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SOMMAIRE

L'oviducte est I'organe ou s'effectuent la fécondation et le développement
précoce de I'embryon. La découverte d'une protéine sécrétée spécifiquement par les
cellules sécrétrices de I'oviducte est venue confirmer que cet organe ne jouait pas un
simple role passif dans les processus de la reproduction. Cependant de nombreuses
années de recherche n'ont pas réussi a éclaircir le rdle précis de I'oviductine au niveau
de l'oviducte. L'oviductine sécrétée a la propriété de se lier a la couche acellulaire
entourant I'ovocyte, la zone pellgcide. Elle y reste associ¢e aprés la fécondation et
elle est méme, chez le hamster, internalisée par l'embryon a compter du stade 2-
cellules. L'embryon continue cfinterhaliser l'oviductine tout au long de son transit
tubaire jusqu'au moment de l'implantation dans 1’utérus, stade ot la protéine devient

complétement absente.

Dans notre proposition d’une hypothése de travail quant au rdle biologique de
I'oviductine, nous nous basons sur trois faits précis. Premiérement, il a été démontré
qu'un embryon retenu expérimentalement dans l'oviducte ne ciépasse jamais le stade
blastocyste, méme aprés transfert utérin. Il existerait donc une substance d’origine
tubaire capable de ralentir le développement de l'embryon. Déuxiément, nous avons
observé l'internalisation de l'oviductine par I'embryon a compter du stade 2-cellules et
se poursuivant tout au long du transit tubaire. Troisiémement, des études effectuées a
l'aide d'un peptide synthétique (P-563) de 20 acides aminés localisés dans la partie N-
terminale de [l'oviductine oﬁt démontré une inhibition du développement
embryonnaire. Nous proposons donc que l'oviductine internalisée serait cet agent
inhibiteur du développement embryonnaire. Cet effet aurait pour consé’quence
d'empécher I'embryon d'atteindre son stade implantatoire alors qu’il séjourne dans

I'oviducte. En d'autres termes, l'oviductine préviendrait les grossesses ectopiques.
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L'embryon localisé au niveau utérin pourrait poursuivre son développement puisque
'oviductine est & ce moment complétement absente et atteindre le stade ot il est prét a
s'implanter dans ’endomeétre.

Afin de vérifier son effet, nous devions disposer d'une quantité appréciable
d'oviductine; nous avons donc opté pour la production d’une oviductine partielle
recombinante de hamster (rhaO\:/im) dans un systéme bactérien qui permet d'obtenir
une protéine non-glycosylée. Comme l'oviductine internalisée se retrouve dans la
voie de dégradation endocytique-lysosomale, sa structure glycosidique doit étre
affectée par les glycosidases présentes. Nous croyons que la séquence protéique de
I'oviductine, une fois révélée suite au métabolisme par l'embryon, serait la structure
active qui permettra d'obtenir l'effet inhibiteur proposé. L’activité inhibitrice de cette
protéine recombinante fut par ia suite testée sur le développement embryonnaire
bovin. Nous avons observé un effet inhibiteur sur le développement embryonnaire
bovin a un stade tardif du développement tubaire c'est-a-dire au stade blastocyste.
L'oviductine serait donc cet agent inhibiteur du développement embryonnaire qui
empéche le développement tubaire trop rapide de l'embryon. Des anticorps
polyclonaux furent également produits en utilisant la rhaOvim comme immunogene.
Les anticorps purifiés reconnaissent la rhaOvim, 'oviductine a 1’intérieur des granules
de sécrétion de I'épithélium tubaire ainsi que l'oviductine liée a la zone pellucide de
I’embryon. Ces anticorps, reconnaissant un épitope protéique, serviront d'outils afin

d'étudier le métabolisme de l'oviductine par 1'embryon.



1. INTRODUCTION
1.1 L'oviducte
1.1.1 Anatomie

L'oviducte est l'organe oul se produisent la maturation finale des gamétes, la
fécondation et le développement embryonnaire précoce. Sa paroi est constituée
principalement d'un revétement séreux, d'une couche musculaire et d'une muqueuse
interne. La couche musculaire comprend des couches de muscles lisses, circulaires et
longitudinales. La muqueuse intemé forme de nombreux replis qui se prolongent
dans la lumiére de I'oviducte et son épithélium est composé de cellules cylindriques

simples.

Deux types principaux de cellules sont présents au niveau de l'épithélium de
l'oviducte soit les cellules ciliées et les cellules sécrétrices. Les cellules ciliées, par
leur battement rythmique, permettent & l'ovocyte et & 'embryon d'étre entrainés vers
l'utérus (Afzelius et coll., 1978). Les cellules sécrétrices sont intercalées entre les
cellules ciliées. Elles sont impliquées dans la formation du fluide tubaire par I'ajout

de constituants spécifiques a l'oviducte.

L'oviducte est divisé en cinq régions: le segment intramural, l'isthme, la
jonction isthme-ampoule, l'ampoule et linfundibulum. Le segment intramural
représente la zone de transition entre l'oviducte et l'utérus. Cette portion est
caractérisée par une augment?ltion marquée dans le nombre de cellules ciliées et par

un changement de forme des cellules sécrétrices (Fadel et coll., 1976).



L'isthme débute a la jonction utérotubaire et représente le segment le plus long
de I'oviducte. Cependant le calibre de sa lumiere est le plus petit de tous les segments
tubaires. Cette partie est caractérisée par un recouvrement musculaire prononcé
permettant le transport adéquat des gameétes maéles au site de fécondation ainsi que le
déplacement de l'oeuf vers ['utérus.

La jonction ampoule-isthme est caractérisée par un changement de la
consistance de la paroi de l'oviducte. Alors que la paroi de l'isthme est épaisse, celle
de I'ampoule est plus mince avec une lumiére interne supérieure a celle de l'isthme.
L'ampoule représente le lieu de rencontre des spermatozoides avec l'ovocyte.

L'infundibulum est la partie la plus distale de l'oviducte. Celui-ci permet la

captation et le transport des ovocytes ovulés vers l'ampoule.

1.1.2 Physiologie

L'oviducte remplit plusieurs roles essentiels et cruciaux. En effet, 'oviducte,
en plus de constituer le lien anatomique entre l'ovaire et l'utérus, est le site des
premiéres étapes de la vie: la maturation des gamétes, la fécondation et le

développement embryonnaire.

1.1.3 La capacitation des spermatozoides
Les spermatozoides, une fois éjaculés dans le tractus génital femelle, vont
subir certaines modifications conduisant a leur maturation finale. Une de ces
modifications, la capacitation, permet aux spermatozoides d'acquérir leur pouvoir

fécondant suite a leur exposition au fluide tubaire (Yanagimachi, 1988). Ce
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processus de la capacitation comprend entre autres l'enlévement de certaines
glycoprotéines épididymaires localisées a la membrane plasmique du spermatozoide
(Aunomas et coll., 1973; Oliphant, 1976; Reddy et coll., 1980), le réarrangement de
particules associées a la membrane plasmique de la téte du spermatozoide (Saxena et
coll., 1986, Hartman et coll_., 1571) ainsi quune augmentation de la motilité,
I'hyperactivité (Yanagimachi, 1994; Suarez, 1996). Faisant partie de la premiére
catégorie, les “decapacitation factors™ inhibent rapidement le pouvoir fécondant a la
suite de leur addition a des spermatozoides non-capacite in vitro (Bedford et Chang,
1962). Ces facteurs représenteraient donc un mécanisme afin de prévenir les

spermatozoides de devenir fertiles trop rapidement (Fraser, 1990).

A D’inverse, un peptidé permettrait de promouvoir ’acquisition du pouvoir
fécondant. En effet, le “Fértilizing Promoting Peptide (FPP)”, ajouté a une
suspension de spermatozoides humains et de souris in vitro, permet la capacitation
ainsi que l’acquisition du pouvoir fécondant (Green et coll., 1994, 1996b). Ce
peptide serait également responsable de ’hyperactivité des spermatozoides de souris
par I’augmentation de leur motil.ité (Green et coll., 1996a). Finalement la capacitation
est un prérequis & la réaction d'acrosome. Le spermatozoide ayant subi sa réaction
acrosomique aura la capacité de pénétrer la zp. En effet, la réaétion acrosomique est
induite & la suite du contact du spermatozoide avec la surface de la zp, ce qui

constitue l'étape préliminaire & la pénétration du spermatozoide.

1.1.4 Le développement embryonnaire

Plusieurs indices nous laissent croire que le fluide tubaire exercerait un role

fonctionnel. En effet, plusieurs études ont démontré une augmentation du nombre



d’embryons s’étant développés lorsque ceux-ci sont incubés en présence de
différentes composantes de l'oviducte. Ménézo et coll. (1989) démontrérent que le
pourcentage d’embryons mature est augmenté par coincubation de jeunes embryons
avec des oviductes isolés. Carney et coll. (1990) et Broerman et coll. (1989)
confirmérent ce résultat en utilisant des cellules tubaires de l'oviducte et un milieu

conditionné par ['oviducte respectivement.

1.1.5 Les sécrétions tubaires

Le fluide tubaire sécrété par 1'oviducte constitue le milieu physiologique pour
la phase finale de maturation de l'ovocyte, la capacitation, la fécondation et le
développement embryonnaire précoce. Il a été démontré que le fluide tubaire est un
mélange composé majoritairement de transsudat sanguin et de sécrétions de
I'épithélium de l'oviducte. Selon les especes, il peut également contenir des
constituants provenant du liquide folliculaire, péritonéal ou de 1'utérus (Hunter, 1988).
Les composants protéiques d’origine plasmatique du fluide tubaire sont
majoritairement l'albumine et des immunoglobulines (Leese, 1988). Leur localisation
dans le fluide tubaire serait due a leur diffusion passive et sélective au travers des
cellules épithéliales. Les sécrétions originant des cellules sécrétrices de 'épithélium
tubaire constituent la deuxiéme source majeure protéique du fluide tubaire. Certaines
de ces protéines seraient synthétisées de fagon constitutives tandis que d’autres
seraient davantage synthétisées aurant l'oestrus et le diestrus (Gandolfi et coll., 1989).
Chez plusieurs espéces, il a été démontré que ces protéines spécifiques a 'oviducte
étaient glycosylées (Robitaille et coll., 1988) et que certaines interagissaient avec

l'ovocyte.



1.2 Les oviductines
1.2.1 Historique

Fox et Shivers (1975) démontrérent que des anticorps dirigés contre des
extraits protéiques isolés du. tractus génital femelle réagissaient avec la zp des
ovocytes tubaires mais ne liaient pas la zp des ovocytes ovariens. Leurs résultats
suggeéraient que la zp était modifiée suite a l'ovulation. Léveillé et coll. (1987)
identifierent l'origine de la composante gjoutee, soit l'oviducte. Plus précisément,
cette composante désignée "oviductine" est spécifiquement synthétisée par les cellules
sécrétrices de l'oviducte. Cette spécificité tissulaire fut démontrée a maintes reprises,
par immunofluorescence (St-Jacques gt coll., 1988), immunocytochimie (Kan et coll.,
1989) et hybridation in situ (DeSouza et coll., 1994). Cependant, il semble exister
des différences au niveau de la sécrétion d'oviductine par les différents segments de
I'oviducte. Chez la souris (Kapur and Johnson, 1988) et la brebis (Gandolfi et coll.,
1991), l'oviductine est détectée au niveau de l'ampoule tandis qu’elle semble étre
également localisée a l'isthme chez le lapin (Oliphant et coll., 1984) et le babouin

(Verhage et coll., 1990).

