, CREB, NFκB, et la β-caténine pour 

DUSP1, p53 pour DUSP5, ETS-1 et ETS-2 pour DUSP6, ou encore HoxA10 pour 

DUSP4 (Buffet et al., 2015; Ekerot et al., 2008; Huang & Tan, 2012; Pérez-Sen et al., 

2019; Ueda et al., 2003; H. Wang et al., 2007).  

Certaines DUSPs ont la particularité d’être rapidement induites en réponse aux 

différents stimuli, ce qui suggère une régulation au niveau post-transcriptionnel. Le 
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contrôle de la stabilité de l’ARNm a été rapporté, notamment pour DUSP1 et DUSP6. 

Dans le cas de DUSP1, ce rôle est joué par les protéines de liaison à l’ARNm, HuR et 

NF90, qui stabilisent l’ARNm ou TIAR et TIA-1 qui en diminuent la stabilité (Kuwano 

et al., 2008). Aussi, HuR favorise le recrutement de l’ARNm de DUSP1 pour la traduction 

(Sugiura et al., 2011). La régulation de la stabilité de l’ARNm de DUSP6, elle, fait 

intervenir les protéines TTP (tristetraprolin) et PUM2 (Pumilio2), afin de permettre une 

dégradation de l’ARNm (Bermudez et al., 2011).  

La régulation de l’expression des DUSPs implique également les micro-ARN 

(miR ou miARN). Il s’agit de petits ARN non codants, d’une taille de 21 à 25 nucléotides 

identifiés comme des éléments clés de la régulation de l’expression des gènes. Les 

miARN peuvent activer ou inhiber la transcription, contrôler la dégradation des ARNm 

ou alors contrôler la traduction (O’Brien et al., 2018). Il en existe plusieurs et, un même 

miARN peut avoir plusieurs cibles. Par exemple, miR-708 augmente l’expression de 

DUSP1 dans des cellules des muscles lisses des voies respiratoires ; à l’opposé miR-101 

inhibe DUSP1 au niveau de l’ARNm dans les macrophages et miR-200 au niveau 

protéique dans les cardiomyocytes de rat (Moosavi et al., 2017). 

 

En plus de la modulation des niveaux d’ARNm et de protéines, l’activité 

catalytique de ces phosphatases peut être contrôlée. La présence de la cystéine dans le 

site catalytique rend ces DUSPs susceptibles d’être inactivées par oxydation. Dans le cas 

où elle n’est pas suivie d’une dégradation, cette modification est réversible. Elle peut-être 

l’effet d’un stress oxydatif causé par une accumulation d’espèces réactives à l’oxygène 

(ROS) telles que H2O2  (Chan et al., 2008b; Kamata et al., 2005). 
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Il existe une autre façon plus évidente de mettre fin à l’activité catalytique des 

MKPs/A-DUSPs : leur dégradation. Celle-ci peut-être régulée par des modifications post-

traductionnelles telles que les phosphorylations ou ubiquitination (Patterson et al., 2009; 

Xu et al., 2005). Une activation soutenue des MAPKs stimule la phosphorylation de 

DUSP1 sur les résidus Ser296/323 et entraine une dégradation (Lin & Yang, 2006). De 

manière similaire, certains groupes ont montré que la phosphorylation de DUSP6 sur les 

résidus serines 159, 174 et 197 précède la dégradation de cette protéine par le complexe 

ubiquitine-protéasome (Bermudez et al., 2011; Jurek et al., 2009; Marchetti et al., 2005). 

En revanche, certaines de ces modifications ont pour finalité de les stabiliser : une 

phosphorylation transitoire des MAPKs cause une phosphorylation de DUSP1 sur les 

résidus Ser359/364 permettant la stabilisation de la phosphatase (J. M. Brondello et al., 

1999; Moosavi et al., 2017). L’exemple de DUSP1 illustre l’importance des 

phosphorylations différentielles des MKPs/A-DUSPs. De même que des expressions 

aberrantes des DUSPs, une phosphorylation non appropriée de ces phosphatases est à 

l’origine de pathologies telles que le cancer, le diabète et les déficiences immunes (Jeffrey 

et al., 2007).  

Les marques d’acétylation ont également été rapportées pour DUSP1. Dans les 

macrophages, DUSP1 est acétylé par l’histone acétyltransférase p300 sur le résidu Lys-

57 localisé dans le domaine KIM. Ceci a pour effet d’augmenter son activité catalytique 

envers phospho-p38, et de mettre fin à la cascade inflammatoire (Cao et al., 2006).  

De plus, le contrôle de l’activité catalytique est possible grâce à l’interaction de la 

phosphatase via son domaine KIM avec la kinase cible, ce qui a pour effet d’entrainer des 

changements de conformation à l’origine d’une augmentation de l’activité catalytique 
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(Farooq & Zhou, 2004). Même si cela est valable pour DUSP1, DUSP2, DUSP6 et 

DUSP9, d’autres DUSPs (DUSP3, DUSP5 et DUSP10) ne nécessitent pas d’activation 

par leur substrat puisqu’elles sont déjà actives dans une conformation de base (Bermudez 

et al., 2010). Des membres d’une même sous-famille présentent donc des mécanismes de 

régulation a priori différents. Leur compréhension améliorerait la connaissance des 

différents systèmes de l’organisme, en particulier le système reproducteur féminin. 

 

 Les DUSPs dans la fonction ovarienne 

La présence des DUSPs dans l’ovaire repose en partie sur les variations observées 

dans leur niveau d’expression dans les tumeurs ovariennes. En fait, le développement des 

différents cancers, notamment celui des ovaires, est  associé à l’activation constitutive des 

MAPKs (Steinmetz et al., 2004). Le décryptage des mécanismes de contrôle qui 

permettent l’arrêt de l’activité des MAPKs revêt donc un intérêt particulier. 

L’analyse biochimique de tissus cancéreux ovariens humains a indiqué la présence 

et une aberration de la régulation, entre autres, de DUSP1, DUSP2, DUSP4, DUSP6, 

(Chan et al., 2008a; Denkert et al., 2002; Keyse, 2008; G. S. Wu, 2007). Le fait de 

retrouver ces DUSPs dans l’ovaire est à nuancer avec le contexte pathologique dans lequel 

se font ces études, et ne peut que suggérer leur présence et leur rôle dans un contexte 

physiologique.  

À ce jour, la régulation physiologique directe des MAPKs par les DUSPs est peu 

explorée dans cet organe, et ce quelle que soit l'espèce. Chez le rat, des données de 

séquençage indiquent la présence des transcrits des DUSPs 1, 3, 6, 7, 10, 11, 12, 16, 18, 

19, et 22 dans les cellules de granulosa de follicules pré-antraux (Herndon et al., 2016). 
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La contribution de certaines de ces DUSPs dans la folliculogenèse a été évalué dans une 

étude de 2016, dans laquelle DUSP6 a été identifiée comme une phosphatase ciblant 

pospho-MAPK3/1 et DUSP1 ciblant phospho-MAPK14. Dans ces travaux effectués dans 

les cellules de granulosa de rat, l’inactivation de DUSP6 était sous le contrôle de l’axe de 

signalisation FSH/PKA (Donaubauer et al., 2016). Comme mentionné précédemment, la 

FSH intervient durant le développement des follicules antraux pour contrôler la 

stéroïdogenèse. Elle active le récepteur FSHR, ce qui stimule l’accumulation de 

l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) nécessaire pour l’activité de la PKA et 

subséquemment, la transactivation de RTK (Hunzicker-Dunn & Maizels, 2006; Sullivan 

et al., 2013). Chez la vache, cette signalisation par la FSH a permis l’augmentation des 

transcrits pour DUSP1 dans les complexes cumulus-ovocyte, mais ceci n’a pu être corrélé 

aux niveau protéiques (Khan et al., 2015a, 2015b). D’autre part, l’inhibition de 

l’expression de DUSP1 dans ce contexte a affecté des processus associés au 

développement terminal du follicule : elle a favorisé la synthèse du cholestérol nécessaire 

pour la stéroïdogenèse, diminué l’apoptose des cellules de granulosa du cumulus et 

augmenté leur prolifération. Avec l’inhibition de DUSP1 dans ce modèle bovin, la 

migration des cellules de granulosa du cumulus a également été augmentée, ce qui était 

corrélé à la surexpression des gènes TNFAIP6, PTX3, PTGS2, importants pour 

l’expansion du cumulus (Fu et al., 2019). 

 Récemment, Chakravarthi et al. ont identifié chez le rat un sous-ensemble de 

gènes parmi lesquels se trouvait DUSP9, et dont la régulation était dépendante de la 

gonadotrophine chorionique équine (PMSG) et du récepteur aux oestrogènes β (Erβ) 

(Chakravarthi et al., 2021). La PMSG présente une activité FSH chez les autres espèces 
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non équines (Combarnous et al., 1984) ; cette étude suggère donc une régulation par la 

FSH d’une autre DUSP que DUSP1 ou DUSP6. 

 

L’implication des facteurs autocrines ou paracrines dans la régulation des DUSPs 

est a priori peu explorée chez les mammifères. Pourtant, chez la poule, Woods & Johnson 

se sont intéressés à la régulation de DUSP1, DUSP5 et DUSP6. Ils ont démontré 

l’augmentation des niveau d’ARNm de DUSP5 et DUSP6 dans les cellules de granulosa 

aviaires en réponse à TGFα (Woods & Johnson, 2006a). Ce ligand TGFα appartient à la 

famille de l’EGF et active donc, comme les autres membres de cette famille, un récepteur 

tyrosine kinase et les voies de signalisation associées (Monteiro et al., 2018; Sorkin & 

Goh, 2008). Ceci a pu être observé dans leur étude avec la stimulation de la 

phosphorylation de MAPK3/1. Le patron de phosphorylation de MAPK3/1 a suggéré 

l’implication de DUSP5 et moindrement DUSP1 et DUSP6 dans le contrôle de la 

signalisation (Woods & Johnson, 2006a).  

Tout ceci suggère que la fonction de certaines phosphatases est bien conservée à 

travers les espèces. Cependant, les données dans l’ovaire restent éparses et ne concernent 

que certaines DUSPs parmi les 23 qui peuvent potentiellement exercer un rétrocontrôle 

sur la voie des MAPKs. 
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Chapitre 2 – Hypothèse et objectifs 
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Hypothèse et objectifs 

 

Grâce à leur capacité à de déphosphoryler des substrats, et leur expression induite 

en réponse à des facteurs de croissance, les A-DUSPs/MKPs sont connues pour exercer 

un rétrocontrôle négatif sur la voie Ras/Raf/MAPK. Cette voie de signalisation est activée 

en particulier par les FGFs dans l’ovaire. Même s’il est établi que la phosphorylation des 

MAPKs intervient à des degrés différents et pour des durées variables selon le FGF 

impliqué, les modalités de la régulation de ces phosphorylations ne sont pas entièrement 

explorées. D’ailleurs, la présence des A-DUSPs/MKPs et leur fonction dans l’ovaire est 

également peu documentée. L’hypothèse de travail est donc la suivante : 

Les A-DUSPs/MKPs sont régulées par les FGF et certaines d’entre elles peuvent être 

indispensables à la voie de signalisation des MAPK. 

Afin d’étayer cette hypothèse, les objectifs de cette thèse sont : 

1. Déterminer quelles DUSPs sont exprimées dans les cellules de granulosa  

2. Identifier celles dont l’expression est modulée par les FGFs et les modalités de 

cette régulation 

3. Explorer leur rôle dans la signalisation par les FGFs 
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Stratégie de travail et résultats attendus 
 

Afin de répondre à ces objectifs, les cellules de granulosa ont été choisies comme 

modèle car au sein du follicule ovarien, ce sont les premières à intégrer les signaux de 

survie ou de mort cellulaire guidant alors le développement folliculaire. De plus, il est 

possible de les maintenir en culture sans sérum, de telle sorte qu’elles gardent leurs 

caractéristiques physiologiques (sensibilité à la FSH, capacité à synthétiser les stéroïdes, 

absence de lutéinisation).  

Pour atteindre le premier objectif, les niveaux d’ARNm seront évalués par RT-

qPCR dans des cellules ovines fraîchement collectées à partir de trois classes distinctes 

de follicules antraux. Les amorces pour la RT-qPCR ont été choisies sur la base des 

séquences nucléotidiques disponibles dans les bases de données, et testées dans des tissus 

dont l’expression des DUSPs d’intérêt est établie. Il est attendu que seulement certaines 

des A-DUSPs/MKPs soient exprimées, avec un profil d’expression différent selon les 

classes de follicules antraux d’où provenaient les cellules. 

