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Etude de 1'effet de 1'androsténedione
sur l'activité ovarienne de la brebis Texel.
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Résumé.
L'utilisation d'un produit immunogene anti-androstenedione (Fecundin ®) permet d'augmenter
le taux d'ovulation de 1,41 a 2,03 chez la brebis Texel.
Pour mieux cerner les mécanismes d'action d'une telle immunisation, nous avons, par endoscopies,
suivi, pendant la durée d'un cycle oestral, 1'évolution des processus ovariens chez sept brebis ayant
regu aux préalable deux injections de Fecundin ® pour I'immunisation et deux injections d'Estru-
mate ® pour leur synchronisation. Ces brebis ont ét€ comparées a des brebis n'ayant pas été€ immu-
nisées.
Nous en tirons les conclusions suivantes;

l'immunisation active contre 'androsténedione augmente le taux d'ovulation par :

- un recrutement intensifié€ des follicules suite a une élévation du taux de FSH,

- I'installation durable et forte, sous l'effet d'une sé€crétion intense d'oestradiol-178,
de la dominance des follicules sains, associée a des phénomenes de codominance
locaux,

- une sélection accrue au cours de la seconde vague de croissance,

- une protection des follicules contre l'atrésie.

Abstract.
The use of an immunogenic product against androstenedione (Fecundin ®) can increase the
ovulation rate from 1,41 to 2,03 in the Texel ewe.
For a beter understanding about the mecanism of the action of such an immunisation, we have, by
endoscopies, followed, during the time of an oestral cycle, the evolution of the ovarian processes
in seven ewes which have received two injections of Fecundin ® for the immunisation and two in-
jections of Estrumate ® for the synchronisation. This ewes were compared to ewes not immunised.
We draw the next conclusions;

the active immunisation against androsténedione increase the ovulation rate by :

- an intensified recruitment of the follicules, effect of a rise of the FSH rate,

- strong and of longduration installation, caused by an important secretion of oestra-
diol-178, of the domination of healthy follicules, associated with local codomi-
nation phenomenon,

- an increased selection during the second growth wave,

- a protection of the follicules against atresia.
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INTRODUCTION



Pour comprendre les différents uécanisues de la reproduction
et, le cas échéant., les modifier, le mouton constitue un matériel
expérimental intéressant : sa docilité, sa proximité taxonomique
avec 1'honme et son état sexuel annuel sont autant d'avantages
dont peut profiter le chercheur.

De gros progreés ont été accomplis depuis gquelques décennies
dans l'amélioration des productions animales, que ce soit en géné-
tique, en alimentation, en pathologie ou en reproduction. Dans ce
dernier domaine, les traitements hormonaux, 1'insémination artifi-
cielle ou la transplantation embryonnaire sont largement utilisés.

Une des techmiques qui présente aujourd'hui un intérét évi-
dent est 1'immmisation de la brebis contre ses hormones. Cette
technique qui a vu le jour & la fin des années septeante a perumis
d'en savoir plus sur les mécanisumes endocriniens régissant 1l'acti-
vité ovarienne. Toutefois, de nombreux contrdles restent obscurs.

Afin d'éclaircir les phénoménes de recrutenent et de sélec-
tion qui waitrisent la croissance folliculaire terminale au sein
de 1'ovaire, 1'équipe de SCARAIMUZZI (1977), se basant sur des
travaux de MARTENSZ et al. (1976) et de BAIRD et al. (1976) s'est
attaché a 1'étude de l'androsténedione. L'immunisation de brebis

de race #¥elsh IMounisin contre cette hormone a permis & ces cher-
cheurs d'observer une augmentation notable du taux d'ovulation.

Suite & ces résultats, une firme pharmaceutique australienne
GLA¥O, & mis au point et commercialisé un produit immunogéne, le
FECIHNDIN ®, que plusieurs laboratoires, en France principalement,
utilisent actuellement afin d'en étudier les effets stimulants sur
le taux d'ovulation chez différentes races comme 1' ZZe-de-France,
la Frésipes du sud ou la Merinos d'dries



Nous avons entrepris les mémes études sur la race de mouton
la plus répandue en Belgique, la 7erel, dans le but de cerner les
évolutions hormonales, structurelles {au niveau de 1l'ovaire) et
pondérales qu'entraine 1'immunisation contre 1'androsténedione.

La phase de croissance folliculaire terminale a plus parti-
culigrement retenu notre attention. Sa dvnamique a été suivie par
endoscopies et des prises de sang ont permis le dosage des diffé-
rentes hormones et la déterminstion du taux d'anticorps.

Notre travail se divise en divers chapitres successifs. En
premier lieu, il a été nécessaire de faire une étude bibliographi-
que qui mentionne les nombreuses recherches antreprises sur diffé-
rents aspects de la reproduction de la brebis: généralités, méca-
nismes et contrdles de la croissance folliculaire, moyens artifi-
ciels de modification du taux d'ovulation et immunisations de la
brebis contre ses hormones, en particulier, 1l'androsténedione.

La description du plan expérimental et des techniques utili-
sées est suivie de celle des résultats et de leur discussion.

Les conclusions précedent une liste succinte des perspecti-
ves de recherches pour 1l'avenir.

FERI PRI RIS RSSO FIFS FE RS PO PR FI REREFI FE PI PR SRS




ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE




A Description génédrale de la reproduction de la brebis

Le mouton domestique (Ovigs sries) est une espéce qui pré-
sente une suite de cycles oestraux lors d'une saison déterminée. On
appelle ce type d'activité sexuelle : polyoestrus saisonnier.

Les cycles sexuels de la brebis 7ereZ débutent au moment de
la photopériode décroissante (automne). Il se succeéde alors de 7 &
13 cycles ovulatoires, tous les 16 jours environ. L'arrét des cycles
est contrdlé par la photopériode croissante de fin décembre. La
brebis Fzrel n'est donc capable de se reproduire que pendant 3 & 4
wois sur toute l'année. Tout autre état porte le now d'anoestrus.

La brebis est pubgre vers l'adge de 7 & 9 mois si elle est
née suffisamment tét dans la saison et si son développement n'a pas
eté entravé. Sinon, la puberté est retardée d'un an.

Aprés la puberté, 1l'apparition des cycles est sous contrdle
de la mélatonine, dont la libération dépend de la photbpériode et
qui agit sur la sécrétion de GnRH (Gonadotropin Releasing Hormon)
par 1'hypothalamus (BIJIIAN et sl. ., 1985, cité par ROBINSON et al. .
1985). La GnRH augmente la fréquence de décharge des gonadotropines
par 1'hypophyse et ces derniéres, psr la vole sanguine, agissent sur
la libération des stéroides par 1'ovaire. On a pensé expliquer l'en-
trée en reproduction par une trop forte concentration en PRL (Pro-
lactine) (BISTER, 1980), mais cette solution senble abandonnée.

Le premier cycle sexuel de chaque saison de reproduction est
le plus souvent silencieux : il n'entraine aucune ovulation.

Apres un accouplement fécond, la brebis entre en état d'a-

noestrus de gestation, état maintenu par 1'envoi, par 1'embryon,
d'un umessage chimique au role lutéolytique ou lutéotrophique.
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Suite & la mise-bas ou parturition, la brebis allaite ses
agneaux jusqu'au sevrage, cé qui maintient ou renforce 1'état d'a-
noestrus. Le facteur primordial de maintien de cet état est la sti-
nulation mécanique et nerveuse des wammelles {Tétée) qui secrétent
abondamment la PRL.

Ces différents états d'anoestrus n'interrompent pas l'acti-
vité ovarienne : elle est ralentie car 1'ovaire secréte encore et

peut porter de gros follicules (KAIMMERLADE et al., 1952) pouvant
ovuler.

L'origine du ralentissement secrétoire et mitotique de 1'o-
vaire en ancestrus semble étre la perte du mécanisme de feed-back
positif entre 1'oestradiol et la LH (Luteinizing Hormon) (LEGAN et
al., 1977).

B. 1e cvcle oestral de la brebis

1. Description globale

Pour la brebis, on prend soit le jour de la manifes-
tation des chaleurs {oestrus), soit le jour de 1'ovulation
{24 4 48 heures apres 1'oestrus) comme jour “0" du cvycle
ovulatoire.

Le cycle peut étre divisé en deux périodes : la phase
lutéale ou progestagénique et la phase préovulatoire ou oes-
trogénique.

La premiére dure environ 12 & 13 jours. Suite & 1'é-
jection de 1'oocyte par le follicule {(J"0"), le corps jaune
glande endocrine richement vascularisée s'édifie & partir
des cellules lutéales (Granulosa) et paralutéales (Théque
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interne), sous l'action de la LH, de la FSH (Follicle 5ti-
nulating Hormon) et des ocestrogénes (IMAC NATTY et THURLOGOG,
1974, cité par FOSSION, 1985). La PRL active la synthése du
cholestérol et la LH stimule sa conversion en progestérone
par les cellules lutéales. Cette hormone agit par feed-back
négatif sur l'axe hypothalamo-hypophysaire pour bloquer
toute nouvelle ovulation.