1.2.2 Localisation dans l'ovocyte/embryon

L’oviductine, une fois "éynthétisée et sécrétée par l'épithélium tubaire a la
capacité de s'associer & la zp des ovocytes ovulés. Bien que chez la majorité des
mammiféres I'oviductine présente une distribution homogeéne dans la structure de la

zp post-ovulatoire, le site précis de l'association de l'oviductine avec l'oeuf différe



sensiblement selon l'espece (Kan et coll., 1989; Boice et coll., 1990; Buhi et coll.,
1993). En effet, chez le lapin, elle forme une couche relativement épaisse a la
périphérie des ovocytes ovulés .(Shapiro et coll., 1974) et s'associe spécifiquement
avec l'espace périvitellin chez la souris (Kapur et Johnson, 1988). Cette association
demeure méme 2 la suite de la fécondation. En utilisant un anticorps monoclonal
(AcM 4.12) reconnaissant un épitope glycosidique, Kan et coll. (1993) ont noté par
immunocytochimie une internalisation -(par endocytose) de l'oviductine par les
blastoméres d'embryons de hamsters & compter du stade 2-cellules. Elle se localise
ensuite dans la voie de dégradation cellulaire, soit la voie lysosomale-endocytique.
Au niveau tubaire, I'embryon en développement continue a internaliser l'oviductine,
cependant chez l'embryon au stade péri-irnplantatoire, celle-ci devient complétement

absente.

1.2.3 Diversité et conservation de l'oviductine parmi les espéces

Tel que démontré par de nombreux auteurs, l'oviductine est présente chez une
grande diversité d'espéces et se caractérise entre autres par une hétérogénéité au
niveau de sa masse moléculaire: le lapin, 71 kDa (Shapiro et coll., 1974; Oliphant et
coll., 1982); le hamster, 160-240 kDa (Léveillé et coll., 1987; St-Jacques et Bleau,
1988); la souris, 215 kDa (Kapur et Johnson, 1985); le porc, 115 kDa (Buhi et coll.,
1994); le bovin, 97 kDa (Malayer et coll., 1988; Boice et coll., 1990); le babouin 100-
130 kDa (Verhage et Fazleabas‘; 1988); la brebis, 90-92 kDa (Sutton et coll., 1986) et
I'humain, 120-130 kDa (Verhage et coll., 1988). Il est & noter que cette hétérogénéité
au niveau de la masse moléculaire est due principalement a la glycosylation qui
différe d’une espéce a I’autre. L'oviductine est une protéine bien conservée parmis les
espéces (Fig. 1). Par exemple, l'oviductine de hamster présente 68% d'identité avec

'oviductine bovine, 59% avec-celle du babouin et 71% avec celle de I'humain. 11 est



intéressant de noter que de tous les mammiféres o 1’on a observé la présence d’une

oviductine, celle de hamster présente le plus de similitude avec la protéine humaine.
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Fig. 1. Similarité des séquences d'oviductines de mammiferes et de membres de la
famille des chitinases.

Les résidus Glu et Asp qui sont essentiels a I’activité glycohydrolytique du site
actif (AS) des chitinases sont indiqués par un astérisque (*). Les séquences
représentant une homologie avec les chitinases sont encadrées. La portion
mucine contenant les six copies d’une répétition de 15 acides aminés est

soulignée. Les pointillées représentent les portions de séquences ou il y a
absence d’alignement entre résidus identiques.



1.2.4 Régulation hormonale

Une corrélation fut établie entre la période du cycle oestral o la concentration
en estradiol est €levée et I'apparition de l'oviductine dans le fluide tubaire. En effet, Ia
synthése de I'oviductine est sous contrdle hormonal. L'administration d'estrogéne a
des animaux ovariectomisés restaure la production d'oviductine (Oliphant et coll.,
1984; Buhi et coll., 1991,19§2; Verhagé et coll.,, 1989, 1990). Donnelly et coll.
(1991) ont également démontré, par I'hybridation d'un ADNc de babouin, que
'ARNm de l'oviductine est absente chez le babouin, I'humain et le chat lorsque la
concentration en progestérone est élevée. Par contre, chez la souris, le hamster et le
lapin, la teneur en ARNm pour la prbtéine est la méme chez des animaux en phase
périovulatoire (estradiol élevé) qu’en période de gestation/pseudogestation
(progestérone élevée). Le contrdle de la synthése de l'oviductine impliquerait donc
moins de variations durant le cycle chez le lapin, le hamster et la souris que chez
I'humain, le babouin et le chat ol l'expression de 'ARNm de l'oviductine est

fortement inhibée par la progestérone.

1.3 L’oviductine de hamster
1.3.1 Régulation hormonale

Chez le hamster (Me;’socricetus auratus), l'oviductine est présente de fagon
maximale au temps de | l'ovulation. L'ovariectomie diminue le signal
d'immunodétection de l'oviductine au niveau de I'épithélium tubaire et
'administration d'estradiol & des femelles prépubaires stimule sa production (Malette

et coll., 1995a). L'induction de sa synthése est donc dépendante de l'estradiol et son
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taux de production semble étre sous le contrdle de cette hormone. Un taux basal
éleve d'oviductine est présent tout au long du cycle, ce qui contraste avec la situation
observée chez la brebis ou il y a disparition de l'oviductine lors de la phase lutéale.
Ceci pourrait étre expliqué par une synthése constitutive de l'oviductine chez le
hamster ou par une vitesse de renouvellement ("rate of turnover") de 'oviductine plus
longue que le cycle lui-méme. Précisons également que l'oviductine persiste a4 un

taux basal €levé méme durant la gestation (Roux et coll. 1994).

1.3.2 Caractéristiques biochimiques et moléculaires

On connait plusieurs caractéristiques biochimiques de la protéine. Chez le
hamster, elle se présente sous les formes dites o et p. Ces deux formes, de masses
moléculaires relatives (Mr) de 160-210 kDa et 210-350 kDa respectivement,
possedent la méme séquence protéique N-terminale mais différent par leur degré de
glycosylation. En effet, des études de déglycosylation partielle de la forme P avec
l'acide trifluorométhanesulfonique (TMSF) permettent d'obtenir une protéine
possédant le pl de la forme o (Malette et Bleau, 1993). L'oviductine est fortement O-
glycosylée avec en plus sept sites potentiels de N-glycosylation. Seulement 1 ou 2
sites de N-glycosylation seraient utilisés puisque la tunicamycine provoque un

changement de seulement 10k Da de la Mr de l'oviductine (Malette et coll. 1995b).

Au niveau moléculaire, 'ADNc de l'oviductine de hamster est composé de
2276 paires de base (pb) (Paquette et coll., 1995). On peut diviser la séquence
déduite en acides aminés en deux régions soit, une région similaire a celle des
chitinases et une région présemtant les caractéristiques des mucines. La portion N-

terminale (correspondant aux nt 1-1300) comporte plusieurs séquences similaires
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(environ 50% d’identité) & une variété de chitinases de bactéries et de microfilaires.
Bien qu'elle ne posséde aucune activité chitinase (a cause de la substitution de deux
acides aminés dans le site actif), I'oviductine pourrait utiliser certaines composantes
structurales reli¢es aux chitinases pour sa liaison aux carbohydrates. Soulignons que
les chitinases clivent la chitin, un polymére de N-acétylglucosamine (GleNAc).
Puisque l'oviductine se lie a la zone pellucide, laquelle contient des résidus GlcNAc,

cette liaison pourrait dépendre de la séquence chitinase retrouvée chez 'oviductine.

Quant a la portion C-terminale (nt 1300-2276), elle présente les
caractéristiques des mucines. Les mucines sont reconnues entre autre pour jouer un
r6le au niveau de la cytoprotection, du maintien de la viscosité et de la reconnaissance
cellulaire (Strous et Dekker, 1992). La ressemblance aux mucines n'est pas
attribuable & une similitude de séquences mais bien a certaines caractéristiques
biochimiques. Les mucines ont généralement un taux élévé de résidus sérines et
thréonines (ce qui explique leur haut taux de O-glycolysation), prolines et glycines.
Les mucines présentent également des répétitions en tandem ainsi qu'un
polymorphisme allélique. L'oviductine montre toutes ces caractéristiques. La
majeure partie de sa O-glycosylation est présente dans la parti_e C-terminale ou l'on
retrouve la plus forte proportion de sérines et thréonines. L'oviductine posséde
€galement une série de répétitions de 15 a.a., ces répétitions sont au nombre de 5, 6
ou 7 chez le hamster (Malette et coll., 1995b). Le polymorphisme pourrait étre
expliqué justement par la délétion dune ou deux de ces répétitions. Ces

caractéristiques permettent donc de classer l'oviductine parmi la famille des mucines.



1.4 Les réles possibles de l'oviductine.

1.4.1 Effet sur la réaction acrosomique, l'intéraction des gameétes et la

fécondation.

Malgré toutes ces connaissances sur la protéine, son rdle biologique demeure
énigmatique. Parmi les hypothéses proposées, celle d'un effet sur la réaction
acrosomique est la mieux documentée. D'une part, les sécrétions de l'oviducte
stimulent la réaction acrosomique (Gutiérrez et coll., 1993). D'autre part, ces mémes
sécrétions expliqueraient la plus grande activité d'induction de la réaction
acrosomique par la zp d'ovocytes tubaires, comparativement 4 la zone pellucide
d'ovocytes ovariens (Yang et Yanagimachi, 1989). Selon Boatman (1994a),
l'oviductine augmenterait la liaison du spermatozoide & la zone pellucide ainsi que
l'induction de la réaction acrosomique. Toujours selon Boatman et Magnoni (1994b),
l'oviductine a la propriété de se lier in vitro au croissant acrosomal des
spermatozoides. O’Day-Bowman et coll. (1996) ont observé que le nombre de
spermatozoides liés 4 la zone pellucide d'ovocytes ovariens en présence d'oviductine
était significativement supérieur a celui obtenu en absence d'oviductine. D'autres roles
ont été proposés au niveau de E‘interaction des gamétes et de la fécondation. Sakai et
coll. (1988) démontrérent quun anticorps anti-oviductine de hamster inhibe la
fécondation in vitro. De plus, Boatman et Magnoni (1994b) découvrérent que
l'incubation d'ovocytes ovariens avec de l'oviductine purifiée augmentait le
pourcentage de pénétration par les spermatozoides. Cependant, pour ce qui est de la
fécondation, différentes études ont montré que la contribution de I'oviductine a ce
phénomeéne serait négligeable. En effet, les résultats de la fécondation in vitro chez
I’humain, effectuée en absence d'oviductine, démontrent qu'elle n'est pas essentielle a

ce niveau puisqu'il est possible d'atteindre un taux de fécondation de l'ordre de 82%
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(Barnett et coll. 1992). L'oviductine pourrait donc favoriser la fécondation sans &tre

indispensable.

1.4.2 Effet sur le développement embryonnaire.

Ménézo et coll. (1989) démontrérent que le nombre d’embryons s’étant
développés est augmenté par coincubation de jeunes embryons avec des oviductes
isolés. Carney et coll. (1990) et Broermann et coll. (1989) confirmérent ce résultat en
utilisant des cellules tubaires ou un milieu conditionné par l'oviducte. D'aprés ces
résultats, une substance produite par l'oviducte stimulerait le développement
embryonnaire. Cependant, avant d'attribuer ce role spécifiquement & l'oviductine, le
développement embryonnaire devrait étre évalué en présence d'oviductine purifiée.
De plus, lors des études effectuées avec des cellules de I'oviducte, ces cellules ont
présenté des transformations fibroblastiques dans plusieurs cas et le stade du cycle

oestral ne semble pas influencer leur effet bénéfique sur la survie de I'embryon.

