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Résumé. La fonction de reproduction des femelles adultes dépend essentiellement de |'état
fonctionnel de ses ovaires, ceux-la assurant la production des gamétes fécondants ainsi qu’une
sécrétion hormonale nécessaire a cette fonction de reproduction. La mise en place des gametes
femelles débute, chez les mammiféres, deés le stade foetal, peu aprés la différenciation de
I'ovaire. Elle se caractérise par un processus discontinu — a la différence des males. Chez un
foetus femelle XX, en absence du chromosome Y, la cascade génétique femelle se met en place,
d'oi découlent la différenciation ovarienne et la colonisation de I'ovaire par les cellules
germinales d'origine extraembryonnaire, lesquelles évoluent vers les ovogonies. Ces dernieres
proliferent par mitose, puis — caractéristique du développement femelle — la méiose des
cellules germinales est initiée et ces cellules deviennent alors des ovocytes | qui restent blogqués
en fin de prophase de premiére division méiotique. Cette étape est suivie par la formation des
follicules, qui sont des ovocytes entourés de cellules somatiques : la granulosa. Ces follicules
constituent l'entité fonctionnelle de l'ovaire, c'est-a-dire le stock de cellules germinales
disponible pour toute la vie reproductive de la femelle. Dans cette revue, nous nous efforcerons
de montrer que, si ces étapes sont globalement similaires chez tous les mammiféres, il existe des
différences de chronologie entre les espéces et notamment entre la femme et la souris, animal
modéle de laboratoire,

Mots clés : ovaire foetal, cellules germinales, méiose, folliculogenése basale

Abstract. Reproduction in adult females is highly dependent on functional ovaries that allow
efficient gamete production and hormonal secretion and so, fertility in adulthood. Female
gamete production starts during fetal life in mammals, after the ovarian differentiation. Unlike
male gamete production, the female one is a discontinuous process. In female fetus, in the
absence of the Y chromosome, the ovary determining-pathway takes place resulting in ovarian
differentiation and primordial germ cells migration from the somatic lineage to urogenital ridge.
Here, these cells undergo a period of intensive proliferation (mitosis). In contrast with males
where germ cells meiosis starts at puberty with a continuous mechanism, female germ cell
meiosis initiates during fetal life. Then, oocytes | arrest at diplatene stage of prophase | of
meiosis throughout fetal life (meiosis will resume at puberty in ovulated cocytes). Then arrested
germ cells follow the process of primordial follicle formation and early folliculogenesis. Follicle
thus formed represent the functional unit of the ovary and constitute the reserve of gametes for
all reproductive life of the female. Although the establishment of the resting pool of primordial
follicles are quite similar during oogenesis of mammals, there are however chronological
differences between species and particularly concerning mouse and women. That is what we
would like to prove in this review.

Key words: fetal ovary, germ cells, meiosis, early folliculogenesis

lors de sa vie foetale. La différencia-
tion ovarienne, qui conduira a la
mise en place de ce stock de
cellules germinales, est marquée,

D ans |'espéce humaine, la re-
production est assurée par la
production de cellules hautement
spécialisées appelées gamétes ou

Tirés a part : B. Mandon-Pépin

cellules germinales. Contrairement
a I'homme, la femme nait avec une
population définie de cellules ger-
minales, qui constitue la réserve
ovarienne dont elle disposera au
cours de toute sa vie de reproduc-
tion. La fertilité de la femme dépend
donc directement du bon déroule-
ment du développement ovarien

entre autres, par deux grandes
étapes :

I'entrée en méiose des cellules
germinales XX puis leur blocage au
stade diplotene de prophase | jusqu’a
I’ovulation,

— la mise en place du stock de
follicules primordiaux, unités fonc-
tionnelles de I'ovaire.

111-126. doi : 10.1684/mte.2019.0746
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Si ces deux grandes étapes de la différenciation
ovarienne se retrouvent, intrinsequement similaires, chez
tous les mammiféres, des différences notables existent,
notamment entre les rongeurs (espéce polyovulante) et
d’autres mammiféres comme les femmes (espéce mono-
ovulante). Ces différences portent essentiellement sur la
morphologie ovarienne, I'activité stéroidogéne au cours
de la vie feetale et sur le moment ol la méiose est initiée
(on parle d’especes a méiose immédiate versus especes a
méiose retardée), ainsi que sur la folliculogenese.

A partir d’une ébauche gonadique. . .

Pendant des décennies, la différenciation de l'ovaire
chez les mammiféres est restée peu étudiée, par rapport a
la celle du testicule — cette derniére étant considérée, a
tort, comme un phénoméne plus actif d’un point de vue
moléculaire et sur le plan des régulations géniques. Cette
idée a du reste été renforcée par la découverte du géne Sry,
chez I'homme et la souris [1, 2]. Or, depuis presque vingt
ans, notamment grace aux progrés de la génétique et de la
transcriptomique réalisés chez la souris puis étendus a
d’autres modeéles animaux, avec, entre autres, la décou-
verte de génes impliqués spécifiquement dans la diffé-
renciation précoce de |'ovaire, cette différenciation est vue
comme un processus actif,

Chez les mammiféres, les crétes génitales (ou gonades
indifférenciées) se forment a la surface du mésonéphros
trés précocement pendant la vie feetale (dés vingt-huit
jours chez I'Homme, dés neuf jours post-conception [jpc]
chez la souris) [3]. Plusieurs génes non sexuellement
dimorphiques jouent un réle crucial dans la formation de
ces gonades indifférenciées, et permettent la prolifération,
la différenciation et la survie des cellules somatiques de la
gonade ; ce sont par exemple Sf1 (pour Steroidogenic
factor 1), Wt1 (pour Wilms tumour gene 1), Lhx9 (pour
LIMhomeobox protein 9) et Emx2 (pour Empty spiracles
homologue 2) [4]) (figure T). Lors de leur croissance, les
crétes génitales sont colonisées par les cellules germinales
primordiales (CGP), entre 10,5 et 11,5 jpc chez la souris et
entre quatre et cing semaines de vie fcetale chez 'Homme.
Chez la femelle, la différenciation de I'ovaire nécessite que
les CGP aient colonisé les crétes génitales. En effet, en
I'absence de CGP, l'ovaire feetal commence a se
différencier, mais dégénere ensuite en bandelette fibreuse
[5, 6]. Si les cellules germinales peuvent influencer le
devenir de la gonade femelle, la gonade influence
également le devenir des cellules germinales XX. La
croissance des crétes génitales est rigoureusement dépen-
dante de la prolifération des cellules somatiques de la
future gonade. Un défaut de cette derniere peut ainsi
entrainer un reatrd dans sa différenciation, voire un
développement anormal. Chez la souris, I’absence de la
protéine CBX2 (pour chromobox 2, aussi appelé M33)

