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Résumé

J

Les objectifs de cette étude étaient de cloner et de caractériser l'expression de

la prostaglandine E synthétase (PGES) dans des follicules préovulatoires bovins. Il a

été démontré que l'ADNc bovin de la PGES contient une région 5' non codante de 8

pb, un cadre de lecture ouvert de 462 pb et une région 3' non codante de 406 pb. La

protéine déduite de la région codante est composée de 153 acides aminés et elle serait

identique à 85%, 78% et 78% aux séquences de l'homme, de rat et de souris.

L'expression de la PGES a été étudiée en utilisant les trois modèles in vivo suivants :
l) l'induction de l'ovulation suite à l'administration de hCG durant un cycle œstral

normal; 2) l'induction de l'ovulation suite à l'administration de hCG après une

stimulation ovarienne; 3) l'ovulation spontanée durant un cycle œstral normal. Les

analyses de RT-PCR^uvardage Southern ont démontré que l'augmentation des

concentrations de hCG/LH cause une augmentation significative de l'ARNm de la
PGES. Les niveaux de transcrits étaient faibles ou indécelables avant et ils

augmentaient considérablement 18-24h post hCG/LH (p<0,05). L'analyse tissulaire a
révélé des concentrations élevées d'ARNm dans les follicules et les vésicules

séminales, modérées dans l'estomac, l'intestin, l'hypophyse et le foie, et relativement

faibles dans les autres tissus. Les analyses des préparations isolées de cellules de

granulosa et de thèque interne ont montré une expression prédominante dans la

granulosa. L'expression de la protéine fiit étudiée en utilisant un anticorps
spécifique dirigé contre le fragment Glu49 à Val146 de la PGES bovine. Les analyses
de type Western démontrèrent une induction de la PGES 18-24h post hCG/LH

(p<0,05). La protéine fut détectée dans la granulosa mais pas dans la thèque.
Collectivement, ces résultats démontrent que le processus ovulatoire serait associé à

une induction de la PGES par les gonadotropines dans les cellules de la granulosa in
vivo, établissant ainsi pour la première fois le contrôle de son expression dans un

contexte physiologique.

Mots clés : clonage, prostaglandine, PGES, ovulation, gonadotropine, follicule

préovulatoire bovin, PGEz.
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Summary

The objectives of this study were to clone bovine PGE synthase (PGES) and
to characterize its regulation by gonadotropins in preovulatory follicles in vivo. The
bovine PGES cDNA was shown to contain a 5'-untranslated region of 8 bp, an open

reading frame (ORF) of 462 bp and a 3'-untranslated region of 406 bp. The putative
bovine PGES ORF encodes a 153-amino acid protein that is 85%, 78% and 78%
identical to the human, rat and mouse PGES homologs. The regulation ofPGES was
studied using three different models in vivo: l) hCG-induced ovulation during a

nonnal estrous cycle; 2) hCG-induced ovulation following ovarian hyperstimulation;
3) spontaneous ovulation during natural estrus. RT-PCR/Southem blotting analyses
showed that the hCG/LH surge caused a significant increase in PGES mRNA. Levels
of PGES transcripts were low or undetectable prior to hCG/LH, but increased
markedly 18-24 h after hCG/LH (p < 0.05). A tissue blot analysis revealed that levels
ofPGES mRNA were highest in follicles obtained 24 h post-hCG and in the seminal
vesicle, moderate in the stomach, intestine, pituitary and liver, and relatively low in
other bovine tissues. Analyses on isolated preparations of granulosa and theca interna
cells indicated that the granulosa cell layer was the predominant site of follicular
PGES expression. The protein was studied using a specific antibody raised against a
fragment of PGES (Glu toVal14 ). Immunoblots showed an induction of bovine
PGES (Mr = 17 000) 18-24 h after hCG/LH (p < 0.05). PGES was detected in
extracts of granulosa cells, but not in theca interna. Collectively, these results
demonstrate that the ovulation is associated with a gonadotropin-dependent induction
of PGES in granulosa cells in vivo, thus establishing for the first time the regulation
of the enzyme in a physiological context.

Keys words : cloning, PGES, ovulation, gonadotropins, PGs synthesis,
follicles, PGE2.
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l. Introduction

J

Chez la femelle, les fonctions reproductrices sont le résultat de plusieurs

événements prenant place dans divers organes tel le cerveau, l'hypophyse, les ovaires

et le tractus reproducteur. Bien que le cycle oestral soit engendré par l'hypothalamus,

il dépend aussi d'une séquence ordonnée d'événements siirvenant au niveau des

ovaires (Ferin, 1999). L'ensemble de ces événements cycliques requiert une

remarquable coordination entre les changements morphologiques et la sécrétion

hormonale. Cette coordination requiert l'existence des boucles de rétrocontrôle entre

les ovaires et l'unité hypothalamo-hypophysaire (Ferin, 1999).

L'unité fondamentale de l'ovaire est le follicule qui contient le gamète femelle

ou ovocyte (Kilen et al, 1999). Au début de la vie, les ovaires sont composés

exclusivement de follicules primordiaux (Fortune, 1994). Lorsque la vie reproductive

commence, les follicules primordiaux se transforment en follicules primaires et

secondaires avant d'acquérir une cavité antral et devenir des follicules antraux ou

tertiaires. Sous 1'effet des hormones hypophysaires FSH et LH, ils continuent leur

mahiration et leur croissance polir devenir de gros follicules préovulatoires (Van

Voorhis, 1999). Le pic de LH initie les événements qui se termineront par la mpture

du follicule et l'expulsion de l'ovule. Le processus ovulatoire, dont l'intervalle se

situe entre le pic de LH et la ruphire du follicule, dure en moyenne 30 heures chez le

bovin et il s'accompagne d'un remodelage intensif du tissu folliculaire (Ferin,1999).

Certains événements se produisant dans le follicule préovulatoire tels que,

l'hyperémie, l'œdème, l'invasion de leucocytes et l'induction d'activités

protéolytiques et collagénolytiques, s'apparrentent à une réaction inflammatoire aiguë
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(Espey, 1980 ; Espey et al, 1994). Les prostaglandines, lesquelles jouent un rôle

cmcial dans les réactions inflammatoires, sont aussi des médiateurs clés dans le

processus ovulatoire (Armstrong et al, 1972 ; Sirois, 1994). Dans les heures

précédant l'ovulation, il y a une augmentation significative des prostaglandines

intrafolliculaires chez plusieurs espèces animales (Lemaire et al, 1975 ; Sirois et al,

1997) et l'utilisation d'inhibiteurs de la synthèse des prostaglandines bloque

l'ovulation in vivo et in vitro (Armstrong et al, 1972 ; Mikuni et al, 1998). Le rôle

essentiel de la PGË2 dans le processus ovulatoire fut mis en évidence dans un modèle

de souris déficiente de récepteurs à la PGË2 (EP2) qui démontraient un phénotype

anovulatoire (Tilley et al, 1999). De plus, il a été démontré que la PGË2 exogène,

mais pas la PGF2a, avait la capacité de restaurer l'ovulation chez des souris

déficientes en prostaglandine G/H synthétase-2 (PGHS-2) (Davis et al, 1999). Bien

que les fonctions spécifiques des prostaglandines durant l'ovulation ne soient pas tout

à fait élucidées, elles sembleraient impliquées dans l'activation de la cascade

protéolytique et collagénolytique (Huslig et al, 1987).

Le contrôle moléculaire de la synthèse des prostaglandines durant le processus

ovulatoire a été principalement étudié au cours des dernières années. Les études

furent principalement axées sur la régulation de la PGHS-2, la première enzyme

limitant la biosynthèse des prostaglandines dérivant de l'acide arachidonique (Hedin

et al, 1987 ; Wong et al, 1989). Toutefois, même si la synthèse des prostaglandines

précédant l'ovulation implique clairement l'induction de la PGHS-2, la régulation

potentielle d'une enzyme impliquée dans la conversion de la PGH2 en PGË2, soit, une

PGE synthétase, n'a pas encore été investiguée.
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La PGES humaine a été récemment clonée et caractérisée. Elle semble

correspondre à une protéine identifiée auparavant comme la MGST1-L1 (Jakobsson

et al, 1999) et comme le produit d'un gène nommé PIG12 (Polyak et al, 1997). Ces

données fiirent suivies par l'isolement d'homologues chez le rat et la souris

(Murakami et al, 2000 ; Mancini et al, 2001 ; Yamagta et al, 2001). Cette enzyme

s'avère être liée aux membranes cellulaires et posséder une masse d'environ 16 kDa.

Le gène s'étend sur une longueur de 14,8 kb, il est composé de trois exons

(Jakobsson et al, 1999, Forsberg et al, 2000). L'enzyme est induite in vitro par

certains stimuli pro inflammatoires connus pour induire l'expression de la PGHS-2,

tels que les lipopolysaccharides (LPS), l'interkeukine-lp (IL-1 P) et le le facteur

nécrosant des tumeurs-a (TNF-a) (Jakobsson et al, 1999 ; Murakami et al, 2000 ;

Mancini et al, 2001 ; Thorcn et al, 2000 ; Soler et al, 2000). L'induction de la PGES a

aussi été rapportée récemment dans deux modèles inflammatoires in vivo soit un

modèle d'induction de la fièvre par injection de LPS et un modèle d'induction de

l'arthrite par l'injection d'adjuvant (Murakami et al, 2000 ; Mancini et al, 2001).

J



2. Recension de la littérature

2.1. Cycle œstral chez le bovin

J

Le cycle œstral est une cascade d'événements hormonaux, comportementaux

progressifs et répétitifs. Les cycles reproductifs sont remarquablement précis mais

démontrent une grande diversité entre les espèces animales (Fuller, 1984). La durée

du cycle œstral de la vache est en moyenne de 21 jours mais il peut varier entre 17 et

24 jours (Curry et al, 1999). Les événements ovariens importants soulignant le cycle

œstral sont la maturation et la croissance progressive des follicules, l'ovulation et la

lutéinisation subséquente à la rupture du follicule, produisant le corps jaune

(Thatcher, 1999).

Voilà déjà un siècle que le zoologiste anglais, Walter Heape, divisa le cycle

oestral en quatre étapes centrées autour de la période de l'œstrus : l'œstms, le

metœstrus, le diœstrus et le proœstms (Figure l). Ces étapes se succèdent d'une

manière cyclique en absence de conception (Kilen et al, 1999).

Chez les mammifères, l'oestrus est un signe externe et visible d'un événement

interne et invisible soit, l'ovulation. C'est une stratégie comportementale qui assure

l'accouplement de la femelle au moment de l'ovulation. La femelle est attirée par le

mâle et est réceptive à ses avances (Fuller, 1984). Chez le bovin, cette période dure

environ 12 à 18 heures et détermine le jour zéro du cycle oestral. Elle est aussi

caractérisée par la présence du pic de LH. Des changements vasculaires surviennent

dans le follicule préovulatoire dans les minutes qui suivent le pic de LH amenant une

augmentation du débit sanguin. Le pic de LH initie aussi la synthèse d'enzymes
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protéolytiques impliquées dans la mpture de la paroi folliculaire (Espey et al, 1994).

L'ovocyte répond au pic de LH préovulatoire en complétant sa division méiotique

réductionnelle et en entrant dans sa seconde division méiotique, la division

équationnelle (Van Voorhis, 1999). L'œstrus, chez le bovin, se termine juste avant

l'ovulation et pour un taux de conception maximal l'insémination artificielle se

pratique durant cette période (Thatcher, 1999).