2. OBJECTIFS DE LA RECHERCHE

Une autre fonction de l'oviductine reliée au développement embryonnaire
pourrait étre envisagée. D’une part, il est connu depuis longtemps que le
développement de I'embryon ne dépasse pas un certain stade au niveau de 'oviducte
(Adams, 1958). En effet, des zygotes maintenus au niveau de l'oviducte ne dépassent
pas le stade blastocyste, méme aprés transfert dans l'utérus d'une femelle
pseudogestante. Donc on peut supposer qu'un agent inhibiteur se retrouve au niveau

de I'oviducte afin de ralentir le développement de 'embryon. D’autre part, I'embryon
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a compter du stade 2-cellules a la capacité d'internaliser et de métaboliser l'oviductine
(Kan et coll., 1993). Des études préliminaires effectuées chez le bovin ont montré un
effet négatif d'un peptide synthétique sur le développement embryonnaire. Ce peptide
(P-563) comporte 20 acides aminés localisés dans la partie N-terminale de
loviductine de hamster. L'effet de P-563 fut étudié & toutes les étapes du
développement embryonnaire in vitro. Aprés 48 heures d'incubation dans le milieu
Ménézo B2, les embryons témoins et traités montrent sensiblement le méme taux de
clivage (2- et 4-cellules.), soit 76 et 62% respectivement. Cependant, aprés 7 jours de
culture, le taux de développement de blastocystes dans le groupe témoin atteint 47%
tandis que celui des embryons traités n'est que de 4%. Nous proposons donc que
l'oviductine, internalisée et métabolisée par l'embryon, pourrait étre cet agent
inhibiteur du développement dans l'oviducte afin que 'embryon n'atteigne pas le stade
implantatoire avant son arrivée dans l'utérus. Il a été démontré que l'oviductine est
completement absente dans l'utérus au moment de I'implantation, l'embryon pourrait
donc y poursuivre son développement, atteindre le stade implantatoire et s'implanter
finalement dans l'endométre. Donc l'oviductine pourrait étre un facteur permettant

d'empécher les grossesses ectopiques.

Le premier objectif était de vérifier l'effet possible de l'oviductine sur le
développement embryonnaire. . Nous devions donc disposer de quantités suffisantes
d'oviductine purifiée.  Cependant, l'oviductine étant fortement glycosylée, sa
purification par affinité aux lectines est difficile. Nous avons donc choisi de produire
une oviductine recombinante (région mucine) de hamster (rhaOvim) dans des
bactéries spécifiques a I'expreséion protéique, M15 [pREP4]. Le choix de produire
l'oviductine recombinante dans un systéme bactérien (protéine non-glycosylée) se
justifie par le fait que l'oviductine internalisée est retrouvée dans les voies

endocytiques-lysosomales, donc est sous forme modifiée probablement au niveau de
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sa glycosylation. De plus, lors des expériences préliminaires, le peptide utilisé (P-
563) était formé d'une séquence de 20 acides aminés non-glycosylés. Lorsque cette
protéine recombinante fut produite et purifiée, nous avons été en mesure de vérifier

notre hypothese en testant son effet sur le développement embryonnaire bovin.

Un deuxieme objectif consistait a développer les outils nécessaires a I'étude
du métabolisme de I'oviductine intefnalisée par l'embryon. Un anticorps
reconnaissant un épitope protéique nous permettra de documenter le métabolisme de
l'oviductine internalisée par l'embryon. Nous avons donc produit des anticorps
polyclonaux chez le lapin en utilisant 'oviductine recombinante partielle de hamster
comme immunogéne. Ces, anticérps furent purifiés par chromatographie sur
proteine-A et par affinité. Les anticorps purifiés ont été subséquemment caractérisés
quant a leur spécificité pa1: immunodétection sur transferts de type Western, par

immunofluorescence et par immunocytochimie.
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3. MATERIEL ET METHODES .
3.1 L’expression de la portion mucine de I'oviductine de hamster.

3.1.1 Clonage de 'ADNCc de la portion mucine de l'oviductine de

hamster.

Le clone d'ADNc de I'oviductine de hamster (phage-19; Paquette et coll., 1995) a
été digéré par les enzymes de restriction Apa [ et EcoR I afin de produire un fragment
désigné haOvim (nt 1140-2276 de I'ADNc complet). Il est a noté que la portion
clonée représente une partie de la séciuence codante de I’oviductine de hamster ainsi
que la partie 3’ non-traduite suivant le codon “stop” (at 1905 & 2276). Le fragment
cloné code pour le domaine mucine de l'oviductine de hamster (Malette et coll.,
1995c¢) (Fig. 2). Le vecteur d'expression utilisé était pQE-32 (Quiagen, Mississauga,
ON, Canada), il a été digéré par I'enzyme de restriction Sma /. Le fragment haOvim
ainsi que le vecteur digéré ont été traités a I'ADN polymerase T4 afin de produire des
bouts francs et ligasés par ' ADN iigase T4 a la température de la piéce pendant 16 h.
Ce clonage a €té effectué de sorte que le fragment haOvim soit dans le méme cadre de
lecture que la séquence de 6 histidines localisée en amont du site de multiclonage
(Fig. 2b,c). Afin de confirmer le cadre de lecture, la jonction vecteur-haOvim a été
séquencée par la méthode de Sanger (Sanger et coll., 1977) utilisant la trousse ‘‘the

Sequenase 2.0” (U.S.B. Cleaveland, OH).
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domaine domj(llne
5  chitinase Ryicine 3
ADNCc de I’oviductine
de hamster
1 nt codon 9976 nt
stop
1905 nt
:séquence similaire
aux chitinases
B)
445 nt 2276 nt

ﬁ— pQE-32-haOvi,_

1140 nt 2276 nt

I_|_I

| ) |
..CATCACCATCACCATCAC GGGATCCGCATGCGAGCTCGGTA CCCCAATTCCTCAGGACCT...

C) 6 histidines site de multiclonage rhaOvi,

rd I l I
Séquence

déduite  H-H-H-H-H-H-G-I-R-M-R-A-R-Y-P-N-S-S-G-P

Séquence
obtenue
par microséquencage

H-H-H-H-H-H-G-I-R-M-R-A-R-Y-P-N-X-X-G-P

Fig. 2. Expression de rhaOvim par E. coli.
A) ADN complémentaire de I'oviductine de hamster.
B) Représentation schématique du clone pQE-32-haOvim exprimé chez E. coli.

C) Résultats du microséquengage de rhaOvim
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3.1.2 Production de thaOvim.

La construction pQE-32-haOvim a été utilisée pour transformer une souche de
bactéries E.coli spécifique & l'expression, M15 [pREP4], selon le protocole habituel
(Ausubel et coll,, 1996). Les bactéries transformées ont poussé dans un milieu SOB
contenant 100 pg/mL d'ampicilline et 25 pg/mlL de kanamycine, a 37°C avec agitation
afin de sélectionner les bactéries transforfnées. A une densité cellulaire correspondant
a Asoo= 0,7-0,9 AU, l‘expressior.l de rhaOvim a été induite par l'addition de 1 mM
dIPTG. = Apres trois heures d'incubation, les cellules ont été sédimentées par
centrifugation 4 4000 g x 20 min, resuspendues dans 20 mL de tampon de lyse (urée 8

‘M, NaH:PO. 0,1 M, Tris-HC1 0,01 M, pH 8,0) et incubées 16 h a 4°C avec agitation.

Des bactéries M15 compétentes mais non-transformeées ont servi de témoin.
Celles-ci ont été traitées selon le méme protocole que les bactéries transformées. Des
aliquotes de 1 mL des cultures avant et aprés induction ont été conservés afin de les
analyser par électrophorese. ~Une protéine recombinante non apparentée a
I’oviductine a également été produite, en utilisant une construction contenant la
séquence de la protéine DHFR fournie par la compagnie Quiagen. Cette protéine fut

purifiée selon le protocole décrit ci-dessous.

3.1.3 Purification et renaturation de rhaQOvim.

Le lysat bactérien a été centrifugé a 10 000 g x 10 min et le surnageant
appliqué sur une colonne Ni-NTA (Quiagen). La colonne a été lavée abondamment
avec un tampon de lavage (urée 8§ M, NaH:PO4 0,1 M, Tris-HCI 0,01 M, pH 6,3)

jusqu'a ce que Azs0 soit inférieur & 0,01 AU. La protéine rhaOvim est alors éluée avec
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15 mL de tampon d'¢lution (urée 8 M, NaH:PO4 0,1 M, Tris-HC1 0,01M, pH 4,5). Le
pH de I’éluat a été ajusté a 8,0, puis la protéine rhaOvim immobilis€e a nouveau sur la
résine Ni-NTA. Par la suite, la protéine rthaOvim immobilisée a été mise en présence
d’un tampon de renaturation (NaH:PO4 0,1 M, pH 8,0) pendant 30 min & 4°C avec
agitation. Apres cette incubation, la protéine liée a été éluée avec 20 mL de tampon
d'élution (NaH:-PO4 0,1 M, pH 8,0, EDTA 0,1M), dyalisée contre 1L d’un tampon
bicarbonate d'ammonium 0,05 M pendant 1 h et 500 mL pendant 16 h a 4°C et
lyophilisée. La protéine rhaOvim a été finalement resuspendue dans 2 mL d'eau

distillée et analysée par électrophorése sur gel de polyacrylamide 12%.

3.1.4 Détermination de la concentration protéique et séquencage.

La concentration de rhaOvim a été mesurée par la méthode de Macart et
Gerbault (1982). L'identité de la protéine recombinante a ét€ confirmée par
séquencage. Le séquengage en N-terminal de la protéine transférée sur membrane de
PVDF Problot a été obtenu par la technique de dégradation d’Edman. Le séquengage
a été effectué a ’aide d’un séquenceur automatisé de type "Gas-phase Sequencer”,

modéle 470A.

3.2. Production d'anticorps contre la protéine thaOvim.

3.2.1 Préparation de 1'immunogéne et immunisation.

L'immunogéne, rhaOvim, -a été soumis & une électrophorése sur gel de

polyacrylamide 12%. Suite & la migration, la portion du gel correspondant a la Mr
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attendue de la protéine rhaOvim (~ 43 kDa) a été coupée et électroéluée a l'aide de
I’appareil "Electro-eluer model 422" (Bio-Rad) pendant 3 h & 15 mA suivant les
recommendations du fournisseur. Un lapin méle blanc (Charles River Inc., St-
Constant, Qc, Canada) a été¢ immunisé par voie intradermique (sites multiples) avec
premiérement 1 mg de rhaOvim dissoute dans 0,6 mL de PBS (NaH:PO4 0,1 M, pH
7,4, NaCl 0,15 M) et émulsifiée avec l'adjuvant complet de Freund (1:1, v/v). Les
injections subséquentes contenziient 1,0, 0,5 et 0,6 mg de 'immunogéne dans 1 mL de
PBS avec un volume égal d'adjuvant incomplet. Les injections de rappel ont été
administrées a des intervalles ‘'de 4 semaines. Des échantillons sanguins ont été
prélevés 2 semaines suivant chs;que dose de rappel et le titre d'anticorps mesuré par
ELISA et immunodétection sur traﬁsferts de type Western. Le serum d'un lapin

n'ayant recu aucune injection a €té utilisé comme témoin.