Initiation
GATA4

|
Formation
LHX9
SF1
WT1
EMX2

Croissance
CBX2
POD1
SIX1/SIX4
INSR/IGTR

() Epithélilum ceelomique
() Cellules des crétes génitales

@ Transition épithélium-mésenchyme

e e

\ == |ame basale

Figure 1. Croissance de la créte génitale chez la souris.
L'épithélium de surface du mésonéphros est monostratifié et isolé
du mésonéphros par une lame basale composée de laminine. Lors
de linitiation de la formation de la créte génitale, les cellules
épithéliales subissent une transformation en cellules mésenchy-
mateuses sous l'influence de GATA4. Il y a ensuite prolifération de
I'épithélium coelomique et fragmentation de la lame basale, ce qui
permet la croissance de la créte geénitale et sa colonisation par les
cellules germinales primordiales (CGP). (Adapté de [1086]).

entraine, chez les animaux XX, I'absence d'ovaire ou le
développement d'ovaires plus petits [7, 8]]. Ceci a
également été montré chez les souris dépourvues de
INSRAGFIR (pour insulin receptor/insulin like growth
factor 1 receptor), les animaux XX présentant un retard de
différenciation ovarienne lorsque la voie de signalisation
de I"insuline est abolie [9, 10]. Il en va de méme lors de la
perte simple du facteur de transcription POD1 (pour
podocyte-expressed 1, aussi appelé Tcf21, pour transcrip-
tion factor 21), ou de la perte simultanée des facteurs
SIX1 et SIX4 (pour SIX homeobox 1 et4) ou RSPOT1
(pour R-spondin-1) et WNT4 (pour Wnt family member 4),
qui entrainent la formation de gonades XX hypoplasiques
[11-13].

Apreés la colonisation par les CGP des crétes génitales,
I'expression de plusieurs genes permet d’induire la
différenciation de ces derniéres en ovaire par un processus
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dynamique mettant en jeu d’expression de genes « pro-
ovariens ».

Différenciation précoce de I'ovaire
et sa génétique

Contrairement a la voie de différenciation testiculaire,
pour laquelle la cascade d’activation génétique est trés
linéaire, la différenciation ovarienne présente deux grandes
voies principales qui agissent en paralléle et parfois se
chevauchent : la voie de signalisation RSPO1AWWNT4/B-
caténine et la cascade génétique induite par FOXL2 (pour
forkhead box [2). Ces deux voies exercent des fonctions
spécifiques - telles que la survie des cellules germinales XX
ou la prolifération cellulaire — et complémentaires — telles
que la différenciation des cellules de la granulosa et
Vinhibition de la voie de différenciation male. L'activation
de ces deux voies dans 'ovaire fcetal est cruciale pour sa
différenciation et son développement. L'étude de rares cas
d'inversion sexuelle, de type male XX sans Sry chez
I’'homme, a permis de recueillir des connaissances sur la
différenciation ovarienne précoce. Le role des génes Rspo 1,
Whit4 et Foxl2 a d’ailleurs été mis en évidence de cette facon.

La voie de signalisation RSPO1/WNT4/3-caténine

Chez la souris, les génes Rspol et Wnt4 sont exprimés
dans les crétes génitales des deux sexes des 10,5 jpc
[14, 15]. Lors de la différenciation des crétes génitales,
I'expression de ces genes participe a la prolifération
cellulaire, aussi bien dans les gonades XX que XY [11]. A
ce stade, leur expression est stimulée par les facteurs SF1,
GATA4/FOG2 [16], SIX1/SIX4 [13] et IGFIR [10], qui sont
exprimés dans les gonades indifférenciées. L'expression de
Rspol et de Wnt4 diminue ensuite dans la gonade male
pour devenir spécifique de 'ovaire a 12,5 jpc [14, 15].
Ces deux génes codent respectivement les protéines
RSPO1 et WNT4, qui agissent toutes les deux sur
I'activation de la voie B-caténine canonique dans les
cellules somatiques de l'ovaire [17].

L'interaction de WNT4 avec les récepteurs transmem-
branaires Frizzled et LRP5/6 (pour light density lipoprotein
receptor-related protein 5/6) active une cascade molécu-
laire qui conduit in fine a une augmentation de la quantité
de B-caténine cytoplasmique, permettant son transfert
dans le noyau et I'activation de ses geénes cibles [18]. Chez
la souris XX, la suppression de Wnt4 entraine une inversion
partielle du sexe avec le développement d’ovotesticules
(tableau 1) [15], une masculinisation du tractus génital
avec persistance de dérivés wolffiens tels que Iépididyme,
di a la différenciation de cellules stéroidogenes de type
Leydig (Leydig-like, d’ol sécrétion d’androgenes) [15, 19],
une vascularisation de type male et une transdifférencia-
tion des cellules de la granulosa en cellules de type Sertoli

(Sertoli-like) [20, 21]. Chez 'Homme, WNT4 est égale-
ment un gene majeur de la différenciation ovarienne, mais
pas uniquement puisque des mutations de WNT4 peuvent
étre responsables de différents syndromes, notamment le
syndrome de SERKAL (SEx Reversion, Kidneys, Adrenal
and Lung dysgenesis) [22], se manifestant, entre autres, par
des ambiguités sexuelles.

Chez la souris, RSPO1 est une protéine sécrétée par les
cellules somatiques, située en amont de la voie d'activa-
tion WNT/B-caténine, qui permet a WNT4 d’exercer son
action indispensable pour une morphogénése ovarienne
adéquate [23, 24]. L'absence de RSPO1 entraine une
inversion du sexe incompléte avec un pseudo-herma-
phrodisme (présence des structures wolffienne et mullé-
rienne), et un phénotype gonadique similaire aux souris XX
Wnt4”" avec néanmoins plus de cordons séminiféeres dans
les ovotesticules, indiquant une masculinisation plus
prononcée de la gonade (tableau 1) [23]. Par ailleurs,
une différence notable avec les souris XX Wnt4” est que
les souris XX Rspol” présentent un défaut d’entrée en
méiose des cellules germinales XX [25].