Le metoestrus suit l'œstms et s'étale siir approximativement trois jours soit du

jour 2 au jour 5. L'ovulation survient durant les premières 15 heures du metoestms

(Thatcher, 1999). Le follicule se rompt et libère l'ovocyte. A cet instant, la méiose

s'arrête de nouveau pour se terminer au moment de la fertilisation (Van Voorhis,

1999). L'expulsion de l'ovocyte est suivie d'une transformation spontanée du

follicule en corps jaune (Kilen et al, 1999). Cette nouvelle structure résulte de

changements morphologiques et fonctionnels dans les cellules de la granulosa et de la

thèque interne incluant une vascularisation de la granulosa, avasculaire

antérieurement. La fonction principale du corps jaune est la sécrétion de progestérone

nécessaire pour préparer l'endomètre utérin à l'implantation de l'embryon. La

progestérone provoque une augmentation de la vascularisation utérine qui

s'accompagne souvent de saignements visibles, surtout chez les génisses. Ces

saignements sont dus à la brisure de petits capillaires et ils survieiment 1,5 à 2 jours

après le début du metœstrus (Thatcher, 1999).

La période du dioestrus est celle où le corps jaune est pleinement fonctionnel.

Elle s'étend du jour 5 au jour 17-18. La concentration de la progestérone est

maximale dans le milieu du dioestrus (Dailey, 1999). Chez les vaches non gestantes,
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le corps jaune est fonctionnel de 10 à 14 jours. La sécrétion par l'utéms de PGF2a

initie la régression du corps jaune (Silvia, 1999).

Le prooestrus débute avec la régression du corps jaune (lutéolyse) et continue

jusqu'à l'œstrus pour ainsi fermer la boucle d'un cycle œstral complet (jour 17 à 21).

Cette période dure de trois à quatre jours. Elle est marquée par une croissance et une

maturation folliculaire et une augmentation de la sécrétion d'estradiol circulante

induisant les comportements œstraux (Thatcher, 1999).

La terminologie de Heape fut très utilisée pour décrire les étapes du cycle

œstral. Ce zoologiste a aussi inventé le terme «anoestrus» qui signifie le temps où se

manifeste aucun comportement d'accouplement. Donc, un cycle œstral complet

consiste en une période d'œstms suivit d'une période d'anoestms.
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Figure 1 : Le cycle œstral bovin (www.vet.orst.edu/vm718/female4/sld001.html).
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2.2. Développement folliculaire
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Le développement folliculaire commence lorsque certains follicules quittent la

reserve de follicules primordiaux et entament les processus de croissance, de division

et de différenciation cellulaire pour se terminer par l'ovulation (Van Voorhis, 1999).

L'ovaire d'un mammifère renferme une population hétérogène de follicules à

différents stades non synchrones de croissance et de maturation (Blake, 1999). Dans

plus de 99% des cas, les follicules qui entrent en croissance n'atteignent pas le stade

ovulatoire mais dégénèrent par atrésie à un stade de leur développement, l'ovulation

étant l'exception à la règle (Blake, 1999).

Les follicules primordiaux renferment chacun un ovocyte, bloqué en prophase

de la première division méiotique (Fortune, 1994). Ils sont entourés d'une couche de

cellules de prégranulosa aplaties. Les processus par lesquels les follicules quittent la

réserve ne sont pas entièrement élucidés mais ils sont toujours initiés pendant la vie

fœtale. À la naissance, la réserve de follicules primordiaux est considérablement

réduite (Ferin, 1999). L'épuisement de la réserve signale la fin de la vie reproductive.

L'enti-ée des follicules primordiaux en croissance est caractérisée par la

conversion des cellules de prégranulosa aplaties en une couche de granulosa

cuboïdales. Ils se nomment maintenant follicules primaires (Van Voorhis, 1999). Le

développement se poursuit avec la prolifération des cellules de la granulosa,

l'augmentation de la taille de l'ovocyte et la formation d'une zone pellucide autour de

l'ovocyte. Lorsque plusieurs couches de cellules entourent l'ovocyte, c'est un

follicule secondaire (Van Voorhis, 1999). Par la suite, on peut observer l'alignement

des cellules stromales près de la membrane basale pour former la thèque interne et
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externe. Les cellules de la thèque jouent un rôle critique dans le développement

folliculaire et dans la stéroïdogénèse en sécrétant les androgènes nécessaires à la

synthèse d'œstrogènes par la granulosa (Van Voorhis, 1999). Jusqu'à cette étape, le

développement folliculaire était indépendant des hormones hypophysaires. Pour qu'il

puisse continuer, elles lui sont maintenant indispensables. Sous l'effet de la FSH, les

cellules de la granulosa commencent à produire un fluide appelé liqueur folliculaire

qui forme une cavité entre les cellules de la granulosa (Dailey, 1999). Ce type de

follicules est maintenant appelé follicule tertiaire ou antral. Un support insuffisant en

FSH à ce stade, conduit à l'atrésie du follicule. Le développement exponentiel des

follicules tertiaires, sous la dependence des gonadotropines, se nomme le

recrutement. Contraù-ement aux follicules primordiaux qui enfa-ent en phase de

croissance continuellement, les follicules tertiaires sont recrutés par vagues. Il existe

deiix à trois vagues de croissance folliculaires par cycle oestral chez le bovin (Dailey,

1999). Les follicules recrutés dans une vague ont enù-e six et neuf mm de diamètre.

Même si plusieurs follicules tertiaires sont recrutés, un seul continuera sa croissance

et deviendra le follicule dominant (Figure 2). Les processus gouvernant la sélection

du follicule dominant ne sont pas encore totalement élucidés mais ils sembleraient

être associés au follicule qui posséderait la plus grande sensibilité à la FSH (possède

un plus grand nombre de récepteurs ou des récepteurs d'affinités différentes)

(VanVoorhis, 1999). Celui-ci aurait la capacité de survivre dans un environnement

s'apauvrissant en FSH. Le follicule dominant se caractérise par ime activité mitotique

élevée dans les cellules de la granulosa, une augmentation de l'activité de

l'aromatase, un ratio œstrogène sur androgène élevé et une grande taille

comparativement aux autres follicules (Van Voorhis, 1999).
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Figure 2 : Recmtement et vagues folliculaires
(www.umpr.it/~fderensi/rip_bov/imagel4.gif)

A la fin de la phase folliculaire, le follicule préovulatoire a atteint sa pleine

maturité et sa sécrétion d'œstrogène est maximale. Sous ces conditions, la boucle de

rétrocontrôle positif de l'œstrogène sur l'hypothalamus s'active et donne le signal à

l'hypophyse de sécréter massivement la LH. Ce pic de LH initie la reprise de la

méiose dans l'ovocyte et déclenche les processus conduisant à l'ovulation et à la

lutéinisation (Figure 3) (Ferin, 1999).

Chez le bovin, l'ovulation survient quelques 30 heures après le pic de LH.

Pendant cet intervalle, le follicule subit des changements physiologiques et

biochimiques : la synthèse d'œsfa-ogène est détournée au profit de la synthèse de
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progestérone, l'apport sanguin est augmenté due à une augmentation de la

vascularité, et à l'induction de la synthèse d'enzymes protéolytiques et

collagénolytiques et de prostaglandines indispensables au processus ovulatoire (Ferin,

1999). La phase de développement folliculaire se tennine par la mpture des parois du

follicule et l'expulsion de l'ovocyte dans l'oviducte.
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2.3. Les prostaglandines

J

2.3.1. Les prostaglandines et l'ovulation

Le processus ovulatoire, indispensable à la perpétuation de l'espèce, est le sujet

de recherches scientifiques intense depuis une centaine d'années. En conséquence,

une meilleiire compréhension de ce phénomène fascinant pourrait avoir une profonde

implication dans la conception de nouvelles approches pour contrôler la fertilité et

l'infertilité dans le règne animal.

Le rôle des prostaglandines dans le processus ovulatoire a été considérablement

étudié depuis 25 ans. En 1972, il a été démontré qu'un inhibiteur de la synthèse des

prostaglandines avait la capacité de bloquer l'ovulation chez le rat et le lapin (Orczyk

et al 1972 ; Grinwich et al, 1972). Dans les quatre heures suivant le pic de LH, une

augmentation significative des concentrations de PGF2a et de PGEz dans le tissu

folliculaire chez les mammifères fiit mesurée (Murdoch et al, 1993). Le rôle

predominant de la PGË2 dans le processus ovulatoire fut mis en évidence dans un

phénotype anovulatoire observé chez des modèles de souris déficientes en récepteurs

EP2 PGË2 (Tilley et al, 1999) et par la capacité de la PGË2 exogène, mais non de la

PGF2a, de restorer l'ovulation dans un modèle de souris déficiente pour la PGHS-2

(Davis et al, 1999). L'augmentation des concentrations de prostaglandines dans les

follicules préovulatoires a été rapportée chez plusieurs espèces non mammifères,

incluant les poulets, les reptiles, les poissons et chez quelques espèces invertébrées

tels que les escargots et les mollusques. L'ovulation peut être bloquée dans plusieurs

j
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de ces espèces par l'administration d'anti-infllammatoires non-stéroïdiens (AINS)

(Murdoch et al, 1993) Par conséquent, l'implication des prostaglandines dans la

rupture folliculaire et la libération de l'ovocyte apparaît êfa-e un phénomène commun

dans le règne animal. Cette augmentation de la synthèse des prostaglandines est

associée à une induction simultanée de l'ARNm de la PGHS-2 induite par les

gonadotropines (Silvia, 1999).

Les signaux biochimiques et intercellulaires durant l'ovulation s'apparentent

beaucoup à ceux d'une réaction inflammatoire (Espey, 1980). La PGEs agit en

stimulant l'activité de l'adénylate cyclase, particulièrement dans les cellules de la

granulosa ce qui renforcerait l'action endocrinienne des stéroïdes sur le follicule. Elle

contribue aussi à l'augmentation du débit sanguin folliculaire ainsi qu'à la

perméabilité vasculaire, favorisant la diapédèse des molécules impliquées dans les

reactions inflammatoires, survenant au début du processus ovulatoire (Murdoch et al,

1993). La PGF2a stimule l'activité de la phospholipase C et elle est impliquée dans la

reduction du débit sanguin particulièrement au point de rupture durant la dernière

phase du processus ovulatoire. Cette affirmation est basée principalement sur les

propriétés vasoconsta-ictives très bien étudiées de la PGF2a et aussi par l'observation

de l'échec de la réponse ischémique folliculaire lorsque l'ovulation est bloquée par

des AINS (Silvia, 1999). Les prostaglandines peuvent aussi activer la cascade de

synthèse des enzymes protéolytiques nécessaires à la mpture de la paroi folliculaire,

particulièrement les collagénases (Murdoch et al, 1993).

Toutefois, le dogme que les prostaglandines sont obligatoires pour le processus

ovulatoire fut remis en question par des études discordantes démontrant que l'action
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anti-ovulatoire de l'indométhacine (inhibiteur des prostaglandines) pourrait ne pas

être contrecarrée par l'administration de prostaglandines spécifiques (Murdoch, 1993

; Espey, 1994). D'autres études rapportent aussi que l'ovulation peut survenir à des

concentrations d'indométhacine capable d'inhiber l'augmentation nonnale des

prostaglandines ovariennes préovulatoires (Murdoch, 1993 ; Espey, 1994). Ces études

dressent un doute au sujet de l'hypothèse que les AINSs bloqueraient l'ovulation en

inhibant seulement la synthèse des prostaglandines. Elles suggèrent un mécanisme

impliquant un médiateur alternatif qui pourrait assurer un processus ovulatoire

normal même en présence d'AESTSs. Les fonctions spécifiques des prostaglandines

dans les événements préovulatoires n'ont pas encore été entièrement caractérisées.

Des études sur la caractérisation et la régulation des récepteurs aux prostaglandines

pourraient aider à préciser les sites d'action des prostaglandines durant le processus

ovulatoire (Sirois et al, 2000).

2.3.2. La synthèse des prostaglandines

J

Les prostaglandines sont connues depuis le début des années 1930. Von Euler

(Kilen, 1999) nomma cette substance prostaglandine suite à des expériences sur des

extraits de prostate. Plus tard, il fut déterminé que la majeure source de production

des prostaglandines était la vésicule séminale. Le nom resta même s'il était erroné.