Le second objectif privilégiera une approche in vitro, avec plusieurs cultures de 

cellules de granulosa stimulées par deux FGFs anti-apoptotique FGF2 et FGF8 activant 

transitoirement la voie des MAPKs, et un FGF pro-apoptotique FGF18 activant la voie 

des MAPKs de manière prolongée ; FGF8 et FGF18 appartiennent à la même sous-

famille. Ensuite, il est prévu de mesurer par RT-qPCR et immunoblot les niveaux 

d’ARNm de toutes les A-DUSPs/MKPs trouvées à l’objectif 1. Ici, seulement un groupe 

réduit de A-DUSPs/MKPs devrait être régulé de manière variable par ces FGFs. Étant 

donné la proximité phylogénétique de la brebis et la vache, il est attendu une similitude 

dans les DUSPs exprimées, et une régulation des mêmes DUSPs chez les deux espèces. 
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Le cas échéant, les modalités de leurs régulations seront étudiées avec le modèle de la 

vache, pour lequel les effets des FGFs sont bien documentés ; afin d’établir la voie de 

signalisation impliquée dans la régulation de l’expression des DUSPs, des éléments de 

chacune des trois voies connues pour être activée par les FGFs seront inhibées, avant de 

stimuler les cellules de granulosa de vache en culture par le/les FGF qui modulent leur 

expression, puis de vérifier leur expression. 

Enfin, le troisième objectif prévoit une inhibition pharmacologique des DUSPs 

régulées par les FGFs. Les inhibiteurs seront appliqués à des cellules de granulosa ovines 

en culture, stimulées ou non par les FGFs L’effet de l’inhibition de ces DUSPs sur la 

phosphorylation de MAPK3/1, MAPK8 et MAPK14 – classiquement activés par les 

FGFs choisis – sera déterminé à l’aide d’immunoblots effectués à partir des échantillons 

issus de cultures cellulaires. Il est attendu une modification du profil de phosphorylation 

des MAPKs en présence de l’inhibiteur.  

Les résultats obtenus sont présentés aux chapitres 3 et 4 de cette thèse. Les deux 

articles qui s’y trouvent se concentre sur plusieurs objectifs afin d’étayer l’hypothèse 

initiale de travail. 
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Highlights 

• Sixteen DUSP family members are expressed in sheep granulosa cells 

• FGF2 increased DUSP1 and DUSP6 mRNA and protein abundance 

• Neither FGF8b nor FGF18 increased DUSP expression 

• Inhibition of DUSP6 increased MAPK8 (JNK) phosphorylation. 

 

Abstract 

Growth factors regulate ovarian follicle development and they signal through 

intracellular pathways including mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

phosphorylation, which is negatively regulated by a subfamily of 23 dual-specificity 

phosphatases (DUSP). Using sheep granulosa cells as a model, we detected mRNA 

encoding 16 DUSPs in vivo and in vitro. Stimulation of cells in vitro with FGF2 increased 

(p < 0.05) abundance of DUSP1, DUSP2, DUSP5 and DUSP6 mRNA, and abundance of 

DUSP1 and DUSP6 proteins (p < 0.05). In contrast, neither FGF8b nor FGF18 had any 

major effect on DUSP mRNA abundance. Inhibition of DUSP6 action with the inhibitor 

BCI significantly increased (p < 0.05) MAPK8 (JNK) phosphorylation but not 

phosphoMAPK14 (p38) or MAPK3/1 (ERK1/2) abundance. This study suggests that 

FGFs stimulate DUSP protein abundance, that DUSP6 regulates MAPK8 

phosphorylation in granulosa cells, and DUSPs are involved in the differential MAPK 

signaling of individual FGF ligands.  

Keywords: Ovarian folliculogenesis, Granulosa cells, FGF regulation, MAPK pathway, 

DUSPs, Ruminants.  
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1. Introduction 

The successful growth of ovarian follicles requires a precise microenvironment 

provided by the communication between the oocyte and granulosa and theca cells. 

Signaling between cell types is accomplished by several families of growth factors 

including the fibroblast growth factor (FGF) family (Chaves et al., 2012; Price, 2016). 

Fibroblast growth factor 2 (FGF2) is the most studied among the 22 FGF family members 

and has been shown to promote granulosa cell proliferation, decrease apoptosis and 

inhibit steroidogenesis (Baird and Hsueh, 1986; Gospodarowicz and Bialecki, 1979; Jiang 

et al., 2011; Tilly, 1992). Four receptor tyrosine kinases (FGFR1-4) mediate their actions, 

and binding of the FGF ligand leads to phosphorylation of the receptor cytoplasmic 

domain, and activation of intracellular second messengers including phospholipase C-

PKC, PI3K-Akt and mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways (Ornitz and 

Itoh, 2015). The latter is the most widely activated across different cell types and consists 

of a phosphorylation cascade of MAPK kinases that culminates in the phosphorylation of 

MAPK3/1 (ERK1/2), MAPK14 (p38) and c-jun N-terminal kinase (MAPK8) (Jiang et 

al., 2011; Miyoshi et al., 2010; Peluso et al., 2001). 

The magnitude and duration of MAPK phosphorylation directs cell fate, for 

example transient phosphorylation promotes cell proliferation whereas sustained 

phosphorylation drives cell differentiation (Caunt and Keyse, 2013; Marshall, 1995; 

Traverse et al., 1994). Negative feedback regulation of MAPK signaling involves receptor 

tyrosine kinase-induced synthesis/activation of proteins including those belonging to the 

Sprouty (SPRY) and dual specificity phosphatase (DUSP) families (Jiang et al., 2011; 

Lake et al., 2016). The action of DUSPs, a large family of over 60 enzymes, consists of 
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dephosphorylating serine/threonine and tyrosine residues of their substrates (Camps et 

al., 2000; Huang and Tan, 2012; Patterson et al., 2009). A reduced cluster of 23 DUSPs, 

the atypical DUSP (A-DUSP) and MAPK phosphatases (MKP), antagonizes MAPK 

signaling and is induced upon stimuli such as cytokines, growth factors or serum (Huang 

and Tan, 2012; Jeffrey et al., 2007; Patterson et al., 2009). 

The regulation of SPRY family members has been explored in granulosa cells, 

and mRNA encoding several members, particularly SPRY2, are increased by LH and 

growth factors (EGF and FGF) in humans, mice and cattle (Assidi et al., 2010; Cheng et 

al., 2016; Sugiura et al., 2009). The regulation of DUSPs in the mammalian ovary is less 

clear: DUSP1 mRNA abundance was stimulated by FSH and cAMP in bovine cumulus 

cells (Khan et al., 2015a, 2015b) but was inhibited by FSH in rat granulosa cells (Herndon 

et al., 2016). In chicken granulosa cells, DUSP5 and DUSP6 mRNA abundance was 

increased by TGFα in vitro (Woods and Johnson, 2006). 

We hypothesized that FGFs regulate DUSP mRNA and protein abundance in 

sheep granulosa cells. We chose FGFs as target ligands as many (FGF1, FGF2, FGF8b) 

but not all (FGF18) stimulate MAPK phosphorylation and SPRY2 mRNA abundance 

(Jiang et al., 2013, 2011; Jiang and Price, 2012). The specific objectives of this study 

were to identify which DUSP family members are produced in sheep granulosa cells, to 

determine if they are regulated by FGFs and to explore their potential role in FGF 

signaling. 
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2. Material and methods 

2.1. Granulosa cell collection from individual ewes 

To assess DUSP abundance in follicles ex-vivo, ovaries were collected from 

mixed breed sheep at a local slaughterhouse and transported to the laboratory in an 

insulated container in saline solution and penicillin/streptomycin (Gibco™ Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada) at 37°C. Ovaries from the same animal were kept together and 

a total of 8 animals were used. Each pair of ovaries was dissected to provide separate 

pools of small (1 to 3 mm), medium (3 to 5 mm) and large (more than 5 mm) antral 

follicles corresponding to follicle growth, selection, and dominance stages, respectively 

(Estienne et al., 2015). Follicles were hemisected in McCoy’s 5a medium (Gibco™ 

Invitrogen, Burlington, ON, Canada). The follicle walls were scraped to recover 

granulosa cells in the medium, and cells from all follicles of each size class from each 

ewe were pooled and collected by centrifugation at 980 g for 15 min and the pellet was 

recovered in commercial lysis buffer containing 2-mercaptoethanol before proceeding 

with RNA extraction (Invitrogen). 

 

2.2. Cell culture 

To assess the effects of growth factors on DUSP mRNA and protein abundance, 

we employed a serum-free granulosa cell culture system that maintains an estrogenic 

phenotype in which cells remain responsive to FSH (Campbell et al., 1996). All the 

reagents were from Invitrogen (Gibco™), except where mentioned. Briefly, at least 12 

sheep ovaries with clearly visible follicles were collected from a local abattoir and 

transported to the laboratory. Small and medium antral follicles (1 to 4 mm diameter) 
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were isolated and bisected in DMEM:F12 to create a granulosa cell suspension. After 

filtration through a 150 mesh filter (Sigma-Aldrich) and centrifugation at 980 g for 15 

min, the cell pellet was resuspended in culture medium composed of McCoy’s 5a 

supplemented with 10 mmol/l sodium bicarbonate, 0.1% bovine serum albumin (Sigma-

Aldrich), 4 ng/ml sodium selenite, 2.5 μg/ml apotransferrin, 1 μg/ml fungizone, 100 U/ml 

penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 1.1 mmol/l nonessential amino acid solution, 10
−6

 M 

androstenedione, 25 mM HEPES, 10 ng/ml insulin and 10 ng/ml ovine FSH (starting at 

the first culture medium change ; AFP5346D, National Hormone and Peptide Program, 

Torrance, CA, USA). The cells were plated at a density of 1x106 per ml per well in a 24-

well plate (Corning™ Costar™ Fisher Scientific, Burlington, ON, Canada) and kept at 

37°C in a humidified atmosphere of 5% CO2. Every 48 h, 70% of the spent culture 

medium was renewed. 

Two wells were used for RNA extraction and four wells were used for 

immunoblotting per treatment, and the samples were combined to form a single datapoint. 

All cultures were performed on at least three cell pools obtained from ovaries collected 

on different days. 

 

2.3. Treatments with inhibitors and hormones 

All treatments were applied on day 5 of culture, and cells harvested at the times 

indicated in the figures. Recombinant human FGF2, FGF8b and FGF18 (PeproTech, 

Rocky Hill, NJ, USA) were added to wells in 2 μl medium to achieve concentrations of 

0, 1, 10 and 100 ng/ml. Pairwise sequence alignment with EMBOSS indicated the 

recombinant proteins share more than 90% similarity with the corresponding ovine 
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protein (Needleman and Wunsch, 1970). The role of DUSP was investigated using 

commercially available inhibitors targeting either DUSP1/6 (3-(cyclohexylamino)-2,3-

dihydro-2-(phenylmethylene)-1H-inden-1-one, BCI; 5 μM; Cayman Chemical, 

Burlington, ON, Canada), or DUSP1 alone (Triptolide, TPL; 10 μM; Cayman Chemical, 

Burlington, ON, Canada) (Herndon et al., 2016; Koo et al., 2009; Molina et al., 2009). 

The inhibitors were applied in 5 μl DMSO 1 h before treating cells with 10 ng/ml of FGF2 

for the indicated times, and controls received vehicle alone. 

 

2.4. Total RNA extraction and real-time qPCR 

After treatments, the culture medium was discarded, and total RNA was extracted 

from cells with the PureLink® RNA Mini Kit (Invitrogen) according to the 

manufacturer's instructions. Total RNA concentration and purity was assayed using a 

Nanodrop 1000. Total RNA (1 μg) was reverse transcribed into cDNA using 

SuperScript™ IV VILO™ Master Mix with ezDNase™ Enzyme (Invitrogen). 

Quantitative PCR was performed on a CFX96 Touch thermocycler (Bio-rad, Hercules, 

CA, USA) using 1X Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-rad) and 375 

nM or 250 nM of each specific forward and reverse primer in a total reaction volume of 

20 μl. The sequences used to assay mRNA abundance in granulosa cells are presented in 

Table 1. Thermocycling conditions were 95°C for 3 min, 40 cycles of 95°C for 15 s, and 

60°C for 30 s and 72°C for 30 s. Preliminary sample dilution curves were performed to 

determine conditions for optimal amplification efficiency. Novel amplicons were 

sequenced to verify authenticity and melting curve analysis was used to verify a single 

product was amplified in each run. Each reaction was performed in duplicate and the 
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average threshold cycle (Ct) value was used to determine the mRNA quantity of target 

genes relative to the geometric mean of three housekeeping genes (RPL19, SDHA and 

YWHAZ) with the 2
−ΔΔCt

 method and correction for amplification efficiency (Pfaffl, 

2001). These reference genes have been validated for use in sheep granulosa cells 

(Drouilhet et al., 2013; Estienne et al., 2015; Monniaux et al., 2020; Pierre et al., 2016). 