Chez I'Homme, les mutations homozygotes de RSPO1
entrainent un syndrome d’hyperkératose palmoplantaire,
une prédisposition au carcinome épidermoide de la peau
etune inversion du sexe — homme 46 XX DSD (pour défaut
de développement sexuel) — avec des ambiguités génitales
externes plus ou moins importantes. En fonction des
études, il est rapporté une hypoplasie testiculaire ou la
présence d'ovotesticules chez ces patients XX [14, 26, 27]
(tableau 7). Chez une femme 46, XX avec une mutation
homozygote de RSPOI, il a également été décrit la
présence d'un ovaire d’'un coté et d'un ovotesticule de
I"autre [28]. Le géne RSPOT est donc un géne majeur de la
différenciation ovarienne, et celui-ci est exprimé dans
I'ovaire en développement entre les semaines 6 et 9 de vie
feetale [27]. Il n'est pas exprimé a |'age adulte, contrai-
rement a WNT4, et semble avoir un réle d’optimisation de
I"activation de la voie WNT/B-caténine a un stade crucial
de la différenciation ovarienne.

Les protéines RSPO1 et WNT4 ont pour but Iactivation
de la voie de signalisation WNT dont 'effecteur est la
protéine CTNNB1 (aussi appelée B-caténine),

La P-caténine (codée par le géne Ctnnbl) est
importante pour la morphogénése ovarienne, notamment
en activant |'expression de la follistatine, qui inhibe la
vascularisation testiculaire (en antagonisant l'activine) et
en favorisant la survie des cellules germinales femelles [29-
31]. La stabilisation de la B-caténine (mimant I'activation
de la voie de signalisation WNT4) est également capable
d'inhiber I'expression de génes nécessaires au dévelop-
pement testiculaire (Sox9, Pgds et Amh, dans les
précurseurs des cellules de soutien) [23, 30], d’antagoniser
la fonction de FGF9 [32] et d’inhiber la différenciation des
cellules stéroidogenes males [32, 33]. L'activité de la B-
caténine n’est pas compléetement abolie dans les souris
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Tableau |I. Génes impliqués dans le développement ovarien précoce chez la souris et la femme.

Genes Mutation Sexe Phénotypes murins Phénotypes humains Références
Rspal Perte de XX Inversion partielle du sexe, phéno- Inversion du sexe compléte [14, 23, 24]
RSPO fonction type similaire a Wnt4. Pas de ou partielle (DSD)

méiose des cellules germinales
Wht4 Perte de XX Perte des cellules germinales Divers degrés d'inversion du [15, 19, 22, 107-110]
WNT4 fonction femelles, formation du vaisseau sexe, formation du vaisseau

ceelomique, production d’andro- ceelomique, production

gene, agenesie des canaux de d'androgene, agénésie des

Miiller canaux de Miiller
Ctnnb1 Perte de XX Phénotype similaire a NR [16, 34|
CTNN B1 fonction Wnt4 et Rspol
Foxl2 Perte de XX Entrée en croissance des follicules A I'hétérozygotie: [38, 111-113]
FOXL2 fonction primordiaux. Granulosa reste BPES et dans certains cas:

squameuse. Arrét au stade de 10P

follicules primaires et apoptose.
Fst Perte de XX Inversion partielle du sexe, forma- NR [31]
FST fonction tion du vaisseau ceelomique, perte

des cellules germinales femelles

CTNNB1 : f-caténine, NR : non renseigné, 10P : insuffisance ovarienne prématurée.

dépourvues de Rspol ou de Wnt4, suggérant que ces deux
génes partagent cette méme cible et/ou qu’il pourrait
exister d’autres régulateurs positifs de cette voie [11]. Par
ailleurs, I'invalidation spécifique de Ctnnb1 dans la lignée
somatique de la gonade perturbe peu la différenciation
ovarienne [34], indiquant que la fonction de la B-caténine
doit étre abolie dans les cellules somatiques et germinales
pour induire une inversion du sexe gonadique, et que la
signalisation des cellules germinales est importante dans la
différenciation de l'ovaire.

Cascade génétique induite par FOXL2

Foxi2 (pour forkhead box 12) appartient a la famille des
facteurs de transcription a téte de fourchette (forkhead box
family). La protéine FOXL2 possede deux domaines
protéiques principaux :

— un domaine de liaison a ’ADN de 110 acides aminés (le
domaine Forkhead),

— une région polyalanines (polyAla), correspondant a une
répétition de quatorze alanines extrémement bien conser-
vée chez les mammiféres [35, 36].

Dans l'ovaire de souris, I'expression du geéne Foxl/2
commencedes 11,5 jpc dans les précurseurs des cellules de
la granulosa [37] et sa protéine peut étre détectée des
12,5 jpc dans les futures cellules de soutien [38, 39]. Bien
qu’elle soit spécifiquement exprimée dans les futures
cellules de soutien dés les premiers stades de différenciation
de I'ovaire chez la souris, la protéine FOXL2 ne semble pas
jouer un réle crucial dans la morphogenese de la gonade
femelle avant la folliculogenése chez cette espece. En effet,

la délétion de FoxI2 chez la souris entraine une insuffisance
ovarienne prématurée (IOP) [38, 39] et, selon le fond
génétique des souris, la cause de I'lOP est soit une anomalie
de la formation des follicules primordiaux (mauvaise
fragmentation des niches de cellules germinales ou nids
ovigéres) [39], soit une anomalie de la folliculogenése
basale (blocage au stade de follicule primaire) [38].