Le début de maturation d'une nouvelle vague de folli-
cules & la fin du cycle entraine une sécrétion suffisante
d'oestrogénes pour induire la libération de PGFza par 1'en-

dometre utérin (BERTRAND et CHARTRE, 1976). Cette substance

a un effet lytique sur le corps jaune qui perd ses capacités
secrétrices et se transforme en corpus albicans, trace ponc-
tuelle blanchétre & la surface de 1'ovaire. Cette structure

ne semble jouer aucun rdle physiologique.

Au cours de la seconde période, certains follicules
qui ont franchi plusieurs stades de développement jusqu'au
stade de follicule & cavité (antral) sont recrutés. Le choix
de ces follicules se fait dans la zone de 1'ovaire ol la
chute de progestérone est la plus rapide. De plus, la FSH
agit sur le follicule en initisnt la formation de récepteur
&4 la LH (ZELZNIK et al. ., 1974)

Les follicules recrutés (nous verrons au chapitre
suivant le controle du recrutement) grandiront de 0,3 & plus
de 5 um, avec accroissement important de la cavité antrale
contenant le fluide folliculaire. Ce liguide renferme des
cybernines ou gonadocrinines émanant des cellules de la gra-
milosa. Le role de ces substances est important : contrdle
du développement folliculaire, de 1l'ovulation et de la luté-
inisation (FRANCHIIONT et al., 1977 IMORDER et al., 1977;
SCHWARTZ et CHANNING, 1977).
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steroidogenic pathway from A% to A* -- synthesis of
to PGF,a ratio toward PGF,a in the thecal layer. Decrease in

of PGE, by granulosa cells. (7) Vasoconstriction. (8) Production of collagenase. (9)

Ischemia and proteolysis weaken the follicular wall to the state of rupture. (10) Contractility and
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Les follicules synthétisent progressivement de plus
en plus d'oestrogenes (HAY et MOOR, 1975; MOOR et al., 1975;
cités par MURDOCH et DUNN, 1982), ce qui, chute de progesté-
ronémie & J"0" aidant, permet une stimulation suffisante du
centre cyclique hypothalamique. La GnRH libérée stimule &
son tour la fréquence de libération de la LH.

Au cours de cette croissance folliculaire terminale,
une hiérarchie s'opeére au sein de 1'ovaire entre les diffé-
rents follicules. permettant & certains de grossir plus
rapideunent et de mieux résister & la dégénérescence (Atré-
sie) qui peut survenir & tout moment. L'oestradiol favorise
la formation de 1l'antrum et limite 1'atrésie.

Les plus gros follicules {(de plus de 6 mm) sont dit
"sélectionnés” ou préovulatoires.

L'ovulation commence avec le feed-back positif du pic
d'oestradiol qui provoque l'apparition des pics de LH et de
FSH. Le pic de LH stoppe les mitoses. Les cellules de la
theéque interne secrétent ensuite une enzyme protéolytique,
la collagénase, qui attaque progressivement la paroi. La
vascularisation se modifie et les nembranes thécales et gra-
nulosales du follicule s'affinent en surface de 1'ovaire en
un point appelé s2izms ou &per. Finalement, le stigua se
rompt, laissant échapper le fluide folliculaire qui entraine
avec lui 1'ovocyte. Les muscles lisses de la theéque externe
interviennent dans cette expulsion, sous contrdle du systéme
nerveux adrénergique et cholinergique de tvpe muscarinique
(BISTER, 1982). Apreés la libération, la cavité s'emplit d'un
caillot sanguin.

L'ovocyte est recueilli par le pavillon de 1'oviducte
et se déplace vers l'ampoule (au premier tiers de 1'oviduc-
te) ol il sera éventuellement fécondé. Si c'est le cas. le

zygote néoformé par fusion des noyaux de 1'ovule et du sper-
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matozoide descend dans 1'utérus, se développe et finit par
3'y implanter.

2. Les hormones contrdlant le cycle

NOM ET STRUCTURE DE L'HORMONE : L'hypothalanus secrete la
gonadostimuline ou GnRH {(Gonadotropin Releasing Hormon). A
1'heure actuelle, il existe de nombreuses discussions quant
4 sa nature : est-ce une hormone unique contrdlant & la fois
les décharges de LH et de FSH. ou sont-ce deux entités qui
ont chacune leur cible hypophysaire ? De ce fait, d'autres
nons sont dommés & cette hormone : LRF (Luteinizing hormon
Releasing Factor), FSH.RF (FSH Releasing Factor) ou GnRF
{Gonadotropin Releasing Faciaor). Ce facteur est de nature
protéique.

LIEUX DE SECRETION : Le noyau arqué de la région ventromedi-
ane est un centre qui libeére 1'hormone sous forme de pulses
dont la wariation de fréquence peut perturber le déroulement
du cvcle, allant méme jusqu'é son arrét {BISTER, 1982).
Cette région est sensible & 1'inhibition des oestrogénes et
des progestagénes, si ceux-ci agissent en grande concentra-
tion.

Un second centre, situé dans 1'aire préoptique est une autre
zone de libération de la GnRH et il répond au feed-back (ré-
tro-contrdle) positif des oestrogeénes. Par contre, il est
inhibé par la progestérone.

ROLE DE L'HORIMOME : La GnRH a un role activateur sur la sé-
crétion des hormones hypophysaires.

EVOLUTION AU COURS DU CYCLE : La concentration sanguine de
la GnRH est constante pendant la majeure partie du cycle. Il
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3'agit du taux basal. Suite au pic des oestrogénes et préceé-
dant ceux de la LH et de 1a FSH, le taux de GnRH sanguin
subit une élévation progressive suivie d'une chute lente.
C'est le pic préovulatoire de GnRH.

N

b. Hormones Hyvpophysaires

’

NOM ET STRUCTURE : La FSH (Follicle Stimulating Hormon) est
une hormone glycoprotéique de poids moléculaire de 32.000
daltons. Elle doit son nom & un de ses rdoles : la stimula-
tion de la croissance folliculaire.

LIEU ET IMODE DE SECRETION : La région de 1'hypophyse qui
libeére la FSH est 1l'adénohvypophvse. Elle secrete de fagon
continue.

EYOLUTION AU COURS DU CYCLE : Le profil de sécrétion de la
F5H au cours du cycle est rythmique, sous forme d'une évolu-
tion sinusoidale mise en évidence par BISTER (1980) et MIL-
LER et al. (1981). On peut diviser le cycle en trois vagues
d'intensités identiques, de 5 & 6 jours chacune.

Une importante sécrétion de FS5H, dont le taux atteint trois
fois le taux basal, se produit avant 1'oestrus; Elle est su-
ivie 36 heures plus tard par une nouvelle élévation, moins
marquée, s'eétalant sur 24 & 36 heures (BISTER et PAQUAY,
1963; BAIRD et al., 1981; MILLER et al., 1982; chez le lapin
: MILLS et al., 1981). Le premier pic représente la réponse
hypophysaire au feed-back positif des oestrogénes et au pic
de GnRH. Le second, décharge post-ovulatoire mise en éviden-
ce par HOAK et SHWARTZ (19560) sur le hamster, serailt un ac-
croissement de la sécrétion tonique de FS5SH, en réponse & une
levée d'inhibition du follicule préovulatoire, suivi d'un
déclin graduel di & un rétro-contrdle négatif de la proges-
térone en concentration de plus en plus élevée.



10

Human H,N-Val -Gln - Aap-Cys-Pro-Glu -Cys- Thr- Leu-Gln -Glu - Awn- Pro- Phe-
Bovine,

ovine! HyN-Phe-Pro-Asp-Gly -Glu - Phe-Thr-Met-  -Gly - -Lys-  -Lys- -Lys-Tyr-
Porcine HyN-Thr-Met- -Gly - -Lys -Lys- -Lys-Tyr-

20 30

Human -Phe-Ser -Gln-Pro-Gly +Ala - Pro- lle - Lau-Gln -Cya-Met-Gly -Cys-Cyn- Pha-Ser -Arg-Ala - Tyr- Pro-
Bovine,

aviite -Lys- -Asp- ~Tyr-

Porcine -Lys- Leu- -Tyr-

CHO
40 | 50
Human -Thr-Pro- Leu-Arg-Ser - Lys- Lye-Thr- Met- Leu-Val -Gln - Lys-Asn-Val-Thr-Ser -Glu -Ser - Thr-Cys-
Bovine,
uvl:: -Ala- -Pro- -lle- -Ala-
Porcine -Ala- -Pro- -lle- -Ala-
80 0 o
I‘Bl::'nu -Cys-Val-Ala-Lys-Ser -Tyr-Asn-Arg-Val -Thr-Val -Met-Gly -Gly - Phe- Lys-Val-Glu -Asn-His - Thr-
1
ovh:‘ -Ala-Phe-Thr-Lys-Ala - -Asn-Val-Arg-
Porcine Ala - Phe-Thr-Lys-Ala - -Asx-Ala-Arg- -Ser-
80

Human -Ala-Cys-His -Ser -Cys-Thr-Cys-Tyr-Tyr-His - Lys-SerOH
Borvine, Gl

ovine e <OH
Porcine ~Glu- -Cys-His - -OH

Amino acid sequences of human, bovine, ovine, and porcine LH-a. The sequence
of the bovine subunit was established by homology with b-TSH-a. Source: h-LH-a, Sairam et al.
(1972); b-, o-LH-a, Dayhoff (1972, pp. D-198 and D-199); p-LH-a. Maghuin-Register et al.