 

2.5. Western blot 

After treatments, the culture medium was discarded, and cells were lysed with 

RIPA buffer (1X phosphate buffered saline pH 7.4, 1% NP-40, 0.5% sodium 

deoxycholate, 0.1% SDS, and proteases and phosphatases inhibitor cocktails). The lysate 

was centrifuged at 13 000 g for 10 min, and protein concentrations were determined by 

BCA assay following the manufacturer's instructions (ThermoFisher Scientific, 

Burlington, ON, Canada). Ten μg of total protein was loaded in 4-15% stain free gels 

(Bio-rad). The proteins were resolved by migration at 200 V under constant amperage for 

40 min using a Tetra cell apparatus (Bio-rad), and were then transferred to a LF-PVDF 

membrane in a semi-dry transfer system (TransBlot; Bio-rad). The membranes were 

blocked and incubated with antibodies as indicated in Table 2. Each incubation period 

was followed with 3 washes of 5 min each in TTBS (10 mM Tris–HCl, 150 mM NaCl, 

0.1% Tween-20, pH 7.5). The signal was detected by chemiluminescence with ECL or 

ECL max (Bio-rad). For each protein, intensities were calculated relative to a calibrator 

sample, and the calibrated intensity was normalized to the loading control β-actin (for 

DUSP) or the corresponding total protein for phospho-MAPKs. 
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2.6. Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.3 (San Diego, 

California USA). Data are presented as mean ± SEM of 8 ewes or, for cell culture 

experiments, at least 3 independent cell cultures. One-way ANOVA followed by Fisher’s 

LSD post-hoc test was used to compare mRNA abundance in granulosa cells across 

different stages of folliculogenesis, and two-way ANOVA followed by Fisher's LSD test 

or t-test was performed to assess the effect of FGF treatment on mRNA and protein 

abundance in vitro. Means were considered different if p < 0.05. 

 

3. Results  

3.1. DUSP mRNA profile in ovine granulosa cells from different sizes of 

follicles  

We first determined by RT-PCR which DUSP were present in ovine granulosa 

cells among the 23 known A-DUSP and MKP members. Sixteen DUSP family members 

were detected in granulosa cells, specifically DUSP1, DUSP2, DUSP3, DUSP5, DUSP6, 

DUSP7, DUSP8, DUSP10, DUSP11, DUSP12, DUSP14, DUSP15, DUSP16, DUSP18, 

DUSP19 and DUSP22. Among these, the abundance of three was different (p < 0.05) 

between granulosa cells of small, medium or large follicles (Fig. 1). Abundance of 

DUSP3 and DUSP8 mRNA were greater (p < 0.05) in large compared to small antral 

follicles, and DUSP22 mRNA was less abundant in large follicles compared to medium 

sized follicles. The remaining members were not detected in granulosa cells but mRNA 

was readily amplified in brain or muscle tissue (data not shown). 
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3.2. Regulation of DUSP mRNA and protein by FGF2 

To determine the regulation of DUSPs in granulosa cells, we first assessed the 

effects of FGF2 on the abundance of mRNA encoding all 16 DUSP family members. 

Addition of FGF2 for 1.5 h caused an increase (p < 0.05) in DUSP1, DUSP2 and DUSP5 

mRNA abundance at the three doses tested (Fig. 2); no other DUSP mRNA was altered 

by treatment with FGF2 (DUSP6 shown in Fig. 2). A time-course study was then 

performed with 10 ng/ml FGF2, and three patterns of DUSP upregulation were observed; 

a rapid response in which DUSP1 mRNA abundance were significantly increased (p < 

0.05) after 1 h of treatment and returned to control abundance within 2 h (Fig. 3A), a 

medium response in which DUSP2 and DUSP5 mRNA abundance increased (p < 0.05) 

over the 2-4 h time period and then returned to control values, and the late response seen 

for DUSP6 where mRNA abundance did not increase before 8 h (Fig. 3A). None of the 

other 12 DUSP mRNA were affected by FGF2 treatment (not shown). 

Cell cultures were performed to measure abundance of DUSP1, DUSP5 and 

DUSP6 proteins. Abundance of DUSP1 increased (p < 0.05) transiently at 3 h post-

treatment, whereas DUSP5 abundance did not change (Fig. 3B). An additional time-

course experiment was performed at 8, 12 and 24 h for DUSP6, which was increased by 

FGF2 at each of these time points (p < 0.05; Fig. 3C).  

 

3.3. Regulation of DUSP mRNA by FGF8 family members 

We assessed the effects of two closely related FGFs, FGF8b and FGF18, that have 

different effects on MAPK3/1 phosphorylation. Addition of FGF8b had modest effects 

on DUSP mRNA abundance compared with FGF2, as significant (p < 0.05) stimulation 
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was observed only for DUSP5 (Fig. 4) and none of the other 15 mRNAs measured 

(DUSP1 and DUSP6 shown in Fig. 4). Treatment with FGF18, which does not activate 

the MAPK3/1 pathway, did not alter the abundance of mRNA of any of the 16 DUSPs 

measured (not shown). To ensure that the FGF18 was biologically active, we measured 

abundance of GADD45B mRNA at 8 h of treatment, and FGF18 reduced mRNA 

abundance by 45% (p < 0.05) as has been shown in cattle (Portela et al., 2015). 

 

3.4. Role of DUSP1 and DUSP6 in FGF2 signaling 

To determine the impact of DUSPs on MAPK signaling in ovine granulosa cells, 

we pre-treated the cells for 1 h with commercially available inhibitors targeting DUSP1 

or DUSP1/6 before FGF2 treatment. Treatment with FGF2 rapidly and transiently 

stimulated MAPK3/1 phosphorylation (p < 0.05), which was abolished by pretreatment 

with BCI, an inhibitor of both DUSP1 and DUSP6 (Fig. 5 A, B). Basal abundance of 

MAPK3/1 phosphorylation was not affected. Treatment with FGF2 did not stimulate 

MAPK8 or MAPK14 phosphorylation and BCI did not affect MAPK14 (Fig. 5 C). 

Inhibition of both DUSP1 and DUSP6 significantly increased (p < 0.05) basal 

phosphorylation of MAPK8 (Fig. 5 A, D). 

Selective inhibition of DUSP1 did not impact FGF2 signaling, as no significant 

variation was observed between cells pre-treated and not with TPL at each time (Fig. 6). 

In these experiments, FGF2 stimulated MAPK3/1 phosphorylation as observed above, 

and also increased phosphorylation of MAPK14 but had no effect on MAPK8 

phosphorylation. 
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4. Discussion 

The activation of MAPKs by growth factors has been well explored in the ovary, 

but less is known about the control of intracellular negative regulators of growth factor 

signaling. In this study, we describe the presence of mRNA encoding 16 members of the 

A-DUSP/MKP subfamily in sheep granulosa cells as detected by qPCR. Eleven out of 

these 16 DUSPs have been reported in rat granulosa cells, specifically Dusp1, 3, 6, 7, 10, 

11, 12, 16, 18, 19 and 22 (Donaubauer et al., 2016; Herndon et al., 2016). We observed 

divergent variations in DUSP3, DUSP8 and DUSP22 mRNA abundance across follicle 

size groups from ewes in vivo, which suggests long-term (days) regulation of DUSP 

proteins during folliculogenesis consistent with the activation of MAPK signaling during 

follicle development (Bertoldo et al., 2016; Wayne et al., 2007; Yu et al., 2005). 

However, cellular responses to growth factors are often quite rapid, therefore we 

assessed short-term regulation of DUSP family members in response to FGF2 in cell 

culture. Addition of FGF2 caused a rapid and transient (for less than 1 h) increase in 

MAPK3/1 phosphorylation as has been shown in other species including cattle (Jiang et 

al., 2011), and increased abundance of DUSP1, DUSP2, DUSP5 and DUSP6 mRNA and 

DUSP1 and DUSP6 protein abundance. These results are consistent with studies showing 

FGF-dependent stimulation of DUSP1, DUSP5 and DUSP6 in Xenopus oocytes 

(Branney et al., 2009), human neurons (Gupta et al., 2018) and the mouse 3T3 fibroblast 

line (Ekerot et al., 2008), and with increased DUSP5 and DUSP6 mRNA abundance after 

exposure to TGFα in chicken granulosa cells (Woods and Johnson, 2006). Addition of 

FGF2 did not alter DUSP3, DUSP8 or DUSP22 mRNA abundance, which suggests that 

the changes observed in follicles in vivo are in response to ligands other than FGF2. 
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Other FGF ligands stimulate MAPK signaling to different extents, for example 

unlike FGF2, FGF8b caused a sustained (for at least 2 h) increase in MAPK3/1 

phosphorylation in bovine granulosa cells (Jiang et al., 2013) and other cell types 

(Tarkkonen et al., 2010). In bovine granulosa cells, FGF2 and FGF8b stimulated the 

abundance of mRNA encoding the negative feedback SPRY proteins to the same extent 

(Jiang et al., 2013, 2011), suggesting that they do not account for the different effects of 

FGF2 and FGF8b. In the present study, unlike FGF2, FGF8b had little effect on 

abundance of mRNA encoding DUSP proteins, which provides an explanation for the 

reported prolonged phosphorylation of MAPK3/1 following FGF8b treatment. This does 

however contrast with the reported FGF8b stimulation of DUSP6 mRNA abundance in 

chick embryos (Kawakami et al., 2003) and the fetal mouse brain (Echevarria et al., 

2005), which may be due to differences between species, tissue or developmental stage. 

We also tested the effect of FGF18, which in bovine granulosa cells does not 

activate MAPK3/1 or increase SPRY mRNA abundance (Jiang et al., 2013), and 

consistent with these data FGF18 did not alter abundance of mRNA encoding any of the 

16 DUSP proteins measured. This strongly suggests that the lack of increased MAPK3/1 

phosphorylation upon FGF18 signaling is not caused by a strong intracellular negative 

feedback response, but rather due to a deficiency in MAPK kinase signaling. 

The role DUSP proteins may play in MAPK signaling in granulosa cells is unclear. 

The four DUSP family members stimulated by FGF2 are known to decrease MAPK3/1 

phosphorylation, and DUSP1 also targets MAPK8 and MAPK14 (Caunt and Keyse, 

2013; Franklin et al., 1998; Franklin and Kraft, 1997; Jeffrey et al., 2007), therefore we 

treated sheep granulosa cells with triptolide, an inhibitor selective for DUSP1. This had 
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no effect on FGF2-stimulated MAPK3/1, MAPK8 or MAPK14 phosphorylation, which 

is consistent with the lack of effect of this same inhibitor on FSH-treated rat granulosa 

cells (Donaubauer et al., 2016). However siRNA-mediated knockdown of DUSP1 

decreased MAPK3/1, MAPK8 and MAPK14 phosphorylation in bovine cumulus cells 

from medium and large sized follicles (Fu et al., 2019). Thus, despite the observed 

increase in DUSP1 mRNA and protein abundance following treatment with FGF2, this 

protein either plays a minor role in the regulation of the MAPKs measured, or its loss was 

compensated by the action of other DUSPs. 

We then used the dual DUSP1/DUSP6 inhibitor BCI to explore the role of 

DUSP6, which resulted in a marked increase in MAPK8 phosphorylation independent of 

the presence of FGF2, agreeing with studies showing increased phosphoMAPK8 

abundance in T cells and in nerve tumor cells treated with BCI (Franklin and Kraft, 1997; 

Hsu et al., 2018; Ramkissoon et al., 2019), and strongly suggesting regulation of MAPK8 

signaling by DUSP6 in granulosa cells. In contrast however, this inhibitor abolished the 

ability of FGF2 to increase MAPK3/1 phosphorylation, and similar effects have been 

observed in activated T cells (Hsu et al., 2018) and lipopolysaccharide-stimulated rat 

microglia (Ham et al., 2015), although the effect may be cell-type specific as BCI 

stimulated phosphoMAPK3/1 abundance in nerve tumor cells (Ramkissoon et al., 2019). 

The paradoxical action of BCI on ligand-stimulated phosphoMAPK3/1 abundance has 

not been explained, but may be caused by compensatory overexpression of other 

MAPK3/1 negative feedback mechanisms or by potential non-specific effects of BCI. 