Chez 'homme, le blépharophimosis-ptosis-épicanthus-
inversus (BPES), est un syndrome a transmission autosomale
dominante induit par une mutation hétérozygote de FOXL2.
Les patients BPES présentent des malformations complexes
des paupiéres : on distingue le BPES de type |, associé a une
insuffisance ovarienne primaire, et du type I, ol seul le
phénotype de malformations palpébrales est présent [40].
Actuellement, plus d'une centaine de mutations de FOXL2
responsables d’un BPES ont été décrites’. Le probléme de
fertilité, quand il survient, ne concerne que la femme, et la
variabilité des phénotypes ovariens est importante. Les
patientes peuvent étre atteintes d’aménorrhée primaire ou
secondaire, et la pénétrance du phénotype ovarien peut étre
dépendante du contexte génétique, mais égalementde |"age
et de I'environnement [41, 42]. Par ailleurs, la variabilité
phénotypique observée au niveau de |'ovaire suite a une
mutation de FOXL2 n’est pas exclusivement limitée aux cas
de BPES de type . Elle s'observe également dans les rares cas
d'lOP non syndromiques liés & FOXL2 [43-45]. A ce jour,
aucune mutation homozygote de FOXL2 n'a été décrite
chez la femme. Chez la chévre, la perte de fonction de Fox/2
(al’étathomozygote) est liée a une inversion de sexe femelle

! http:/medgen.ugent.be/FOXL2
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vers male durant I'embryogenese [46]. Fox/2 est donc un
gene de détermination du sexe femelle au moins chez la
chevre.

La voie de signalisation RSPOT/WNT4/B-caténine est
donc une voie de détermination et de morphogénése
ovarienne, et une voie d'inhibition de la différenciation
testiculaire, tout comme la cascade génétique activée par
FOXL2. Ces deux voies possedent des roles qui leur sont
propres, tels que I'action de la voie WNT4/B-caténine sur
la vascularisation de la gonade et la survie des cellules
germinales, ou |'action de FOXL2 sur la maturation des
cellules de la granulosa. Elles ont également des roles
complémentaires, notamment en ce qui concerne la
régulation de |'expression de la follistatine (en collabora-
tion avec BMP2 [bone morphogenetic protein 2]) a des
stades différents du développement [47]. Ces deux voies
sont également complémentaires en ce qui concerne
I'inhibition de I'expression de Sox9 et de la différenciation
des cellules de Sertoli et de Leydig.

Du point de vue de la morphologie
ovarienne feetale murine et humaine

Aprés la colonisation des gonades par les cellules
germinales, et parallelement a I'expression de ces génes

indispensables a la différenciation précoce de I'ovaire,
cette gonade va s’organiser selon une morphologie et une
chronologie qui varient selon les espéces (figure 2).

Avant I'entrée en méiose des cellules germinales, une
phase de prolifération importante des CGP XX est observée
dans l'ovaire feetal de souris entre 10,5 et 14,5 jpc
[48, 49]. Les cellules germinales sont alors appelées
ovogonies. Les divisions mitotiques sont synchrones et
la cytokinése est incompléte, organisant ces cellules
germinales en clusters, avec des ponts cytoplasmiques
entre elles [49]. Les cellules germinales d’un méme cluster
sont capables d’échanger des organelles via les ponts
cytoplasmiques [49]. Ces clusters sont partiellement
fragmentés avant l'entrée en méiose, et les cellules
germinales femelles, encore reliées, se différencient de
fagon synchrone lors de la méiose [48]. On parle alors
d’ovocytes.

Plusieurs groupes d'ovocytes entourés de cellules
épithéliales allongées de la prégranulosa, formant ainsi
des nids ovigeéres (ou cordons ovigéres), sont observables
entre 16,5 et 18,5 jpc (figure 3), donc aprés |'initiation de
la méiose (13,5 jpc). Les nids ovigéres se mettent en place
en périphérie de l'ovaire et définissent le cortex. A
contrario, la partie centrale de l'ovaire est appelée
médulla. Les cellules germinales femelles peuvent rester
connectées entre elles jusqu'a 17,5 jpc avant d'étre
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Figure 2. Chronologie comparée femme/souris des principales étapes du développement ovarien. Chez la souris, un a deux jours séparent
la différenciation gonadique de I'entrée en méiose des cellules germinales. Les nids ovigeres se forment aprés la méiose. Une synthése
ovarienne d'cestrogenes n’est détectée qu’apres la naissance, avec la formation des follicules. Chez lafemme, la période entre différenciation
gonadique et initiation de la méiose dure plusieurs semaines, pendant lesquelles I'ovaire adopte une organisation structurale et une activité
stéroidienne est détectée. La formation des follicules et la folliculogenese basale se mettent en place pendant la vie foetale.
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Figure 3. Morphogénése ovarienne foetale chez la souris. La différenciation ovarienne nécessite I'absence du géne Sry. Ainsi, les cellules
somatiques peuvent entamer un programme génétique de différenciation femelle pour former des cellules de la granulosa. Les cellules de la
granulosa forment des clusters avec les cellules germinales XX et favorisent leur entrée en méiose. Ces clusters forment ensuite dans le
cortex les nids ovigéres, essentiels pour la formation des follicules primordiaux.

completement individualisés [48, 49]. Cette individualisa-
tion des ovocytes est importante pour la fragmentation des
nids ovigéres et la formation des follicules primordiaux.
Chez les rongeurs, la formation des follicules primordiaux
ne se produit qu’aprés la naissance.

Chez la femme, la différenciation des cellules
germinales dans l'ovaire foetal se produit de facon
asynchrone, a la différence des rongeurs. Les cellules de
la granulosa se différencient vers neuf semaines de vie
feetale [50]. Exceptés chez les rongeurs, I'ovaire foetal de
mammifére en développement présente une activité
stéroidogéne, attestée soit par une activité aromatase, soit
par une production de 17B-cestradiol. Cette potentielle
production d'cestrogénes feetaux a lieu avant 'initiation de
la méiose chez le lapin [51], les ruminants (brebis, chevre
et vache; ¢f [52] et 'Homme [53]. Une formation lente de
nids ovigeres se met en place, d’abord en périphérie, puis
dans les parties les plus profondes de 'ovaire (médulla), a
partir de la dixieme semaine de grossesse jusqu’a environ
17-20 semaines chez le foetus humain XX [54, 55].
L’activité stéroidogene et la formation de ces nids ovigeres
sontalors suivies par I'initiation de la méiose des premiéres
cellules germinales, vers onze semaines. L’entrée en

méiose est dépendante de l'expression préalable de
protéine ARN binding DAZL (pour deleted in azoosper-
mia-like) [56]. Les cellules germinales ayant exprimé Daz|
pourront s’engager dans le processus de la méiose. DAZL
permettra alors, dans I'ovaire foetal humain [57], mais pas
dans celui de souris, I'expression de BOLL lors de la
transition méiotique du stade zygotene vers le pachyténe.