3.2.2 Détermination du titre d'anticorps par immunodétection sur

transferts de type Western et par ELISA.
3.2.2.1 Immunodétection sur transferts de type Western

La préparation de rhaOvim (5 pg/pl) a été analysée par électrophorése sur gel
de polyacrylamide 12% puis transférée sur membrane de PVDF a l'aide du systéme de
transfert Bio-Rad. Les transferts sont effectués a courant constant de 0,1 A pendant
16 h. La membrane est saturée dans une solution de gélatine 3%/TBS pendant 1 h
puis lavée 3 fois avec du TBS (5 min). Les sérums, correspondant & 4 et 6 semaines
suivant la premiére injection d’antigéne, ont été ajoutés a la membrane (1 :1000, 1 :10
000 et 1 :100 000 dans gélatine 1%/TBS), pendant 1 h puis la membrane lavée 3 fois

avec du TBS (5 min). L'anticorps secondaire, IgG de chévre anti-IgG de lapin couplé
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a la peroxidase HRP (1:3000 dans gélatine 1%/TBS) (Bio-Rad), a été incubé pendant
1 h puis la réaction immunologique finalement révélée dans une solution de
développement contenant le substrat de la peroxidase, le 3-amino-9-ethylcarbazole
(AEC) (Sigma). Le sérum préimmun est également utilis€ comme témoin aux mémes

dilutions que le sérum immun.

3.2.2.2 ELISA

Les titres de chaque sérum immun, aprés 13 semaines d’immunisation, et du
sérum témoin ont été mesurés par ur;e technique d'ELISA sur des plaques a 96 puits
Reacti-Bind (Pierce, Rockford, IL). Des dilutions sériées de rhaOvim (0 a 0,150
pg/mL de PBS) ont été incubés dans les puits pendant 16 h a 4°C. Aprés un lavage
avec 200 pL de PBS, les puits ont été saturés pendant 1 h avec 200 pL de BSA
3%/PBS. Par la suite, 100 ul. de dilutions sériées des sérums (dans BSA 3%/PBS)
ont été ajoutées et incubées 2 h a 25°C. Finalement, 100 pL d'un IgG de chévre anti-
IgG de lapin marqué & la HRP (Bio-Rad) ont été ajoutés aux puits, suivi d'une
incubation de 2 h 2 25°C. Chacune de ces étapes était suivie d'un lavage avec 200 pL
de BSA 3%/PBS. L'étape de révélation a consisté a ajouter 200 pL d'une solution de
développement (90 mL d'un tampon phosphate-citrate, pH 5,0 contenant 36 mg de O-
phenylenediamine et 30 pL de Hz0z 30% v/v). La réaction a été arrétée en ajoutant
50 uL de H2SO+4 4 N et l'absorbance mesurée 4 490 et 650 nm a l'aide d'un lecteur de

plaques (Molecular Devices, Sunny Vale, CA).
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3.2.3 Purification des anticorps polyclonaux par chromatographie sur

protéine A.

Dans une premiére étape, les fractions IgG des sérums immuns et du sérum
témoin ont été isolées par chromatographie sur protéine A-agarose. Des billes
d'agarose ‘‘Affi-Gel protein A" (Bio-Rad) ont été équilibrées avec 5 mL de tampon
de liaison, les sérums ont été par la suite appliqués sur la résine et lavés avec 15 mL
de tampon de liaison. La fraction IgG a été éluée avec 5 mL de tampon d'élution a
pH 3,0 et collectée dans un tube contenant 1,6 mL de tampon Tris-HCl 1 M, pH 9,0

afin d'augmenter le pH et ainsi*minimiser I'exposition des IgG 4 un pH trés acide.

3.2.4 Purification des anticorps polyclonaux par chromatographie

d’affinité.

Pour la purification par affinité sur thaOvim, 10 pL de résine Affigel 15 (Bio-
Rad) ont été premiérement lavés 3 fois avec 150 uL de tampon acétate de sodium
froid (10 mM, pH 4,5). Parla .sﬁite, 100 pg de rhaOvim dans 50 pL de tampon acétate
de sodium (10 mM, pH 7,5) ont été couplés a la résine a 4°C pendant 4 h. Apres une
bréve centrifugation, le surnageant a été enlevé et 10 uL. d'éthanolamine ajoutés et
incubés 1 h afin de bloquer les sites résiduels. La résine a été lavée avec 100 pL de
tampon acétate de sodium (10 mM, pH 7,5) et 100 uL de tampon Tris (10 mM, pH
74). La fraction IgG (150 pg) purifiée sur protéine A a été incubée avec la protéine
rhaOvim immobilisée & la résine pendant 16 h & 4°C suivi par une centrifugation et un
lavage avec 200 puL de NaCl 1,0 M. Les anticorps ont été élués avec 100 pL de
tampon glycine-HCl 10 mM pH 2,5 et I'éluat ajouté a 35 pL de Tris-HC1 1M pH 9,0

contenant 10% d'éthyléne glycol.



3.3 Détermination de la spécificité des anticorps polyclonaux anti-rhaOvim.

3.3.1 Purification d'oviductine sur agarose couplé & des agglutinines

d’Helix pomatia.

Des oviductes de hamsters femelles (Mesocricetus auratus) (Charles River
Inc.) agées de 8 semaines ont été incubés pendant 4 h dans un milieu TALP-2 (voir
Annexe 1) a raison de 8 oviductes/mL. A la fin de l'incubation, les oviductes ont été
lavés et perfusés afin de libérer leur contenu avec 0,5 mL de milieu TALP-2.
L’inhibiteur de protéase, PMSF, a été ajouté & une concentration finale de 0,2 mM.
Ce milieu contenant le fluide tubaire a été ajouté & 100 pL d’agarose couplé a des
agglutinines d’Helix pomatia (Sigma, Oakville, ON) dans un tube eppendorf de 500
uL et incubé a 25°C pendant 30 min. La résine a été lavée avec 10 volumes de NaCl
0,3 M/PBS et cing volumes d’une solution de glycine a 0,2 M, pH 2,5 contenant
NaN3 0,003 M. L'oviductine a été éluée avec cinqg volumes de N-acétyl-a-D-
galactosamine 0,1 M dissoute dans la. solution de glycine. Un volume équivalent a
100 puL a été appliqué sur un geln de polyacrylamide 9% suivi d’un transfert sur une

membrane PVDF.

3.3.2 Immunodétection sur transferts de type Western de thaOvim et du
DHFR recombinants.
La spécificité des anticorps purifiés a été déterminée par immunodétection sur

transferts de type Western. ‘Premiérement 5 pg de rahOvim sont analys€s par
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électrophorese sur gel de polyacrylamide 12% puis transférés sur membrane de
PVDF. L’immunodétection est par la suite effectuée selon le protocole décrit
précédemment. La dilution des anticorps anti-thaOvim purifié par chromatographie
sur protéine A a été¢ de 1:50 000 et 1:100 000. Pour les anticorps anti-thaOvim
purifiés par affinité, ceux-ci ont été dilués 1: 1 000 et 1:5 000. Le DHFR
recombinant a également été analysé en suivant la méme procédure que lors de

I’immunodétection de rhaOvim.

3.3.3 Immunodétection sur transferts de type Western des homogénats

d'ovaires et d’utérus.

Les utérus et ovaires de hamsters femelles agées de 8 semaines (Charles River
Inc) ont été prélevés et lavés dans du tampon A froid (Tris-HCl 50 mM pH 7,5,
EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, DTT 0,5 mM). Les tissus ont par la suite été pesés et
coupés en petits morceaux suivi d’une homogénéisation dans 2,5 volume (v/w) de
tampon B (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, glycérol 10%, acétate de magnésium 5 mM,
EDTA 0,2 mM, NaCl 150 mM, DTT 0,5 mM, PMSF 1,0 mM) a I’aide d’un polytron
Braun-Sonic (Brinkmann, Mississauga, ON, Canada). Une aliquote de 20 pL de
chaque homogénat a été prélévée pour dosage de protéines selon la méthode de
Macart (1982). Finalement 20 pig ont été analysés sur un gel de polyacrylamide 12%,
transférés sur membrane de PVDF comme décrit précédemment pour

I’immunodétection.
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3.3.4 Immunocytochimie sur coupes d'oviducte

Les oviductes de hamsters femelles ont été prélevés, lavés avec du PBS et
fixés dans une solution de glutaraldéhyde (2,5% dans un tampon cacodylate 0,1 M,
pH 7,4) pendant 2 h a la température de la piece. Par la suite, ils ont été lavés 3 fois
dans un tampon cacodylate 0,1 M puis conservés a 4°C. Les tissus ont ensuite été
préparés pour l'immunocytochimie. Ils oht premiérement été enrobés dans de l'agar,
déshydratés dans des bains successifs de méthanol a différentes concentrations puis
graduellement infiltrés et enrobés dans une solution d'enrobage, le Lowicryl K4M
(Bendayan, 1984). Finalement. des sections minces de 1 um d'épaisseur ont été

effectuées & l'aide d'un ultramicrotome LKB et montées sur des grilles de nickel.

Les sections d'oviductes ont été incubées dans une solution de PBS
(0,01 M, pH 7,4) contenant 1% d'ovalbumine pendant 5 min afin d'éliminer les sites
potentiels de fixation non-spécifique des anticorps. Puis l'anticorps primaire, anti-
thaOvim purifié par affinité et dilué 1:3 dans du PBS 0,01 M, a été incubé avec les
échantillons pendant 2 h a la température de la piéce. Suite a cette incubation, 3
lavages ont été effectués avec du PBS 0,01 M. La détection des sites de fixation de
l'anticorps anti-rthaOvim a été faite a l'aide de la protéine A cduplée a des particules
d'or colloidal de 8 nm. Le complexe protéine A-or colloidal a été dilué 1:5 (PBS 0,01
M) et incubé 1 h & la température de la piéce. Les sections ont par la suite été lavées
une premiére fois avec du PBS et une seconde fois avec de I'eau bidistillée. Les
échantillons ont finalement été.contre-colorés avec de l'acétate d'uranyle et du citrate
de plomb et observés sous microscope électronique Philips 300. Afin de déterminer
la spécificité de l'immunodétection, le témoin suivant a été effectué: des sections
d'oviductes ont été mises en présence de sérum pré-immun purifié par

chromatographie sur protéine A.
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3.3.5 Immunofluorescence sur des embryons 8-cellules

Des hamsters femelles agées de 8 semaines ont été accouplées et les embryons
ont été récupérés au stade 8-cellules (72 h post-accouplement) par perfusion des
oviductes avec du milieu HECM-2 (émﬁexe 2). Les embryons ont été lavés avec du
PBS et incubés avec les anticorps anti-rhaOvim purifiés par affinité (1:50 dans PBS).
Les embryons ont ensuite &té incubés avec l'anticorps secondaire, IgG de chévre anti-
IgG de lapin couplé au fluorochrome CY3 (Sigma). Les embryons ont été lavés 3 fois
avec du PBS apres chaque incubation. Les embryons ont été montés sur des lames
traitées avec une solution de poly-L-lysine 0,01% (Sigma) et recouverts de 20 pL de
glycérol 50% et d'une lamelle. La fluorescence a été observée avec un microscope a

fluorescence de type Leitz Diaplan.

3.4 Développement embryonnaire bovin.

3.4.1 Cueillette des ovocytes ovariens, fécondation in vitro et

développement embryonnaire bovin.