In summary, we show that DUSP1, DUSP5 and DUSP6 are regulated by FGF2 in 

sheep granulosa cells and the consistent reports of DUSP1, DUSP5 and DUSP6 
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regulation across species and tissues points to a highly conserved role for these three 

proteins. There appears to be a minor role for DUSP1 in MAPK signaling in granulosa 

cells, while DUSP6 activity has a major regulatory role for MAPK8 (JNK) 

phosphorylation. We also propose that the longer duration of MAPK3/1 phosphorylation 

reportedly induced by FGF8b compared to FGF2 is related to the inability of FGF8b to 

increase DUSP mRNA abundance. 
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Tables and figures 

 

Table 1. – Forward (F) and reverse (R) primers used in RT-qPCR 

Gene Sequence 5' → 3' Accession number 

DUSP1 F: ACCATTTCGAGGGTCACTACCA  XM_004016868.3 

 R: AGCTTGACTCGGTTAGTCCTCA   

DUSP2 F: CTCCAGGGCTCCCTCTTACG XM_015093902.1 

 R: CCTCAAAGTGGTTGGGGCAG   

DUSP3 F: CGTTCGAGCTCTCCGTGC  XM_015098810.1 

 R: GCTTGGGGATGTCTTGAGCC  

DUSP4 F: GGACAGCACCGTGTCGC XM_004021751.2 

 R: CAGAGCCTTGGTCTTGGAACAG  

DUSP5 F: AGGGGGATATGAGACTTTCTACTCG  XM_015103278.1 

 R: GCACTGACTTCCCACACTGAC  

DUSP6 F: CCCCCAACTTGCCGAATCTC XM_004006243.3 

 R: GGCTGATGCCAGCTAAGCAA  

DUSP7 F: GGGCGAGTTCACCTACAAGC XM_015102143.1 

 R: GACAAAGTCGTAGGCGTCGTT  

DUSP8 F: TCACCTCTACCTGGGCTCTC XM_012102409.2 

 R: GTTGTCATTGATGGGAATGCG  

DUSP9 F: GAAGCCGACTCGGTGCTG XM_012107802.2 

 R: TCGAGGCTGGTCTCACAGAG  

DUSP10 F: GAATGAGGGCTGAATGTGCGA XM_004013609.3 

 R: TGTCGTCTAAAGGAGACGGAGG  

DUSP11 F: ACTACCTCCCAGTTGGACAGAG XM_004006079.3 

 R: GGAAAAACATTCTTCTGGGGCAAG   

DUSP12 F: TTTGCCCACAAGAGGATGACAG XM_004002704.3 

 R: GGAGCACTGTTCACCATACCAG  

DUSP13 F: TTCTGCAGCTGACTTCATCCA XM_004021499.3 

 R: CTCTGTTGGGGAAGACCCATC  

DUSP14 F: TTTCCAGACCCAGGACTCCA XM_004012438.3 

 R: ACTTGCATCGTTGGGAGCAA  

DUSP15 F: AGACACAGATCAGCTAGGCCG XM_015099489.1 

 R: TTGATGGGTACCTCAGGGGC  

DUSP16 F: TGTAGGGAGTGCATTGTTGCC XM_015094926.1 

 R: GTTACCTGGTTGGTGCGTGT  

DUSP18 F: GACCGATCTTCTCTTACCCGGA XM_027956778.1  
 R: TTCCTGCTAGGCTGTGTCCAT  
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DUSP19 F: ATTAAGCCATGGTTGCTCCTGG XM_004004524.3 

 R: TGAGGAAAGCGTTTTCAACTCCA  

DUSP21 F: GGGTTACCAGCATACTGTCGC XM_015104757.1 

 R: ATTCGAAACGGACACAGAGGC  

DUSP22 F: CCCTGGTGGTCGCCTATATC XM_012101407.2  
 R: CAGTGCAGTTACCTGGTGGA  

DUSP23 F: AGGCGATACTGCCTGGTAGG XM_004002652.3 

 R: ACACCAGATGCCGTACACCT  

DUSP26 F: TAACCATGCCGACGAGGTCT XM_015104598.1 

 R: CCCGGTGGTTGTTGGCTATT  

DUSP27 F: GCAGAAGTGAAGTGAGCAGCA XM_004003734.3 

 R: TTGGACCTCCCGTTTATGGCT  

RPL19 F: TATGGGTATAGGTAAGCGAAAG XM_004012837  
 R: TGGCGGTCAATCTTCTTAG  

SDHA F: GAATGGTCTGGAACACTGA XM_012125144  
 R: AGTAATCGTACTCGTCAACC  

YWHAZ F: ACCAACACATCCTATCAGAC XM_027980212.1 

 R: CTCTCAGTAACTGCATTATTAGC   
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Table 2. – Antibodies used in Western Blot. 

Name of Antibody Manufacturer (cat. no.) Type Dilution 

ß-actin (C4) Santa Cruz (sc-47778 HRP) CkM 1/5000
3,a

 

DUSP6 (F-12) Santa Cruz (sc-377070) MsM 1/20003
3,c

 

DUSP1 Biorbyt (orb317657) RbP 1/200
2,a

 

DUSP5 (H-9) Santa-Cruz (sc-393801) MsM 1/200
2,a

 

Phospho-MAPK3/1 

(Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) 
Cell signaling (4370) RbM 1/2000

3,a
 

Total MAPK3/1 Cell signaling (9102) RbP 1/2000
3,a

 

Phospho-MAPK8 

(Thr183/Tyr185) (81E11) 
Cell signaling (4668) RbM 1/1000

1,a
 

MAPK8 Cell signaling (9252) RbP 1/1000
2,a

 

Phospho-MAPK14 

(Thr180/Tyr182) (3D7) 
Cell signaling (9215) RbM 1/1000

2,c
 

Total MAPK14 Cell signaling (9212) RbP 1/1000
2,c

 

Anti-Rabbit IgG, HRP-linked GE Healthcare (NA934V) Dy 1/10000
c
 

Anti-Mouse IgG, HRP 

conjugated 
Calbiochem (402334) Rb 1/20000

c
 

CkM: Chicken monoclonal; MsM: mouse monoclonal; RbP: rabbit polyclonal; RbM: 

rabbit monoclonal; Dy: donkey; Rb: rabbit. Superscript numbers stand for blocking 

buffers and letters for buffers used to dilute antibodies. 1 and a: TTBS; 2 and b: 5% BSA 

in TTBS; 3 and c: 5% milk in TTBS.  
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Fig. 1.  Profile of abundance of mRNA encoding DUSP family members according 
to follicle size. Ovaries from 8 ewes were collected at an abattoir and small (SF, 1–3 mm 

diameter), medium (MF, 3–5 mm) and large antral follicles (LF, greater than 5 mm) were 

isolated. Granulosa cells were pooled within follicle size for each ewe, and mRNA 

abundance measured by qPCR. Graphs illustrate three DUSP members that differed with 

follicle size and three that did not. Different letters above bars indicate significant 

differences (p < 0.05, Fisher's LSD test).  
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Fig. 2. FGF2 increased abundance of DUSP mRNA. Ovine granulosa cells were 

harvested from 1 to 4 mm antral follicles and cultured under serum-free conditions. On 

day 5 of culture, the cells were stimulated for 1.5 h with 0, 1, 10 or 100 ng/ml in duplicate 

wells. Total RNA was extracted for measurement of mRNA abundance by qPCR. Data 

are expressed as means and SEM of 5 independent cell cultures. Asterisks denote means 

that are statistically different from controls (p < 0.05, Fisher's LSD test).  

DUSP5

0 1 10 100
0

2

4

6

8

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A 
ab

un
da

nc
e

* * *
* *

*

FGF2 (ng/ml)

*
*

*

FGF2 (ng/ml)

DUSP5 DUSP6

DUSP1 DUSP2
DUSP1

0 1 10 100
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5
R

el
at

iv
e 

m
R

N
A 

ab
un

da
nc

e

DUSP2

0

2

4

6

0 1 10 100

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A 
ab

un
da

nc
e

DUSP6

0 1 10 100
0

1

2

3

4

R
el

at
iv

e 
m

R
N

A 
ab

un
da

nc
e



115 

 

 

Fig. 3. Effect of FGF2 on DUSP mRNA and protein abundance. Ovine granulosa cells 

were harvested from 1 to 4 mm antral follicles and cultured under serum-free conditions. 

On day 5 of culture, cells were treated with or without 10 ng/ml FGF2 for the times stated, 

and RNA extracted for qPCR or total cell proteins extracted for immunoblotting. (A) 

Relative abundance of mRNA encoding DUSP1, DUSP2, DUSP5 and DUSP6. 

Abundance of DUSP1, DUSP5 (B) DUSP6 (C) proteins were measured by Western blot, 

and representative blots are shown. Data are presented as means + SEM of 5 independent 

cell cultures. Asterisks indicate significant differences between FGF2 and control 

treatments (p < 0.05, Fisher's LSD test).   
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Fig. 4. Effect of FGF8 on abundance of mRNA encoding DUSPs. Ovine granulosa 

cells were harvested from 1 to 4 mm antral follicles and cultured under serum-free 

conditions. On day 5 of culture, cells were treated with or without 10 ng/ml FGF8b for 

the times shown. Total RNA was extracted for measurement of mRNA abundance by 

qPCR. The graphs represent means + SEM of 5 independent cell cultures, and asterisks 

indicate significant differences between FGF8b and control treatments (p < 0.05, Fisher's 

LSD test).   
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Fig. 5. Effects of DUSP1/6 inhibition on MAPK phosphorylation.Ovine granulosa 

cells cultured for 5 days in serum-free medium were pre-treated with the 5 μM BCI or 

vehicle (DMSO) for 1 h, then challenged with 10 ng/ml FGF2 for the indicated times, 

and total cell protein was extracted for immunoblotting. (A) Representative immunoblots 

for the phospho- and total target protein pairs, and mean ratios of (B) phospho-MAPK3/1, 

(C) phospho-MAPK14 and (D) phospho-MAPK8 abundance relative to their 

corresponding total protein. The graphs represent means + SEM of 5 independent cell 

cultures. Asterisks show significant differences between FGF treated groups compared to 

t = 0 min (p < 0.05, Fisher's LSD) or BCI treated compared to BCI non-treated groups at 

each time point (p < 0.05, t-test).   
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Fig. 6. Effects of inhibition of DUSP1 on MAPK phosphorylation. Ovine granulosa 

cells cultured for 5 days in serum-free medium were pre-treated with the 10 μM triptolide 

(TPL) or vehicle (DMSO) for 1 h, then challenged with 10 ng/ml FGF2 for the indicated 

times, and total cell protein was extracted for immunoblotting. (A) Representative 

immunoblots for the phospho- and total target protein pairs, and mean ratios of (B) 

phospho-MAPK3/1, (C) phospho-MAPK14 and (D) phospho-MAPK8 abundance 

relative to their corresponding total protein. The graphs represent means + SEM of 5 

independent cell cultures. Significant differences between FGF treated groups and time 0 

controls are shown for cells with (asterisk) or without (dagger) DUSP1 inhibitor (p < 

0.05, Fisher's LSD). 
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Abstract 

Controling the duration and amplitude of mitogen-activated protein kinase 

(MAPK) signaling is an important element in deciding cell fate. One group of intracellular 

negative regulators of MAPK activity is a subfamily of the dual specificity phosphatase 

(DUSP) superfamily, of which up to 16 members have been described in the ovarian 

granulosa cells. Growth factors stimulate proliferation of granulosa cells through MAPK, 

protein kinase C (PKC), and AKT pathways, although it is not known which pathways 

control DUSP expression in these cells. The aim of the present study was to identify 

which pathways were involved in the regulation of DUSP expression using a well-

established serum-free culture system for bovine granulosa cells. Stimulation of cells with 

FGF2 increased DUSP1, DUSP5, and DUSP6 mRNA abundance in a time- and dose-

dependent manner, and increased DUSP5 and DUSP6 protein accumulation. None of the 

other eleven DUSP measured were regulated by FGF2. Pharmacological inhibition of 

MAPK3/1 signaling decreased FGF2-stimulated DUSP1, DUSP5, and DUSP6 mRNA 

levels (P < 0.05), whereas inhibition of PKC did not affect the expression of these three 

DUSPs. Abundance of FGF2-dependent DUSP6 mRNA was reduced by inhibition of 

phospholipase C (PLC) or by chelating calcium, but DUSP5 mRNA abundance was not 

affected. Abundance of basal DUSP1 and DUSP6, but not DUSP5 mRNA was increased 

by the addition of the calcium ionophore A23187. We conclude that FGF2 stimulation of 

DUSP5 abundance requires MAPK3/1 whereas DUSP6 mRNA accumulation is 

dependent on calcium signaling as well as MAPK3/1 activation, suggesting complex 

regulation of physiologically important DUSPs in the follicle.  
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Introduction 

Optimal fertility depends on the health of growing ovarian follicles, which is 

determined largely by the health of granulosa cells (Yang & Rajamahendran 2000, Irving-

Rodgers et al. 2001). Many locally produced growth factors direct granulosa cell fate, 

including members of the fibroblast growth factor (FGF) and transforming growth factor-

β (TGFβ) families (Chaves et al. 2012, Matsuda et al. 2012), and while many of these 

stimulate proliferation, others such as FGF18 and anti- Mullerian hormone are pro-

apoptotic (Price & Estienne 2018). One well-known regulator of folliculogenesis that 

promotes granulosa cell proliferation is FGF2, which acts principally through the 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway, although protein kinase C (PKC), 

and AKT pathways are also activated (Peluso et al. 2001, Miyoshi et al. 2010, Jiang et 

al. 2011). 