Le large éventail d'activités biologiques découlant des prostaglandines

démontre leur importance tant en physiologie normale qu'en pathologie. Elles

modifient la contraction des muscles lisses, le débit sanguin, la reproduction, la
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fonction plaquettaire, la respiration, la transmission des influx nerveux, le

métabolisme des graisses et les réponses immunitaires (Tortora et al, 1994). Elles

jouent également un rôle dans l'inflammation, l'apparition de la fièvre et

1'augmentation de la douleur (Tortora et al, 1994).

En 1971,Vane découvre que l'aspirine inhibe la synthèse des prostaglandines et

plus tard, il démontre que la plupart des ADSTS agissent via l'inhibition de la synthèse

des prostaglandines. Les prostaglandines sont dites ubiquitaires puisqu'on les

retrouve dans toutes les cellules exceptées les globules rouges. Elles agissent

habituellement de façon autocrine ou paracrine mais elles peuvent aussi agir de façon

endocrine comme par exemple durant la régresion du corps jaune (Silvia, 1999).

Les prostaglandines sont des acides gras à 20 carbones présentant un noyau

cyclopentane entre les carbones 8 et 12, un acide a-carboxylique et deux chaînes

latérales aliphatiques. Les prostaglandines font partie de la famille des eicosanoïdes

comprenant les prostaglandines, les fa-omboxanes et les leukotriènes. On les

différencie selon le nombre de double liaison que contiennent les chaînes latérales et

par le genre de groupe fonctionnel que renferme le cyclopentane. Les eicosanoïdes

dérivent d'un précurseur commun : l'acide arachidonique (Tortora et al, 1994).

La première étape de la synthèse des prostaglandines est la libération de l'acide

arachidonique des phospholipides membranaires par l'activation de la phospholipase

Â2 cytoplasmique (cPLA2). Cette activation découle d'une cascade complexe de

phosphorylation protéique enclenchée par l'activation d'un récepteur spécifique à la

surface cellulaire (figure 4). La plupart de ces récepteurs appartient à la famille de

récepteurs ayant sept domaines transmembranaires. Ces récepteurs interagissent avec
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une protéine liée au GTP qui à son tour active une phospholipase C (PLC) spécifique

au phosphatidylinositol pour produire le diacylglycerol (DAG) et du inositol-1,4,5-

triphosphate (IPa). Le  3 induit la relâche de Ca2+ du réticulum endoplasmique et le

DAG se lie à ime protéine kinase C (PKC). Ceci favorise la liaison du Ca2+ à la PKC,

sa translocation à la membrane et son activation. La PKC activée peut maintenant

phosphoryler et activer la protéine Raf qui est une sérine/thréonine kinase. La

protéine Raf phosphoryle MEK qui à son tour phosphoryle MAP kinase. Un des

substrats protéiques de MAP kinase est la cPLAî. Une fois phosphorylée, la cPLAs se

lie au Ça et vient s'associer à la membrane intracellulaire. La cPLÂ2 clive

spécifiquement l'acide arachidonique de la phosphatidylcholine la rendant ainsi

disponible pour la synthèse des prostaglandines (Figure 4). La seconde étape dans la

synthèse des prostaglandines est l'oxygénation de l'acide arachidonique par une

lipoxygénase. Il existe plusieurs lipoxygénases dans les cellules des mammifères, la

plus importante est la prostaglandine H endoperoxyde synthétase (PGHS aussi appelé

cyclooxygénase ou COX) (Silvia, 1999).

La PGHS catalyse la cyclooxygénation de l'acide arachidonique entre le

carbone 9 et 11 pour former un produit instable, la PGGz (Figure 5). Ce produit est

immédiatement transformé en PGH2 par l'activité peroxyde de la PGHS. Chaque

molécule de PGHS perd son activité enzymatique après la synthèse d'environ 1300

molécules de PGH2. Par conséquent, en présence d'une grande quantité d'acide

arachidonique, la capacité de synthèse de nouvelles PGHS peut limiter la quantité

d'acide arachidonique métabolisée (Mehendale et al, 1999).

J
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J

La PGHS existe sous deux isoformes, soit la PGHS-1 et la PGHS-2. Les deux

isoformes démontrent certaines similitudes par leur poids (70 000-72 000 kDa) et leur

quantité d'acides aminés (600-604) Les deux formes sont localisées sur les

membranes du réticulum endoplasmique et du noyau. La PGHS-1 est exprimée d'une

façon constitutive et contribue à la production des prostaglandines nécessaires au

maintien de l'homéostasie. La PGHS-2 est induite en réponse à des stimuli pro-

inflammatoires (Sirois et al, 1998).

La PGH2 est rapidement convertie en prostaglandines biologiquement actives

via l'action d'enzymes spécifiques telles la PGH2-PGD2 isomérase, la PGH2-PGE2
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isomérase, la PGH2-PGF2a réductase, la TxÂ2 synthétase et la PGÏ2 synthétase.
(Figure 6) (Mehendale, 1999).

Des enzymes additionnelles peuvent interconvertire les prostaglandines. Par

exemple, la PGË2 peut être transfonnée en PGFzu par l'action de la PGE2-9-

kétoréductase. La conversion inverse, soit l'oxydation du groupe C-9 hydroxyle de la
PGF2a en cétone, peut aussi s'effectuer (Murdoch et al, 1993). Les prostanoïdes

jouent un rôle important dans les réactions inflammatoires et dans plusieurs processus
associés au système reproducteur.
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Figure 6 : Voies de biosynthèse et enzymes impliquées dans la conversion de la

PGH2. (Silvia, 1999)
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La plupart des prostaglandines sont catabolisées près ou dans les cellules qui les

ont synthétisées. Deux enzymes sont impliquées dans ce processus : la prostaglandine

déshydrogénase, qui réduit le groupe 15-hydroxy en 15-kéto et la A -réductase, qui

réduit le double lien à la position 13-14. Une fois que le groupe 15-kéto est formé, la

prostaglandine est biologiquement inactive (Silvia, 1999). Les métabolites sont

libérés dans la circulation sanguine dans laquelle ils voyagent jusqu'au foie où ils

subissent ime P et une (p oxydation fonnant des composés à 14 ou 16 carbones qui

sont éliminés dans l'urine. Si les prostaglandines biologiquement actives sont libérées

dans le sang, elles sont métabolisées par des enzymes dans le foie, les reins et

particulièrement dans les poumons. Après un seul passage à travers les poumons de la

PGFza ou de la PGEz, plus de 90 % des prostaglandines sont métabolisées. La demi-

vie des prostaglandines dans le sang est très courte (< l min) (Murdoch et al, 1999).

En plus des poumons, le placenta possède une grande concentration de prostaglandine

déshydrogénase. Sous ces conditions, il est peu probable que des prostaglandines

actives biologiquement traversent le placenta et affectent le fœtus (Mehendale et al,

1999).

2.3.3. Mécanisme d'action des prostaglandines

J

L'effet des prostaglandines sur les cellules s'effectue par des récepteurs

membranaires. Les récepteurs aux prostanoïdes sont divisés en cinq types selon leur

spécificité aux différents prostanoïdes : FP (PGF2u), TP (TXÂ2), EP (PGE2), IP

(PGI2) et DP (PGD2) (Mehendale et al, 1999). De plus, quatre récepteurs ont été
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identifies pour la PGË2 (EPi-EP4). En se basant sur des essais sur le muscle lisse, on

peut diviser les récepteurs en deux groupes : les récepteurs dont l'action est

activatrice (EPi, EPa, TP et FP) et ceux dont l'action est inhibitrice ( EPz, EP4, IP et

DP). Le groupe relaxant est associé à l'adénylate cyclase comme signal de

transduction aûn d'augmenter la concentration de l'AMPc et l'activité de la PKA

dans le but de séquestrer le Ça intracellulaire et relaxer le muscle lisse. Le groupe

stimulant est couplé à l'hydrolyse de l'IP, à l'augmentation du Ça intracellulaire et

à l'inhibition de l'adénylate cyclase favorisant ainsi les contractions du muscle lisse

(Tableau 1). L'homologie de la structure des récepteurs entre ces groupes est de 30

% à 40 %. La séquence des récepteurs suggère qu'ils soient tous membres de la

famille des récepteurs liés aux protéines-Gs possédant sept domaines

transmembranaires (Nammiya et al, 1999).

Tableau 1 : Signaux de transduction des récepteurs de prostanoïdes. (Narumiya,

1999)

J

DP
EP

FP

IP

TP

Type l Sous-type | Isoforme | Protéine G j Second messager

EPl
EP2
EP4
EP3

Gs AMPcT
Non identifié

Gs
Gs

EP3A G•I

EP3B Gs
EP3C Gs

EP3D GI, GS, GQ

Gs_

GS, GQ

TPg
TPp

GQ,GI
GQ, Gs

-CasT
AMPct
AMPcT
AMPc4.
AMPcT
AMPcT

AMPc^, AMPcT,
PI réponse
PI réponse
AMPc T,
PI réponse

PI réponse, AMPc T
AMPcT
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2.4. La prostaglandine £2 synthétase

J

La compréhension des réponses biologiques dépendantes de la PGHS a reçu

beaucoup d'attention dans les années passées en raison du fait que plusieurs études

pharmacologiques, biologiques et génétiques suggèrent que cette enzyme inductible

est impliquée dans différentes maladies humaines incluant le cancer et des maladies

inflammatoires (Herschman, 1996 ; Williams et al, 1996).

Une réaction inflammatoire inclut l'activation de la cascade arachidonique par

les phospholipases et l'action subséquente des prostaglandines synthétases sur l'acide

arachidonique (Espey, 1994). Depuis plusieurs années, les prostaglandines sont

reconnues pour être des médiateurs clés dans le processus ovulatoire. Il a déjà été

démontré que les concentrations inù-afolliculaires de PGE2 et de PGFza sont

significativement augmentées dans les heures précédant l'ovulation chez plusieiirs

espèces (Armstrong et al, 1972; Murdoch et al, 1993; Espey et al, 1994). De plus, la

quantité de PGË2 à n'importe quel moment du processus ovulatoire est

habituellement le double de celle de la PGF2a (Espey, 1994). Il a aussi été démontré

que la première enzyme limitant cette augmentation était la PGHS (DeWitt et al,

1993 ; Funk, 1993). Le métabolisme de la PGH; en prostanoïdes est contrôlé par

différentes synthétases : les prostacyclines (PGI2), les prostaglandines (PGD2, PGEz,

PGFza) et les thromboxanes synthétases (Smith et al, 1991). Quelques une de ces

enzymes sont bien caractérisées mais d'autres reste à étudier. La voie de biosynthèse

de la PGË2 dépendante de la PGHS poiirrait êù-e reliée plus sélectivement à une

synthétase terminale soit la prostaglandine E synthétase (PGES).
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La première équipe ayant identifié la PGES humaine fat celle du Dr Jakobsson

en 1999. Les désignations antérieures étaient PIG12 (p53-induced gène #12) et

MGST1-L1 (microsomal glutathion S-transferase 1-L1). Un système bactérien fiit

utilise par l'équipe du Dr Jakobsson pour exprimer la PGES. En utilisant une

technique de buvardage de type Western, ils détectèrent spécifiquement une protéine

de 16 kDa dans la fraction membranaire (Figure 7).
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Fig. 7 : Analyse de type Western de l'expression de la PGES. (Jakobsson et al,

1999)
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La PGES membranaire est un membre de la superfamille des MAPEGs

(membrane associated proteins involved in eicosanoid and glutathion metabolism),

comprenant aussi les MGST1-2-3, la 5-lipoxygénase et la leukotriène €4 synthétase.

Elle possède une forte identité de séquence avec la MGST1 (38%) (Jakobsson et al,

1999).