(1972).
FIGURE 2 . Structure de la LE
10 ?’HO 20

Human H,N-Ser -Arg-Glu-Pro-Leu-Arg-Pro-Trp-Cys-His -Pro - [le -Asn-Ala - Ile - Leu-( )-Ala-Val-Glu-Lys-Glx -Gly -Cys-
" Ovine -Gly- -Leu- -Gln- “Thr- () -Ala- -Glu-Ala-

Porcine -Gly - -Leu-  -Glx- -Thr-  -Arg- -Ala -Glx -Asx Ala -

¢HO -

Human Pro-Val-Cys - Ile -Thr-Val - Asn-Thr-Thr - Ile -Cys-Ala -Gly -Tyr-Cys-Pro-Thr-Met-Arg-( )-Val-Leu-Gln-Ala-

Ovine -Phe-Thr-  -Ser- -Ser-  -Lys-Arg- -Pro-Val-lle-

Porclne -Phe-Thr-  -Ser- -Ser - -Arg- -Pro-Ala-Ala-

S0 60

Human Val-Leu-Pro-Pro-Leu-Pro-Gln-( )-Val-Cys-Thr-Tyr-Arg-Asp-Val-Arg-Phe-Glu - Ser - lle - Arg- Leu-Pro-Gly -

Ovine -Met- -Arg- -His -Glu - Leu- -Ala- -Val-

Porcine -Val- -Glx -Pro- -Arg-Glu-Leu-Ile - -Ala - -Ser -

70 80 90
Human Cys-Pro-Arg-Gly -Val-Asp-Pro-Val-Val-Ser -Phe-Pro-Val -Ala - Leu-Ser - Cys-Arg-Cys-Gly - Pro-Cys-Arg-Arg-

Oxine -Met- -His- -Leu-
Porcine ~Thr- -His- -Leu-

-Pro-

-Pro- -Asx-

110

Glx - Pro-His (Ser, Lys, Gly JOH
-Pro-Leu-Pro-Asp - [le - LeuOH
-Pro-Leu-Pro-Gly - Leu- LeuOH

100
Human Ser -Thr-Ser - Asp-Cys-Gly -Gly -Pro-Lys-Asx-His - Pro- Leu-Thr- Cys-Asx-
Ovine -Ser -Thr- «Pro-Gly -Arg-Thr-Glx - -Ala- -His -
Porcine -Ser -Ser - -Pro-Gly -Arg-Ala-Glx - -Ala- -Arg -

Amino acid sequences of human, ovine, and porcine LH-B. Deletions are indicated by (). The amfno (eqninal ends of :-LH-,ﬂg ;r;;i
p-LH-B are acylated. Bovine LH-B is identical with o-LH-B except for residue 42 Wg insl.ead of Lys; Maghuin-Register and Dockier, 3
Source: human, Shome and Parlow (1973); ovine, Ward et al. (1973); porcine, Maghuin-Register and Hennen (1972).
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ROLE DE LA FSH : L'action de la FS5SH se fait sentir au niveau
de 1'ovaire, et plus précisément sur le follicule pré-antral
initiant chez celui-ci la formation de récepteurs & la LH
(ZELZNIK et al., 1974). En outre, de plus en plus d'éviden-
ces montrent une correlation entre la sécrétion de FSH et
les wagues successives de maturation folliculaire (CAHILL,
1979). Il est également intéressant de noter les correla-
tions encore inexpliquées qui ont été mesurées entre la dé-
charge post-ovulatoire (J"2") et le nombre de follicules ar-
rivant & maturation au jour "i7" du cvcle (BISTER, 1982, ré-
férence n®2). La FSH exerce son action stimulante & tous les
niveaux du développeuent des follicules. Elle induit la
croissance des follicules primordiaux, elle provoque la for-
mation de l'antrum et inhibe l'atrésie des follicules & an-
trum (BISTER, 1982, référence 5). De plus, elle stimule la
production d'oestradiol en stimulant l'aromatisation des
androgenes (BISTER, 1982, référence 28) et la maturation
ovocytaire (BISTER, 1982, référence 29).

NOIM ET STRUCTURE DE L'HORMONE : La LH {luteinizing hormon),
encore appelée Jutéotropine, est une glycoprotéine de poids
moléculaire de 30.000 daltons. Tout comme la FSH, la mani-
festation bioclogique de cette hormone dépend grandement de
la teneur en acide sialique.

LIEU ET MODE DE SECRETION : L'hypophyse secréte la LH au
niveau de 1'adénchypophyse qui la libére dans les capillai-
res de l'éminence médiane. La libération se fait sous forme
de pulses de courte durée dont 1'intensité peut atteindre

10 fois le taux de base. La fréquence de décharge est d'en-
viron deux heures (EISTER, 1980).

EYOLUTION AU COURS DU CYCLE : Les pulses de LH entretiennent
un taux basal sanguin tout au long du cycle. Les modifica-
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1,N(Asx-Ser)-Cys-Glu- Leu-Thr-Asn-lle-Thr-lle- Ala-lle-Glu- Lys-Glu-Glu-Cys-Arg- Phe-Cys- lle -Ser - lle - A.||n-
|
CHO CHO
30 40

~Thr-Thr (Thr, Asx, Trp)-Glu-Thr-Cys-Ala-Gly - Tyr-Cys-Tyr-Thr- Arg- Asp- Leu- Val - Tyr- Lys- Asp- Pro-

50 60
-Ala-Lys-Pro-Arg - lle -Gln - Lys-Thr-Cys-Thr-Phe-Lys-Glu - Leu-Val - Tyr-Glu - Thr-Val - Arg-Val -Pro-

70 80 90
-Gly -Cys-Ala-His-His -Ala -Asp-Ser - Leu-Tyr-Thr-Tyr-Pro-Val - Ala - Thr-Gln - Cys- His -Cys-Gly - Lys-

100 110
~Cys-Asp-Ser - Asp-Ser - Thr-Asp-Cys-Thr-Val -Arg-Gly - Leu-Gly - Pro-Ser -Tyr-Cys-Ser - Phe-Gly -Glu -

110
-Met-(Glx, Lys) OH

Amino acid sequence of h-FSH-B. Heterogeneity was observed at both the amino
and carboxyl termini. Shome and Parlow (1974b).

Amino acid sequence of ovine prolactin. Reproduced, with permission, from Li
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et al. (1970).
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tions de fréquence sont représentatives du jour du cycle
observé. Tous les 16 & 17 jours, en période de reproduction,
on observe un pic préovulatoire de la LH constitué, croit-
on, par la sommation des pulses se produisant & interwvalles
de plus en plus réduits. Cette décharge est éphémére (8 & 20
heures) et suit le pic de GnRH. Son intensité atteint 100
fois le taux basal.

ROLE DE L'HORMONE : Le rdle de la LH est de promouvoir la
maturation folliculaire, 1'expulsion de 1'ovocyte et la for-
mation du corps jaune fonctionnel (IMAC NATTY et al. ., 1981)
Au niveau de la croissance folliculaire, la LH entraine un
blocage de 1l'activité mitotique et une inhibition de la pro-
duction d'oestradiol, deux causes de l'atrésie et de la for-
mation du corps jaune (BISTER, 1932, références 28,5,37).

RAPPORT SECRETION-ACTIVITE : La sécrétion de la LH est sous
contrile stéroidien. L'oestradiol et la progestérone serai-
ent., semble-t<il, les deux stéroides les plus importants,
mais de récentes évidences tendent & démontrer une action
non négligeable de 1l'androstenedioneé. En effet, TERRANOVA et
al. (1981) ont constaté que 1'injection d'antisérum LH & un
cobaye en cycle diminue le taux d'asndrogénes circulants, et
réduit 1'atrésie en fin de cycle {(nombre 4'cvulations augmen-
té de 2 & 6). De méme, SCARAMUZZI et BAIRD (1977) ont noté,
suite & une expérience d'immunisation contre l'androsténe-
dione, une hausse significative du taux de LH, avec augmen-
tation du noumbre d'ovulation.

NOM ET STRUCTURE DE L'HORMONE : La prolactine est une autre
hormone hypophysaire & structure protéique. C'est une chaine
polypeptidique unique avec trois ponts disulfures. Le poids
moléculaire est de 23.300 daltons. Son nom provient de son
action favorable & la sécrétion du lait maternel.

LIEU ET IMODE DE SECRETION : Coume les deux autres hormones
hypophvsaires, la PRL est élaborée dans 1'adénohypophvse.