Une autre différence majeure entre I'ovogenése de
souris et celle de la femme est la mise en place de
I'initiation de la folliculogenése. Chez I’humain, contrai-
rement a ce qui se passe chez la souris, la formation des
follicules primordiaux se déroule pendant la vie foetale et
commence entre les semaines 17 et 20, dés la fragmenta-
tion des nids ovigeres [58, 59] (figure 2). Dés 14-15
semaines, la majorité des cellules germinales ont atteint le
stade diploténe et certaines de ces cellules sont entourées
de quelques cellules de granulosa aplaties, formant les
premiers follicules primordiaux du cortex, de diamétre 30-
50 um [60]. Un début de croissance folliculaire basale est
amorcé pendant la vie foetale (indépendante des gonado-
trophines), contrélé par plusieurs facteurs agissant de fagon
autocrine ou paracrine pour former un dialogue entre
ovocytes et cellules somatiques [61]. Dans I'ovaire feetal
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humain, on peut observer I'entrée en croissance d’une
partie de ces follicules. En effet, I'ovocyte croit rapidement
et, dés vingt-deux semaines de vie in utero, des follicules
primaires sont visibles (26 %). A vingt-six semaines,
quelques follicules secondaires peuvent apparaitre, sus-
ceptibles d’étre producteurs d’cestrogénes [58, 59]. En
effet, a I'inverse de ce qui s'observe chez la souris, il existe
chez la femme une population de cellules stéroidogenes
entre douze et vingt semaines de vie feetale. Cette
population cellulaire, située dans la médulla, sécrete
des stéroides en tres faibles quantités [62, 63]. Elle décroit
fortement entre vingt et une et trente et une semaines,
période pendant laquelle des cellules similaires, les
cellules de la theque, moins nombreuses et plus petites,
apparaissent dans la partie interne du cortex, dés vingt
semaines de vie fcetale dans I'ovaire humain [64-66]. Leur
différenciation nécessite les facteurs DHH/AHH (pour
desert/indian hedgehog) et GDF9 (pour growth differentia-
tion factor 9), comme chez la souris, mais également la
sécrétion d’hormone lutéinisante (LH), de I'insuline/IGF1
(pour insulin-like growth factor-1) et KIT ligands [67]. La
sécrétion de stéroides pendant la vie feetale [68] augmente
avec la différenciation des cellules de la theque. Peu avant
la naissance (a quarante semaines de vie fcetale), des
cellules de la theque sont visibles autour de quelques
follicules en croissance dans la partie inférieure du cortex
(la majorité des follicules primordiaux étant dans la partie
supérieure du cortex). A ce stade, la réserve ovarienne est
établie [65].

Une étape fondamentale de 'ovogenése :
Pinitiation de la méiose

Chez les mammiféres, la méiose des cellules germi-
nales débute :
— pendant la vie feetale, chez les femelles (sauf la lapine :
autour de la naissance),
— en période postnatale chez les souris males, autour de la
puberté chez les méles des autres espéces.

Les rongeurs femelles ont une méiose immédiate et
synchronisée, tandis que la femme (comme les ruminants)
a une méiose retardée et désynchronisée. Au moment de
I'entrée en méiose des cellules germinales XX, la structure
ovarienne fcetale est organisée en cortex et médulla chez
les humains (et les ruminants) alors que l'organisation
ovarienne des rongeurs n’est pas aussi identifiable,

La méiose est constituée de deux divisions cellulaires
suivant une phase de réplication de 'ADN. La premiére,
réductionnelle, permet de diviser par deux le nombre de
chromosomes et permet le brassage de Iinformation
génétique. La deuxieme, équationnelle, ressemble davan-
tage a une mitose mais sans réplication préalable de
I’ADN, et n’a lieu que sur un seul chromosome. A la

différence des males, chez qui une cellule germinale
produit quatre cellules filles identiques apres divisions
méiotiques, les femelles produisent des cellules filles de
tailles différentes (globules polaires) et de facon disconti-
nue dans le temps.

Chaque division méiotique est constituée de quatre
étapes similaires a celle d’'une mitose (prophase, méta-
phase, anaphase et télophase). La prophase | de premiere
division méiotique est une étape fondamentale, de par sa
durée, importante, et de par les événements fondamentaux
qui s’y déroulent, a savoir les crossing-over entrainant des
échanges d’information génétique entre les chromosomes
parentaux. La prophase | est elle-méme sous-divisée en
cing étapes intermédiaires en fonction de I'état de
condensation des chromosomes :

- leptoténe : suite a la réplication de I'ADN, les
chromosomes forment des filaments accrochés a la
membrane par les télomeéres et les complexes protéiques
synaptonémaux commencent a se former sur les chromo-
somes homologues,

zygoténe : les chromosomes s‘apparient grace aux
éléments axiaux et centraux des complexes synaptoné-
maux,

pachyténe : les chromosomes homologues sont asso-
ciés en tétrade et les crossing-over se forment au niveau des
chiasmas,
— diploténe : les complexes synaptonémaux se dissocient,
les chromosomes homologues se séparent mais restent
attachés par leurs chiasmas.

A la différence des males, chez qui la méiose est un
processus continu dans le temps, le développement des
ovocytes est marqué par une pause au stade diploténe de
la premiére division méiotique. Cette pause peut durer de
quelques jours (chez la souris) a plusieurs années (chez la
femme). La méiose se poursuivra lors du pic de LH, c’est-a-
dire quelques heures avant l‘ovulation, moment ou
l'ovocyte entrera en deuxieme division de méiose,
marquera de nouveau un arrét au stade de métaphase II
(ovocyte 11}, pour se terminer définitivement lors de la
fécondation.

Chez la souris, dés 13,5 jpc, les ovogonies arrétent de
proliférer et commencent a se différencier en initiant la
premiere division de méiose [69, 70]. L'entrée en
méiose des cellules germinales XX se déroule selon une
vague antéropostérieure, conduisant a |'apparition d’ovo-
cytes | entre 13,5 et 15,5 jpc [69, 71]. A 15,5 jpc, la
majorité des cellules germinales ont initié la méiose, et ce
processus s'interrompt aux alentours de 16,5-17,5 jpc, ce
qui correspond au stade diploténe de la prophase |
71, 72].