La premiére étape consistait & stériliser I'oviductine en solution dans du milieu
de développement embryonnaire Ménézo B2. La protéine thaOvim a été filtrée sur
nanosep 10K (Gelman Sciences, Qc, Canada) par centrifugation & 5 000g x 30 min et
lavée a plusieurs reprises avec le milieu Ménézo B2. La protéine a ét€ redissoute a
une concentration finale de 0,1 mg/mL et stérélisée par filtration sur membrane de

0,22 pm.
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Le protocole de développement embryonnaire bovin s'étale sur une période de
10 jours allant de la cueillette des ovocytes ovariens au calcul du pourcentage
d'éclosion, ce protocole est effectué par I’entreprise Alliance Boviteq de St-
Hyacinthe. Les ovocytes ovariens sont premiérement recueillis par ponction des
follicules, lavés et incubés dans un milieu de maturation 4 37°C pendant 24 h (jour-1).
Au jour-2, les spermatozoides sont ajoutés afin de réaliser la fécondation in vitro. Les
embryons sont par la suite lavés et traﬁsférés dans un milieu de développement
embryonnaire (jour-3). La rhaOvim (0,05, 0,01, 0,001, et 0,0001 pg/ul) est ajoutée au
milieu de développement embryonnairé a cette derniére étape laquelle correspond au
début de la maturation in vitro des embryons. La rhaOvim a été mise en présence des
embryons & chacun des changce.menté de milieu aux jours 4, 5 et 7. L'effet de la
thaOvim a été observé a plusieurs stades durant les 10 jours, par exemple, lors de la
mesure du taux de clivage (jour-4), du nombre de blastocystes (jour-7) et au calcul du

pourcentage d'éclosion (jour-10).

Deux témoins ont également été utilisés. Le premier témoin était constitué du
milieu de développement embryonnaire seul, sans rhaOvim. Le deuxiéme
correspondait aux produits de bactéries M15 compétentes mais non-transformées par
la construction pQE-32-thaOvim; ces produits ont €té préparés selon le méme
protocole d'expression et de purification utilisé pour les bactéries transformées. Le
volume du deuxiéme témoin & ajouter au milieu de développement embryonnaire a
été déterminé selon le volume de: la solution de rhaOvim utilisé aux différentes

concentrations testées.
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3.4.2 Augmentation de la solubilit¢ de thaOvim.

La rhaOvim™* a été exprimée a partir du méme clone ayant servi a la production
de rhaOvim mais en utilisant un protocole de purification différent. Briévement, les
bactéries compétentes M15 ont été transformées par la construction pQE-32-haOvim,
induites a PTG, centrifugées a 4000 g x 20 min, resuspendues dans 20 mL de
tampon de lyse (urea 8 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris-HC1 0,01 M, pH 8,0) et incubées 16
h a 4°C avec agitation. La suite du protocole est une adaption de la méthode de
purification de Holzinger et coll. (1996). Une centrifugation a 14 000g x 30 min a été
effectuée afin d’éliminer les débris cellulaires. La résine Ni-NTA a été équilibrée
dans 20 mL de tampon de liaison (urée 8 M, NaH:PO. 0,1 M, Tris-HCI1 0,01 M, pH
8,0), le surnageant a €t€ ajouté é la résine et incubé 2 h 4 4°C. La colonne a été lavée
abondamment avec un premier tampon de lavage (urée 6 M, Tris-HCl 20 mM pH
7.9, NaCl 500 mM, imidazolé 20 mM) puis avec un second tampon (Tris-HCI 20
mM pH 7,9, NaCl 150 mM) jusqu'a A2g0 soit inférieure & 0,02 AU. La protéine
immobilisée a été éluée a I’aide d’un tampon contenant un agent chélateur, ’EDTA
(Tris-HCI 20 mM pH 7,9, NaCl 150 mM, EDTA 50 mM). L’€luat a été dyalisé
contre 1 L de tampon TBS pendant 1 h, puis pendant 16 h contre 1 L du méme
tampon renouvelé. La protéine, rhaOvim*, purifiée a finalement été lyophilisée puis

dissoute dans 2 mL d’eau distillée.
3.4.3 Test de solubilité
Les protéines recombinantes rhaOvim et de rhaOvim* (30 pg) ont éte

concentrées par centrifugation sur nanosep 10 K (Gelman Sciences) a 5 000 g x 30

min Trois lavages ont été effectués avec un tampon phosphate 0,01 M a pH 7,5 ouun
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tampon carbonate-bicarbonate 0,01 M 4 pH 10,5. Par la suite, rhaOvim et thaOvim*
ont été dissoutes dans 400 pL du méme tampon utilisé lors des lavages et incubés 1 h
4 45°C. Finalement, rthaOvim et rhaOvim* ont été stérilisées par filtration sur
membrane de 0,22 pm (Gelman Sciences) et analysées par €lectrophorése sur gel de

polyacrylamide 12%.
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4, RESULTATS
4.1 La production d’une oviductine recombinante partielle
4.1.1 Expression de thaOvim

Tel que présentée a la Figure 3, la coloration du gel révéle la présence d'une
nouvelle protéine suite a l'induction & I'TPTG des cellules M15 transformées avec le
plasmide recombinant pQE-32-haOvim. Cette nouvelle protéine migre a une distance
correspondante & une Mr de 43 kDa, ce qui correspond approximativement & la Mr

attendue selon la séquence de I’ADNc clonée.
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Fig. 3. Analyse de l'expression de rhaOvim dans E. coli.

Analyse sur gel de polyacrylamide 12% de I'expression de rhaOvim aprés induction
(IPTG 1 mM, 3h, 37°C) des bactéries M15 contenant le clone pQE-32-haOvim.
Coloration & l'argent (Morrisey et coll. 1981). Puits 1 et 2: marqueurs de poids
moléculaire. Puits 3 et 4: extrait protéique de bactéries M15 non-induites & I'IPTG.
Puits 5 et 6: extrait protéique de bactéries M15 induites 2 I'TPTG.
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4.1.2 Purification et renaturation de rhaOvim

La purification de cette protéine recombinante s'est effectuée en conditions
dénaturantes (urée 8 M) puisque celle-ci était localisée au niveau des corps
d'inclusion lors de sa production. Le protocole de purification repose sur I'affinité de
la séquence de 6 histidines, située & l'extrémité N-terminale de thaOvim, pour le nickel
associ¢ a la résine de NTA (acide nitro-tri-acétique). La protéine rhaOvim se lic a la
résine a pH 8,0 et les liaisons non-spécifiques ont été éliminées en diminuant le pH du
tampon de lavage 4 6,3. Finalement la protéine liée a été éluée par un tampon a pH
4,5, ce qui protone les histidines et empéche la liaison de rthaOvim a la résine. La
protéine rhaOvim éluée a été transférée dans le tampon de lavage a pH 8,0 et remise
sur colonne pour cette fois-ci €liminer l'urée et poursuivre avec I'étape de
renaturation. La séquence de 6 histidines n'est pas supposée interférer avec la
structure de la protéine donc la renaturation est effectuée sur la colonne afin
d'éliminer les risques d'agrégation lors de I'élution. La protéine rhaOvim a été incubée
en présence du tampon de renaturation (phosphate 0,1 M) et elle est finalement éluée
en gjoutant de 'EDTA. L’analyse par SDS-PAGE (Fig. 4) montre une bande majeure
a 43 kDa avec quelques bandes mineures de plus faibles Mr. Aprés transfert sur
membrane de PVDF, le microséquencage de 1’extrémité N-terminale de la bande & 43
kDa a confirmé l'identité de la protéine rhaOvim (Fig. 1c). Les 21 premiers acides
aminés séquencés incluent les 6 histidines servant & la purification, les dix acides
aminés correspondant au site de multiclonage dans le vecteur d'expression pQE-32 et
les cinq premiers acides aminés correspondant a la séquence d'ADNc de 'oviductine
clonée. Il est a noter que des cing acides aminés de rhaOvim, trois ont été identifiés
avec certitude tandis que les deux autres se confondaient avec le bruit de fond.
Approximativement 1 mg de protéine recombinante a été obtenu par litre de milieu de

culture.
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Fig. 4. Analyse de thaOvim aprés purification par chromatographie d'affinité. .

Aprés élution avec un tampon NaHz2P0s 0,1 M-EDTA 0,1 M, 5 pg de rhaOvim (puits
3) ont été analysés sur gel de polyacrylamide 12%. Coloration au Bleu de Coomassie.
Puits 1 et 2: marqueurs de poids moléculaire.
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4.2 Anticorps polyclonaux anti-thaOvim
4.2.1 Production et purification d'anticorps polyclonaux dirigés

contre rhaOvim.

Puisque un des objectifs était de produire des anticorps polyclonaux dirigés
contre la séquence peptidique de l’oviductine, la bande a 43 kDa correspondant &
rhaOvim a €té électroéluée du gel de polyacrylamide et utilisée pour immuniser un
lapin méle. Le plus haut titre a été obtenu aprés trois doses de rappel tel que
démontré par immunodétection sur transferts de type Western (Fig. 5) et ELISA (Fig.
6). Les anticorps ont été purifiés par chromatographie sur protéine A et par affinité.
Pour la purification par affinité, la protéine rhaOvim a été immobilisée sur la résine
Affi-gel permettant de purifier spécifiquement les anticorps dirigés contre la protéine
recombinante. Les anticorps purifiés ont été testés par immunodétection sur transferts
de type Western Une réaction positive avec thaOvim a été obtenue avec la fraction
IgG purifiée sur protéine A, a une dilution aussi élevée que 1:100 000 et & une

dilution de 1:5 000 pour les anticorps purifiés par affinité (Fig. 7).
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Fig. 5. Détermination du titre d'anticorps par immunodétection sur transferts de type
Western.

Puits 1, 2, 3: 5 pg thaOvim détectés avec le sérum préimmun dilué respectivement a
1:1000,1 :10000et 1 :100 000.

Puits 4, 5, 6: 5 pg rhaOvim détectés avec le sérum immun, apres 4 semaines
d’immunisation, dilué respectivement 4 1 :1 000, 1 :10 000 et 1 :100 000.

Puits 7, 8, 9: 5 pg rhaOvim détectés avec le sérum immun, aprés 6 semaines
d’immunisation, dilué respectivermnent & 1 :1 000, 1 :10 000 et 1 :100 000.
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Fig. 6. Détermination du titre d'anticorps par ELISA.

Le sérum d’un lapin immunisé avec thaOvim, aprés 13 semaines d’immunisation a été
testé par ELISA a différentes dilutions ainsi qu’a différentes concentrations de
thaOvim. Les densités optiques ont été prises 4 490 et 650 nm.
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Fig. 7. Immunodétection sur transferts de type Western de rhaOvim avec les anticorps

polyclonaux anti-rhaOvim purifiés par chromatographie sur protéine A et par
affinité. ;

Puits 1 & 4: thaOvim (5 ng). Les échantillons des puits 1 et 2 ont ét¢ révélés a l'aide
de 'anticorps polyclonal anti-thaOvim purifié par chromatographie sur protéine A
(puits 1: dil. 1:50 000, puits 2: dil. 1: 100 000). Les échantillons des puits 3 et 4 ont
été révélés a l'aide de 1'anticorps polyclonal anti-rthaOvim purifié par affinité (puits 3:
dil. 1:1 000, puits 4: dil. 1: 5 000).
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4.3 Spécificité des anticorps polyclonaux purifiés.

4.3.1 Immunoréactivité avec thaOvim

La spécificité des anticorps purifiés a été testée par immunodétection sur
transferts de type Western. Les anticorps, purifiés sur protéine A et par affinité,
reconnaissent rhaOvim et détectent également les bandes de plus faibles Mr observées
sur gel de polyacrylamide (Fig. 8). Par contre, les anticorps ne reconnaissent pas

l'oviductine mature purifi€e sur agarose couplé a des agglutinines d’Helix pomatia.