] |
E jF!oc:e;:»tor

xre! NoiaipoPRE Ly sun

Proteh; Kinase

Steroidtgenesls
FIGIRE 11 ~oradogtropinegs

DRGSR SO o]

Genistein Estradiol Estrone
(0 () (m)

Estriol Estradiol-17a
(v) V)



-11-

Son mode de sécrétion dépend des conditions de luminosité
(THIMONNIER et al., 1978; cité par COLLIGNON, 1984). Le con-
trole de la libération de PRL est réalisé par 1'hypothalanus
vraisemblablement & 1'intervention de deux facteurs stimula-
teurs et de deux facteurs inhibiteurs. De plus, la PRL peut
exercer un rétro-contrdle sur 1'hypothalanus.

EYOLUTION AU COURS DU CYCLE : L'évolution plasmatique de la
PRL est paralléle & celle de la LH : taux basal et pic pré-
ovulatoire.

ROLE DE L'HORIONE : LEGAN et KARSH (1979) tiennent cette
hormone pour responsable de 1'établissement et de 1l'arrét du
cycle, puisque 1'évolution annuelle des taux plasmatiques
est semblable & celle de la longueur du jour : 200 & 300 ng/
ml en juillet, 20 ng/ml en décembre. Bien gque la PRL soit
lutéotrophique ou anovulatoire (par inhibition du pic de LH)
selon sa concentration (MARTIN, 1984), ses rdles possibles
lors des phénomeénes morphologiques de la croissance follicu-
laire sont encore inconnus.

c. Horwones ovariermes

OESTROGEHRES

HOMS ET STRUCTURES DES HORIONES : Divers cestrogénes sont
conmus. Les principaux sont : Z’gestrone, premier stéroide
hormonal isolé. I1 a un rdle peu connu et apparemment peu
important. L'ogsiriol, qui aurait une
origine plus placentaire qu' ovarienne.

L’'oestradiol-17-4, appelée é-
galement folliculinme On a longtemps cru que c'était la vé-
ritable hormone folliculaire. BAIRD et al.. ont montré que
l'androsteénedione était en failt secrétée plus abondamment
par le follicule que 1'oestradiol.

Les oestrogeénes sont tous des stéroides aromatisés {(cycle A
benzénique}.
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LIED ET MODE DE SECRETION : La synthése des oestrogeénes est
assurée par les cellules de la granulosa, & partir des an-
drogénes, par cyclisation du noyau A en phénol. La theque
interne a une faible capacité d'aromatisation. De ce fait,
la majeure partie des stéroides qu'elle secréte sont des
androgénes qui peuvent 8tre repris par les cellules de la
granulosa. Le placenta et le cortex surrénallien sont égale-
ment aptes & réaliser cette synthése oestrogénique.

Les oestrogénes sont! déversés dans le sang ou ils voyagent
sous trois formes :“1libres, liés & une protéine vectrice non
spécifique (SA) ou spécifique (protéine porteuse des stéroi-
des hydroxylés : oestrogénes et androgénes) ou conjugués.
Les oestrogénes ne sont actifs que sous forme libre. Leur
deni-vie plasmatique est d'environ 20 minutes, ce qui psrmet
une action rapide.

EVOLUTION AU COURS DU CYCLE : Les wvariations du taux plasna-
tique des oestrogeénes ont &té décrites par LEGAN et KARSH
(1979) et HAUGER et &l. {1977). Lors d'un cycle oestral,
trols vagues sont observées & J"4", J“B a 11" et J"-3 & 0".
Ces vagues varient entre 1 et 10 pg/ml. L'oestradiol-17-0
présente, en période préovulatoire, un pic qui peut atteind-
re 25 pg/ml. Ce pic débute & J"15" et précéde les autres
pics hormonaux préovulatolires.

ROLE DE L'HORIONE : L'Eq-p est responsable du comportement

d'oestrus qui débute‘qdelques heures avant le pic de LH et
qui dure de 24 & 486 heures, selon la race et 1'individu. En
outre, 1'Eqop renforce le feed-back négatif de la progeste-
rone en période lutéale et agit par feed-back positif en pé-
ricde de pro-cestrus. L'E 5 est nécessaire au déclencheuent

de 1'ovulation.
PROGESTAGENES

NOI ET STRUCTURE DE L'HORIONE : La progestérone est la prin-
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cipale hormone prosgestagénique. C'est également un stércide
donc une substance lipidique de faible poids moléculaire.

LIEU ET HODE DE SECRETION : La progestérone est secrétée au
niveau de 1l'ovaire par les cellules thécales (théque inter-
ne ) et granulosales des follicules et par le corps jaune.
Le placenta assure la sécrétion de progestérone pendant la
gestation. La dewi-vie plasmatique de la progestérone est de
30 minutes. La sécrétion de progestérone est stimulée par
les hormones & activité lutéinisante et spécifiquement par
la LH.

EYOLUTION AU COURS DU CYCLE : Les follicules entretiennent
un faible taux basal en période préovulatoire, qui oscille
entre 0,2 et 0,4 ng/ml. Le corps jaune assure la sécrétion
élevée de 1'hormone en périnde lutéale maintenant le taux de
progestérone & une valeur de 1.5 & 5 ng/nl selon les au-
teurs. En fin de di-oestrus., la lutéolyse provoque la chute
de progestéronémie. Le cycle est divisé en deux peériodes
dont la plus longue est & dominance progestéronémique (phase
lutéale de 12 & 13 jours), et la plus courte & dominance
oeatrogénique {(phase préovulatoire de 3 & 4 jours).

ROLE DE L'HORMOHWE : La progestérone, malgré sa courte demi-
vie, peut amener une réponse biologique gréce & sa produc-
tion importante et continue en phase lutéale. CAHILL et al.,
{1980) ont décrit le taux de progestérone circulant coume le
reflet direct du taux d'ovalation.

ANDROGENES

HOIS ET STRUCTURES DES HORHONES : Les androgénes doivent
leur nom & la découverte de leur action. Ce sont les hormo-
nes qui permettent le développement de type mdle. La testo-
stérone est la premiére hormone méle découverte. Depuis, de
noubreux autres stéroides androgéniques ont été isolés. Chez
la brebis, les deux hormones principales sont la Zasiosisgro-
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e et 1' angrosténedione (voir tig. 415 ). Ces deux stéroides
ne different qu'au niveau de la fonction sur le carbone 17
du cycle D. La testostérone y est hydroxylée, alors qu'une
cétone & cet endroit détermine 1l'androsténedione. Les noms
scientifiques exacts de ces hormones sont respectivement

- 17G6-HYDROXY-ANDROST-4-ENE-3-ONE et,
- & ANDROST-ENE-3,17-DI-ONE. (Tableau €50

4

LIET ET HMODE DE SECRETION : Ces deux hormones sont secrétées
par les ovaires et le cortex surrénallien de la brebis
(BAIRD et al., 1973; cités par MARTENSZ et al.. 1976). La
sécrétion ovarienne est liée, pendant le cvcle ocestral, &

celle de 1'E,,, (BAIRD gt al. , 1976). La syntheése des andro-

genes est assurée par les cellules de la théque interne des
follicules de taille supérieure & 4.5 mm (IIO0OR, 1973; BAIRD
et al.., 1974; ARMNMSTRONG et al., 1981) & partir de la proges-
térone. La granulosa possede un systeme enzymatique capable

d'aromatiser le cycle A pour former 1'E,., (BAIRD et SCARA-

MUZZ2I, 1974; RICHARDS, 1980; HSUEH et al. ., 1984; cité par
IELNER et al.., 1986). Ces aromatases sont actives suite & la
stimulation de la LH et de la FSH (LEUNG et ARMSTRONG,
1980). Une grande quantité d'sndrogenes provient de 1l'acti-
vité des follicules non-ovulatoires (WEEBB et ENGLAND, 1982;
ENGLAND et al. ., 1981)

LA SECRETION OVARIENNE DE L'ANDROSTENEDIONE : Trois compar-
timents peuvent produlre 1l'androsteénedione au niveau de
l'ovaire : le follicule, le corps jaune et le stroma (BAIRD
et al., 1974). En effet, la faible quantité d'androsténe-
dione secrétée par l'ovaire contralatéral & celui qui con-
tient les gros folliculeslou les corps jaunes provient du
stroma et/ou des follicules atrétiques. lais en période
d'anoestrus, seuls les follicules de taille supérieure & 4mm
secretent cet androgeéne (IAC KENZIE et al., 1937; THIINONNIER
et HMAULEON, 1969; cités par MARTENSZ et al., 1976). L'andro-
sténedione non reprise par les cellules de la granulosa peut
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subir la conversion extraglandulaire en oestrone (EBAIRD gt
al. 1968; cité par IMARTENSZ et al., 1976)

EYOLUTION AU COURS DU CYCLE : Les concentrations sanguines
des androgénes sont identiques en ancestrus et en phase lu-v
téale du cycle. En début de pro-ocestrus, la concentration
des androgénes croit puis se maintient jusqu'au pic d'oes-
trogénes. En fin de pic préovulatoire des gonadotropines, il
v a inhibition de la production des androgénes (ENGLAND et
al., 1981; IMAC NATTY et al., 1981; cités par WEEBB et GAULD,
1984).