En incubant cette fraction membranaire avec de la PGHz en présence et en

absence de glutathion, ils démontrèrent que la PGES possédait une forte activité

dépendante du glutathion (0.25 |j,mol/min/mg). La distribution tissulaire humaine fiit

analysée par analyses de types Northern et elles révélèrent une forte expression de

l'ARNm de PGES dans les lignées cellulaires cancéreuses A549 et HeLa, des taux

intermédiaires dans le placenta, la prostate, les testicules, les glandes mammaires et

dans la vessie tandis qu'une faible expression fut notée dans les autres tissus. Dans la

même étude, il Ait démontré que l'expression de la PGES pouvait être induite par

l'IL-lp (Jakobsson et al, 1999).

La structure, la localisation et certaines propriétés régulatrices du gène de la

PGES humaine ont récemment été caractérisées (Figure 8). Ce gène est divisé en trois

exons, s'étend sur 14,8 kb et est localisé sur le chromosome 9 (locis q34.3). La

transfection de cellules A549 avec des constructions contenant certaines parties de la

région 5' en amont de l'exon l démontre que cette région renferme une forte activité

promotrice. De plus, l'IL-lp induit une augmentation transitoire de la PGES, un

patron semblable à celui de la PGHS-2, suggérant une co-régulation de la PGHS-2 et

de la PGES par l'IL-lp (Forsberg et al, 2000).

J
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Fig. 8 : Sequence nucléotidique du gène PGES humain. Les exons sont en

lettres majuscules et grasses, une partie des introns en miniscules et 632 pb de la

région 5' en majuscule. Les boîtes GC et barbie sont soulignées ainsi que le signal de

polyadénylation et le site de début de translation (Forsberg 2000).
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L'expression de la PGES a aussi été étudiée chez le rat en utilisant deux

modèles différents. Le premier modèle consistait à induire de la fièvre par injection

inb-aveineuse de 0,12 mg/kg de LPS. Ce modèle démontra une augmentation des taux

d'ARNm de PGES dans les poumons, le colon, le cerveau, le cœur, les testicules, la

rate et la vésicule séminale. La PGHS et l'IL-1 P étaient aussi augmentées dans ces

tissus bien qu'à des niveaux différents de la PGES (Mancini et al, 2001). Le

deuxième modèle consistait à induire les manifestations cliniques d'arthrite par

injection d'adjuvant dans les articulations de rats. Ils notèrent une augmentation de

l'expression de la PGES et de la PGHS de façon significative dans ce modèle.

L'induction de l'ARNm de PGES dans les poumons était corrélée avec celle de la

protéine dans ces deux modèles. Ces résultats démontrent que l'activité de la PGES

est induite in vivo après administration de LPS ou d'adjuvant et suggère que celle-ci

serait une enzyme clé impliquée dans la formation de PGEz dans les réponses

pyrétiques et inflammatoires médiées par la PGHS-2 (Mancini et al, 2001). D'autres

études ont démontré qu'une expression soutenue de PGHS et de PGES permettait une

croissance cellulaire aberrante suggérant une implication de ces deux enzymes dans

certaines maladies dont le cancer (Murakami et al, 2000).

J
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3. Hypothèse et objectifs

L'hypothèse de ce présent projet vise à vérifier que l'augmentation dramatique

et obligatoire de la PGEi dans les follicules ovariens précédant l'ovulation implique

un contrôle de l'expression du gène de la prostaglandine E synthétase par l'hormone

lutéinisante.

L'objectif général de la présente étude était de caractériser l'expression de la

prostaglandine E synthétase dans les follicules bovins durant le processus ovulatoirc

in vivo.

Les objectifs spécifiques étaient :

l- Clouer et déterminer la structure primaire de la PGES bovine;

2- Etudier la régulation par les gonadotropines de l'ARNm et de la

protéine de la PGEs dans différents modèles ovulatoires in vivo

chez la vache.

J
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SUMMARY

J

The marked and obligatory increase in ovarian follicular prostaglandin

synthesis prior to ovulation involves a selective induction of prostaglandin G/H

synthase-2 (PGHS-2). Since prostaglandin E2 (PGE2) is thought to be an ultimate

prostaglandin effector during the ovulatory process, the objectives of this study were

to clone bovine PGE synthase (PGES) and to characterize its regulation by

gonadotropins in preovulatory follicles in vivo. The bovine PGES complementary

DNA (cDNA), cloned by a combination of cDNA library screening and polymerase

chain reaction (PCR), was shown to contain a 5'-untranslated region of 8 base pairs

(bp), an open reading frame of 462 bp and a 3'-untranslated region of 406 bp. The

putative bovine PGES open reading frame encodes a 153-amino acid protein that is

85%, 78% and 78% identical to the human, rat and mouse PGES homologs. The

regulation ofPGES during ovulation was studied using three different models in vivo:

1) human chorionic gonadofa-opin (hCG)-induced ovulation during a normal estrous

cycle; 2) hCG-induced ovulation following ovarian hyperstimulation; and 3)

spontaneous ovulation dixring natural estms. Results from semi-quantitative reverse

transcription-PCR/Southem blotting analyses showed that the hCG/LH surge caused

a significant increase in PGES mRNA. Levels of PGES transcripts were low or

undetectable prior to hCG/LH, but increased markedly 18-24 h after hCG in models 1

and 2, and 18-24 h after the onset of natural estms in model 3 (p < 0.05). A tissue

blot analysis revealed that levels of PGES mRNA were highest in follicles obtained

24 h post-hCG and in the seminal vesicle, moderate in the stomach, intestine,

pihiitary and liver, and relatively low in other bovine tissues tested. Analyses on

isolated preparations of granulosa and theca interna cells indicated that the granulosa

cell layer was the predominant site of follicular PGES expression. The regulation of

the protein was studied in the same models using a specific antibody raised against a
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fragment of bovine protein (APGES; from Glu49 toVal146). Results from
immunoblots showed an induction of bovine PGES (Mr=\~l 000) 18-24 h after hCG

treatinent or onset of estrus (p < 0.05). The protein was detected in extracts of

granulosa cells, but not in theca mtema. Collectively, these results demonstrate that

the ovulatory process is associated with a gonadotropin-dependent induction ofPGES

in granulosa cells of ovarian follicles in vivo, thus establishing for the first time the

regulation of the enzyme in a physiological context.

J
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INTRODUCTION

Ovulation is essential to all mammalian reproductive cycles, and involves a

complex series of biochemical and biophysical events that ultimately lead to the

rupture of the preovulatory follicle and the release of the maternal germ cell. The

ovulatory process shows numerous signs of an acute inflammatory reaction, including

hyperemia, edema, leukocyte extravasation, and induction of proteolytic and

collagenolytic activities (1-3). Prostaglandins (PG), which play a central role in the

inflammatory reaction, are also key mediators of ovulation (4-7). Intrafollicular

levels of PGs are dramatically increased in the hours preceding ovulation in several

species (8-13), and inhibitors ofPG synthesis were shown to block ovulation in vivo

and in vitro in most species tested (14-21). The predominant and obligatory role of

PGEz is beginning to emerge, as evidenced from the anovulatory phenotype observed

in mice deficient for the EP2 PGE2 receptor (22), and the ability of exogenous PGE2,

but not PGF2a, to restore ovulation in prostaglandin G/H synthase-2 (PGHS-2)

deficient mice (23). Although the specific functions of PGs during ovulation remain

to be fully characterized, one putative mechanism involves their role in the activation

of the proteolytic/collagenolytic cascade leading to follicular ruphire (24).

The molecular control of PG synthesis in ovarian cells prior to ovulation has

received much attention in recent years, with efforts focusing primarily on the

regulation of PGHS, the first rate-limiting enzyme in the biosynthetic pathway of all

PGs from arachidonic acid (25-30). It has now been clearly established that the

marked increased in PG synthesis prior to ovulation results from the selective

induction of PGHS-2 (12, 13, 30-37). Several studies have shown that the
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preovulatory surge of gonadotropins causes an induction of PGHS-2, but not PGHS-

l, mRNA and protein in granulosa cells of ovarian follicles prior to ovulation in vivo

(12, 13, 30-32). Interestingly, the time-course ofPGHS-2 induction after exogenous

human chorionic gonadotropin (hCG) treataient was shown to vary greatly amongst

species, being very rapid in rats (2-4 h post hCG; 32) and relatively delayed in cattle

(18 h post-hCG; 12) and horses (30 h post-hCG; 13, 37). This difference in timing of

PGHS-2 induction appeared directly related to the species-specific length of the

ovulatory process, thereby involving PGHS-2 as a potential regulator of the

mammalian ovulatory clock (37, 38). Studies in vitro have established that although

the gonadotropin-dependent induction of PGHS-2 in granulosa cells works primarily

through the cAMP-dependent protein kinase pathway, other kinases such as protein

kinase C and tyrosine kinases could be involved (33). Ultimately, the obligatory role

of PGHS-2 expression during the ovulatory process was underscored in PGHS-2

deficient mice that were infertile and exhibited ovulation failure (39, 40). However,

though the increase in PG synthesis prior to ovulation clearly involves PGHS-2

induction, the potential regulation of the terminal enzyme involved in the conversion

ofPGHz into PGE2, i.e. PGE synthase (PGES), has not been addressed.

The cloning and characterization of the first PGES was recently reported from

human cells (4l), and shown to correspond to a protein previously identified as

microsomal glutathione .S'-transferase l like-1 (MGST1-L1, 4l) or a gène product

referred to as p53-induced gene (PIG12; 42). This initial report was rapidly followed

by the isolation of the mouse and rat homologs (43, 44, 45). PGES is a member of

the MAPEG (membrane associated proteins in eicosanoids and glutathione

metabolism) superfamily, which also includes microsomal glutathione transferase 1
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(MGST1), MGST2, MGST3, 5-lipoxygenase activating protein, and leukotriene €4

synthase (46). The enzyme is a 16-kDa membrane-boimd protein encoded by a

transcript of about 2.0 kb and a gene spanning 14.8 kb and composed of three exons

(4l, 47). Interestingly, the enzyme was shown to be induced in vitro by various

proinflammatory stimuli already known to induce PGHS-2 expression, including

lipopolysaccharide (LPS), interleukin (IL)-1 p, and tumor necrosis factor (TNF)-a

(4l, 43, 44, 48, 49). The induction ofPGES has also been reported recently in two

inflammatory models in vivo, including LPS-induced pyresis and adjuvant-induced

arthritis (43, 44). However, the regulation of PGES has not been described imder

physiological conditions. The dramatic and obligatory increase in PGË2 synthesis

during the ovulatory process raises the possibility that PGES could act as a

gonadotropin-regulated gene in the ovary and be involved in the regulation of this

key physiological process. Therefore, the general objective of the present study was

to characterize the expression of PGES in ovarian follicles during ovulation. The

specific objectives were to clone and determine the primary structure of bovine

PGES, and to study the regulation of PGES mRNA and protein by gonadotropins in

bovine follicles in specific models of ovulation in vivo.

EXPEmMENTAL PROCEDURES

J
Materials. The QuikHyb hybridization solution and the ExAssist^SOLR system

were purchased from Stratagene Cloning Systems (La Jolla, CA). [a- P]dCTP was
obtained from Mandel Scientific-New England Nuclear Life Science Products
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(Mississauga, Ontario, Canada). Prime-a-Gene labeling system, Access RT-PCR kit,

pGEM-T easy Vector System I were purchased from Promega (Madison, WI).

TRIzol total RNA isolation reagent, l-kb DNA ladder, and synthetic oligonucleotides

were obtained from Life Technologies (Gaithersburg, MD). Biotrans nylon

membranes (0.2 |Lim) were purchased fi'om ICN Pharmaceuticals (Montreal, Quebec,

Canada), whereas Hybond-P PVDF membranes, Rainbow molecular weight markers,

ECL plus, horseradish peroxidase linked donkey anti-rabbit secondary antibody,

PGEX-2T vector, BL-21 protease-deficient E. Coli sfa-ain, and glutathione Sepharose

beads were obtained from Amersham Pharmacia Biotech (Baie D'Urfé, Quebec,

Canada). Folltropin-V (FSH) was purchased fi-om Vetrepharm Canada Inc (Ontario,

Canada), whereas APL (hCG) was obtained from Ayerst laboratories (Montreal,

Québec, Canada). Bio-Rad Protein Assay and all electrophoretic reagents were

purchased from Bio-Rad Laboratories (Richmond, CA). Expand High Fidelity DNA

polymerase was purchased fi-om Roche Molecular Biochemicals (Laval, Quebec,

Canada).