L’entrée en méiose des cellules germinales, spécifi-
quement dans l'ovaire feetal, est controlée par de
nombreux mécanismes de régulation. La méiose est initiée
par le gene Stra8 a partir de 13,5 jpc chez la souris. Avant
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ce stade, I’expression de Stra8 est réprimée par des
modificateurs de la chromatine, tels que des histones
désacétylases (HDAC) [73] et le complexe PRC1 (pour
polycomb complex 1) (figure 4). Les marques épigénéti-
ques apposées rendent le promoteur de Stra8 moins
accessible et donc moins sensible a I'acide rétinoique [74].
La fonction inhibitrice de cette configuration chromati-
nienne est supposée étre progressivement contrebalancée
par la présence croissante d'acide rétinoique [74]. Méme si
le réle de |'acide rétinoique dans l'initiation de la méiose
femelle est encore contesté in vivo, cet agent n’en reste pas
moins capable de stimuler in vitro I'expression de Stra8,
mais également celle de Rec8, un autre facteur essentiel a
la réalisation de la méiose [75] (figure 4). Dans la gonade
male, a ce méme stade de développement, I'enzyme
CYP26B1 est responsable de la dégradation de I'acide
rétinoique [76]. Dans la gonade femelle n‘exprimant pas
CYP26B1, l'acide rétinoique ne serait pas dégradé,
pouvant ainsi exercer son action activatrice notamment,
sur le gene Stra8. Le dogme actuel soutient que |'acide
rétinoique produit par le mésonéphros est acheminé vers la
gonade via les tubules mésonéphrotiques connectés a
sa partie antérieure [69, 71, 77, 78]. De fagon intéres-
sante, la méiose est initiée par Stra8 de fagon décalée
entre 13,5 et 15,5 jpc, selon une vague antéropostérieure
qui correspondrait a I'acheminement progressif de
I'acide rétinoique dans la gonade. Néanmoins, le géne
Raldh1 est exprimé dans l'ovaire, se trouvant ainsi en
situation de générer une production locale d'acide
rétinoique et de participer a |'entrée en méiose des
cellules germinales XX [79].

Dmirt1
Rspal

PRC1  HDAC

1.

Msx1/2

Acide rétinoique —» Recl

Wntd —p  Siras8

L’entrée en méiose des ovogonies est également
contrdlée par d’autres facteurs, tels que :

MSX1/MSX2 (pour Msh homeobox 1/2), qui sont

nécessaires au maintien et a |'augmentation de I'expres-
sion de Stra8 [80],
— DMRT1 (pour doublesex and mab-3 related transcrip-
tion factor 1) qui stimule 'expression de Stra8 [81] et
surtout I"augmentation de la voie de signalisation femelle
WNT4/RSPO1/B-caténine permettant de réguler la pro-
lifération des cellules germinales XX et de promouvaoir leur
entrée en méiose [25] (figure 4).

Ainsi pour résumer, chez la femelle, le contexte
ovarien permet |'augmentation d‘expression de Stra8, qui
entraine une augmentation des génes méiotiques « classi-
ques » tels que Sycp3 (pour synaptonemal complex
protein 3), Spo1 1 (pour initiator of meiotic double stranded
breaks) et Dmc1 (pour DNA meiotic recombinase 1),
essentiels a la formation/réparation des cassures d’ADN
double brin et a la réalisation de la méiose |75, 82-84]
(figure 4). Les ovocytes passent par les différents stades
méiotiques de prophase | : leptoténe, zygoténe, pachy-
tene puis diplotene, ol la méiose se bloque.

Autre étape fondamentale de
ovogenése : la formation des follicules
primordiaux

Selon les especes, la formation des follicules se déroule
soit en période feetale (chez la femme mais aussi chez les
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Figure 4. Initiation de la méiose dans I'ovaire foetal chez la souris. La méiose des cellules germinales primordiales XX sert a former des
gametes femelles haploides. Elle débute lors de |a vie foetale, a 13,5 jpc, et reste bloquée au stade diploténe de prophase | jusqu’a l'ovulation.
L’expression des genes de pluripotence Sox2 et Oct4 diminue lors de la différenciation des CGP XX, tandis que les facteurs ovariens RSPO1
et WNT4 augmentent et favorisent 'expression de Stra8. Les régulations représentées (— : stimulations et | : inhibitions) peuvent étre

directes ou indirectes.
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ruminants) soit en période néonatale (chez les rongeurs et
le lapin). Les follicules primordiaux se forment dans un
ovaire structuré (cortex/médulla), lorsque les ovocytes sont
bloqués en prophase | au sein des cordons ovigéres. La
fragmentation de ces cordons permet |'individualisation
des ovocytes et donc la formation de follicules primor-
diaux, grace, également, a la coopération des cellules
prégranulosa et des cellules parenchymateuses.

La folliculogenése peut étre divisée en trois grandes
étapes qui sont :
—la mise en place du stock de petits follicules
primordiaux, qui constituera la réserve ovarienne dont
disposera la femelle pendant sa vie reproductive,
— la croissance folliculaire basale, indépendante des
hormones gonadotropes hypophysaires (hormone follicu-
lostimulante [FSH] et LH), qui comprend l'entrée en
croissance d'un pool de follicules primordiaux jusqu’au
stade préantral chez la souris [85] et antral chez la femme.
En I'absence des hormones gonadotropes, ces follicules
dégénéreront par apoptose,
— la croissance folliculaire terminale, strictement dépen-
dante des gonadotropines, qui va du stade de follicule
antral jusqu’a l'ovulation.

La fertilité de la femelle dépend de chacune de ces trois
étapes. Chez certaines especes, notamment chez la
femme, les deux premiéres étapes peuvent avoir lieu au
cours de la vie feetale. Chez la souris, un cycle de
folliculogenese complet dure environ vingt-deux jours,
alors que chez la femme, ce processus représente de 112 a
132 jours [86]. Néanmoins, dans les deux espéces, la
folliculogenése basale dure 75 % du cycle.