 The MAPK pathway is generally mitotic but can stimulate apoptosis. Signaling 

consists of a phosphorylation cascade in which multiple MAPK kinases result in the 

phosphorylation of MAPK3/1 (ERK1/2), MAPK14 (p38), or MAPK8 (c-jun N-terminal 

kinase, JNK). A rapid and transient increase in MAPK3/1 phosphorylation is mitogenic 

whereas a sustained increase leads to apoptosis (Marshall 1995, Ebisuya et al. 2005). 

Both MAPK14 and MAPK8 have been reported to increase apoptosis, most notably in 

cancer cells (Gilmore et al. 2003) but also in normal ovarian cells; for example, inhibition 

of MAPK8 decreased apoptosis in pig (Liu et al. 2019, 2020) and mouse granulosa cells 

(Weng et al. 2016), and in the KGN human granulosa cell line (Huang et al. 2021). 

 The duration and amplitude of MAPK activity is regulated by intracellular 

negative feedback loops involving primarily the Sprouty (SPRY) and dual specificity 
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phosphatase (DUSP) families of proteins. Regulation of SPRY1, SPRY2, and SPRY4 

mRNA abundance by FGFs has been demonstrated in bovine granulosa cells (Jiang et al. 

2011, 2013, Han et al. 2017), and SPRY proteins have a large spectrum of action 

downstream of the growth factor receptor and upstream of MAPK activation (Mason et 

al. 2006, Cabrita & Christofori 2008). Many members of the DUSP family are expressed 

in the ovary, although few appear to be under hormone or growth factor control; 

abundance of DUSP1, DUSP5, and DUSP6 is stimulated by FSH or growth factors in 

bovine, sheep, and hen cumulus/granulosa cells (Woods & Johnson 2006, Sen et al. 2008, 

Khan et al. 2015, Relav et al. 2021), whereas these three DUSPs were inhibited by FSH 

in rats (Donaubauer et al. 2016, Herndon et al. 2016).  

The action of DUSPs is the direct control of MAPK phosphorylation (Camps et 

al. 2000), and studies in a variety of cell types show that DUSP1, DUSP5, and DUSP6 

dephosphorylate MAPK3/1, MAPK8, and MAPK14 to different extents (Patterson et al. 

2009, Kidger & Keyse 2016), and DUSP6 appears to target pro-apoptotic MAPK8 in 

sheep granulosa cells (Relav et al. 2021). This suggests that modification of the activity 

of specific DUSPs may alter cell fate, therefore understanding the mechanisms regulating 

DUSP expression may lead to strategies to improve ovarian function.  

As growth factors activate several intracellular pathways in granulosa cells, we 

hypothesized that the abundance of specific DUSP mRNA/proteins is controled by 

distinct mechanisms to allow preferential dephosphorylation of MAPK targets. The 

specific aims of this study were to determine if FGF2 regulates DUSP protein and/or 

mRNA in bovine granulosa cells, and to identify which intracellular pathways were 

involved in controling DUSP mRNA abundance in response to FGF2.  
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Materials and methods 

Cell culture 

Bovine granulosa cells were cultured in well-established serum-free conditions 

that promoted estradiol secretion in response to physiological concentrations of FSH 

(Gutiérrez et al. 1997, Silva & Price 2000). All the reagents were from Invitrogen (Gibco) 

except where specified. Bovine ovaries were collected from a local slaughterhouse and 

transported to the laboratory in an insulated container. They were washed in 70% ethanol, 

rinsed with saline solution at 37°C and maintained in warm saline solution supplemented 

with penicillin/streptomycin until dissection of small antral follicles (2–5 mm). Follicles 

were placed in DMEM:F12 until granulosa cells were released by bisecting follicles in 

DMEM:F12 and filtered through a 150 mesh filter to remove cumulus– oocyte complexes 

(Sigma-Aldrich). The cell suspension was centrifuged at 980 g for 15 min, and the pellet 

was resuspended in culture medium composed of minimum essential medium (MEM) 

supplemented with 10 mmol/L sodium bicarbonate, 0.1% (w/v) BSA (Sigma-Aldrich), 4 

ng/mL sodium selenite, 2.5 μg/mL apotransferrin, 1 μg/mL fungizone, 100 U/mL 

penicillin, 100 μg/mL streptomycin, 1.1 mmol/L nonessential amino acid solution, 10−6 

M androstenedione, 25 mM HEPES, 10 ng/ mL insulin, and 10 ng/mL ovine FSH (starting 

2 days after the culture was started; AFP5346D; National Hormone and Peptide Program, 

Torrance, CA, USA). Cells were plated at a density of 1 × 106/mL/well in a 24-well plate 

(Corning Costar Fisher Scientific, Burlington, ON, Canada) and kept at 37°C in a 

humidified atmosphere of 5% CO2. Every 48 h, 70% of the spent culture medium was 

renewed.  
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Experimental design  

All treatments were applied on day 5 of culture. To assess the activation of the 

MAPK3/1 pathway, the cells were stimulated with 10 ng/mL recombinant human FGF2 

(PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA; more than 97% similarity with bovine FGF2, 

NP_776481) for 0, 15, 30, 60, and 240 min and total cell protein was harvested for 

Western blotting. The ability of FGF2 to regulate abundance of mRNA encoding DUSPs 

was assessed in dose–response and time–course studies; cells were stimulated with 0, 1, 

10, or 50 ng/mL FGF2 for 2 h, or treated with FGF2 at 10 ng/mL for 0, 1, 2, 4, or 8 h. To 

measure the effect of FGF2 on DUSP protein abundance, cells were stimulated with 10 

ng/mL FGF2 for 4, 6, 12, and 24 h. These doses and time periods were based on our 

previous study with FGF2 in sheep granulosa cells (Relav et al. 2021).  

To identify the major signaling pathways involved in the regulation of abundance 

of mRNA of those DUSPs regulated by FGF2, cells were pretreated for 1 h with 

commercially available inhibitors of ERK1/2 (PD98059, abbreviated PD, 50 μM), PLCγ 

(U73122, abbreviated U73, 5 μM), PKC (GF109203X, abbreviated GF, 3 μM, Sigma–

Aldrich), and PI3K (LY294002, abbreviated LY, 20 μM) before stimulation with 10 

ng/mL FGF2 for 2 h. To assess the role of calcium signaling, cells were pretreated with 

the calcium chelator BAPTA-AM (1,2-Bis-(2-aminophenoxy)-ethane-N,N,N0,N0-

tetraacetic acid tetrakis-(acetoxy-methyl) ester, abbreviated BA, 10 μM) before 

stimulation with FGF2 for 2 h, and cells were treated with calcium ionophore (A23187 

abbreviated A23, 10 μM) for 2 h in the absence of FGF2. All chemicals were dissolved 

in DMSO and further diluted in culture medium for treatments. At the end of culture, cells 

were harvested for RNA extraction.  
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Total RNA extraction and real-time qPCR 

The treatments were stopped by discarding the culture medium and total RNA 

extraction was performed with Trizol (Invitrogen) according to the manufacturer’s 

instructions. Total RNA concentration and purity was assayed using a Nanodrop 1000. 

An amount of 400 ng of RNA was treated with 1U DNAse I, then reverse transcribed into 

cDNA using Omniscript RT kit (Qiagen). Briefly, DNAse-treated total RNA was part of 

a reaction comprising 0.5 mM/dNTP, 1 μM oligodT primer (Invitrogen), 10 U RNAse 

inhibitor (Invitrogen), 4 U Omniscript reverse transcriptase in a total volume of 20 μL, 

heated at 37°C for 1 h.  

Quantitative PCR (qPCR) was performed on a CFX96 Touch thermocycler (Bio-

rad) using 1× Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-rad) and 375 nM of 

each specific forward and reverse primer in a total reaction volume of 20 μL. Primers 

were designed to amplify 14 DUSP mRNA previously detected in sheep (Relav et al. 

2021), and sequences are presented in Table 1. Common thermocycling conditions were 

used: 95°C for 3 min, 40 cycles of 95°C for 15 s, and 61°C for 30 s and 72°C for 30 s. 

Conditions for optimal amplification efficiency were determined with preliminary sample 

dilution curves. In each run, melting curve analysis was used to verify that a single 

product was amplified. Each reaction was performed in duplicate and the average 

threshold cycle (Ct) value was used to calculate relative mRNA abundance of target genes 

relative to the geometric mean of three housekeeping genes (RPL19, SDHA, and YWHAZ) 

with the 2
−∆∆Ct

 method and correction for amplification efficiency (Pfaffl 2001).  
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Western blotting 

After treatments, the culture medium was replaced with RIPA buffer (1× 

phosphate buffered saline pH 7.4, 1% (v/v) NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% 

(v/v) SDS, and proteases and phosphatases inhibitor cocktails), and the lysate was 

centrifuged at 13,000 g for 10 min, to recover the supernatant used for the following steps. 

Protein concentration was determined by bicinchoninic acid assay following the 

manufacturer’s instructions (Thermo Fisher Scientific). Total proteins (20 μg) were 

resolved in 12% SDS-PAGE using a Tetra cell apparatus (Bio-rad). Proteins were then 

transferred to a LF-PVDF membrane in a semi-dry transfer system (TransBlot; Bio-rad) 

and cut to horizontal strips corresponding to the size of target proteins. The membranes 

were blocked in TTBS containing 5% (w/v) skim milk and incubated with anti-DUSP6 

(1/1000 in TTBS, sc-377070 Santa Cruz) or β-actin (1/10,000 in TTBS; sc-47778 HRP 

Santa Cruz). To detect DUSP5, the membranes were blocked with TTBS containing 5% 

(w/v) BSA then incubated with anti-DUSP5 (1/2000 in TTBS, sc-393801 Santa Cruz). 

The secondary antibody used was anti-mouse HRP (1/20,000 in TTBS containing 5% 

(w/v) skim milk, 402334, Calbiochem). Attempts to measure DUSP1 protein with 

commercial antibodies (Biorbyt, orb317657; Invitrogen, PA5-17973) were unsuccessful 

in our hands. Each incubation was followed with three washes of 5 min each in TTBS (10 

mM Tris–HCl, 150 mM NaCl, and 0.1% (v/v) Tween-20, pH 7.5). The signal was 

detected with ECL or ECL Max detection kits (Bio-rad), and densitometric analyses were 

performed with Image Lab software (Biorad) after background subtraction. For each 

protein, intensities were calibrated to a calibrator sample, and the calibrated intensity was 

normalized to the loading control β-actin.  
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Statistical analysis 

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.3 (San Diego, CA, 

USA). Data are presented as mean ± S.E.M. of at least three independent cell cultures. 

Two-way ANOVA Fisher’s least significant difference (LSD) was performed to compare 

DUSP mRNA abundance between treated groups. Differences were considered as 

significant when P < 0.05.  

 

Results  

Transient MAPK3/1 phosphorylation and regulation of DUSPs by FGF2 

First, we verified that FGF2 induced a transient increase in phosphorylation of 

MAPK3/1 (Fig. 1). We then determined the effect of FGF2 on abundance of mRNA 

encoding 14 DUSP members previously detected in sheep granulosa cells. After 2 h 

exposure, abundance of mRNA of three DUSPs, DUSP1, DUSP5, and DUSP6, was 

significantly increased in a dose-dependent manner (Fig. 2A), although with differing 

sensitivites to FGF2: DUSP6 mRNA abundance was increased by 1 ng/mL FGF2, 

whereas DUSP5 and DUSP1 mRNA abundance were increased by 10 and 50 ng/mL, 

respectively. A time–course experiment demonstrated significant increase in DUSP5 and 

DUSP6 mRNA abundance by 2 h of treatment, and of DUSP1 mRNA levels at a later 

time point (Fig. 2B). No change in abundance of mRNA encoding the other DUSPs was 

observed in response to FGF2 (not shown).  