Cette oviductine mature est cependant détectée a l'aide d'un anticorps
monoclonal, AcM 4.12, reconnaissant un épitope glycosidique de la protéine (Fig. 8)
Cette réactivité apparait comme une large bande a environ 200 kDa et montrant
I'hétérogénéité de la Mr de l'oviductine. Dans les mémes conditions, les anticorps
purifiés anti-rhaOvim n’ont pas détecté d’épitope dans les homogénats d'ovaires et

d’utérus analysés (Fig. 9).
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Fig. 8. Immunodétection sur transferts de type Western de rhaOvim et I'oviductine
mature purifiée sur agarose couplé & des agglutinines d’ Helix pomatia.

a l'aide des anticorps polyclonaux anti-rthaOvim et l'anticorps monoclonal
4.12.

Puits 1 et 3: oviductine mature purifiée sur agarose couplé a des agglutinines d’Helix
pomatia. Puits 2 et 4: thaOvim (5 pg). Les échantillons des puits 1 et 2 ont été révélés
par l'anticorps monoclonal 4.12 (dil. 1:250). Les échantillons des puits 3 et 4 ont été
révéles avec par l'anticorps polyclonal anti-rhaOvim (dil. 1:1 000).



Fig. 9. Analyse de la spécificité des anticorps anti-rhaOvim.
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Puits 1: thaOvim (5 pg). Puits 2: homogénat d'ovaires. Puits 3: homogénat d'utérus.

Les anticorps polyclonaux anti-rhaOvim purifiés par affinité ont été dilués 1/1 000.



41

4.3.2 Immunodétection de thaOvim en présence de DHFR recombinant.

Les anticorps anti-thaOvim auraient pu étre dirigés contre la séquence de 6
histidines localisée a I'extrémité N-terminale de la protéine recombinante. La Fig. 10
démontre que les anticorps purifiés ne réagissent pas avec le DHFR recombinant (qui
posséde aussi les 6 histidines) alors qu’ils réagissent avec la rthaOvim analysée sous

des conditions identiques.
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Fig. 10. Immunodétection de rhaOvim et DHFR recombinant par les anticorps
polyclonaux purifiés par affinité. ‘

Puits 1: thaOvim (5 pg). Puits 2: DHFR recombinant (5 pg). Les anticorps anti-
rhaOvim ont été dilués 1/1 000.
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4.3.3 Immunodétection d'oviductine sur coupes d'oviducte

Des coupes d'oviductes ont été analysées en immunocytochimie & l'aide de la
protéine A couplée a l'or colloidal. Nous avons observé que les anticorps purifiés
par affinité reconnaissent I'oviductine localisée au niveau des granules de sécrétion
des cellules sécrétrices de 1'épithélium de l'oviducte (Fig. 11a). En effet, une
grande concentration de particules d'of a été observée exclusivement au niveau des
granules de sécrétion. Par contre, aucun marquage n’a été détecté dans les
différentes structures cellulaires telles que le noyau et le cytoplasme. En guise de
témoins, des coupes d'oviductes incubées avec les IgG du sérum pré-immun n’ont
démontré aucun marquage (Fig.'l ib), de méme que des coupes d'ovaires incubées
avec les anticorps anti-thaOvim (données non-publiées). Les anticorps anti-
rhaOvim purifiés démontrent donc une spéciﬁcité' tissulaire, cellulaire et sub-

cellulaire.
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Fig. 11: Immunodétection d'oviductine sur coupes d'oviductes par
immunocytochimie. '

A) Immunolocalisation de l'oviductine mature dans les granules de sécrétions des
cellules sécrétrices de I'épithélium de 'oviducte a l'aide des anticorps polyclonaux
anti-rhaOvim purifiés par affinité (dil.1/3). La réaction a été révélée grace a la
protéine A-or colloidal en microscopie électronique.

N=noyau. GS=granule de sécrétion.
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B) Témoin. Sérum préimmun purifié par chromato graphie sur protéine A (dil.1/3).
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4.3.4 Immunodétection d'oviductine sur des embryons 8-cellules
Les anticorps purifiés anti-rhaOvim, dirigés contre la structure polypeptidique
de l'oviductine, détectent I'oviductine localisée au niveau d'embryons tubaires au stade
8-cellules. En effet, une forte réaction en immunofluorescence indirecte a été
observée au niveau de la zp des ergbryoﬁs 8-cellules (Fig. 12a). La fluorescence est
trés intense et distribuée uniformément sur toute la surface de l'embryon. Contrastant
avec ce résultat, la fraction IgG du sérum préimmun a donné un signal non différent

du bruit de fond (Fig. 12b).
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Fig. 12: Immunodétection d'oviductine par immunofluorescence indirecte sur des
embryons 8-cellules.

Immunofluorescence indirecte obtenue sur un embryon 8-cellules exposé aux
anticorps polyclonaux anti-rhaOvim purifiés par affinité (photo A) ou a la fraction IgG
du sérum préimmun purifié sur chromatographie sur protéine A et servant de témoin
(photo B). La photo C correspond ‘au témoin observé en contrast de phase. Les
embryons sont observés a un grossissement de 40X.
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4.4 Développement embryonnaire bovin
4.4.1 Effet de rhaOvim sur le développement embryonnaire bovin.

L'effet de I'oviductine recombinante partielle sur le développement
embryonnaire bovin a été mesuré a différentes concentrations. Tel que présenté au
tableau I, la concentration de la protéine rhaOvim la plus €levée (0,05 pg/ul) a produit
un effet inhibiteur marqué. En effet, le pourcentage de blastocystes au jour 7 est de
4,7% dans le cas ou la protéine thaOvim est ajoutée comparativement a la valeur du
témoin, 43%, qui est nettement plus élevée. Il est important de noter que ces
pourcentages d'embryons au stade blastocyste ont été calculés en divisant le nombre
de blastocystes au jour 7 par le nombre d'embryons ayant complété une premiére
division cellulaire dans les 48 h suivant la fécondation. A une concentration de 0,01
Hg/UL nous avons également observé une diminution du nombre d'embryons
atteignant le stade blastocyste, soit 28% au jour 7. Les deux autres concentrations
(0,001 et 0,0001 pg/uL) donnent respectivement 59 et 50% de développement au
stade blastocyste ce qui se rapproche de la valeur du témoin (43%). Nous avons donc
observé un effet dose-dépendant. Les embryons subissant l'effet de thaOvim sont
demeurés au stade 4- ou 8-cellules. Afin d’éliminer la possibilité qu'un contaminant
bactérien soit a l'origine de cet effet, un témoin préparé a partir des bactéries utilisées
pour I'expression de thaOvim mais non-transformées avec le clone haOvim a été utilisé
(voir Matériel et Méthodes). Les résultats obtenus ne démontrent aucun effet de ce
témoin sur le développement embryonnaire bovin. FEn effet le pourcentage de
blastocystes au jour-7 est de 38% comparativement a 36% pour le témoin constitué du

milieu de développement embryonnaire seul.
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Tableau I: Effet d'une oviductine recombinante partielle de hamster (thaOvim) sur le
développement embryonnaire bovin.

Groupe goutte nbre clivage!  blastocyste blasto/clivé
ovocytes J7) (%)
Témoin 1 12 10 5
B2 2 12 9 4
3 12 8 5
4 12 9 4
5 12 11 4
6 12 11 3
Total 72 58 25 43,1
Ba+ 1 12 7 0
rhaOvim 2 12 8 0
0,05 pg/uL 3 12 6 1
Total 36 21. | 4.8
Ba+ 1 12 8 3
rhaOvim 2 12 8 3
0,01 pg/uL 3 12 9 1
Total 36 25 7 28,0
Ba+ 1 12 10 6
thaOvim 2 12 8 5
0,000 pgul 3 12 9 <
Total 36 a7 16 59,0
Ba+ | 12 8 4
rhaOvim 2 12 8 3
00001 g/l 3 12 6 4
Total 36 22 i1 50
B2 Témoin 1 12 6 4
0,01 pg/uL 2 11 11 4
3 12 9 2
Total 30 26 10 38,5
Témoin 1 12 10 4
B2 g 12 9 2
3 12 6 3
Total 36 25 9 36,0

lembryons ayant subi une premiére division cellulaire 48 h post-fécondation.
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4.4.2 Augmentation de la solubilité de thaOvim.

Les deux oviductines recombinantes partielles produites ont été exprimées a
partir du méme clone, pQE-32-haOvim, seuls leurs protocoles de purification différent
(Fig. 13a et b). Ces deux protoc<).les ont été mis au point afin d'augmenter la
solubilité des protéines recombinantes, l'étape critique étant celle de la renaturation
sur colonne. Le premier pr(‘)'tocole incluait une €tape ol un tampon phosphate servait
a éliminer les conditions dénaturantes. Le deuxi¢me implique également une étape
similaire cette fois en utilisant un tampon Tris-HCI. Les résultats présentés a la Fig.
14a montrent que la solubilité¢ de rhaOvim purifiée selon le premier protocole de
purification est trés faible a pH 7,5 bien que sa solubilité est grandement améliorée a
pH 10,5. Notons ici que la solubilité¢ est définie comme la propriété des protéines
recombinantes a passer au travers d’une membrane de 0,22 um. Dans le deuxiéme

protocole de purification, la protéine rhaOvim* est aussi soluble que la premiére

rhaOvim a pH 10,5 mais beaucoup plus soluble a pH 7,5 (Fig. 14b).
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B) thaOvin*

conditions dénaturantes (urée 8 M)

liaison a la résine

1 b, 4°C NENTA 2h, 4°C
¢ lavages en ¢
conditions dénaturantes

tampon de lavage: tampon de lavage:

urée 8 M, urée 6 M,

NaH,PO, 0,1 M, Tris-HCI 20 mM, pH 7.9,

Tris-HC1 0,01 M, pH 6,3 NaCl 150 mM,
imidazole 20 mM

élution ¢

tampon d’élution:

urée 8 M,

NaH,PO,0,1 M,
Tris-HC10,01 M, pH 4,5

immobilisation sur
résine de Ni-NTA
tampon de liaison:
urée 8§ M,
NaH,P0O,0,1 M,
Tris-HC1 0,01 M, pH 8,0
30 min. 4°C ¢ renaturation
tampon de renaturation:
phosphate 0,1 M, pH 8,0

¢ élution

tampon d’élution:
phosphate 0,1 M, pH 8,0
EDTA (0,1 M

Y

tampon de renaturation:
Tris-HCI 20 mM, pH 7.9,
NaCl 150 mM

v

tampon d’élution:
Tris-HC1 20 mM, pH 7,9,
NaCl 150 mM,

EDTA 50 mM

Fig. 13: Schéma de purification de rhaOvim et thaOvim*.

A) Protocole de purification de thaOvim.
B) Protocole de purification de rhaOvim™*.
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kDa

Fig. 14. Solubilité de rhaOvim et rhaOvim* selon deux différents protocoles de
purification-renaturation.