J

Cloning of bovine PGES. To clone the bovine PGES complementary DNA

(cDNA), a bovine cDNA library prepared with mRNA isolated from a preovulatory

follicle obtained 24 h post-hCG (50) was screened with a human PGES cDNA (42).

The probe was labeled with [a-32P]dCTP using the Prime-a-Gene labeling system

(Promega) to a final specific activity greater than 1 X 108 cpm/|-ig DNA.

Approximately 250,000 phage plaques were screened, and hybridization was

performed at 55 °C with QuikHyb hybridization solution (Stratagene). Four positive

clones were plaque purified through secondary and tertiary screenings, and

pBluescript phagemids containing the cloned DNA insert were excised in vivo with

the Ex-Assist/SOLR system (Stratagene). DNA sequencing was performed

commercially (Université Lavai, Québec, Canada).
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To obtain the missing 5'-end of bovine PGES, a three-step nested PCR

approach was designed. Three sense primers specific for sequences located near the

multiple cloning site of the pBluescript vector (Sl = 5'-ACAGGAAACAGCTATG

ACCTTGATTACG-3', 82 = 5'- CTCGAAATTAACCCTCACTAAAGGG-3', S3 =

5'-CCTGCAGGTCGACACTAGTGGATCC-3'), and three anti-sense primers

derived from the bovine PGES cDNA clone (AS 1 -5'- TACATCCCTGGATTCAG

AAGGTCG-3', AS2 = 5'-TATCAATCGTGACGGTCCGTCTC-3', AS3 = 5'-ATG

CCACGGTGTGTACCATACGG-3') were synthesized commercially (Life

Technologies). For the first PCR reaction, a sample (5 p,l) of the bovine cDNA

library was denatured for 15 min at 94 °C, and amplification was performed with l^il

of 20 |LiM of external sense (Sl) and anti-sense (AS 1) primers, l [d of 25 mM of

dNTP (Amersham Pharmacia Biotech), 0.5 [d of Expand High Fidelity DNA

polymerase and 5 [d of 1 OX PCR buffer (Roche Molecular Biochemicals) m a total

reaction volume of 50 [si. The reaction was run in an Omnigene TR3 SM5 thermal

cycler (Hybaid Limited, Franklin, MA) for 20 cycles of 94 °C for 15 sec, 62 °C for 45

sec and 68 °C for 1 min. The second PCR reaction was performed using 2 p.1 from

the first PCR reaction, middle sense (S2) and anti-sense (AS2) primers, and 30 cycles

of PCR conditions described above. The final nested PCR reaction was perfonned

using 2 |Lil from the second PCR reaction, internal sense (S3) and anti-sense (AS3)

primers, and 40 cycles of PCR conditions described above. After electrophoresis on

a 1% TAE-agarose gel, the DNA fragment was excised and ligated into pGEM-T

easy vector (Promega) according to the manufactLirer's protocol. DNA sequencing

was performed commercially, and the missing 5'-end of the bovine PGES open

reading frame was revealed.

A 850 bp fragment of the bovine GAPDH cDNA was generated by RT-PCR

using a sense (5'-TGTTCCAGTATGATTCCACCC-3') and an anti-sense primer (5'-

TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3')(36), and the Access RT-PCR System (Promega)
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according to the manufacturer's protocol. The PCR product was isolated after

electrophoresis, subcloned into pGEM-T easy Vector, and sequenced to confirm its

identity.

J

In vivo models of ovulation. The regulation ofPGES expression during the

ovulatory process in vivo was studied in three distinct models previously

characterized by us (12, 35, 51). For all models, Holstein heifers 2-3 yr old that

exhibited normal estrous cycles were used, and follicular development was monitored

by real-time ultrasonography (12). Briefly, in the first model (hCG-induced

ovulation during a normal cycle), bovine preovulatory follicles were obtained after

induction of luteolysis on day 7 of the estrous cycle (12). An ovulatory dose of

human chorionic gonadotropin (hCG, 3000 IU, intravenously) was administered after

induction of luteolysis, and the ovary bearing the preovulatory follicle was isolated

by ovariectomy (via colpotomy) at various time points after hCG (0-26 h post-hCG)

(12). The interval of time from hCG administration to ovulation is 26 to 28 h post-

hCG in this model. In the second model (hCG-induced ovulation following ovarian

hyperstimulation), the development of multiple preovulatory follicles was stimulated

by the administration of a standard four-day protocol of exogenous follicle-

stimulating hormone (FSH; Follfa-opin-V, Vetrepharm Canada Inc) (51). After

induction of luteolysis, hCG (2500 IU) was administered to induce ovulation, and

ovariectomies were performed at 0, 18 and 24 h after hCG fa-eatment (51). In this

model, multiple ovulations are expected 28-30 h post-hCG (51). In the third model

(spontaneous ovulation during natural estrus), corpus luteum regression was induced

on day 7 of the cycle and animals were allowed to come into estrus (35). The

preovulatory follicle was obtained by ovariectomy at specific times after the onset of

estrus (0, 18 and 24 h after onset of estms). In this model, the onset of estms

coincides with the endogenous LH surge, and the interval from the LH surge to

l
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ovulation is approximately 30 h (35). For all three models, the preovulatory follicles

were dissected from the ovary with a scalpel, and pieces of follicle wall (i.e. theca

interna with attached granulosa cells) were prepared as previously described (12). In

selected cases, some pieces of follicle wall were fiirther dissected into isolated

preparations ofgranulosa cells and theca interna (12). All tissue samples were stored

at -70 °C. All animal procedures were approved by the Institutional Animal Care and

Use Committee of the Université de Montreal.

J

RNA extraction and semi-quantitative RT-PCR/Southem blotting. Total RNA

was extracted from bovine preovulatory follicles and various tissues using TRIzol

(Life Technologies) and a Kinematica PT 1200C Polytron Homogenizer. All non-

ovarian follicular tissues were obtained from a slaughterhouse. The Access RT-PCR

System (Promega) was used for semi-quantitative analysis of PGES and GAPDH

mRNA levels. Reactions were performed as directed by the manufacturer, using

sense (5'-TGATGAACGGCCAGGTGCTC-3') and anti-sense (5'-AT GCCA

CGGTGTGTACCATACGG-3') primers specific for bovine PGES, and sense (5'-

TGTTCCAGTATGATTCCACCC-3') and anti-sense (5'- TCCACCACCCT

GTTGCTGTA-3') primers specific for bovine GAPDH (36). These reactions

resulted in the generation ofPGES and GAPDH DNA fragments of 330 and 850 bp,

respectively. Each reaction was performed using 100 ng of total RNA, and cycling

conditions were one cycle of 48 °C for 45 minutes and 94 °C for 2 minutes, followed

by a variable number of cycles of 94 °C for 30 seconds, 59 °C for 1 minute and 68 °C

for 2 minutes. The number of cycles used was optimized for each gene to fall within

the linear range of PCR amplification, and were 22 and 13 cycles for PGES and

GAPDH, respectively. Following PCR amplification, samples were electrophoresed

on 2% TAE-agarose gels, fa-ansferred to nylon membranes, and hybridized with

corresponding radiolabeled PGES and GAPDH cDNA fragments using QuikHyb
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hybridization solution (Stratagene). Membranes were exposed to a phosphor screen,

and signals were quantified on a Stonn imaging system using the ImageQuant

software version 1.1 (Molecular Dynamics).

Production of an anti-bovine PGES antibody. A pair of sense (5'-

GATGGATCC GAGGACGCTCAGAGACATGGA-3') and anti-sense (5'-

TCAGAATTCGACAATCTGCA GGGCCATGGA-3') primers that incorporated a

BamHI and an EcoRI restriction site, respectively, were designed fi-om the bovine

PGES open reading frame to generate a fragment (APGES) spanning the region from

Glu49 to Val146. The fragment was amplified by PCR using the Expand High Fidelity

polymerase (Roche Molecular Biochemicals), and following the manufacturer's

protocol. The fragment was isolated after electrophoresis, digested with Barn HI and

an EcoRI, subcloned into pGEX-2T m frame with the GST coding region (Amersham

Phannacia Biotech), and sequenced to confirm its integrity. Protease deficient E.

Coli BL-21 (Amersham Pharmacia Biotech) were transformed with the

APGES/pGEX-2T construct, expression of rccombinant APGES/GST fusion protein

was induced with IPTG, and bacterial protein extracts were obtained after sonication

and centa^fugation (52). The APGES/GST fusion protein was purified by affinity on

glutathione Sepharose beads (Amersham Pharmacia Biotech), digested with thrombin

to release the APGES, resolved by one-dimensional SDS-PAGE, transferred on

nitrocellulose, and stained with Ponceau S Red (52). The APGES band (Mr=l 1,000)

was cut and used to immimize rabbits as previously described (52).

J

Cell extracts and Immunoblot analysis. Cell extracts were prepared as

previously described (12). Briefly, tissues were homogenized in TED buffer (50 mM

Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA, ImM DEDTC) containmg 0.1% Tween 20, and

centrifuged at 30,000 xg for 1 hat4 °C. The crude pellets (membranes, nuclei,
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mitochondria) were sonicated m TED sonication buffer (20 mM Tris, pH 8.0, 50 mM

EDTA, 0.1 mM DEDTC) containing 1.0% Tween 20. The sonicates were

centrifuged at 16,000 x g for 15 min at 4 °C. The recovered supernatant (cell extract)

was stored at -80 °C until electrophoretic analyses were performed. Protein

concentration was determined by the method of Bradford (53) (Bio-Rad Protein

Assay). Samples (5-100 |^g of proteins) were resolved by one-dimensional SDS-

PAGE, and electi-ophoretically transferred to PVDF membranes (12). Membranes

were incubated with the polyclonal anti-bovine PGES antibody (1:1000), and

immunoreactive proteins were visualized by incubation with the horseradish

peroxidase linked doiikey anti-rabbit secondary antibody (1:3000 dilution) and the

enhanced chemiluminescence system (ECL plus), and following the manufacturer's

protocol (Amersham Pharmacia Biotech).

Statistical analyses. One-way anova was used to test the effect of time after

hCG or after the onset of estrus on levels of PGES mRNA levels. When ANOVAs

indicated significant differences (p < 0.05), Dunnett's test was used for multiple

comparisons with the control (0 h post-hCG or post-estms). Statistical analyses were

performed using JMP software (SAS Institute, Inc., Carry, NC).

J
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RESULTS

Isolation and characterization of bovine PGES. Two strategies were used to

clone the bovine PGES cDNA. In the first approach, foiir positive clones were

isolated fi-om the screening of 250,000 phage plaques of a bovine follicular cDNA

library with a human PGES cDNA probe. Sequencing results showed that the longest

clone (clone Bo2-4) did not contain the fiill-length open reading frame, and started at

a region corresponding to the amino acid Ala4 of human PGES. Thus, a second

approach involving nested PCR was used and allowed to obtain the missing 5'-end of

bovine PGES. The deduced bovine PGES cDNA was shown to include a 5'-

untranslated region of 8 bp, an open reading fi-ame of 462 bp (including the stop

codon), and a 3'-untranslated region of 406 bp (Fig. 1).

The amino acid sequence of bovine PGES was deduced from the cDNA, and

comparisons were made with other mammalian homologs (Fig. 2). The coding

region of the bovine PGES cDNA encodes a 153-amino acid protein, which is similar

in length to rat and mouse PGES but one residue longer than human PGES. Overall

comparisons between bovine PGES and the human, rat and mouse homolog revealed

a 85%, 78% and 78% identity at the amino acid level, respectively. The central

region of the protein appeared well conserved, whereas the 5'- and 3'-ends were more

divergent (Fig. 2).