Chez la souris, aux alentours de la naissance, les nids
ovigéres commencent a se fragmenter et chaque ovocyte
s’entoure de cellules de la granulosa, pour former un
follicule primordial. L’'ensemble des follicules primordiaux
présents au niveau du cortex ovarien constituera la réserve
folliculaire de la femelle [61, 87] (figures 3-4). Fragmenta-
tion des nids ovigeres et mort cellulaire programmée
(apoptose) sont liées, lors de la formation des follicules
primordiaux. Une régulation fine de ces mécanismes est
donc nécessaire afin de pouvoir individualiser les ovocytes
et assurer leur survie, par exemple en éliminant les
ovocytes en exces. Différents facteurs de survie/apoptose
(BCL2, BAX [pour Bcl-2 associated X], etc.) ou méme
d’autophagie, interviennent notamment dans cette régula-
tion. Lors de la fragmentation des nids, un tiers seulement
de la population d’ovocytes est entouré par des cellules de
la granulosa et forme des follicules primordiaux, tandis que
le reste des ovocytes, n'ayant pas pu étre soutenu, entre en
apoptose [87]. Les facteurs cruciaux participant a la
fragmentation et a la formation des follicules primordiaux
sont représentés dans la figure 3 et le tableau 2. La
formation de ces follicules primordiaux est dépendante
également de facteurs de transcription, comme le facteur

Tableau 2. Facteurs intervenant dans la fragmentation des nids
ovigéres et la formation des follicules.

Mécanismes Protéines Références

Fragmentation des nids ovigeres
FIGLA (88, 114]
FST [115]
NOTCH [116]
ZP1/2/3 (zone pellucide)  [114]

Apoptose BAX [117]
CASP2/3 [118]

Survie BCL2 [119]
NTRK2 [120, 121]
(neurotrophine)
NGF (neurotrophine) [122]

Autophagie ATG? [123]
BEC1 [123]

Formation des follicules primaires

Maintien de la réserve PTEN [124, 125]
FOXO3A [125, 126]

Entrée en croissance PI3K/AKT 127]
mTORC [128]
NOBOX [129]
LHX8 [130]
SOHLH1 et SOHLH2 [131, 132]
BMP4 et BMP7 [133, 134]
FGF2 et FGF2R [135, 136]
LIF [137]

Maturation des cellules FOXL2 [38]

de la granulosa

Formation des follicules secondaires
GDF9 [138]
Activine [139]
TBP2 [140]
TAF4B 141, 142]
FGF7 et FGF7R [143]

Formation des follicules préantraux
BMP15 (98]
Activine et inhibine [991
Insuline et IGF1 [100]
FSH et FSHR [101]
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ovocytaire FIGLA (pour folliculogenesis specific basic
helix-loop-helix), dont l'inactivation du gene, chez la
souris, abolit la formation des follicules apres la naissance,
et induit une disparition des ovocytes et donc une stérilité
des femelles [88]. Des mutations de FIGLA ont été trouvées
chez des femmes avec IOP [89]. FOXL2, spécifique des
cellules de granulosa a ce stade de développement,
participe également a la formation des follicules primor-
diaux. Son absence, chez la souris, entraine un défaut
d’organisation et de prolifération de ces cellules somati-
ques ovariennes [39]; chez la femme, des mutations du
géne FOXL2 entrainent, entre autres, une 10P [90]. Enfin,
des facteurs de croissance (comme le NGF [nerve growth
factor]) et différentes voies de signalisation (certains
membres de la famille des facteurs de croissance
transformants B [TGFB]) interviennent dans la mise en
place des follicules.

Il faut noter que, chez la souris, quelques follicules
primordiaux issus d’'une premiere phase de différenciation
des cellules de la granulosa commencent a se former dans
la zone la plus proche de la médulla, dés 17,5 jpc [87, 91].
Lors de la premiere vague de folliculogenése aprés la
naissance, ces follicules sont activés en premier et entrent
progressivement en croissance [92]. La mise en place plus
tardive du stock de follicules primordiaux démarre dans la
partie la plus externe du cortex, entre la naissance et le
cinquieme jour [93]. Cette réserve servira pour la
folliculogenese, tout au long de la vie reproductive.,

Dans l'ovaire feetal humain, les deux premiéres étapes
de la folliculogenése, a savoir la formation des follicules
primordiaux et la croissance folliculaire basale, ont lieu
pendant la vie feetale. La formation des follicules
primordiaux se produit autour de la seizieme semaine
de grossesse [94]. La folliculogenése basale débute par le
recrutement d’une cohorte de follicules primordiaux qui
entrent en croissance et deviennent des follicules
primaires, tandis que le reste de la réserve est maintenue
quiescente. Ceci fait intervenir différentes voies de
signalisation opposées qui favorisent soit le maintien, soit
I'entrée en croissance, par l'intermédiaire de nombreux
facteurs d'origine ovocytaire (comme GDF9, BMP15 et
KIT), dont les récepteurs sont situés sur les cellules de la
granulosa (TGF-f de type l et I, KITL). Ces facteurs agissent
selon un mode paracrine et assurent une bonne commu-
nication entre ces deux types cellulaires, indispensable
pour la formation et la survie du follicule [95]. Les facteurs
participant a cet équilibre sont représentés dans la figure 5,
et plus de détails sur leur fonction sont donnés dans le
tableau 2. Ces facteurs peuvent aussi étre produits par les
cellules de la theque des follicules plus avancés mais
également par les cellules de la granulosa et par I'ovocyte,
qui communiquent étroitement et influent I'un sur I'autre.
Par ailleurs, la transition vers le stade de follicule primaire
est marquée par la différenciation des cellules de la
granulosa, qui passent d’un état allongé quiescent a un état

cuboidal prolifératif. Cette maturation est dépendante de la
protéine FOXL2 (pour forkhead box L2), spécifiquement
exprimée par les cellules de la granulosa [38] (figure 5), et
est essentielle pour que les cellules de la granulosa
puissent assurer leur role de soutien envers |'ovocyte.

La réserve ovarienne est en permanence controlée par
des facteurs qui exercent soit une action inhibitrice
(maintien au stade de follicules primordiaux voire
primaires), soit une action activatrice (croissance des
follicules). La voie inhibitrice comprend notamment
I’'hormone antimdillérienne (AMH) et son récepteur AMHR,
exprimés par la granulosa, les facteurs ovocytaires PTEN
(pour phosphatase and tensin homolog) et FOXO3A. Les
facteurs activateurs sont plus nombreux et sont produits
par l'ovocyte (SOHLH1/2 [pour spermatogenesis and
oogenesis specific basic helix-loop-helix 1/2], LHXS,
NOBOX [pour newborn ovary homeobox], la voie
phospho-inositide 3-kinase [PI3K]), ou par les cellules
de la granulosa (KITL, FOXL2, LIF).