We then focused on the regulation of abundance of proteins encoded by the three 

FGF2-regulated DUSPs. Abundance of DUSP6 protein was increased following FGF2 

treatment at all time points measured from 4 to 24 h of treatment (Fig. 3B), whereas 
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DUSP5 protein levels were increased by FGF2 after 6 h of treatment but not at later time 

points (P < 0.05), which was confounded by an increase in DUSP protein levels in 

controls at the later time points (Fig. 3A). We were unable to detect DUSP1 protein by 

Western blotting.  

 

Effect of pathway inhibition on DUSP mRNA abundance  

We next determined which pathways activated by FGF signaling are involved in 

DUSP1, DUSP5, and DUSP6 upregulation. Inhibition of PKC with GF109203X did not 

alter abundance of mRNA encoding these DUSP proteins either under basal or FGF2-

stimulated conditions (Fig. 4A). Inhibition of MAPK3/1 with PD98059 significantly 

decreased FGF2-stimulated DUSP5 and DUSP6 expression (Fig. 4B). Inhibition of PLCγ 

with U73122 significantly decreased FGF2-stimulated but not basal DUSP6 mRNA 

levels, whereas in contrast, the inhibitor increased basal DUSP5 mRNA to levels 

observed in the presence of FGF2; cotreatment with FGF2 and U73122 did not increase 

DUSP5 mRNA abundance above levels observed with either treatment alone. Addition 

of U73122 also increased basal DUSP1 mRNA abundance that was not further increased 

by the addition of FGF2 (Fig. 4C). These data suggest an involvement of PLCγ and 

MAPK3/1 signaling in the regulation of DUSP6 mRNA levels, but only MAPK3/1 

signaling appears important for DUSP5 mRNA abundance.  

Lastly, we disturbed calcium signaling using the calcium chelator BAPTA-AM or 

the calcium ionophore A23187, and the three DUSPs measured were differently affected 

by these treatments. Lowering the calcium levels did not alter basal DUSP6 mRNA levels 

but completely suppressed FGF2 stimulation of DUSP6 mRNA abundance, and treatment 
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with the ionophore increased DUSP6 mRNA abundance. Lowering calcium levels 

increased basal DUSP5 mRNA levels and had no further effect on FGF2-stimulated 

DUSP5 mRNA abundance, and increasing Ca2+ levels did not alter DUSP5 mRNA 

levels. Abundance of DUSP1 mRNA was not altered by the calcium chelator but 

increasing intracellular calcium resulted in a 6-fold increase in DUSP1 mRNA abundance 

(Fig. 5).  

 

Discussion 

As differential regulation of various MAPKs may determine cell fate, it is 

important to gain a better understanding of the mechanisms regulating the negative 

feedback control of MAPK phosphorylation. In the present study, we investigated the 

intracellular pathways controling abundance of mRNA encoding three FGF-inducible 

DUSPs. The main finding of the study is that while MAPK3/1 signaling is critical for 

stimulating abundance of mRNA encoding both DUSP5 and DUSP6, we found that 

DUSP6 mRNA abundance is also regulated through a PLC-calcium pathway (Fig. 6). 

These data suggest distinct fine control of DUSP family members by at least some growth 

factors.  

This study demonstrates that DUSP5 and DUSP6 are the principal DUSPs 

regulated by FGF2 in bovine granulosa cells, as we have recently shown also in sheep 

(Relav et al. 2021) and as previously described in hens in response to transforming growth 

factor alpha (TGFα) (Woods & Johnson 2006). Approximately 11 other DUSP members 

are expressed in the granulosa cells in rats, sheep, and cattle (Herndon et al. 2016, Relav 

et al. 2021, present study), and they appear not to be under acute hormonal regulation. 
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Although the pattern of expression of these DUSPs are similar between sheep and cattle, 

there appears to be subtle differences between species or cell models: in sheep, DUSP5 

mRNA abundance was transiently increased by FGF2, returning to control levels by 8 h 

(Relav et al. 2021), whereas in the present study abundance of mRNA was numerically 

highest at 8 h. A difference was also noted for DUSP1, for which the FGF2-stimulated 

increase in mRNA abundance returned to control levels within 2 h in sheep (Relav et al. 

2021) but was elevated between 4 and 8 h in cattle (present study). The same dose of 

FGF2 was used in these studies and the culture models are very similar, suggesting a 

potential, if minor, species difference. The FGF2- stimulated increase in DUSP6 mRNA 

abundance is a late event in both sheep and cattle, and DUSP6 was the only target for 

which a robust increase in protein levels was observed, suggesting a physiological 

importance of this particular DUSP.  

FGF signaling involves activation of several intracellular pathways (Peluso et al. 

2001, Miyoshi et al. 2010, Jiang et al. 2011) and the present data suggest that distinct 

mechanisms regulate individual DUSP gene products. Increased abundance of DUSP1, 

DUSP5, and DUSP6 mRNA all required MAPK3/1 signaling, in agreement with studies 

on TGFα-stimulated DUSP5 and DUSP6 mRNA abundance in hen granulosa cells (Sen 

et al. 2008) and FSH-stimulated DUSP5 mRNA in bovine granulosa cells (Woods & 

Johnson 2006), and with studies in other cell types (Ekerot et al. 2008, Kucharska et al. 

2009, Zhang et al. 2010). In a similar vein, none of these DUSP mRNAs were impacted 

by inhibiting PKC, which was also observed for FSH- stimulated DUSP5 mRNA 

abundance in bovine granulosa cells (Sen et al. 2008).  
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There is also an important role of the PLC-calcium signaling in regulating FGF 

target gene expression. Accumulation of DUSP6 mRNA is dependent on PLC-calcium, 

as inhibition of PLC decreased mRNA abundance and increasing intracellular calcium 

with an ionophore increased mRNA abundance, which is consistent with the regulation 

of other FGF target genes including SPRY1 and SPRY4 (Jiang et al. 2011). However, in 

contrast to DUSP6, FGF-stimulated DUSP5 mRNA accumulation is independent of the 

PLC-calcium pathway as it was not altered by the inhibition of PLC or the chelation of 

calcium.  

Interestingly, ‘basal’ accumulation of DUSP5 message appeared to require a 

decrease in PLC and calcum signaling, whereas paradoxically, basal DUSP1 mRNA 

accumulation required a decrease in PLC signaling but increased intracellular calcium 

levels. The role of calcium in stimulating Dusp1 protein levels has been reported in a rat 

neuronal-like cell line (Durham & Russo 2000) and fibroblasts (Scimeca et al. 1997), and 

the present data suggest that the PLC and calcium signaling pathways are operating 

independently in granulosa cells to control FGF-independent expression of DUSP1. It 

should be noted that these ‘basal’ conditions include insulin and FSH, and FSH was 

shown to stimulate DUSP1 and DUSP5 mRNA abundance in bovine cumulus cells (Khan 

et al. 2015), therefore implying a role for PLC and/or calcium in the FSH/insulin control 

of DUSP expression.  

In summary, we have determined the major intracellular pathways involved in the 

regulation of DUSP1, DUSP5, and DUSP6 mRNA abundance by FGF2 in bovine 

granulosa cells. Activation of MAK3/1 phosphorylation is critical for the expression of 

the three DUSPs studied, and a PLC-calcium pathway appears to be important for FGF2-
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stimulated DUSP6 mRNA abundance; as DUSP6 has been implicated in the regulation 

of pro-apoptotic MAPK8 in granulosa cells, these data offer insights into mechanisms 

controling follicle health.  
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Tables and figures 

Table 1. – Forward (f) and reverse (r) primers used in RT-qPCR. 

Gene 
Sequence 5' ® 3' 

Accession number Forward Reverse 
DUSP1 ACCATTTCGAGGGTCACTACCA AGCTTGACTCGGTTAGTCCTCA NM_001046452.2 
DUSP2 CTCCAGGGCTCCCTCTTACG CCTCAAAGTGGTTGGGGCAG NM_001192179.1 
DUSP3 CAGGCAGAACCGTGAGATCG CTGAGCAGGGTACACTGTGTTT NM_001076374.1 
DUSP5 AGGGGGATATGAGACTTTCTACTCG GCACTGACTTCCCACACTGAC NM_001304282.2 
DUSP6 CCCCCAACTTGCCGAATCTC GGCTGATGCCAGCTAAGCAA NM_001046195.1 
DUSP7 GGGCGAGTTCACCTACAAGC GACAAAGTCGTAGGCGTCGTT NM_001101294.2 
DUSP8 AGCCTGGGTCCAGCCTTAG GGGGACACCTCCAGCATCT XM_024987617.1 
DUSP10 GAATGAGGGCTGAATGTGCGA TGTCGTCTAAAGGAGACGGAGG NM_001034725.2 
DUSP11 ACTACCTCCCAGTTGGACAGAG GGAAAAACATTCTTCTGGGGCAAG NM_001014875.1 
DUSP12 TTTGCCCACAAGAGGATGACAG GGAGCACTGTTCACCATACCAG XM_002685847.6 
DUSP14 TTTCCAGACCCAGGACTCCA ACTTGCATCGTTGGGAGCAA NM_001075308.1 
DUSP15 CGGGCCGTCAGGGCA CAGGGGCGTCGGCCA XM_015474259.2 
DUSP16 GTTTTCTCACTGTCCTCCTGGG GGGTGGACTTTCCTTCACAGAG XM_024992619.1 
DUSP18 ATTGCTATGGAAACCGGAGCC AACTGAACTGGGAAGGCACAC NM_001034259.1 
DUSP19 CAGGACCTTAGCTTGGACTTGAAA GAACAAGAACCACTCCATCCTTCA NM_001098878.1 
RPL19 TATGGGTATAGGTAAGCGAAAG TGGCGGTCAATCTTCTTAG NM_001040516.2 
YWHAZ ACCAACACATCCTATCAGAC CTCTCAGTAACTGCATTATTAGC NM_174814.2 
SDHA GAATGGTCTGGAACACTGA AGTAATCGTACTCGTCAACC NM_174178.2 
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Figure 1 Transient activation of MAPK3/1 phosphorylation by FGF2. Bovine granulosa 
cells were cultured under serum-free conditions and stimulated on day 5 with 10 ng/mL 
of FGF2 for the times shown. Total cell protein was extracted for measurement of 
phospho- MAPK3/1 abundance by Western blot, and the representative blots show 
samples of one replicate in the same order as the graph. Data are expressed as the ratio of 
phosphorylated to total MAPK3/1 protein (both bands) and presented as means and 
S.E.M. of three independent cell cultures with individual data points plotted. Bars with 
similar letters are not significantly different (P < 0.05, Fishers least significant difference 
(LSD) test).  
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Figure 2 FGF2 stimulated DUSP1, DUSP5 and DUSP6 mRNA abundance. Bovine 
granulosa cells were cultured under serum- free conditions and were stimulated on day 5 
of culture with 1, 10, or 50 ng/mL FGF2 for 2 h (A), or were stimulated with 10 ng/mL 
FGF2 for 0, 1, 2, 4, and 8 h (B). Relative mRNA abundance was measured by quantitative 
PCR (qPCR) and data are expressed as mean and S.E.M. of three independent cell cultures 
with individual data points plotted. Bars with similar letters are not significantly different 
(P < 0.05, Fishers LSD test).  
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Figure 3 Stimulation of DUSP5 and DUSP6 protein levels by FGF2. Bovine granulosa 
cells were cultured under serum-free conditions and were stimulated on day 5 of culture 
with or without 10 ng/mL FGF2 for 4, 6, 12, and 24 h. At the end of culture, total cell 
protein was harvested for measurement of (A) DUSP5 and (B) DUSP6 by 
immunoblotting and expressed relative to β-actin (ACTB). In the representative blots, 
membranes were cut horizontally to contain only bands of the expected size and the 
lanes correspond to the treatments shown immediately above in the graphs. Results are 
given as mean and S.E.M. of five independent cell cultures with individual data points 
plotted, and asterisks indicate significant differences between control and FGF2 
treatment (P < 0.05, Fishers LSD test).  
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Figure 4 Regulation of DUSP1, DUSP5, and DUSP6 mRNA abundance by mitogen- 
activated protein kinase (MAPK) and phospholipase C (PLC), but not PKC, intracellular 
pathways. Bovine granulosa cells were cultured under serum-free conditions and on day 
5 of culture, cells were exposed to inhibitors of (A) PKC (GF; 3 μM), (B) MAPK (PD; 
50 μM) or (C) PLC (U73; 5 μM) pathways for 1 h, and then stimulated with FGF2 (10 
ng/ mL) for a further 2 h. The control (Ct) was treated with the vehicle, DMSO. Relative 
mRNA abundance is expressed as mean and S.E.M. of three independent cell cultures 
with individual data points plotted. Bars with similar letters are not significantly different 
(P < 0.05, Fishers LSD test).   
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Figure 5 Differential regulation of DUSP5 and DUSP6 mRNA levels by calcium 
signaling. Bovine granulosa cells were cultured under serum-free conditions and on day 
5 of culture were exposed to the calcium chelator BAPTA-AM (BA; 10 μM) for 1 h 
before stimulation with FGF2 (10 ng/mL) for a further 2 h, or were treated with the 
calcium ionophore A23187 (10 μM) for 2 h in the absence of FGF2. Controls (Ct) were 
treated with vehicle (DMSO). Relative mRNA abundance represents mean and S.E.M. of 
three independent cell cultures with individual data points plotted. Bars with similar 
letters are not significantly different; asterisks denote significantly different from controls 
(P < 0.05, Fishers LSD test).  
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Figure 6 Major intracellular pathways regulating DUSP5 and DUSP6 mRNA abundance. 
FGF2 activates its receptors (FGFR) and initiates a phosphorylation cascade through 
MAPK/ERK kinase (MEK) and MAPK3/1 kinases to induce expression of DUSP5 and 
DUSP6 in bovine granulosa cells, likely through the transcription factor EGR1. In 
addition, FGF2 also activates PLC and calcium mobilisation to stimulate DUSP6 but not 
DUSP5 mRNA accumulation. Sites of action of the pathway inhibitors PD98059 (PD) 
and U73122 (U73), and the calcium chelator (BA) are shown in red.  
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5. Discussion générale 
 