ROLE DES ANDROGENES : Chez la femelle, les androgénes inhi-
bent 1l'action des oestrogénes, et & fortes doses, ils arré-
tent la croissance folliculaire. De 1l&, SCARAIUZZI et
MARTENSZ (1975; HMARTENSZ et al. . 1976; SCARAIUZZI et al. ,
1977) suggérent que les androgénes ont un rdle modulateur
possible du feed-back des oestrogénes.

DECOUYERTE DE LA PRODUCTICON D' ANDROGENES PAR L'OYAIRE

La découverte de la production d'androgénes par 1'ovaire a
eté tres surprenante (PARKER, 1950). Le concept d'androgenes
ovariens est apparu dans les années '30, suite & des études
de 1l'effet & long terme de 1'hormone choriogonadotropique
(HCG) qui provoquait une hypertrophie frappante de la theque
interne (ERICESON et al., 1985). La premiére découverte, ef-
fectuée en 1934 par PAPANICOLAOU et FALE, résultait de 1'aob-
servation de la méme hypertrophie anormale liée & la mascu-
linisation de la femelle (ERICKSON et al., 1985). Il fallut
attendre 1937 et les expériences microchirurgicales de HILL
pour avoir les prewléres preuves de la sécrétion d'horumones
androgéniques par 1'ovaire. HILL greffa des ovaires sur les
oreilles de souris males castrées, provoquant le retour &
1'état différencié normal de la vésicule séminale et de la
prostate atrophiées. DEANESLY (cité par ERICKSON et al.,
1985) confirma cette découverte et montra que cet effet se
produisait méme en absence de glande surrénale. ¥Yingt ans
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d'androgénes aux seules celluless de la thique interne et du
tissu interstitiel secondaire. Les preuves finales ont éteé
dormées par RYAN et PETRO (19 ) et RICE et SAYARD (19 )
par mnéthodes biochimiques, ils ont montré l'existence d'une
syntheése 4¢ nove des androgenes par ces cellules.

INHTBIHE

NOIM ET STRUCTURE DE L'HORMONE : L'inhibine est une substance
protidique qui doit son nom & son action principale d'inhi-
bition de la croissance folliculaire. YING et al. (1985)

ont déterminé sa structure | c'est une hormone constituée de
deux sous-unités "alpha” et "béta". La premidre a un poids
moléculaire de 15.000 daltons et la seconde, présente sous
deux formes possibles A et B, a un poids moléculaire de
14.000 daltons.

|

l

I

plus tard, FALK et al. {1962), ont localisé la production
LIEU ET MODE DE SECRETION : L'inhibine est produite & la
fois par les testicules (SETCHELL et al., 1972) et par les
ovaires {(BLANC, 1980) ou elle porte le nom d' Znhibinm-Iike.
Au niveau ovarien, elle est secrétée dans le liquide folli-
culaire de la plupart des espeéces étudiées. Les cellules de
la gramulosa seraient responsables de cette élaboration
(ERICKSON et HSUEH, 1978)

CIBLE D'ACTION : L'inhibine agit & trois niveaux. Dans les
gonades, les gros follicules synthétisent moins 4d'inhibine
que les petits et il semble que le pic post-ovulatoire de
F53H soit favorisé par la diminution de la sécrétion d'inhi-
bine ( SCHWARTZ et CHANNING, 1977; BLANC, 1980). llais tous
les auteurs n'observent pas cette relation inverse (INILLER
et al1., 1979). L'inhibine agirait aussi au niveau hypophy-
saire (FRANCHIIONT et al., 1980) et au niveau hypothalauique
{(DE PAOLO et al., 1976), mais l'action de 1'inhibine sur
cette derniére cible est encore sujette & controverse (DE-
MOULIN et al., 1930).
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Diagramatic representation of the dual action of follicular fluid components.

Tableau des taux sangquins des hormones

HORMONE TRUH BASAHL PIC PREOUULATOIRE REFERENCES

iH :

Luteinizing 1465 50 & 200 BISTER, 1980
Hormon ng/ml ng/ml PELLETIER, 1968
F$H

Follicle 4 a 17 30 & 200 BISTER, 1980
Stimulating 5aé6 10 & 15 BINDON et al., 1976
Hormon ng/ml ng/ml et CAHILL, 1979
Fe'74 200 3 300 ng/ml en Juillet

Prolactine jusqu'a 20 ng/ml en Décembre

GESTRRGIGL 100 & 200 700 & 800

Principal pg/ml pg/ml

Destrogene Fluide antral : 10 & 1000 ng/ml selon la taille
FPROGESTERONE 0,4 8 0.5 3 BISTER, 1980
Principal 100 2000 MAC NATTY et al. 1981
Progestagene ng/ml ng/ml

Remarque : Les taux renseignés sont trés variables selon les

auteurs. Cela est d( & la grande variabilité entre les

races et entre les individus.
De plus, cela dépend de la pureté des standards hormo-

naux utilisés dans les dosages.
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ROLE DE L'INHIBINE : L'inhibine contrdle la sécrétion de FSH
au niveau de l'adénchypophyse, de facon spécifique, en la
limitant (BLANC, 1980). Par cette diminution de la sécrétion
de F5H, 1'inhibine réduit l'aromatisation et, dés lors, fa-
vorise 1'involution des follicules. Les travaux de TING et
al. (1986) ont également montré que 1'inhibine réduit direc-
tement 1'aromatisation induite au niveau des cellules de la
granulosa de rat.

d. Hormones utérines

NoM ET STRUCTURE DE L'HORMONE : La PGF,. est une prostaglan-

dine , donc une hormone dérivée de 1'acide arachidonique.

LIEU DE SECRETION : L'utérus est une glande endocrine impor-
tante dans le contrdle du cycle oestral. Il sécréte au ni-

veau de 1'endométre la PGF,, qui, par voie sanguine, agit

sur les follicules. Cette synthése est favorisée par 1'ocy-
tocine.

ROLE DE LA PGF,, @ La PGF,; est une hormone lutéolytique.
Chez la brebis, de méme que chez le rat, le cobaye et le
hamster, chaque corne utérine contrdle la lutéolvse de 1'o-
vaire ipsilatéral (situé du méme cdoté). La PGF,, dissocie
les complexes hormones lutéinisantes-récepteurs nembranaires
{(LH principalement) et améne de cette facon la destruction
du corps jaune. La lutéolyse est renforcée par un effet de
constriction vasculaire, di a la BGFo5 . ce qul produit une

diminution de 1'irriguation du corps jaune.
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C. La croissance folliculaire

1. Bréve description des étapes de la dvnamique folliculaire

De sa formation & 1'ovulation ou & sa disparition par atré-
sie, tout follicule subit dans le wéme ordre les étapes de croissan-
ce. L'ensemble de ces étapes constitue la dvnamique folliculsire,

D&és avant la naissance, les cellules ovariermes se différen-
cient en cellules reproductrices , en cellules protectrices des pre-
miéres et en cellules de soutien {stroma). Cette phase de mrizipli-
ca?ion constitue un stock de follicules primordiaux. Ensuite débute
la croissance folliculaire primaire ow frolliculogseness qQul anéne
certains de ces follicules & leur différenciation compléte. Enfin,
aprés une attente plus ou moins longue, le follicule peut &tre re-
crutd pour entaner sa msfwrsiron Pendant cette croissance terminale
le follicule subira le jeu de la sé7eciiom qui lul présente deux
destinées : la dégénérescence (52r£s5i&) ou la dominsnce lui permet-
tant d'ovuler.

2. La phase de HULTIPLICATION

Au cours de la vie foetale, un stock de follicules primor-
disux se constitue & partir de 1'épithélium germinatif de la zone
corticale. Les follicules sont des structures sphériques de quelques
cellules de surface entourées par la mewbrane basale et contenant en
leur centre un ovocyte de Ier ordre, dérivé par division réduction-
nelle néiotique de 1'ovogonie. Cet ovocyte reste au stade diplotene
jusqu'a la puberté. Pendant cette phase, les couposants cytoplasmi-
ques de 1'ovocyte sont concentrés autour du noyau (GURAYA, 1964,
ZAMBOWI, 1974). Toutefois, 1'ovocyte est déja capable de syntheses
protéiques (OAKBERG, 1968; BARER et al., 1969; RYERSI et SILEERSTRI-
MI, 1969). Le follicule primordial peut parfois contenir plus d'un
ovocyte (BRAIBELL, 1956).
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CELLULES MODIFICATIONS CELLULES DES COUCHES
REPRODUCTRICES INTERVENANT ENTRE PROTECTRICES
LES DIVERS S5TADES

FECONDATION

ENBRYOGENESE
Ovogonies Cellules diffuses du
stroma ovarien

Phase de HULTIPLICATION

Ovocyte de Follicule primordial Une couche diffuse de
Ier ordre cellules

Initiation de la croissance

FOLLICULOGENESE (croissance primaire)

Ovocyte de Follicule primaire 10 & 20 cellules
Ier ordre cuboidales sur 1 & 2
couches
Ovocyte de Follicule secondaire Formation de la zone
Ier ordre pellucide
qui grossit Arrangement des cellules
de la granulosa
Ovocyte de Follicule teriiaire Développement des cellules
Ier ordre a ou preé|antral thécales externes et
sa taille maximum internes
Ovocyte de Follicule aniral Formation de la cavité
Ier ordre antrale

HATORATION (croissance terminale)

1. recrutement

Ovocyte de Granulosa et theéeques
Ier ordre fonctionnelles
isolé dans un Formation du fluide

cunulus oophorus folliculaire

2. sélection

!
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|
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stroma ovulation
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ordre expulsé |
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FIGUEE Z0 : Les differentes etapes de i1& vie
folliculaire
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La population folliculaire, quoique trés hétérogéne, peut
étre classée selon la forme et le nombre de cellules (MANDL et ZUC-
KERIAN, 1950; PETERS et LEYY, 1964).