Les cellules de la granulosa du follicule primaire
proliférent ensuite jusqu’a former deux couches autour de
I'ovocyte, conduisant a la formation du follicule secon-
daire (figure 5). Cette transition est dépendante de la
capacité de prolifération des cellules de la granulosa et de
la maturation de I'ovocyte, et nécessite, une fois encore,
I'intervention de plusieurs facteurs de croissance et de
transcription (figure 5 et tableau 2). C'est au stade
secondaire que la zone pellucide de 'ovocyte s’épaissit
[96]. La mise en place de connexions, notamment via des
jonctions communicantes réalisées par la connexine 43
(CX43) [97], est alors primordiale pour la communication
entre |'ovocyte et les cellules de la granulosa (figure 5).
C’est également au stade secondaire que le follicule
s‘entoure d'une ébauche de cellules de la theque interne et
que s’engage une légére activité stéroidienne.

Les follicules secondaires évoluent ensuite en follicules
préantraux, avec une prolifération importante des cellules
de la granulosa (figure 5). Ceci fait notamment intervenir le
facteur de croissance BMP15 [98] qui agiten synergie avec
GDF9 pour assurer la multiplication des cellules de la
granulosa, ainsi que d’autres facteurs tels que |'activine et
I'inhibine [99]. Une communication bidirectionnelle entre
ovocyte et cellules somatiques entourant cet ovocyte est
donc nécessaire tout au long de la mise en place de la
réserve ovarienne. De plus, la folliculogenése basale est
indépendante de la FSH mais, pendant la croissance des
follicules préantraux, ceux-ci acquiérent progressivement
un nombre de plus en plus important de récepteurs a la
FSH. Le follicule développe parallelement de plus en plus
de récepteurs aux stéroides, tel que ESR1/2 (estrogen
receptor 1/2), et aux facteurs de croissance tels que IGF1R
(I"insuline et IGF1 sensibilisent le follicule préantral a la
FSH [100]) et récepteur du facteur de croissance
épidermique (EGFR), important pour la sélection du
follicule et la maturation de I'ovocyte [101, 102] (figure 5).
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A la fin de la croissance folliculaire basale, I'ovocyte a
effectué I'essentiel de sa croissance avec une activité
transcriptionnelle importante (production d'un stock
d’ARN) [101, 102]. Les cellules de la granulosa ont atteint
leur pic de prolifération et de production d’AMH, qui
inhibe la croissance des follicules plus petits et
atténue leur sensibilité a la FSH [103-105] (figure 5).
Le follicule, jusqu’alors principalement régulé selon un
mode d’action paracrine, ovocyte/granulosa, deviendra
dépendant des gonadotropines et des stéroides, et son
augmentation de volume sera principalement due a la
formation de I'antrum.

La formation des follicules primordiaux et la follicu-
logenése basale sont donc des phénomeénes hautement
régulés par des facteurs agissant localement, de fagon
paracrine ou autocrine. Une communication moléculaire

BAX
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E2 FOXO3A
Inhibine - ° AMH

- Follicules Follicule Follicule Follicule
Nid ovigére primordiaux primaire secondaire préantral
FIGLA NOBOX GDF9 GOF9
ZP112/3 LHX8 ZP1/2/3 D d
KIT/KITL SOHLH1/2 TBP2 i
NOTCH PI3K/AKT KIT/KITI “Fsgr'i?f’, )
FST MTORC FGF7/FGF7R et i
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FOXI NTRK2
LI NGF
BMP4/7 Activine
NTRK2
NGF
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A=) Cellule de la granulosa immature (allongée)
O Cellule de la granulosa mature (cuboidale)

bidirectionnelle existe entre I'ovocyte et les cellules
somatiques qui I’entourent, permettant ainsi le maintien
des petits follicules dans la réserve ovarienne ou, au
contraire, son activation et sa croissance.

En conclusion

Depuis plusieurs dizaines d’années, il est de pratique
courante, lorsque le role d'un gene est inconnu, d’inhiber
I'expression ce géne dans le génome murin et d’observer le
phénotype qui en procede. Ainsi les progrés de la
génétique ont-ils permis de mettre en évidence le role
fondamental de certains genes dans la différenciation
ovarienne et la constitution de la réserve de gametes
femelles murines. Ces génes peuvent étre de bons

BMP4/7
FGF7
AMH NGF
E2 Testostérone
AMH

AMH Inhibine

AMH

~ Cellule de la théque |

@ Ovocyte

Figure 5. Régulation de la croissance folliculaire basale. Les principaux facteurs et leurs récepteurs intervenant entre chaque transition ont
été représentés : en bleu lorsqu’ils sont ovocytaires, en orange lorsqu’ils sont présents dans les cellules de la granulosa (*) et en violet quand
ils sont produits par la théque (—). Les facteurs en noir n’ont été attribués a aucun de ces trois types cellulaires. Les fleches vertes (t) sont des

stimulations, et les traits rouges (| ) des inhibitions.
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candidats pour expliquer certaines infertilités dans I'es-
peéce humaine. Pour autant, le recours aux modeles murins
ne connait des limites, des différences existant entre
I'ovogenese feetale de la souris et celle de la femme.
En effet, une activité stéroidogéne existe au sein des
ovaires foetaux dans le premier tiers de gestation chez
I'Homme (ainsi que chez les ruminants), qui n’existe pas
chez les rongeurs. De plus, I'organisation structurale de
I'ovaire (parties corticale/médullaire) et la présence de
cordons ovigeres se mettent en place avant l'initiation
d’'une méiose désynchronisée chez la femme (et chez les
ruminants), ou aprés |'initiation d'une méjose synchronisée
chez les rongeurs. Ceci permet de différencier des espéeces a
méiose immédiate et retardée. La période qui sépare la fin de
lamultiplication des ovogonies et 'initiation de la méiose ne
dure que quelques jours chez la souris et plusieurs semaines
chez la femme (et chez les ruminants). Enfin, la formation
des follicules a lieu pendant la vie foetale dans I'espece
humaine (et chez les ruminants) alors que la réserve
ovarienne ne se forme qu'aprés la naissance chez les
rongeurs. L'ovogenese feetale de la femme serait-elle
finalement plus proche de celle d'une brebis, d'une chevre
ou d'une vache que du modéle murin ?

Liens d'intérét : Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d'intérét en
rapport avec cet article.
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