J

Tissue distribution of bovine PGES. The distribution of PGES mRNA

expression was studied in various bovine tissues by RT-PCR/Southem blot. Results

showed that levels ofPGES transcripts varied across tissues (Fig. 3). Levels ofPGES

mRNA were highest in the seminal vesicle and in a preovulatory follicle obtained 24

h after hCG treatment, moderate to high in the stomach, intestine, pituitary and liver,
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and relatively low in other tissues tested. In contrast, levels of GAPDH mRNA were

relatively constant in the same tissues (Fig. 3).

J

Induction and cellular localization ofPGES mRNA in bovine follicles prior to

ovulation. To study the potential regulation of PGES mRNA in bovine follicles

during the ovulatory process, preovulatory follicles were isolated every 6 h between 0

and 24 h after hCG treatment, and samples of total RNA were extracted fi-om the

follicle wall (theca interna with attached granulosa cells) and analyzed by semi-

quantitative RT-PCRVSouthem blotting. Results showed a marked regulation of

steady state levels ofPGES transcripts in bovine follicles after hCG treatment in vivo.

Whereas low or undetectable levels of PGES mRNA were present at 0 h, a marked

and progressive induction was observed after hCG treatment, with levels being

maximal at 18 and 24 h post-hCG (Fig. 4A). When results from several follicles

isolated at 0 (n = 4), 6 (n=2), 12 (n = 4), 18 (n = 4) and 24 h (n = 4) post-hCG were

expressed as ratios ofPGES to GAPDH, a significant increase was observed in levels

present at 18-24 h as compared to 0 h post-hCG (p < 0.05; Fig. 4C).

To establish the cellular localization of PGES mRNA expression in bovine

preovulatory follicles, isolated preparations of granulosa cells and theca interna were

obtained from follicles isolated at 6, 12,18, 20, 22 and 24 h post-hCG and analyzed

by RT-PCR/Southem blotting (Fig. 5). The results indicated that the granulosa cell

layer was the predominant site of PGES transcripts in bovine follicles obtained

between 12 and 24 h post-hCG (Fig. 5). The presence of very low levels ofPGES

mRNA in granulosa cells at 6 h post-hCG (Fig. 5) is in keeping with results obtained

with the intact follicle wall at the same time point (Fig. 4). Levels of PGES mRNA

in theca interna remained low and relatively constant (Fig. 5).

]
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Gonadotropin-dependent induction of PGES mRNA in bovine follicles after

ovarian hyperstimulation and during natural estrus. The cow is generally a

monoovulatory species, thus producing a single preovulatory follicle per animal

during each reproductive cycle, as observed in the model described above (Figs. 4

and 5). However, the development of multiple preovulatory follicles can be induced

in this species with proper exogenous gonadotropin treatments. To fiirther investigate

the regulation of PGES mRNA in bovine follicles in vivo, and to determine whether

PGES is expressed during induced multiple ovulations, the expression of PGES

mRNA was studied in follicles isolated 0, 18 and 24 h post- hCG in animais subjected

to a conventional ovarian hyperstimulation protocol (51). Results showed a dramatic

regulation of PGES transcripts during hCG-induced multiple ovulations (Fig. 6).

Levels ofPGES mRNA were undetectable at 0 h, but markedly increased at 18 and

24 h post-hCG (Fig. 6A). When results from multiple follicles isolated at 0 (n = 7), 18

(n = 8) and 24 h (n = 9) post-hCG were expressed as ratios of PGES to GAPDH, a

significant induction was observed at 18 and 24 h post-hCG (p < 0.05; Fig. 6C).

In the two previous models, i.e. hCG-induced ovulation during a normal cycle

(Figs. 4 and 6A) and hCG-induced ovulation following ovarian hyperstimulation

(Fig. 6), exogenous human CG was administered to animals to trigger the ovulatory

process. To clearly establish that the induction of PGES in bovine preovulatory

follicles is a physiological event triggered by the natural endogenous LH surge, the

regulation of PGES mRNA was studied in follicles isolated 0, 18 and 24 h after the

onset ofestms. In cattle, the onset ofestrus coincides with the endogenous LH surge

(35). Results showed that levels ofPGES mRNA were low at 0 h, and significantly

increased 18 and 24 h after the onset ofestms (p < 0.05; Fig. 6 D-F).

Gonadotropin-dependent induction and cellular localization of PGES protein

in bovine follicles during ovulation. To detennine whether the gonadotropin-
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dependent induction of PGES mRNA in bovine follicles prior to ovulation was

associated with changes in levels ofPGES protein, a specific antibody was generated

against a fragment of recombinant bovine PGES and used in immunoblot analyses.

Figure 7A shows the reactivity of the antibody against the purified PGES fi-agment

(APGES; Mr = 11,000) that served as immunizing antigen. In the subsequent

experiment, an immunoblot analysis was performed on extracts prepared from

various bovine tissues and from a preovulatory follicle obtained 24 h after hCG

treatment. Results revealed the presence of a very strong immunoreactive PGES

signal in the seminal vesicle extract, with the signal appearing as a Mr = 17,000 band

(Fig. 7B), in keeping with the predicted size of the protein. Among other tissues

tested, a weak but detectable PGES signal (Afr = 17,000) was detected only in the

preovulatory follicle sample (Fig. 7B).

To study the regulation of PGES protein in vivo, extracts of preovulatory

follicles isolated between 0 and 26 h after hCG were analyzed by Western blots.

Results showed a marked induction of PGES protein (Mi = 17,000) after hCG

treatment (Fig. 7C). Whereas levels ofPGES protein were low or undetectable at 0, 6

and 12 h, they first increased at 18 h and reached their maximum at 24 h post-hCG.

Similar results were obtained when the analysis presented in Fig. 7 was repeated with

another set of extracts prepared from eight different preovulatory follicles (data not

shown).

In the last series of experiments, the regulation of PGES protein was studied

in bovine preovulatory follicles during natural estrus. Results showed that

immunoreactive PGES (Mr = 17,000) was not present at the onset of estms (0 h), but

was induced 18 h and 24 h later (Fig. 8A). The cellular localization ofPGES protein

was studied in isolated preparations of granulosa cells and theca interna obtained

from three preovulatory follicles collected 24 h after the onset of estrus. Results
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revealed that immunoreactive PGES was detected only in extracts of granulosa cells

(Fig. SB).

DISCUSSION

J

This study is the first to demonstrate the regulation of PGES in a

physiological context in vivo. Previous studies have documented the effects of

different proinflammatory agonists on the regulation of PGES expression in vitro,

including induction by IL-1R, LPS, TNF-a, beta-amyloid, and phorbol 12-myristate

13-acetate (PMA) in A549 human lung adenocarcinoma cells (46, 48), rat osteoblasts,

peritoneal macrophages and astrocytes (43, 54), and human dennal fibroblasts and

vascular smooth muscle cells (49). Also, recent reports showed that PGES induction

occurs in vivo in various rat tissues following an LPS challenge (43, 44), and in the

paws of rats subjected to a pharmacological model of adjuvant-induced arthritis (44).

However, the regulation of PGES under physiological conditions had not been

described. Using the bovine preovulatory follicle model, the present study provides

the first evidence of a marked regulation ofPGES in the hours just prior to ovulation,

a process during which PG synthesis is obligatory (7, 40). Our results indicate that

PGES expression is not constitutive in follicular cells, but is induced by

gonadotropins prior to follicular rupture. One could predict that the confa-ol ofPGES

expression is likely involved in other reproductive processes in which PGË2 is known

to play a role, including fertilization, decidualization and implantation (40, 55, 56).

One important outcome of the present study is the demonstration that the

induction of PGES by gonadotropins in bovine preovulatory follicles directly

parallels the induction of PGHS-2 previously described in the same three models in

l
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vivo (12, 35, 51). As observed for PGES, induction of PGHS-2 protein occurred

between 18-26 h post-hCG in this model of induced ovulation during a normal

estrous cycle (12). Similarly, PGHS-2 expression was shown to be upregulated 18

and 24 h after hCG-induced ovulation following ovarian hyperstimulation (51), as

noted for PGES in the present study. Lastly, the physiological nature of this

phenomenon was confirmed in a previous report where PGHS-2 induction was

observed 18 and 24 h after the onset ofestrus (i.e. the LH preovulatory surge)(35), as

observed for PGES. It should also be noted that in all three models the induction of

PGHS-2 (and PGES) is associated with a dramatic increase in intrafollicular

concentrations ofPGE2 (12, 35, 51). Thus, collectively, these results suggest that the

preovulatory rise in follicular prostaglandin synthesis is dependent on a coordinate

induction of both PGHS-2 and PGES gene expression by gonadotropins. Future

studies should establish whether common or distinct molecular mechanisms are

responsible for the striking similarities observed in the control of these two genes.

The functional coupling of PGHS-2 and PGES in the ovary appears as an efficient

mean to regulate the conversion of arachidonic acid into PGË2, as both enzymes are

inducible isoforms of membrane-bound proteins acting sequentially in the PG

biosynthetic pathway (57). The apparent link between PGHS-2 and PGES induction

after gonadotropin treatment in preovulatory follicles in vivo compares with the effect

of LPS and other proinflammatory stimuli on the co-induction of both enzymes in

various tissues and cell types in vivo and in vitro (43, 44, 45, 48). Such similarities

are in keeping with the established parallel between the physiological process of

ovulation and an acute inflammatory reaction (1-3).

The level of PGES mRNA expression in preovulatory follicles isolated 24 h

post-hCG was very high when compared to other non-ovarian tissues tested, being

equaled only by levels observed in the seminal vesicle. However, despite the

equivalent amount of PGES transcript in both tissues, the level of PGES protein in

l

t
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the seminal vesicle far surpassed the level present in the preovulatory follicle.

Although the basis for this important difference remains to be clearly established, the

very transient nature of PGES transcript induction in preovulatory follicles, as

compared to its high constitutive expression in seminal vesicles, is likely to account,

at least in part, to differences in protein accumulation. The detection of high levels of

PGES in bovme seminal vesicles compares with results observed in humans (4l) and

rats (44), but this is the first report to document the localization of PGES in ovarian

cells. Our results indicate that the first important rise in PGES mRNA expression

occurred 12 h post-hCG, whereas increase in the protein was detected only after 18 h

of treatment, which could relate to the sequential nature of transcription and

translation events. However, the ability to detect the transcript several hours prior to

the protein could be due, at least in part, to the higher sensitivity of the technique

used to study the message (RT-PCR/Southem blotting) as compared to the one

employed for the protein (immunoblotting). The preovulatory follicle contains two

major cell layers, the granulosa and the theca interna, and this study establishes that

the granulosa cell layer is the predominant site of follicular PGES expression. In

contrast, the PGES transcript was present only at very low levels m theca mtema, and

our inability to detect low levels ofPGES protein in this layer may again relate to the

limit of sensitivity of the analysis. Since previous studies showed that PGHS-2 is

selectively induced by gonadotropins in granulosa cells of bovine follicles (12, 35), as

well as in other species (13, 31, 37), the present study suggests that the increase in

PGEz synthesis prior to ovulation could also involve a concomitant induction of

PGES in the same cell type (12). Future studies will be needed to characterize the

subcellular localization of PGES expression in granulosa cells, but one could predict

abundant permuclear localization of the enzyme, as observed for PGHS-2 in these

cells (35) and based on the recent perinuclear co-localization of PGES and PGHS-2

in HEK293 cells (43).
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Lastly, this report is the first to describe the cloning and characterization of

bovine PGES, and sequencing results fiirther underscore emerging similarities and

differences amongst the primary structure of the enzyme across species. Comparative

analyses show that the amino acid sequence of the bovine protein is relatively similar

to other known mammalian homologs, being more than 77% identical to human (4l),

mouse (43) and rat (43, 44, 54) PGES. These multiple comparisons may also help

define putative functional domains. The Arg110 amino acid residue shown to be

crucial for catalytic function in human PGES (43) is conserved in the bovine enzyme

(Arg111). Also, two internal regions (Arg39-Ala51 and Asp63-Pro97) showing 100%

identity across species may contain important structuraVregulatory domains. In

contrast, the amino terminal (Met1-Leu14) and carboxyl terminal (Lysl21-Leu153)

portions of the protein appear much less conserved, with an average of 59% and 61%

identity, respectively, when these regions of bovine PGES are compared with the

corresponding domains of the rodent enzymes. The PGES isoform isolated in the

present study represents one the two PGES isoforms cloned thus far, and has been

referred to as mPGES for membrane-bound PGES (43). The enzyme is glutathione-

dependent, appears as an inducible isoform fiinctionally linked to PGHS-2, and has

been proposed as an important regulator of the inflammatory process (4l, 43, 44, 45,

48). Interestingly, a second glutathione-dependent PGES isoform, referred to as

cPGES for cytosolic PGES, has recently been identified (58). Besides its distinct

localization (cytosolic versus membrane-bound), cPGES is constitutively expressed

in various tissues, appears functionally coupled to PGHS-1, and is thought to be

involved in the synthesis of PGEz needed to maintain tissue homeostatic functions.