En fin de vie foetale, le nombre de follicules primordiaux
est maximum. J1 dépend de la quantité des cellules germinales avant
subi la méiose, plus aucun ovocyte n'étant forué aprés la naissance
(ITAULEON et MARIANNA, 1977). De plus, la deégeénférescence des ovocytes
commence deés l'apparition des premiers follicules primordiaux (MAU-
LEON et IMARIANNA, 1977). On estime de 12 &4 286.000 le nombre maximunm
de follicules primordiaux & la naissance (CAHILL et al., 1973; MAC
NATTY et al., 1982). Ensuite, il diminue rapidement.

a. Initiation de la croissance folliculaire

I1 est difficile de déterwiner le moment exact de
l'entrée en croissance du follicule. Selon CAHILL {1979), |
les criteres les plus euployés sont morphologiques : forme,
nonbre ou arrangement des cellules. Ifais le critére le plus
obhjectif reste 1'évolution fonctionnelle {divisions mitoti-
ques).

HMAULEON (1978) note que 1l'entrée en croissance des
follicules est possible dés la fin de la phase de dégénéres-
cence des ovocytes. De fait, les femelles & 1Dhgue période
de gestation mettent au monde des jeunes & grands follicules
préantraux (LAND, 1970; EENMEDY et al., 1974).

FADDY et al. (1976), sur base de travaux d'induction
de 1'ovulation 4 la PHSG (Pregnant Hare Serum Gonadotropin)
ou & la HCG (Hormone Choriogonadotrope) en période prépuber-
taire, suggérent que 1'initiation de la croissance follicu-
laire permet la constitution d'un stock de follicules pri-
waires de 10 & 20 cellules cuboldales. lMais ce stock n'est
pas définitif ; les follicules primordisux entrent continu-
ellement en croissance pendant toute la wvie, jusqu'a épuise-
nent de la réserve.

HARTANMA (1973, sur la ratte) et CAHILL et MAULEON
{1980, sur la brebis). distinguent les follicules primordi-



Criteria used to determine the onset of initiation of follicular growth

CRITERIA Species REPORT
Follicle size - 100 u diam. Human Strassman (1923 ; cited by
Block, 1951)
Follicular cells
(a) arrangement - 2 layers of cells Rat Mandl & Zuckerman (1950)
- 1 layer - cuboid cells Mouse Pedersen & Peters (1968)
(b) number - 20 cells Mouse Peters (1973)
- 14 cells Human Lintern-Moore, Peters, Moor
& Faber (1974)
- 10 cells Mouse Lintern-Moore & Moore (1979}
(c) shape - cuboid cells Human Schroeder (1930 ; cited by
Block, 1951)
Human Block (1951)
Division of follicular cells
! (a) mitosis observed Human Hisaw (1947)
| (b) incorporation of labelled thymidine Rat Mariana (1979)
\
Oocyte characteristics
- distribution of organelles in cytoplasm - Guraya (1964, 1965)
Rat Zamboni (1974)
- RNA synthesis Mouse Lintern-Hoore & Moore (1979)
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aux dormsnts {(de 25 & 40.000 selon 1'espece et en relation
négative avec la prolificité), de petite taille et n'évolu-
ant pas, et les follicules primordiaux Zramsitoires (de & &
15.000), plus gros et aptes & coumencer la folliculogengse.
La réserve de follicules transitoires suffiit cependant &
toute la vie sexuelle de la brebis. I1 est improbable, en
conditions normales, que les follicules dormants entrent en
rhase de croissance.

bh. Contrdle de 1'initiation de la croissance

CAHILL (1979) cite de nombreuses expériences montrant
une indépendance relative des fnllicules primordiaux vis-a-
vis des gonadotropines. Toutefois, il tente d'expliquer le
contrdle de 1'entrée en croissance par 1'effet indirect des
gonadotropines sur la stimulation de la production du fluide
folliculaire des gros follicules, fluide qui permettrait
l'entrée en croissance des autres follicules. Il é&voque aus-
51 le wanque de conmaissance sur le temps de réponse aux go-
nadotropines. Quant & INGRAINM (1953) et JONES et KROHN {1961)
ils suggérent que les gonadotropines réduisent le taux 4'i-
nitiation de la croissance.

PETERS (1973} cherche la raison du taux élevé de 1'i-
nitiation de la croissance, chez l'animal nouveau-ne, dans
la corrélation positive entre ce ftaux et le nombre de folli-
cules préantraux existant déji. IlMais 1a plupart des autres
chercheurs n'ont pas observé cette corrélation positive (Ci-
HILL, 1979).

3. La phase de croissance primaire ou Foellficulogendse

. Changements morphologigues

Selon PETERS (1976), une fois 1'initiation franchie,
le follicule n'a comme seule possibilité que de croitre jus-
qu'au stade de follicule szfrsl Le passage du stade primai-
re au stade antral entraine le follicule vers 1'intérieur de
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1'ovaire. La folliculogengse dure environ & mois, dont les 3
premiers sont nécessaires pour passer du follicule primaire
& trois couches de cellules au follicule préaniral (CAHILL,
1981). La dégénérescence, & ce stade, est rare, voire inex-
istante { PETERS, 1976; CAHILL, 1981 ). Voici les différen-
tes étapes que le follicule suit dans 1'ordre :

- CROISSANCE DE L'OYVOCYTE (ERAMBELL, 1928):
L'ovocyte grandit rapidement jusqu'a sa taille maximun.
Cette phase (A) est métaboliquement trés active: aynthése
importante de RNA (IMOORE et LINTERN-IOORE, 1974). Ensuite,
la croissance du follicule prend le dessus (phase E).

- FORHATIOH DE LA ZOWE PELLUCIDE, constituge de
fibres mucopolysaccharidiques (BAKER, 1970). Cette zone
apparait dés que le follicule primsire est formé Le follicu-
le passe alors au stade de follicule sscondsizrs.

- ARRANGEHENRT DES CELLULES DE LA GRANWNULOSA, en
colonnes (tamis), en cellules cuboides entourant 1'ovocyte et
en cellules dispersées formant la coroms redisfa. Le tout
est maintenu par des gsp-junctions avec 1l'ovocyte.

- DEVELOPPEHENT DES CELLULES THECALES {(HARRISOM,

1962). La theque se forme & partir des cellules du stroma et

(N}

g structure en theque interne, glandulaire ef bien vascula-
isée, et en théque externe, conjonctive et musculaire lis-

- FORHATION DE L'AWTRUH. Desz la formation des cou-
ches thécales, le follicule Zsriigire se creuse dans la gra-
nalosa. Les cavités s'emplissent de fluide folliculaire (20
% du volume du futur follicule smirsl), sécrétion des cellu-
les de la granulosa, et dans une moindre mesure, des cellu-
les de la theéque interne. Le follicule devient antral par
formation d'une cavité unique résultant de la jonction des
différentes cavités.

b. Régulation horaonale

Les gonadotropines ont une influence & toutes les é-
tapes de la folliculogenese :
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INFLUENCE SUR LE FOLLICULE PREANTRAL : La FIH agit directe-
nent sur les récepteurs des cellules de la granulosa et aug-
mente le nombre de follicules préantraux. RTLE (1371) estine
que les follicules acquierent des récepteurs & la FSH pen-
dant la phase d'initiation, ce gqui leur permet d'entrer dans
la catégorie Dréantrale.
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indeépendants de tout LH
cellules thécales ont dez récepteurs membranaires & la LH,
encore peu développeées & cette période {(CAHILL, 1979,
La PRL aujguente, selon DE REVIERS et MAULECON (1973)
le nombre de petits follicules préantraux.

INFLUENCE SUR LA NAISSANCE DU FOLLICULE ANTRAL : La FSH =&

une action spécifique, probablement azsociée avec le pic
oestral de FSH, =ur la formation de 1l'antrum, menant le fol-
licule & maturation pendant le cycle suivant.

A

La LH ne semble pas jouer de réle & ce stade.

3. La phase de croissance Lterminale ou mefuraiion

La ssfwrstiondu follicule n'est qu'une simple croissance en
taille, les différenciation cellulaires étanf terminées. Le follicu-
le antral ezt fonctionnel.