A) Solubilité de thaOvim. Puits 1: thaOvim (5 pg) avant traitement. Puits 2: thaOvim
(5 pg) apres filtration sur nanosep 10 K et dissolution dans un tampon phosphate 0,1
M pH 7,5. Puits 3: thaOvim (5 pg) aprés filtration sur nanosep 10 K et dissolution
dans un tampon carbonate-bicarbonate 0,1 M pH 10,5. Puits 4 et 5: thaOvim apres
fltration sur membrane de 0,22 um (5 et 10 pg). Puits 6 et 7: thaOvim apres filtration
sur membrane de 0,22 pm (5 et 10 pg). Puits 8 et 9: marqueurs de poids moléculaire.
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B) Solubilité de rhaOvim*. Puits 1: thaOvim* (5 pg) avant traitement. Puits 2:
rhaOvim* (5 pg) aprés filtration sur nanosep 10 K et dissolution dans un tampon
phosphate 0,1 M pH 7,5. Puits 3: thaOvim* (5 pg) apres filtration sur nanosep 10 K
et dissolution dans un tampon carbonate-bicarbonate 0,1 M pH 10,5. Puits 4 et 5:
rhaOvim* aprés filtration sur membrane 0,22 pum (5 et 10 pg). Puits 6 et 7: rhaOvim*
aprés filtration sur membrapne 0,22 pm (5 et 10 pg). Puits 8: marqueurs de poids
moléculaire.
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5. DISCUSSION

Malgré la multitude de travaux consacrés a l'oviductine, toutes especes
confondues, son rdle biologique demeure énigmatique. Il semble probable que
I’oviductine puisse favoriser la liaison des spermatozoides a la zp de ’ovocyte et
méme contribuer a la réaction acrosomique. Cependant les excellents résultats
obtenus en fécondation in vitro chez I’humain, en absence d’oviductine, démontrent
clairement qu’elle ne joue pas un rdle essentiel. L'implication de I'oviductine dans le
processus de l'implantation utérine est également a rejeter car elle est complétement
absente de l'embryon & ce stade du développement. Quant a son effet sur le
développement embryonnaire, toutes les études suggérent un effet bénéfique. On doit
cependant admettre que toutes ces études ont été réalisées a l'aide de cellules
d'oviducte, de milieux conditionnés ou d'oviductes en culture; 1’établissement d’un

lien direct avec l'oviductine n’a jamais été démontré en utilisant la protéine purifiée.

Notre hypothése quant au role biologique possible de l'oviductine implique un
effet modulateur du développement précoce. Contrairement aux hypothéses
antérieures nous proposons que l'oviductine aurait la capacité d'inhiber le
développement embryonnaire: un mécanisme de régulation du développement qui
préviendrait ’implantation de l'embryon au niveau tubaire, donc les grossesses
ectopiques. I a été démontré depuis longtemps qu'un élément inhibiteur du
développement embryonnaire est présent au niveau tubaire sans que son identité n’est
été jusqu’a ce jour révélé. L’oviductine pourrait accomplir ce role 4 deux niveaux.
Premiérement, par un mécanisme de répulsion: la charge négative nette 4 la surface de
l'embryon, due aux groupements sulfates et sialiques de l'oviductine associée a la
zone pellucide, et celle de l’épit_hélium également due a l'oviductine qui s'y associe

empécherait 1’attachement de I'embryon au niveau tubaire. Une deuxiéme possibilité,

-
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comme nous l'avons suggérée serait que l'oviductine internalisée inhiberait le
développement de l'embryon et empécherait donc celui-ci d'atteindre son stade

implantatoire alors qu'il est toujours localisé au niveau tubaire.

Afin de vérifier notre hypothése nous devions disposer d’une quantité
suffisante d'oviductine. Ceci permettrait de tester son effet sur le développement
embryonnaire in vitro et aussi de produire des anticorps polyclonaux contre la portion
peptidique de l'oviductine afin d'étudier son métabolisme par l'embryon. Une
oviductine recombinante partielle fut donc produite dans un systéme bactérien.
Initialement, la production d’une oviductine recombinante compléte était prévue mais
celle-ci fut impossible & produire. En effet, autant avec la séquence d’oviductine de
chat que de hamster, la seule alternative & la production d’une oviductine
recombinante fut expression d’une séquence partielle ol la portion chitinase fut
tronquée. Il est intéressant de noter que chez certaines plantes, la chitinase, malgré
I"absence de chitin, est produite en tant qu’agent de défense lors d’invasion par un
élément pathogéne. Nous avons donc €mis ’hypothése que la portion chitinase
exprimée pouvait étre toxique a la-bactérie. L'expression bactérienne de la protéine
thaOvim avec purification par chromatographie d'affinité s'est avérée trés efficace.
L'expression bactérienne a l'avantage d'étre hautement reproductible puisqu'environ 1
mg de la protéine thaOvim par litre de milieu de culture a été obtenu a plusieurs
reprises. La purification basée. sur l'affinité de la résine de nickel pour la séquence de
6 histidines a permis d'obtenir une protéine rhaOvim dépourvue de contaminants tel

que démontré a la Fig. 4.

Certains produits de plus faibles Mr persistent dans la préparation de la
protéine rhaOvim purifiée. Ceux-ci peuvent correspondent & des produits de

dégradation de la protéine recombinante car les anticorps polyclonaux produits contre
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la protéine rhaOvim (bande & 43 kDa) détectent également les produits de plus faibles
Mr. Ces produits pourraient également représentés des protéines rhaOvim tronquées
produites par la terminaison prématurée de la traduction. Ce phénomene est
habituellement présent lors de la production de longues protéines recombinantes ou
lors de I’expression chez E. coli d’une protéine recombinante contenant des codons
rarement utilisés (Grosjean et.Fiers, 1982). L'identité de rhaOvim a été confirmée par

microséquengage.

Comme nous l'avons mentionné précédemment, l'oviductine est internalisée
par l'embryon a compter du stade 2-cellules. Cette observation fut effectuée a I'aide
d'un anticorps monoclonal, AcM 4.12, reconnaissant un épitope glycosidique.
Puisque l'oviductine internalisée se retrouve dans les voies de dégradation
endocytiques-lysosomales, sa structure glycosidique doit probablement étre modifi€e
par les glycosidases ci-trouvant. Afin de poursuivre l'é¢tude de l'oviductine
internalisée, nous devions posséder un anticorps reconnaissant une oviductine
modifiée. Nous avons donc produit des anticorps contre la protéine rhaOvim puisque
celle-ci differe de l'oviductine sécrétée par sa nature non-glycosylée. Un titre €levé
d’anticorps anti-rhaOvim (jusqu’a 1:100 000 sur transferts de type Western, Fig. 7) a
été obtenu aprés 4 et 6 semaines suivant le début de ’immunisation. Des résultats
similaires ont été obtenus en ELISA (Fig. 6) aprés 13 semaines d’immunisation. Les
anticorps polyclonaux anti-rhaOvim produits ont pu étre purifiés sur chromatographie

de protéine A et par affinité et leur spécificité établie.

Le fait que les anticorps reconnaissent la protéine thaOvim mais non le DHFR
recombinant démontre qu’ils ne sont.pas dirigés contre le séquence de 6 histidines
mais bien contre la structure polypeptidique de la protéine rhaOvim. La réaction des

anticorps avec l'oviductine mature purifiée sur agarose couplé & des agglutinines
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d’ Helix pomatia a également été analysée par immunodétection sur transferts de type
Western. A notre surprise, les anticorps anti-rhaOvim n’ont pas révélé 1’oviductine
mature (Fig. 9). Nous remarquons également une absence de réaction avec les
protéines d’homogénats d'ovaires et d'utérus que nous ne pouvons associer a une
spécificité tissulaire de part I’absence de résultat avec I’oviductine mature purifiée
(Fig. 10). Ce résultat n’implique pas nécessairement que les anticorps anti-rhaOvim
ne reconnaissent pas l'oviductine mature. En effet, en immunocytochimie sur coupes
d'oviductes, l'oviductine localisée au niveau des granules de sécrétions des cellules
sécrétrices de 1'épithélium tubaire est révélée (Fig. 12a). L'ovaire utilisé comme
témoin n’a montré aucun marquage (résultats non-publiés). Plusieurs facteurs doivent
8tre considéré afin de tenter d’expliquer cette différence au niveau de
’immunoréactivité des anticorps anti-thaOvim. Il est possible que les anticorps
montrent une plus grande affinité en immunodétection sur coupes de tissus qu'en
immunodétection sur transferts de type Western. De plus, les sites de fixation de
’anticorps peuvent également étre inaccessibles par la méthode d’immunodétection
sur transferts de type Western blot vue la liaison de la protéine au support. Fait
intéressant, nous avons remarqué que l'oviductine mature sécrétée et associce a
I'épithélium tubaire, plus précisément & la surface des cils des cellules ciliées, n’est
pas révélée par les anticorps "anti-rhaOvim, alors que 1’AcM 4.12 donne une réaction
positive (résultats non-publi€s). -~ Dans ce cas, l'absence de détection pourrait
également résulter de l'association de l'oviductine a I'épithélium tubaire, ce qui
masquerait les sites de liaison des anticorps a l'antigene. Enfin, la dilution de
I’anticorps selon les techniques ainsi que la quantité de protéines utilisée lors de
|’immunodétection sur transferts de type Western sont également des facteurs pouvant
influencer ’immunoréactivité des anticorps anti-thaOvim lors des différents
expériences. Il est & noter que la détection avec I’AcM 4.12 sur transferts de type

¥
Western blot est également faible ce qui suggére que la quantité de protéine est



59

relativement faible. Finalement, la technique d’immunofluorescence indirecte a été
appliquée a I’étude d’embryons au stade 8-cellules. La zp de ces embryons a montré
une fluorescence trés intense (Fig. 13a) alors que le témoin, incubé en présence d’IgG
du sérum préimmum n’a montré aucune réaction. Ce résultat, conforme a ceux
obtenus en immunocytochimie, suggére la capacité des anticorps anti-haOvim a
reconnaitre l'oviductine mature lors d’immunodétection histologique. Bien que la
spécificité des anticorps anti-thaOvim ait été difficile & déterminer par la technique
d’immunodétection sur transferts de type Western blot, les résultats obtenus en
immunocytochimie et immunofluorescence indirecte démontrent bien la spécificité
des anticorps produits autant au ‘niyeau de la localisation tissulaire précise que

’absence de signal avec les témoins testés.

Les anticorps anti-rhaOvim, reconnaisant un épitope protéique, pourraient
servir d’outils dans I'étude du métabolisme de l'oviductine par l'embryon. Ils
permettront peut-étre d'établir une relation entre le métabolisme de l'oviductine par
I'embryon et notre hypothése selon laquelle l'oviductine internalisée aurait un role

inhibiteur au niveau du développement embryonnaire tubaire.

La production d'oviductine recombinante partielle nous a également permis de
vérifier notre hypothése d’un effet inhibiteur de l'oviductine sur le développement
embryonnaire. La protéine rhaOvim produite correspond a la région mucine de
l'oviductine de hamster puisque nous avons été dans I’impossibilité de produire la
protéine recombinante compléte. Cette malchance nous a permis tout de méme
d’étudier la portion mucine de [’oviductine. En effet, I’oviductine peut-étre
distinctement divisée en deux régions: la partie mucine et la partie chitinase (fig. 1).
La portion non-exprimée correspond & la région contenant les séquences similaires

aux chitinases. Cette similarité avec les chitinases pourrait permettre a I'oviductine de
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s'associer a la zp tout comme la chitinase a la chitin. La région mucine serait
davantage utile & la protection de I’embryon (Malette et coll., 1995). Puisque ces
deux régions semblent jouer des rdles différents, il est intéressant de les étudier de

fagon distincte. .

L'effet de la protéine rhaOvim sur le développement embryonnaire a été €tudié
chez le modéle bovin. Idéalement, cette étude aurait d@t porter sur I’embryon de
hamster. Toutefois, le développement embryonnaire in vitro chez cet animal est un
processus qui se préte tres mal & P’expérimentation surtout a cause du blocage du
développement au stade 2-cellules (Bavister and coll., 1991). Meéme si ce blocage a
pu étre surmonté, le développement embryonnaire in vitro chez le hamster reste
précaire. Nous avons établi une collaboration avec une compagnie (Alliance
Boviteq), spécialisée dans la production d’embryons bovins. Les oviductines chez le

bovin et le hamster étant assez bien conservées, ce modele s’en trouve justifi€ (Fig.