Although the absence of PGHS-1 expression and of constitutive PG synthesis in

granulosa cells does not suggest that cPGES is present in this cell type, future studies

will be needed to specifically investigate this issue.
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In summary, this report demonstrates for the first time that the ovulatory

process is accompanied by a gonadotropin-dependent induction ofPGES in granulosa

cells of ovarian follicles in vivo, thus establishing the regulation of the enzyme in a

physiological context. Combined with results from previous work showing the

induction of follicular PGHS-2 in preovulatory follicles (12, 35, 51), the present

study suggests that the increase in PGË2 synthesis prior to ovulation results from the

coordinate induction of both enzymes. Since the cAMP-dependent protein kinase

pathway is the primary second messenger system involved in fa-ansducing

gonadotropin action (59), the present shidy also adds to the emerging variety of

agonists and signaling pathways able to control PGES gene expression. Ovarian

follicles and granulosa cells represent interesting models to study the fine molecular

mechanisms involved in the regulation of the PGES gene, and considering the

obligatory role of PGË2 synthesis during the ovulatory process, they could also

provide a valuable approach in the testing of new PG synthesis inhibitors.
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Fig. 1. Nudeotide sequence of the bovine PGES cDNA. The bovine PGES cDNA
was cloned by library screening, as described under "Experimental Procedures". The
bovine PGES cDNA is composed of a 5'-untranslated region of 8 bp (lowercase
letters), an open reading frame of 462 bp (uppercase letters), and a 3'-untranslated
region of 406 bp (lowercase letters). The translation initiation (ATG) and stop (TGA)
codons are shown in bold types, and numbers on the right refer to the last nucleotide
on that line. The nucleotide sequence was submitted to GenBank (accession number

AY032727).
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ccaccgagAT
CCCGCCTTCC
GGCCGTCATC
CCGAGGACGC
GATGTGGAAC
CCCCTTCCTG
TCGTCGCCCG
ACCGTGGCAT
CACCCTGGCC
AGGCAGCCCG
ccgctggcca
gagattgtga
tgatcttggg
•fctcctgggtg
attgatagaa
ctcctcctcc

tggaacataa
cacctacaaa

GCCGCCCTCC
TGCTCTGCAG
ACCGGCCAAG
TCAGAGACAT
GCTGCCTCAG
TTCCTGGGCT
GATGCACTTC
ACCTGGGGAA
CAGCTCCCCT
CCACCTGTGA
cgagccagcg
caggccctgg
cccagggggc
aagcggctga
aattcttcca

ccaatgctgg
cgaccttctg
aaaaaaaaaa

GGCCTGGAGC
CGCGCTGCTG
TGAGGCTGCG
GGAGGCCTCC
AGCCCACCGG
TTGTCTACTC
CTGGTCTTCT
ACTGCGGGCG
GCGCCTCCAT
ccagccgtgg
gggctgaacc
ggctggg-ttc
ctgtgtgtgt
tttggaactg
ctgtaaaaaa
gaaaagcaaa
aatccaggga
aaaaaa

TGATGAACGG
GTCATCAAAA
GAAGAAGGCT
AGTATTGCCG
AATGACATGG
TTTCCTCGGA
TCCTGGGCCG
CCCACCCGCT
GGCCCTGCAG
acgccacctc
tgggggaccg
ctggcaac-tg
ttccccgtgt
tttagagacg
ctc-tctccct

cagagactca
tgtaataaat

CCAGGTGCTC
TGTACGTGGT
TTTGCCAACC
GAACGACCCA
AGACCATCTA
CCGAACCCCT
TATGGTACAC
CCCTGGCCTA
ATTGTCTGGG
ggccgccaga
atggcccttt
gctgagcacg
gtcccttgga
gaccgtcacg
ccctccctcc

gttctggttt
gaggacttct

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850
876

J



^
55

Fig. 2. Deduced amino acid sequence of bovine PGES and comparison with
other mammalian homologs. The amino acid sequence of bovine (bov) PGES is
aligned with the human (hum), rat and mouse (mou) homologs. Identical residues are
marked with a printed period, hyphens indicate gaps in protein sequences created to
optimize alignment, and numbers on the right refer to the last amino acid on that line.

J
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bov MPP-S-GLEL-M-N-GQVLPAFLLCSALLVIKMYWAVITGQV 38
hum ..AH.—.V—.-S-SPA........T..........I..... 37
rat .T—.—.G.V.E.-S..........T.......A........ 38
mou ..—.P..V—.-ES...........T.......A.......M 38

bov RLRKKAFANPEDAQ-RHGGLQYCRNDPDVERCLRAHRNDMETI 80
hum .............L-....P....S.................. 79
rat .............LK.........S.................. 80
roou •••••••.«•.•• LK •—•••»«y.s.«ii.«««««.<«..«.i>.

bov YPFLFLGFVYSFLGPNPFVARMHFLVFFL-GRMV-HTVAYLGK 121
hum ....................W......-.V..-.A........ 120
rat .................LI.WI....V-.T..V.......... 121
mou .................LI.WI....V-.T..V.-........ 121

bov LRAPT-RSLAYTLAQLPCASMALQIVWEAARHL
»»«*-L — »»VJ-<| •»»*»•« »»»»»»»J-l»*«<i»«»

rat MN-.RI..G..V...FA.F......L..V.H..
mou .N-.RL..G..V...FS.F......L..V.H..
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Fig. 3. Expression of PGES mRNA in bovine tissues. Total RNA was extracted

from various bovine tissues, and samples (100 ng) were analyzed for PGES and

GAPDH (control gene) content by a semiquantitative RT-PCR/Southem blotting

technique, as described under "Experimental Procedures". A, expression of PGES

mRNA in bovine tissues. B, expression of GAPDH mRNA m bovine tissues.

Numbers of PCR cycles for each gene were within the linear range of amplification,

and they represented 22 and 13 cycles for PGES and GAPDH, respectively.

Numbers on the right indicate the size of the PCR fragment. The sample denoted

Follicle was obtained from a preovulatory follicle isolated 24 h after an ovulatory

dose ofhCG.
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Fig. 4. Time-dependent induction of PGES mRNA by hCG in bovine

preovulatory follicles. Total RNA extracts were prepared from bovine preovulatory

follicles isolated 0, 6, 12, 18 and 24 h after the administa'ation of an ovulatory dose of

hCG, and samples (100 ng) were analyzed for PGES and GAPDH (control gene)

content by a semiquantitative RT-PCR/Southem blotting technique, as described

under "Experimental Procedures". A, regulation ofPGES mRNA in bovine follicles

(one representative follicle per time point). B, constitutive expression of GAPDH

mRNA in the same bovine follicles. Numbers on the right indicate the size of the

PCR fragment. C, relative changes in PGES transcripts in bovine follicles after hCG

b-eatment. The intensity ofPGES and GAPDH signals were quantified using a Storm

imaging system (Molecular Dynamics), and data fi-om PGES mRNAs were

normalized with the control gene GAPDH (n = 4 distinct follicles [i.e. animals] per

time point at 0, 12, 18 and 24 h post-hCG, and n = 2 distinct follicles at 6 post-hCG).

Bars marked with an asterisk are significantly different from 0 h post-hCG (p < 0.05).

J
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Fig. 5. Cellular localization of PGES mRNA in bovine preovulatory follicles.
Bovine preovulatory follicles were isolated 6, 12, 18, 20, 22 and 24 h after the
administration of an ovulatory dose of hCG. Each follicle was dissected into
preparations ofgranulosa cells and theca interna, and samples (100 ng) of total RNA
were analyzed for PGES and GAPDH (control gene) content by a semiquantitative
RT-PCR/Southem blotting technique, as described under "Experimental Procedures".
A, expression of PGES mRNA in granulosa cells (GC) and theca interna (TI). B,
expression of GAPDH in the same follicular tissues. Numbers on the right indicate
the size of the PCR fragment.

J
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Fig. 6. Induction of PGES mRNA by gonadotropins in bovine preovulatory

follicles after ovarian hyperstimulation and during spontaneous ovulation. Total

RNA extracts were prepared from bovine preovulatory follicles, and samples (100

ng) were analyzed for PGES and GAPDH (control gene) content by a
semiquantitative RT-PCR/Southem blotting technique, as described under
"Experimental Procedures". A, regulation of PGES mRNA in bovine preovulatory
follicles isolated during hCG-induced ovulation following ovarian hyperstimulation

(one representative follicle per time point). B, constitutive expression of GAPDH

mRNA in the same bovine follicles. Numbers on the right indicate the size of the
PCR fragment. C, relative changes in PGES transcripts in bovine follicles after hCG
treatment and ovarian hyperstimulation. The intensity of the PGES and GAPDH
signal was quantified using a Storm imaging system (Molecular Dynamics), and data

fi-om PGES mRNAs were normalized with the control gene GAPDH (n = 7, 8 and 9

follicles per time point for 0, 18 and 24 h, respectively). Bars marked with an asterisk

are significantly different from 0 h post-hCG (p < 0.05). D, regulation of PGES

mRNA in bovine preovulatory follicles isolated O, 18 and 24 h after the onset of a
natural estms (one representative follicle per time point). E, constitutive expression
of GAPDH mRNA in the same bovine follicles. F, relative changes in PGES

transcripts in bovine follicles isolated during natural estrus. Results from PGES were
normalized with the control gene GAPDH (n = 2, 3 and 4 follicles per time point for
0, 18 and 24 h, respectively). Bars marked with an asterisk are significantly different
from 0 h post-estrus (p < 0.05).
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Fig. 7. Time-dependent induction of PGES protein by hCG in bovine
preovulatory follicles. A specific polyclonal antibody against a fragment of the
bovine PGES protein (APGES; fi-om amino acid residue Glu49 to Val146; Fig. 2) was
generated as described under "Experimental Procedures". A, a sample of the
recombinant PGES fragment (APGES) used as immunizing antigen was analyzed by
one-dimensional SDS-PAGE and immunoblotting. The size of APGES PGES was
approximately Mr = 11,000, as expected. B, protein extracts (10 |j,g/lane) prepared
from various bovine tissues and a preovulatory follicle isolated 24 h post-hCG were
analyzed by one-dimensional SDS-PAGE and immunoblotting. A very strong PGES
signal (Afr=17,000) was observed in the seminal vesicle, whereas only a very weak
band was present in the preovulatory follicle sample. C, extracts were prepared from
bovine preovulatory follicles isolated 0, 6, 12, 18, 20, 22, 24 and 26 h after hCG
treatment, and protein samples (100 |j,g/lane) were analyzed by one-dimensional
SDS-PAGE and immunoblotting. A sample of seminal vesicle (5 |^g) was included
as a positive control. Markers on the right indicate the migration of molecular weight
standards (panel ^4 and 5), or the size ofimmunoreactive PGES (panel C).
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Fig. 8. Regulation and cellular localization of PGES protein in bovine
preovulatory follicles during spontaneous ovulation. A, bovine preovulatory
follicles were isolated 0, 18 and 24 h after the onset ofestms (n = 2 follicles per time
point). In this model, the onset of estrus (0 h) coincides with the endogenous LH
surge. Exfa-acts were prepared, and protein samples (100 p.g/lane) were analyzed by
one-dimensional SDS-PAGE and immunoblotting, using the anti-bovine PGES

antibody. B, isolated preparations of granulosa cells (GC) and theca interna (TI) were
obtained from three preovulatory follicles (i.e. animals; 845, 842, 849) isolated 24 h

after the onset ofestrus, and samples of protein extracts (100 ^ig/lane) were analyzed
by SDS-PAGE and immunoblotting. Markers on the right indicate the size of
immunoreactive PGES.
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5. Discussion générale