Le temps nécesaaire pour passer du follicule antral au fo-
licule préovulatoire est de 34 4 45 jours {TURNBULL egf al., 1377 CA-
HILL et MAULECON, 1980). Le minimum de temps a été estimé & 45 heures,
on les expériences de SHMEATON et ROBERTSON (1971) et IMAC NATTT et
f1981). Pendant cette phase, le diamétre folliculaire pasze de
4 plus de 6 mm (TURNBULL st al., 1977, CAHILL, 1981). par ac-
croissement de la cavité antrale contenant le fluide folliculaire.

L'activité secrétoire est intense, en rapport avec une plus grande
senzibilité du follicule sux régulations hormonales.

Au cours de la croizsance terminale, le follicule pazse
par deux stades déterminés par le principal stéroide secrété (WEEE et
GAULD, 1984)
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S
Le STADE ANDROGENIQUE : Le follicule possede des récep-
teurs & la FSH (granulosza) et & la LH {théque). La produc-
tion d'oestrogenes est restreinte.

Le STADE OESTROGEHIQUE : Le follicule a une taille supé-
rieure & 3 mm et acquiert des récepteurs & la LH sur les
cellules de la granulosa. Cette acquisition est induite par
la FSH, 1'Eqnp et 1'HCG.

a. Le recruieseni

Le recrutement eat le choix d'un groupe de folli-
cules capables d'entamer leur maturation (DI ZEREGA ef HOD-
GEN, 19&1)

Les follicules recrutés le seraient parmi les fol-
licules antraux dont la taille oscille entre 1 et 3 mm ({IfAC
MATTY et al., 198Z). Cependant, DRIANCOURT et CAHILL (1934)
citent des tailles plus petites (0.5 & 1 nw), peut-2tre du-
es & un effet de-%a ¥ace. TSONIS et al. (1984), en détrui-
sant tous les follicules supérieurs & 2 mm, ont retardé
1'ovulation. On estime donc & 2 mm la fallle nécessalir

[y}

au

follicule pour étre recruté.

Le recrutement se fait dans les heures qui suivent
1'apparition de la PGF;, et seraif en rapport avec la pro-
lificité de la brebis. Il v &, selon GOODIAN et HODGEN
{13979, a.b, cité par DRIANCOURT, 1985), coincidence
le recrutement et la lutéolwsze. Il ﬂppﬂrjlt toutefols que

1.

|1|

le recrutenent n'est pas un événement réservé & la

o]
b o)
B

ase

folliculaire (pro-ocestrus et o2strus), mals peut aus

produire en période lutéale (SHEATON =t ROBERTSON, 1971
)

BRAND ET JONG, 1973 cités par JEGO, 198%).

=1 Rt
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Les hormones gonadotropes sont essentielles pour
la waturation, puisque 4 jours apres hypophvsectomie, fous
les follicules supérieurs & 2 um sont atrétiques (CAHILL,
1979). Pour la FSH, il n'yv a pas de modification majeure du
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Regulating mechanisms controlling the two step process of initiation of follicle growth

(1) Number of primordial follicles present (Krarup, Pedersen & Faber, 1969)
(2) Presence of follicular fluid (Peters, Byskov & Faber, 1973)

(3) Presence of follicles in growth phase (Ingram, 1953 ; Jones & Krohn, 1961)

A\ Pencance of gonadotrophins (Ingram, 1953 ; Jones & Krohn, 1961 ; present study, Chapter 4)



taux sanguin apreés la lutéolyse (CAHILL et al., 1981},
alors que les pulses de LH 3'accélérent, ce qui laisse pen-
ser que la LH eat 1'horwone du recrutement. En effet, 1'o-
vulation et la maturation peuvent étre induites pendant
1'ancestrus par injection de LH ou de HCG (GOODMAN et KARSH
1980; MAC NATTY et al.. 1981; MAC NETLLY et al.., 1985).
Cependant, la LH n'est pas toujours suffisante et 1'injec-
tion simultanée de LH et de F5H induit 1'ovulation chez 100
% de brebis en ancestrus. La FSH est recquise, wvraisembla-
blement pour sensibiliser les follicules & la LH (DRIAN-
COURT et al., 1984). D'ailleurs, OUSSAID et al. (1982) et
MAC WATTY et al., {1934) ont prouvé que la FSH agit sur 1les

follicules avant que ceux-ci ne soient capables de répondre
a la LH.

Le recrutement serait limité par une proteéine du
fluide folliculaire appelée M%7 (Follicular Growth Inhibi-
tor), qui réduit la prolifération des cellules de la granu-
losa et limite de cette fagon la réponse folliculaire auX
gonadotropines. Cette protéine est secrétée par le
follicules en bonne santé et réduit la sensibilit
ne & la PlSG (DRIANCOURT, 1955; CAHILL et al., 19

b. L'atrésie

L'gtrdsiz est 1'arrét de croissance suivi de la
dégéneérescence cellulaire jusqu'a résorphion du follicule
par le stroma ovarien. Ce phénoméne atteint la plupart des
follicules : 1% des 3 &4 400 follicules recrutés sont capa-
bles d'ovuler. Certains suteurs comme DRIANCOURT (1986)
pensent que l'atrésie est le devenir naturel des follicu-
les.

Les caractéristiques de l'atrésie sont Aistologi-
guss (vascularisation de la théque interne, pycnose des
noyaux), cricmeirigues (noubre des cellules de la granulosa
gn rapport avec le dilametre folliculaire), biochimigues
(accumulation d'androgeénes et faibles concentrations en
oestrogenes) et fonctiomnellss (pouvoir réduit d'aromatisa-



MORPHOLOGICAL CRITERIA USED TO DEFINE ATRESIA OF GROWING FOLLICLES :

Symptom

(1) Changes among granulosa cells

loosening of cells lining antrum
distortion of cells adjoining basal membrane

destruction of cells and expulsion of
Tree chromatin from cells (pyknosis)

loosening of layers or cells from theca
increase in proportion of cells dividing
formation of lipid droplets among cells
destruction of cells around oocyte
luteinization of cells

(2) Changes of thecal cells

thickening and shortening of cells
thickening of thecal layer

- disappearance of thecal cells

formation of 1ipid droplets

(3) Changes within oocyte

pyknosis of the nucleus

distortion or fragmentation of the nucleus
shrinkage of zona pellucida

presence of crystalloid bodies in cytoplasm
aggregation of mitochondria

beginning of maturation - polar body formati
oocyte floats "free" in the antrum

oocyte disappears

(4) Changes within the basal membrane

on

- disappearance or breakage of membrane propria

ingrowth of connective tissue

(5) Follicular changes

follicle collapses
follicle contracts
follicle luteinises
follicle forms a cyst
opacity of follicle
decrease in vascularity

Stage of atresia that

symptom is seen

Early

mm

Mid

M

b S S e 3

M
M

M

M

Late

rr

e




tion).

L'atrésie est donc consécutive & 1l'action de dif-
férents mécanismes inhibant l'arcmatisation et entrainant
l'arrét de la multiplication des cellules granulosales.

L'atrésie entraine le follicule & produire des
androgeénes (WEBE et GAULD, 1984), suite & la dégénérescence
rapide de la gramilosa qui ne sait plus les transformer en
oestrogeénes. La dégénerescence de la théque suit plus tard.
L'accunulation d'androgeénes au sein du follicule

- inhibe la division des cellules de la granulosa,

- réduit la sensibilité du follicule aux hormones

gonadotropes,

- limite encore la capacité d'aromatisation du

follicule.

L'atrésie se produit & raison de 70 ¥ au niveau
des follicules primordiaux et primaires, et de 30 ¥ au ni-
veau des follicules antraux (14iéme journées sur la ferti-
1ité et i'orthogénie, 1986). Le ftemps maximum de dégénéres-
cence compléte est de 8 jours pour la brebis.

b. La sé&lecition

La sélection qui s'opere est 1'ensemble des méca-
nismes détournant le follicule de l'atrésie, luil permettant
de dominer les autres.

Elle se produit & des moments trés wariables selon
les individus (DRIANCOURT, 1985) et relativements tardifs,
ce qui limite 1'emplol de brebis différentes pour l'analyse
de ce mécanisme. Toutefols, deux critéres sont communément
enployés pour déterminer si la sélection a eu lieu

¥ Frésence d'un gros follicule secrdtant asser

4'EFymepour induire une asynétrie dans 1a con~
centration de ce stéroide dans le sang ovarien
(IMAC NATTY et al., 1982) et capable de pernettre
A la LH de ze fixer sur les cellules folliculai-
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res (WEBE et ENGLAND, 1982).

¥ Frésence d'un follicule "tusur” qui, si on le
retire, allonge le temps d'ovulation (DRIARCOURT
et PALIMER, 1984) en poussant les autres follicu-
les & l'atrésie par blocage des récepteurs gona-
dotropiques (DI ZEREGA et HODGEN, 1980).

c. Le contrdole précis de la sélection.

A la lumisre des nouvelles découvertes de proté-
ines du fluide folliculaire, le mécanisme de protection des
follicules de 1l'atrésie ne s'explique plus uniquement par
la diminution de la sécrétion de FSH due au feed-back néga-
tif des oestrogines.