1.

L'effet observé lors de la culture d'embryons bovins en présence ou en absence
de la protéine rhaOvim, supporte notre hypothése. La protéine rhaOvim a inhibé le
développement et ce & un stade tardif seulement, c’est a dire au jour-7 (post-
fécondation) correspondant au stade blastocyste. Comme on peut le constater au
tableau I, I’effet inhibiteur de la protéine thaOvim semble dose-dépendant, et la grande
majorité des embryons sont arrétés aux stades 4- ou 8-cellules. L extrait témoin de
bactéries M15 non-transformées (purifié selon le méme protocole que la protéine
thaOvim) n’a démontré aucun signe d'inhibition du développement embryonnaire, on
peut donc conclure que I’effet observé n’est pas dii 2 un contaminant d.’origine
bactérienne purifié en méme temps que rhaOvim. Nous pouvons également affirmer

que l’effet observé n’est pas du & une interaction entre la protéine rhaOvim et
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’oviductine endogéne, ce qui aurait pu masquer 1’action biologique de celle-ci. En
effet, aucune publication n’a rapporté la synthése de protéines spécifiques a I’oviducte
par des cellules tubaires en culture. De plus, les ovocytes utilisés lors de la
fécondation in vitro sont de type ovarien, ceux-ci ont été maturés in vifro donc en
absence de fluide tubaire et par conséquent d’oviductine. Il est important de souligner
que les résultats ont été obtenus lors d'une expérience réalisée en triplicata, il s'agit
donc de résultats préliminaires demandant confirmation. Ces résultats vont cependant
dans le méme sens que ceux obtenus avec le peptide P-563 (voir objectif de
recherche) ol un effet inhibiteur avait également été observé au stade blastocyste.
Malgré leur nature préliminaire, ces résultats suscitent une réflexion que nous

espérons fertile pour les temps futurs.

Dans les conditions in vifro, nos résultats nous suggérent que l'embryon débute
son développement de fagon normale sans étre influencé par la protéine rhaOvim, ce
qui est logique puisque l'embryon n’internalise l'oviductine in vivo qu'a compter du
stade 2-cellules. Une fois internalisée in vivo, l'oviductine serait par la suite modifice
dans les voies de dégradation endocytique-lysosomale avant de produire son effet
inhibiteur. Notre observation d’une inhibition tardive du développement
embryonnaire par la protéine rhaOvim concorde bien avec le role proposé pour
’oviductine ou I'importance de l'inhibition se situe au niveau des derniéres étapes du
développement tubaire, ¢c’est & dire avant l'atteinte du stade implantatoire. Nos
résultats indiquent également que la partie mucine est une partie active de
I’oviductine quant 4 I'effet sur le développement embryonnaire. De plus, observer un
effet inhibiteur en utilisant une oviductine partielle non-glycosylée, atteste de
Iimportance du métabolisme de l'oviductine internalis€e par l'efnbryon.
L'internalisation de l'oviductine ne serait pas un simple processus d'élimination

protéique mais plutdt un procédé permettant de modifier la structure de I'oviductine.
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Ces modifications, probablement effectuées par des glycosidases, permettraient de
dévoiler la structure polypeptidique alors que de nouveaux peptides actifs pourraient
résulter de la protéolyse de.l’oviductine. Des glycosidases, pouvant influencer
I’oviductine, proviendraient soit du contenu des granules corticaux libéré lors de la
fécondation, soit de la voie de dégradation endocytique-lysosomale ou du fluide
tubaire (Tulsiani et al., 1996). Finalement, nos résultats semblent suggérer que la
séquence N-terminale contenant les séquences similaires aux chitinases ne serait pas
essentielle a I'effet inhibiteur puisque la portion de l'oviductine testée ne comprend
que la partie mucine. Cependant nous ne pouvons affirmer que cette séquence est
complétement inutile au niveau du réle inhibiteur puisqu’un effet similaire fut obtenu
4 I’aide d’un peptide synthétique localisé dans la partie N-terminale (voir Objectif de
recherche). Afin d’expliquer ces résultats contradictoires, I’oviductine pourrait €tre
considérer comme une protéine muitifonctionnelle. Les sucres contenus dans la partie
chitinases permettraient a 1’oviductine de se lier & la zp de I’ovocyte/embryon.
L’oviductine associée a la zp pourrait protéger 1’ovocyte/embryon grice a sa
caractéristique mucine. Une fois internalisée, I’oviductine métabolisée jouerait son
rdle inhibiteur qui serait du autant a la séquence protéique correspondant a la portion
chitinase que mucine. Cepandant, afin de confirmer cette hypothése, une oviductine
recombinante non-glycosylée correspondant a la portion chitinase devrait &tre
produite et testée sur le développement embryonnaire puis comparer aux résultats
obtenus avec une oviductine recombinante non-glycosylée compléte. Nous pourrions
4 ce moment, déterminer I’importance de ces deux portions de I’oviductine au niveau

du role inhibiteur suggéré.

Les résultats obtenus lors de cet étude vont 4 I’encontre de tous les travaux

concernant le ou les rdles possibles de 1’oviductine au niveau du développement
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embryonnaire bien que ceux-ci n’aient jamais démontré l’effet de 1’oviductine
purifiée. Nous sommes conscients qu’il ne s’agit que de résultats préliminaires donc
qu’il y a place a interprétation. Il aurait été intéressant de démontrer clairement
Pinternalisation de la protéine rhaOvim par ’embryon afin de démontrer son
éventuelle capacité a étre métabolisée donc a influencer le développement
embryonnaire. Malheureusement, le nombre d’embryons qui étaient mis a notre
disposition étant restreint, nous n’avons pu étudier ce processus. Malgré cela, I’effet
inhibiteur observé nous suggére indirectement que la protéine rhaOvim interagit d’une
facon quelconque avec I’embryon puisque son developpement embryonnaire en est

affecté.

Bien que la notion d’internalisation de I’oviductine mature par ’embryon ait
été démontré, la présence d’un récepteur demeure spéculatif. Si un tel récepteur
existe, certaines hypothéses pourraient étre émises en relation avec les résultats
discutés ici. Nous pourrions supposer que la protéine rhaOvim liée au récepteur
hypothétique de I’oviductine abolirait I’effet biologique vu sa nature “mutée”. Cecl
expliquerait la contradiction entre les effets bénéfiques rapportés dans la littérature et
Iinhibition du développement embryonnaire observé lors de cet étude. Cependant
nous devons préciser qu’il ne s’agit que de spéculations puisqﬁ’aucun récepteur n’a
été identifié jusqu’a aujourd’hui. Nous ne pouvons donc établir de relation entre le
mécanisme d’inhibition et le fonctionnement d’un récepteur hypothétique vu le
manque évident de données a €e sujet. Nous devons également exclure la notion de
“dominant-négatif’ ol I’ajout d’une protéine mutée, par exemple, abolit et inhibe
I’action biologique de la protéine endogéne correspondante. Comme nous I’avons
précisé précédemment, la présence d’oviductine mature n’a jamais été démdntré au
niveau de cellules tubaires en culture. Finalement, ’inhibition tardive du

développement embryonnaire par la protéine rhaOvim laisse croire qu’il s’agit d’une
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régulation précise du développement embryonnaire suite au métabolisme de
Ioviductine. En effet, ’effet observé est présent & un moment précis du
développement embryonnaire, quelques jours suivant 1’ajout de la protéine rhaOvim

au milieu de culture.

Lors de la préparation de thaOvim pour l'étude de son effet sur le
développement bovin, nous avons remarqué sa trés faible solubilité dans le milieu de
développement Ménézo B2 a pH 7,4. Ce probléme est souvent rencontré lors de la
production d’une protéine recombinante chez les procaryotes (Schein, 1989), surtout a
cause de leur fréquente localisation au niveau des corps d’inclusion. La majorité des
étapes du protocole de purification se déroulaient en conditions dénaturantes, la
derniére étape permettant d'éliminer celles-ci a l'aide d'un tampon phosphate. Nous
pouvons émettre 'hypothése que rhaOvim inadéquatement repliée lors de I’¢lution
aura tendance a former des agrégats avec elle-méme. Les charges positives, négatives
et groupements hydrophobes étant incorrectement positionnés, ceux-ci pourront
interagir et rendre rhaOvim insoluble. Nous avons donc tenté d'augmenter la
solubilité de rthaOvim en modifiant le protocole purification. Le protocole utilisé est
une adaption de la méthode de purification de Holzinger et coll. (1996). Il permet
d'éliminer rapidement les conditions dénaturantes, une condition plus compatible avec
un repliement adéquat (Fig. 14). Le tampon de renaturation a également ¢té changeé
pour un tampon NaH:POs 0,1 M. domme nous pouvons le remarquer a la Fig. 15a, la
rhaOvim est soluble & pH 10,5 mais presque complétement insoluble au pH du milieu
de développement embryonnaire (pH 7,4). Avec le protocole de purification modifié,

rhaOvin* est maintenant soluble autant & pH 10,5 qu'a pH 7,4.
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Méme si nous avons réussi 4 augmenter la solubilité de rhaOvim, il nous est
impossible de déterminer laquelle des deux protéines recombinantes ressemble
davantage a l'oviductine mature. Evidemment, les oviductines recombinantes que
nous avons produites sont & la base trés différentes de l'oviductine mature de par
l'absence de glycosylation et la séquence partielle exprimée. De plus, puisque le role
de l'oviductine demeure inconnu, nous ne pouvons comparer les activités des
oviductines recombinantes dans un systéme connu. Donc nous ne pouvons pas
conclure que rhaOvim* de par sa solubilité accrue est biologiquement plus active que
thaOvim. Il s'agira donc d'étudier l'effet de rhaOvim* sur le développement
embryonnaire bovin et d'observer la présence d'un effet comparable ou différent de

celui de thaOvim.
6. Conclusion

Bien que le role de 1’0\;iductine demeure inconnu, nos résultats suggerent un
effet au niveau du développement embryonnaire tubaire. L'oviductine internalisce
permettrait un contrdle de la vitesse_de développement de l'embryon. Ces résultats,
bien que préliminaires, viennent corroborer ceux obtenus avec un peptide synthétique.
Les résultats présentés étendent a 255 acides aminés la portion de l'oviductine non-
glycosylée testée. La prochaine étape sera de tester la protéine compléte purifiée ou
produite 4 partir d'un systéme d'expression eucaryotique ou procaryotique.
L'anticorps anti-thaOvim permettra de confirmer d'un point de vue histologique
I'hypothése selon laquelle l'oviductine recombinante est effectivement internalisée et

que celle-ci aurait un effet sur le développement embryonnaire tubaire.
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ANNEXE 1

Composition du milieu TALP-2

CaClz 1,80 mM
NaCl 124,80 mM
KClI 2,68 mM
MgCl2.H20 0,49 mM
NaHCOs3 11,90 mM
D-glucose 4,50 mM
Pen/Strep. 100,0 U/mL
NaH2POs4 0,36 mM
HEPES 5,00 mM

avant utilisation
pyruvate de sodium 0,09 mM
lactate de sodium 9,00 mM

Ajuster le pH a4 7,2-7 .4



ANNEXE 2

Composition du milieu HECM-2

Produits

PVA

NaCl

KClI
CaCl2.2H20
MgCl2.6H20
NaHCOs3

Concentration finale

(M)

0,1 mg/mL
116,5

3,16

2,0

230,0

25,0

Incubation sous 5% COz, 16 h.

avant utilisation

lactate de sodium 60%

pyruvate de sodium
glutamine
1soleucine
phénylalanine
méthionine

10,0
0,3
1,0
(2
0,1
0,05
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