 Résumé des résultats 

Le bon déroulement de la folliculogenèse ovarienne nécessite l’intégration de 

stimuli par les différents types cellulaires du follicule (Pepling, 2013). Notamment, les 

cellules de granulosa qui sont en contact direct avec l’ovocyte, déterminent le 

développement folliculaire, l’atrésie ou encore initient les évènements de la cascade 

ovulatoire (Almeida et al., 2018; Matsuda et al., 2012). L’une des voies de signalisation 

intracellulaire importante pour ces processus de prolifération, survie et différentiation 

cellulaires est la voie des MAPKs (Chang & Karin, 2001). Lorsque la signalisation par 

les MAPKs est interrompue, la croissance des follicules est limitée, leur structure 

désorganisée, et les cellules sont dans un état de sénescence. La maturation des complexes 

cumulus-ovocytes et l’ovulation n’ont pas lieu puisque les follicules ne peuvent répondre 

aux gonadotropines (H.-Y. Fan et al., 2008, 2009, 2012; H.-Y. Fan & Richards, 2010). À 

l’opposé, l’hyperstimulation de la voie des MAPKs est à l’origine de cancers ovariens 

(Steinmetz et al., 2004). L’identification des mécanismes qui contrôlent l’intensité de la 

phosphorylation des MAPKs est donc cruciale pour mieux caractériser la fonction 

ovarienne. 

Dans le premier article, nous avons rapporté la présence d’ARNm de 16 DUSPs 

dans les cellules de granulosa de brebis, parmi les 23 MKPs/A-DUSPs ovines : DUSP1, 

DUSP2, DUSP3, DUSP5, DUSP6, DUSP7, DUSP8, DUSP10, DUSP11, DUSP12, 

DUSP14, DUSP15, DUSP16, DUSP18, DUSP19 et DUSP22. Les niveaux de ces ARNm 

ont été mesurés dans les cellules provenant de follicules antraux, dont les tailles avaient 

été choisies pour correspondre au début de la folliculogenèse terminale (follicules de 1 à 
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3 mm), l’acquisition des récepteurs à la LH (follicules de 3 à 5 mm) et au stade pré-

ovulatoire (plus de 5mm). L’abondance relative des ARNm pour DUSP3 et DUSP8 était 

plus élevée dans les cellules de granulosa issues des follicules de plus de 5 mm ; les taux 

de transcrits pour DUSP22 étaient moindres dans ces follicules, ce qui suggérait une 

régulation sur le long terme de ces DUSPs sur laquelle nous ne nous sommes pas penchés. 

En fait, ces phosphatases ont une fonction régulatrice vis-à-vis de phospho-MAPK3/1 

(ERK1/2), MAPK8 (JNK) et MAPK14 (p38) dans d’autres tissus (Camps et al., 2000; 

Caunt et al., 2008; Huang & Tan, 2012). De plus, la phosphorylation à la base de 

l’activation des kinases est une modification post-traductionnelle intervenant rapidement 

après un stimulus (Caunt & Keyse, 2013; Marshall, 1995; Traverse et al., 1994). Il 

apparait donc que l’étude de leur fonction nécessite une échelle de temps plus court – de 

l’ordre des minutes/heures – que celui suggéré par les variations observées précédentes 

(jours/semaines). Ceci a motivé nos choix des durées de stimulation pour la suite. 

 

Nous avons pu démontrer la régulation de DUSP1, DUSP5 et DUSP6 par FGF2 

sur de courts temps de stimulation (entre 1h et 24h), et moindrement par FGF8, mais pas 

par FGF18. Comme attendu, du fait de la proximité phylogénétique des espèces et des 

modèles de culture cellulaires utilisés, la régulation de l’expression de DUSP1, DUSP5 

et DUSP6 en réponse à FGF2 a été comparable chez la vache et la brebis. La régulation 

des DUSPs semble d’ailleurs bien conservée, puisque chez la poule, l’activation d’un 

RTK a augmenté les niveaux de transcrits pour DUSP5 et DUSP6 (Woods & Johnson, 

2006a). D’après nos résultats, seul le patron des niveaux d’ARNm différait entre la vache 

et la brebis, laissant supposer une différence entre les espèces. Bien que toutes les deux 
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sont mono-ovulantes, les mécanismes qui régissent le quota ovulatoire sont différents 

(Scaramuzzi et al., 2011). En ce sens, le choix de ces deux ruminants, modèles courants 

en physiologie de la reproduction des espèces mono-ovulantes, offrait une bonne 

perspective pour la compréhension de l’action des facteurs intra-ovariens impliqués dans 

la croissance des follicules. 

D’autre part, les FGF8 et FGF18 appartiennent tous les deux à la même sous-

famille mais ont des effets différents sur la phosphorylation des MAPKs (Z. Jiang et al., 

2013). Initialement, nous avions pensé que le facteur pro-apoptotique FGF18 stimulerait 

l’expression d’une ou plusieurs DUSPs, contrairement aux FGF2 ou FGF8 pro-

mitotiques. En effet, dans ce même modèle de cellules de granulosa de vache en culture, 

FGF18 n’augmentait pas les niveaux de phospho-MAPK3/1 ou phospho-MAPK14 (Bu 

et al., 2006; V. M. Portela et al., 2015; Uma et al., 2003). De manière surprenante, cela 

n’a pas été le cas et nous avons pu montrer que l’absence d’activation de la voie des 

MAPKs par FGF18 ne s’expliquait pas par une expression exacerbée des DUSPs. 

D’ailleurs, nous avons démontré dans le deuxième article que l’expression de DUSP1, 

DUSP5 et DUSP6 était dépendante de MAPK3/1 dont les niveaux de phosphorylation 

étaient augmentés en présence de FGF2. La régulation de DUSP6 par ce FGF a également 

impliqué la PLC et le métabolisme calcique. 

 

Finalement, l’inhibition pharmacologique de DUSP1 et DUSP6, seuls ou 

conjointement, a permis de proposer un rôle pour DUSP6 dans la déphosphorylation 

basale de MAPK8 dans le modèle de culture des cellules de granulosa ovines que nous 



153 

avons utilisé. Cette inhibition a également suggéré que l’activité de DUSP6 était 

nécessaire pour la signalisation de FGF2 par MAPK3/1. 

 

L’ensemble des résultats de cette thèse confirment donc l’hypothèse initiale selon 

laquelle des A-DUSPs/MKPs sont régulées par des membres de la famille des FGFs et 

que certaines d’entre elles sont indispensables à la voie de signalisation des MAPKs. 

L’action paracrine des FGFs est le plus souvent médié par une augmentation de la 

phosphorylation de ces kinases (Z. Jiang et al., 2013; Miyoshi et al., 2010; Peluso et al., 

2001). L’axe FGF-MAPK est impliqué dans différentes fonctions de l’organisme, mais, 

dans la fonction ovarienne, il permet la progression de la folliculogenèse, via notamment 

l’activation des follicules primordiaux, la prolifération, la différenciation et l’apoptose 

des cellules somatiques du follicule, ainsi que leur fonction stéroïdogène (Chaves et al., 

2012).  

 

 Impacts de l’étude sur le domaine 
 

Dans les cellules de granulosa, il est connu que la signalisation par les FGFs 

coïncide avec l’expression de régulateurs négatifs de la voie des MAPKs, tels que les 

membres de la famille Sprouty (SPRY) ciblant RAS, RAF ou encore d’autres protéines 

en aval des FGFR, mais en amont des MAPKs (Cabrita & Christofori, 2008; Z. L. Jiang 

et al., 2011; Mason et al., 2006). En revanche, la présence et le rôle de régulateurs directs 

des MAPKs n’avait, jusque-là, été que peu investiguée dans ce contexte physiologique. 

Pourtant, ailleurs dans l’organisme des mammifères, essentiellement durant 
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l’organogenèse des membres, de la tête et du cou, l’action des FGFs était corrélée à 

l’expression spatio-temporelle des MKPs/A-DUSPs (Dickinson et al., 2002; Eblaghie et 

al., 2003). Nous apportons avec ces études, une meilleure caractérisation de l’action des 

FGFs dans les cellules de granulosa. Ceci contribue à enrichir les connaissances des 

mécanismes de contrôle paracrine de la folliculogenèse chez les mammifères.  

Ces résultats ouvrent également la voie pour l’identification de nouveaux 

marqueurs de la fertilité. En fait, chez les patients atteints d’hypogonadisme 

hypogonadotrope congénital (HHC), des mutations pour des régulateurs de la voie des 

MAPKs, dont DUSP6, ont été identifiées. Sur le plan clinique, l’HHC se manifeste par 

un retard ou absence de la puberté et une infertilité. Dans ce travail, l’impact de la 

mutation sur la fonction protéique n’avait pas été investigué (Miraoui et al., 2013). De 

manière concomitante, une analyse génomique chez la vache a identifié un 

polymorphisme nucléotidique (SNP) à proximité du gène DUSP6. Les auteurs rapportent 

que ce SNP pourrait être associé à la fertilité mais que l’analyse des voies de signalisation 

n’a pas permis de faire la corrélation (Minozzi et al., 2013). En ce sens, notre présente 

étude complète les connaissances actuelles relatives à l’implication des DUSPs dans la 

fonction ovarienne. Explorer ce domaine pourrait mener à les sélectionner en tant que 

cibles thérapeutiques, ce qui amélioreraient la santé des follicules et ainsi, la fertilité des 

ruminants.  

 

 Limites de l’étude 

Dans la présente étude, nous avons choisi une approche utilisant des cultures 

primaires sans sérum de cellules de granulosa de ruminants. Les cellules étaient issues de 
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petits follicules antraux et, dans ces conditions, elles conservent leur capacité à répondre 

à la FSH et à l’insuline présents dans le milieu de culture par la production d’œstradiol et 

la prolifération cellulaire. De plus, elles interagissent physiquement grâce à la formation 

d’amas cellulaire tout au long de la culture cellulaire (B. K. Campbell et al., 1996; 

Gutiérrez et al., 1997). Ces conditions sont nécessaires pour qu’elles maintiennent un 

phénotype proche de celui des cellules dans les follicules en croissance, et ainsi éviter une 

différentiation. Il s’agissait donc de modèles intéressants pour étudier in vitro la 

régulation des DUSPs par les hormones paracrines et autocrines durant la croissance 

folliculaire. D’ailleurs, les données obtenues ont permis de cibler les DUSP1, DUSP5 et 

DUSP6 comme faisant partie de la signalisation par FGF2-MAPKs. Il faut cependant 

noter la présence de FSH et d’insuline dans les milieux de culture. La FSH est connue 

pour réguler DUSP1 dans les cellules de granulosa de vache, tandis que l’insuline est 

connue pour agir à travers un RTK (Critchley et al., 2018; Khan et al., 2015a, 2015b). 

Étant donné que leur présence est nécessaire pour maintenir le phénotype des cellules en 

culture, il s’agit donc des conditions basales. 