J

Durant cette étude, le dossier concernant la prostaglandine E synthétase s'est

enrichi de quelques travaux. Une équipe démontra l'existence de deux réponses

cinétiquement différentes dans la biosynthèse de la PGEz : la réponse immédiate et la

réponse retardée (Murakami et al, 2000). Ces deux réponses sont présentes dans une

même cellule et impliquent le recrutement d'enzymes dont l'expression et l'activation

sont étroitement contrôlées par des signaux transmembranaires. La réponse

immediate survient quelques minutes après une stimulation avec un agoniste qui

augmente la concentration de Ca2+ cytoplasmique. Elle implique l'union d'enzymes

constitutives dont la phospholipase Â2 cytoplasmique, la cyclooxygénase-1 et la

prostaglandine E synthétase cytoplasmique (cPLA2-COX-l-cPGES) (Figure 9). Cette

réponse immédiate est cruciale dans la production de PGË2 nécessaire au maintien de

l'homéostasie (Murakami et al, 1994 ; 1998 ; 1999). La réponse retardée se poursuit

graduellement sur une longue période après un stimulus proinflammatoire. Cette

cascade débute avec la libération d'acide arachidonique de la membrane

cytoplasmique par la phospholipase A2 cytoplasmique (cPLA2) et d'autres PLAz

secretaires et inductibles. Elle est suivie d'une induction de novo de cyclooxygénase-

2 (COX-2) et de prostaglandine E synthétase membranaire (mPGES) permettant la

synthèse de PGË2 (cPLA2-COX-2-mPGES) (Figure 9) (Smith et al, 1997 ; Naraba et

al, 1998). La préférence de la COX-2 sur la COX-1 dans la réponse retardée

s'explique en partie par la capacité de la COX-2 de métaboliser de plus petites

quantités d'acide arachidonique en prostaglandine Hz que celles requises dans la

synthèse dirigée par la COX-1 (Shitashige et al, 1998). De plus, des études sur la
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sensibilité de la mPGES à la dexaméthasone impliquent que les trois étapes

enzymatiques (cPLA2-COX-2-mPGES) dans la réponse retardée sont des cibles

potentielles de l'action antinflammatoire des glucocorticoïdes (Nakano et al, 1990 ;

Murakami et al, 1999).

Finalement, les deux PGES (cytoplasmique et membranaire) pourraient

constituer de nouvelles cibles pour des agents thérapeutiques et prophylactiques lors

de réactions inflammatoires, l'ostéoporose et possiblement le cancer (Murakami et al,

2000)
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Figure 9 : Un modèle schématique illustrant la relation fonctionnelle entre les

deux COXs et les deux PGES (Murakami et al, 2000).
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D'autres équipes ont étudié l'effet de différents agonistes proinflammatoires sur

l'induction de l'expression de mPGES m vitro. En effet, l'interieukine-lp (IL-lp), les

lipopolysaccharides (LPS), le «tumor necrosis factor-a» (TNF-a), et le P-amyloïde

furent testés sur des cellules A549 d'adénocarcinome de poumon humain (Jakobsson

et al, 1999 ; Thoren et al, 2000), sur des ostéoblastes, des astrocytes, des

macrophages péritonéales de rats (Murakami et al, 2000 ; Satoh et al, 2000), sur des

fibroblastes de derme humain et des cellules musculaires lisses (Soler et al, 2000). De

plus, en utilisant les LPS, d'autres rapports démontrent ime induction de PGES in

vivo dans des tissus de rats (Murakami et al, 2000 ; Mancini et al, 2001). Toutefois,

aucune de ces études ne décrit la régulation de la PGES dans un contexte

physiologique normal. Notre étude est donc la première à démontrer la régulation de

PGES sans utiliser d'agonistes proinflammatoires dans des follicules préovulatoires

bovins. Plus précisément, nous avons étudié la régulation de PGES durant le

processus ovulatoire dans des follicules préovulatoires bovins en utilisant trois

modèles différents : l) l'induction de l'ovulation par l'administration de hCG durant

un cycle normal; 2) l'induction de l'ovulation par l'administration de hCG après une

hyperstimulation ovarienne; 3) l'ovulation spontanée suite à la montée préovulatoire

de LH endogène.

Il est déjà clairement établie que la synthèse des prostaglandines (non

constitutives) est limitée par la PGHS-2 (Sirois, 1994 ; Liu et al, 1997, 1998). Par

contre, si on compare les patrons d'expression de la PGES et de la PGHS-2, on

constate qu'ils sont directement parallèles. L'induction de la protéine PGHS-2

survient entre 18h et 26h post-hCG dans le modèle d'induction de l'ovulation durant
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un cycle normal (Sirois, 1994) comme pour la PGES dans cette étude. Le modèle de

stimulation ovarienne (Liu et al, 1998) et le modèle d'ovulation spontanée viennent

eux aussi confirmer la nature physiologique de ce phénomène (Liu et al, 1997). De

plus, les concentrations intrafolliculaires de PGEz étaient significativement

augmentées dans ces trois modèles. Donc, la liaison préférentielle entre les deux

enzymes inductibles PGHS-2 et PGES représente un système cellulaire bien conù-ôlé

qui facilite en synergie la biosynthèse de PGE2.

Cette forte similarité observée dans le contrôle de ces deux gènes a aussi été

notée dans des études avec des stimulis proinflammatoires et ce dans différents tissus

et types cellulaires in vitro et in vivo (Murakami et al, 2000 ; Mancini et al, 2001 ;

Yamagata et al, 2001 ; Thoren et al, 2000). L'aprofondissement de nos connaissances

des mécanismes moléculaires impliqués dans le contrôle de ces deux gènes pourrait

permetfa-e de confirmer le couplage de ces deux enzymes dans la biosynthèse de la

PGË2.

Les follicules préovulatoires sont principalement formés de deux couches de

cellules : la granulosa et la thèque interne. Cette étude est la première à localiser la

synthèse de la PGES dans les follicules préovulatoires. Les résultats indiquent que les

cellules de la granulosa sont le site principal de l'expression de la PGES. Notre

incapacité à détecter la protéine dans la thèque est peut être due à la limite de

sensibilité de la technique « d'immunoblottmg » comparativement à celle du RT-

PCR^uvardage de type Southern. Il a déjà été démontré que la PGHS-2 est

sélectivement induite par les gonadotropines dans les cellules de la granulosa bovine

(Sirois, 1994 ; Liu et al, 1997). L'induction simultanée de la PGES dans le même

type cellulaire fournit les bases biochimiques expliquant l'augmentation de la PGEs
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avant l'ovulation. Une connaissance plus approfondie de la localisation subcellulairc

de la PGES dans les cellules de la granulosa serait nécessaire mais, nous pouvons

parier sur une localisation périnucléaire, telle que la PGHS-2 dans ces cellules, basée

sur la récente co-localisation de la PGES et la PGHS-2 dans les cellules HEK293

(Murakami et al, 2000).

Finalement, cette étude est aussi la première à décrire le clonage et la

caractérisation de la PGES bovine. L'ADNc de la PGES bovine est composé d'une

région 5' non codante de 8 paires de base (pb), d'un cadre de lecture ouvert de 462 pb

et d'une région 3' non codante de 406 pb. La séquence nucléotidique a été soumise à

GenBank sous le numéro d'accession : AY032727. En comparant la séquence

d'acides aminés à celles d'autres mammifères tels que l'humain, la souris et le rat, on

constate une identité supérieure à 77%. Ces multiples comparaisons entre les

structures primaires ont permis d'identifier certains domaines hautement conservés

suggérant des rôles potentiellement fonctionnels ou structuraux importants. En effet,

les régions Arg39-Ala51 et Asp63-Pro97 démontrent une homologie parfaite entre les
espèces étudiées. Au contraire, les régions amino tenninales et carboxy terminales

semblent moins bien conservées. De plus des études de mutagénèse dirigées

(Murakami, 2000) ont permis de déterminer que le résidu Arg est crucial pour
l'activité catalytique de l'enzyme (Arg chez le bovin).

En ce qui a trait à la structure secondaire de la protéine, il existe sur internet des

sites' qui peuvent analyser si certaines structures secondaires bien connues se
retrouvent dans une séquence donnée. En effectuant cette recherche avec la séquence

lwww.PSORT.conLet www.PHD.com
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de PGES, les analyses ont démontré qu'un motif « leucine zipper » se situerait dans

la région carboxy terminale da notre protéine. Dans la littérature, il est mentionné

que les motifs « leucine zipper » s'assemblent en homodimère ou hétérodimère et

qu'ils seraient souvent présent dans les facteurs de transcription (Branden et al,

1998). La PGES pourrait être impliquée dans la régulation et la transcription de

d'autres gènes. Des études supplémentaires sur les possibles liaisons que peut faire la

PGES avec d'autres protéines et sur sa stmcture secondaire sont nécessaires pour

mieux comprendre toutes les subtilités de son activité.

Jusqu'à aujourd'hui, deux isoformes de PGES ont été clonées, soit la cPGES

pour l'isoforme cytosolique (Tanioka et al, 2000) et la mPGES pour l'isoforme liée à

la membrane (Jakobsson et al, 1999). La cPGES est fonctionnellement liée à la

PGHS-1 et elle est essentielle à la production de PGEz utile au maintien de

l'homéostasie. La protéine étudiée ici se rapporte à la mPGES et s'avère être

dépendante du glutation (Jakobsson, 1999). Elle est fonctionnellement liée à la

PGHS-2 et serait un important régulateur du processus inflammatoire corroborant à

l'hypothèse que l'ovulation s'apparenterait à une réaction inflammatoire.

En ce qui a b-ait aux perspectives découlant de cette étude, il s'avérerait très

intéressant d'examiner la région promotrice de ce gène. Des études de liaisons

pourraient permettre de découvrir les facteurs « trans » impliqués dans le contrôle de

l'expression du gène. De plus, des études de deletions pennettraient de déterminer les

régions critiques du promoteur. Finalement, la caractérisation des différents domaines

fonctionnels de la protéine pourrait permettre la création de certaines molécules

inhibitrices.
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6. Conclusion

En conclusion, cette étude établie pour la première fois que le processus

ovulatoire est accompagné d'une induction de la PGES et est dépendante des

gonadotropines. Plus précisément, dans un contexte physiologique normal, cette

induction se manifeste dans les cellules de la granulosa des follicules préovulatoires

bovins in vivo. De plus, elle démontre que l'induction de la PGES est directement

parallèle à celle de PGHS-2. C'est aussi la première à présenter le clonage et la

caractérisation de la PGES bovine. Le patron d'expression émergeant de cette étude

suggère fortement un rôle limitant pour la PGES dans la biosynthèse de la PGE2

folliculaire.

Les follicules préovulatoires et les cellules de la granulosa représentent des

modèles intéressants pour étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans la

regulation du gène PGES. Considérant le rôle indispensable de la PGË2 dans le

processus ovulatoire, ces modèles pourraient êtt-e utilisés afin de mettre au point de

nouveaux inhibiteurs de la synthèse des prostaglandines.

J
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