 

Comme observé dans la deuxième étude, la phosphorylation de MAPK3/1 

intervient transitoirement à 15 min en réponse à FGF2 alors que les protéines DUSP1, 

DUSP5 et DUSP6 sont augmentées après plusieurs heures de traitement chez la vache et 

la brebis. Ceci pose donc la question de savoir si en réponse à FGF2, ces DUSPs sont 

modifiées de manière post-traductionnelle tel que rapporté : la phosphorylation de 

DUSP1 sur les résidus Ser296/323 (en vue d’une dégradation) ou 359/364 (pour une 

stabilisation), et celle de DUSP6 sur les Ser159/174/197 (précédant une dégradation) (J.-
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M. Brondello et al., 1997; Cao et al., 2006; Moosavi et al., 2017; Patterson et al., 2009). 

L’indisponibilité d’anticorps spécifiques à ces formes phosphorylées n’a pas permis de 

tester cette hypothèse. De manière générale, les anticorps qui pourraient reconnaitre les 

DUSP1, DUSP5 et DUSP6 chez la vache ou la brebis sont très peu nombreux. Le choix 

des anticorps utilisés ou testés dans la présente étude s’est donc fait suite aux 

comparaisons des peptides immunogènes avec les DUSPs que nous souhaitions détecter. 

Des immunoblots ont ensuite permis de les valider : le test de leur spécificité reposait sur 

la présence d’une seule bande sur la membrane, à la taille attendue (39 kDa pour DUSP1, 

42 ou 47 kDa respectivement pour DUSP5, 42 kDa pour DUSP6). 

 

Concernant l’exploration du rôle des DUSPs ciblées dans l’article 1, nous avons 

utilisé une approche pharmacologique qui a permis d’inhiber conjointement DUSP1 et 

DUSP6 d’une part, et DUSP1 seul d’autre part. A ce jour, aucun inhibiteur 

pharmacologique spécifique à DUSP6 n’a été identifié. D’autres approches existent, mais 

peuvent également être discutées. On peut citer par exemple la méthode CRISPR-Cas9 

qui permettrait de supprimer spécifiquement l’expression de DUSP1, DUSP5, DUSP6. 

Dans notre modèle de culture où les cellules forment des amas, il est difficile de garantir 

que le matériel d’édition du génome sera délivré en quantité suffisante pour supprimer 

l’expression.  

  

 Perspectives 

Pour cette thèse nous avions choisi de nous intéresser aux cellules de granulosa 

car elles sont en contact étroit avec l’ovocyte tout au long de la folliculogenèse et sont au 
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cœur de la fonction des follicules (Clarke, 2018; Duncan, 2019; Silva & Price, 2000). 

Compte-tenu de la présence de FGF2 et de ses récepteurs au niveau des cellules de la 

thèque, ces DUSPs pourraient y être présentes et régulées de manière similaire (Schams 

et al., 2009; Shikone et al., 1992; Shimizu et al., 2002; Wandji et al., 1992). L’étude de 

leur régulation pourrait alors être réalisée à l’aide de cultures de cellules de la thèque tel 

que décrites précédemment (Glister et al., 2005; Guerrero-Netro et al., 2017). Ceci 

offrirait une vision plus globale de leur présence, rôle et régulation dans l’ovaire.  

Dans cette optique, il serait intéressant de se pencher sur un autre moment de la 

folliculogenèse : la période péri-ovulatoire. La voie des MAPKs est stimulée par 

différents facteurs dans l’ovaire, incluant les RTK mais aussi les gonadotropines LH et 

FSH. Le rôle de FSH dans la régulation de l’expression de DUSP1, bien que peu clair, est 

reportée chez la vache et le rat (Herndon et al., 2016; Khan et al., 2015a, 2015b). 

Concernant DUSP6, son rôle dans l’inactivation de MAPK3/1 à la suite d’une 

signalisation par la FSH a été étudié dans les cellules de granulosa de rat, mais la 

régulation de sa traduction n’a pas été investiguée. La question de la régulation de DUSP1 

et DUSP6 par la LH se pose alors.  

La LH constitue le signal de l’ovulation. Elle active indirectement la voie des 

MAPKs en permettant la synthèse des ligands pour le récepteur à l’EGF (EGFR) de la 

famille des RTKs (Panigone et al., 2008). D’autres voies, telle que la voie Hippo, peuvent 

également intervenir dans le contrôle des évènements de la période péri-ovulatoire. Cette 

voie met en relation les Yes-associated proteins (YAP) qui s’associent au TEA domain 

family member (TEAD) afin de moduler l’expression de gènes cibles (Sun & Diaz, 2019; 

Varelas, 2014; Yu & Guan, 2013). À son tour, la voie Hippo peut être contrôlée par 
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l’EGFR, qui active la cascade des MAPKs (R. Fan et al., 2013; Zinatizadeh et al., 2019). 

Les DUSP1, DUSP5 et DUSP6 pourraient donc être régulées à la fois par la LH et par la 

voie Hippo dans les cellules de granulosa pré-ovulatoires.  

De plus, la LH augmente les niveaux de calcium intracellulaire (Flores et al., 1998; 

Y. Wang et al., 2013). Ce sont tous deux des mécanismes qui, dans nos expériences, ont 

permis d’augmenter sélectivement les niveaux d’ARNm de DUSP1, DUSP5 ou DUSP6. 

De ce fait, nous avons entrepris, grâce à une collaboration, de déterminer les modalités 

de régulation de DUSP1 et DUSP6 dans un modèle de culture de cellules de granulosa 

bovines pré-ovulatoire (Annexe 1). Dans ce modèle in vitro bien caractérisé, la LH 

stimule l’expression de gènes clés pour la cascade ovulatoire, notamment, AREG, EREG 

(montré à l’Annexe 2 – figure 1A), et PTGS2 (V. M. Portela et al., 2011; Zamberlam et 

al., 2014). Nos résultats préliminaires ont indiqué que la LH diminuait transitoirement 

l’expression de DUSP6 (p < 0,05 ; Annexe 2 – figure 1B) mais n’affectait pas celle de 

DUSP1. D’après ces premières données, la LH semble diminuer les niveaux d’ARNm 

pour DUSP6 dans un contexte où la voie Hippo permettrait leur accumulation (Annexe 3 

– Figure 2A). Bien que l’inhibition de la voie Hippo permet une accumulation des 

transcrits pour DUSP1, la présence de LH ne semble pas les affecter (Annexe 3 – Figure 

2A ; Annexe 4 – Figure 3B). La question de déterminer l’impact d’EGF reste dans la 

régulation de DUSP1 et DUSP6 reste cependant entière, car dans certains cas, les données 

préliminaires montrent une tendance à l’augmentation de leurs niveaux d’ARNm 

(Annexe 4 – Figure 3B). Des expériences supplémentaires sont requises pour compléter 

ces observations préliminaires et dresser un portrait de la fine régulation de DUSP1 et 
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DUSP6 (et peut-être d’autres DUSPs) qu’il semble y avoir durant la période péri-

ovulatoire. 

 

Enfin, il serait intéressant d’envisager une approche intégrative pour étudier le 

rôle de DUSP6 notamment, dans la folliculogenèse. Un exemple pourrait être la création 

d’une lignée Amhr2Cre/+Dusp6loxP/loxP. Chez ces animaux, la présence de l’enzyme Cre-

recombinase permettrait l’excision de la séquence codant pour Dusp6, dans les cellules 

de granulosa à partir du stade de follicule primaire (Rodriguez et al., 2019). Les avantages 

que représentent un tel modèle sont : (1) la possibilité d’étudier la fonction d’une cible 

particulière à tous les stades de la folliculogenèse et ainsi en déterminer son implication 

dans ce processus, (2) conserver l’environnement hormonal requis pour la fonction de 

l’ovaire, en particulier la régulation hypothalamo hypophysaire. On pourrait ainsi 

s’attendre à des défauts de formation des follicules primordiaux et/ou une augmentation 

de l’activation des follicules primordiaux par rapport au rôle de JNK dans ces processus 

(Bertoldo et al., 2016; W. Niu et al., 2016). Et, puisque l’activation de MAPK3/1 est 

nécessaire pour les étapes terminales de la folliculogenèse, en particulier l’expansion du 

cumulus, l’ovulation et la lutéinisation, il serait attendu un impact négatif sur ces 

processus dans le modèle proposé (H.-Y. Fan et al., 2008, 2009; Hsieh et al., 2007; 

Panigone et al., 2008). De plus, les niveaux des hormones stéroïdes pourraient être altérés 

comme dans le tableau clinique de l’hypogonadisme hypogonadotrope, associé à des 

mutations pour DUSP6 ou d’autres régulateurs des MAPKs (Miraoui et al., 2013). 
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Conclusion générale 

 

 En conclusion, ces études ont démontré la présence, mais surtout la régulation de 

DUSPs dans les cellules de granulosa de deux espèces de ruminants. L’expression des 

phosphatases DUSP1, DUSP5 et DUSP6 a été stimulée par FGF2 dans les cellules de 

granulosa de brebis, mais aussi de vache, ce qui suggère un rôle hautement conservé pour 

ces trois protéines. L’augmentation transitoire de la phosphorylation de MAPK3/1 est 

apparue essentielle pour l'expression des trois DUSPs et, une voie impliquant la PLC et 

le calcium semble être importante pour stimuler l’accumulation de l'ARNm pour DUSP6 

en réponse à FGF2. La fine régulation de DUSP6 dans les cellules de granulosa est en 

accord avec son implication dans la régulation de MAPK8 pro-apoptotique. Ces données 

obtenues chez la vache et la brebis, espèces mono-ovulatoires, modèles en endocrinologie 

de la reproduction, offrent un aperçu des mécanismes de contrôle paracrine de la santé 

des follicules. Ces résultats ouvrent également la voie pour l’identification de marqueurs 

de la fertilité ou encore la sélection de cibles thérapeutiques qui amélioreraient la santé 

des follicules et ainsi, la fonction de reproduction des ruminants. 
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ANNEXE 2 – Abondance des ARNm codant pour DUSP1, DUSP6 et EREG après 

stimulation par la LH 

 
 
 

 
 
 
Figure 1. – Abondance des ARNm codant pour DUSP1, DUSP6 et EREG après 

stimulation à la LH. Les abondances des transcrits pour (A) EREG et (B) DUSP1, 
DUSP6 ont été mesurées relativement à RPL19, SDHA, YWHAZ par RT-qPCR dans des 
cellules de granulosa bovines mises en culture, préalablement isolées de follicules de plus 
de 10 mm (modèle pré-ovulatoire). Avant d’être stimulées à la LH (100ng/mL) pour 
différentes durées, les cellules ont été privées du sérum habituellement présent dans le 
milieu de culture. Cette concentration de LH correspond à la concentration suffisante pour 
augmenter l’expression de EREG, un gène cible connu. Les différences significatives sont 
signalées par des astérisques (Fisher’s LSD, p < 0.05). 
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ANNEXE 3 – Diminution des transcrits pour DUSP6 en présence de verteporfine, 

un inhibiteur ciblant des effecteurs de la voie Hippo, et de LH 

 
 

 

 
 

Figure 1. – Diminution des transcrits pour DUSP6 en présence de vertéporfine, un 

inhibiteur ciblant des effecteurs de la voie Hippo, et de LH. Des cultures de cellules 
de granulosa provenant de follicules de plus de 10 mm ont été pré-traitées avec la 
vertéporfine (VP, 1µM) pendant 1h. Il s’agit d’un inhibiteur de la liaison YAP/TEAD, 
impliqués dans la voie Hippo. Ensuite, la LH (100ng/mL) a été ajoutée au milieu de 
culture pendant 6h. Au préalable, les cellules ont été privées du sérum habituellement 
présent dans le milieu de culture. Les niveaux d’ARNm ont été mesurés dans ces 
échantillons relativement à RPL19, SDHA, YWHAZ par RT-qPCR. Les différences 
significatives sont indiquées par des astérisques (Fisher’s LSD, p < 0.05). 
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ANNEXE 4 – Régulation des transcrits pour DUSP1 et DUSP6 par des inhibiteurs 

ciblant des effecteurs de la voie Hippo et par EGF 

 

 

 

Figure 3. – Régulation des transcrits pour DUSP1 et DUSP6 par des inhibiteurs 

ciblant des effecteurs de la voie Hippo et par EGF. Des cultures de cellules de 
granulosa bovines provenant de follicules pré-ovulatoires (plus de 10 mm) ont été privées 
de sérum, puis pré-traitées avec le peptide-17 (P17, 10-25-50 µM) ou (B) la vertéporfine 
(VP, 0,5-1 µM) pendant 1h. Ce sont deux inhibiteurs de la voie Hippo, empêchant la 
liaison YAP/TEAD. Ensuite, de l’EGF (10 ng/mL) a été ajouté dans le milieu de pendant 
6 h supplémentaires. Des astérisques indiquent les différences significatives (Fisher’s 
LSD, p < 0,05). 
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