DI ZEREGA et al. (1983) ont identifié dans le 1li-
quide folliculaire une protéine semblable & la F5% binding
Inhibitor de FLETCHER et al. {1982) au rdle anti-aromati-
sant. La sélection consisterait donc en 1'inhibition active
de la croissance des autres follicules recrutés, par le
plus gros follicule atteignant un stade domné de matura-
tion lui permettant de libérer un facteur inducteur (peut-
étre une protéine anti-aromatisante).

Cependant, en présence d'un excés de gonadotropi-
nes, le processus de sélection est évité. On ne peut donc
exclure la différence intrafolliculaire de sensibilité aux
gonadotropines comme facteur sélsciif Mais ce n'est cer-
tainement pas la décroissance trés linitée du taux de FSH
en fin de phase folliculaire (IMAC NEILLY et al., 1976; CA-
HILL et al., 1981) qui en est responsable, ni celle de la
LH (IAC NATTY et al. . 1981).

d. L'arosalisalion

La transforwation des androgénes de la théque in-
terne et du stroma par les aromatases de la granulosa per-
met la production d'oestrogénes (FRANCHIMONT et al., 1985).
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Toute inhibition de cette transformation enzymatique en-
traine une évolution vers 1l'atrésie ou la formation d'un
corps jaune hypofonctionnel.

La FS5H est 1'hormone stimulatrice de l'aromatisa-
tion nécessaire & la maturation folliculaire. La fixation
de la FSH & son récepteur peut étre empéchée par la FSH-
#BFF (F5H Receptor binding inhibitor) mise en évidence par
DARGA et REICHERT {1979). La concentration de ce facteur
diminue.selon SLUSS et al. (1983). avec la taille du folli-
cule. Seuls les follicules antraux sont aptes & la secré-
ter, limitant de ce fait l'aromatisation.

La protéine anti-aromatisante de DI ZEREGA et al.

{1985} supprime la réponse folliculaire aux gonadotropines
circulantes. Ils 1'ont appelée FEP (Follicular Regulator
Protein). Son conporteuent est différent sur l'aromatisa-
tion 2t sur la production de progestérone par les cellules
de la granulosa. La FRP inhibe, & toutes doses, les aroma-
tases, mals stimule & faible dose et inhibe & forte dose la
production de progestérone. On peut donc envisager que la
FRP produite par le follicule dominant, d'autant plus que
sa maturation évolue, pourrait induire l'atrésie des autres
follicules en v bloquant 1l'activité aromatasique. D'autre
part, l'absence de réversibilité de cette inhibition peut
expliquer que lorsque le follicule dominant est détruit.
aucun autre follicule dans son voisinage ne peut prendre
rapidenent son relais ;| il faut attendre 12 & 14 jours pour
qu'un nouveau follicule arrive & maturation et le plus sou-
vent dans 1'ovaire contralatéral (NILSON et al. . 1982; ci-
tés par FRANCHINIONT et al., 1986).

La GoXkH est également inhibiteur des fonctions de

reproduction en diwirwant les récepteurs & la FSH. en rédui-
sant l'arocmatisation, en diminuwsnt la production de pro-

gestérone et en inhibant la formation de récepteurs & la LH
et & la PRL (HSUEH et al., 1984). Son action est irréver-
3ible (ENECHT et al. . 1982) mais est sujette & controverse
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chez la brebis (BROWN et REEVES, 1983, cité par FRANCHIMONT
et al., 1936). Il semble que la source de GnRH gonadique
soit la granulosa qui secreéete dans le liquide folliculaire
(YING et al., 1981; cités per FRANCHIIONT et al., 1986)

L' Zpnkibine posséde la propriété de freiner la li-
bération de FSH et par 1l&, de réduire l'aromatization. YING
et al. (1986) ont mnontré que 1'inhibine peut inhiber direc-
tement l'aromatisation induite au niveau des cellules de la
granulosa de rat. La teneur en inhibine augnente avec le
diametre du follicule puisque ce sont les cellules de la
granulosa qui la secrétent. Chez la femmme, il doit exister
un mécanisme de compétition entre 1'inhibine et les oestro-
genes puisque CHANNING et al. {1931) notent que la concen-
tration en inhibine diminue, chez 1'homume, avec le rapport

nestrogenes-androgenes.

Bien que de structure biochimique semblable &
1'inhibine, le FGF (Transforuning Growth Factor) stimule la
synthése et la libération de FSH par 1'hypophvse et accrolt
de facon importante l'aromatisation des androgeénes (YING et
al., 1986)

Un autre facteur du fluide folliculaire, 1'Z&F
(Epidermal Growth Factor), connu pour son action miteogeéni-
que, provogue une dépression directe de l'aromatisation
(HSUEH et al., 1981) en réduisant la production de proges-
térone et d'inhibine (FRANCHIMOMNT ef al., 198%) et 1l'appa-
rition des récepteurs & LH sous l'effet de la FSH (ENECHT
et CATT, 1983; cités par FRANCHIMONT et al.., 19358).

Outre ces crybernines, les horuones classiques
régulent également les mécanismes de sélection en modifiant
les équilibres enzymatiques de l'aromatisation

La L& par réduction de l'sctivité de la lvase
17-20 et de la 17-hydroxylase, diminue la production d'an-
drosténedione, précurseur indispensable de l'aromatisation
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(SUZUKI et TAMACKI, 1980, cités par FRANCHIMONT et al.

1986). Son action est donc plutdt négative pendant la sé-
lection.

La progesiérone, dont la synthése et 1
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tion sont induites par la LH, exerce un puiszsant contréle
inhibiteur sur l'aromatisation (FORTUNE et VINCENT, 1933).

Alors que les gestrogénes induisent la croiszsan-
ce folliculaire, les androgénes snénent le follicule &
l'atrésie (ROSS et HILLIER, 1979). Outre les aromatases,
les cellules de la granulosa dispesent de 1'équipement en-

zymatique (5 -réductase) sucepfible de transformer 1'an-

Enfin la prelaciine rvéprime l'activité des aro-
matases inhibant ainsi ls production des cestrogénes.

f. La dosinance

Les études de GOUGEOHN et al. {19&4} chez ls feune
ont montré que 1'évolution de la taille et de l'activiteé
mitotique de la gramulosa indique’que le follicule dominant
est sélectionneé des le debut du cvcle, son diauwetre variant
de 54 3 un. Il est recruté paruwi les follicules de diame-
tre coupris entre 2 et 6§ mm présentant une forte activité
mitotique de la gramuloss et observés quelques jours plus
tot en fin de phase lutéale du cvcle précédant.

La seélection du follicule dominant semble avoir
lieu plus tot dans 1'espéce humaine que chez le singe (DI
ZEREGA et HODGEN, 13980). DRIAMCOURT et CAHILL {19584} ont
établit chez la brebis que 1l'accroissement de taille du
follicule, en période de dominance, est de 0.38 + 0.41 mn
par jour. Dans le méme temps, les follicules non sélection-

nés deviennent atretiques et régressent 4 une vitesse de



1,6 mm par jour (DRIANCOURT et CAHILL, 1984).

Alors que le follicule, par ses secrétions bio-
chimiques. maintien 1'immaturité et entraine 1l'atrésie de
ses voisins, 1l entretient sa dominance par une synthése

importante d'Eqsp qui s'accumule dans le fluide antral,

augnentant la sensibilité du follicule & l'action des go-
nadotropines (ZELEZNIK, 1981; citeé par JEGO, 1986).

g. Conclusions

La dynamnique de la croissance folliculaire termi-

nale commence aprés la lutéolyse due & la PGFp, @ les pe-

tits follicules de 2 mm et plus. sensihilisés nar la FEH
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la granuleosa. La LH les recrute pour leur permettre une
croissance en taille jusqu'a 3mm. A ce moment, les aroma-
tases des cellules de la granulosa sont fonctiomnelles et
synthétisent des oestrogénes, sous l'effet de la LH dont
le nombre des récepteurs membranaires augmente par stimu-
lation de 1la FSH. Les follicules recrutés trés tot pro-
duisent rapidement les oestrogénes assurant 1l'augmentation
des divisions cellulaires de la granulosa et favorisant
les sécrétions dans le fluide folliculaire. Ces follicules
“assurent leur dominance par sécrétion de protéines inhi-
bitrices de l'aromatisation (FSH-RBI, FRP, TGF, inhibine,
GnRH, EGF,...). Les follicules au voisinage d'un follicule
dominant stoppent leur croissance et, comme c'est souvent
le cas, régressent par atrésie. La sélection du follicule
dominant est accentuée par la production de plus en plus

¢levée d'Eqo3. ce qui crée une assymétrie de la concentra-

tion de ce stéroide dans le sang ovarien. L'atrésie des
petits follicules, déclenchée par les protéines anti-
aromatisantes du follicule dominant, est entretenue par la
syntheése des androgeénes, qui irhibent la division des cellu-
les de la granulosa, réduisent la sensibilité aux gonado-
tropines et limitent encore la capacité d'aromatisation.
Le ou les follicules sélectiomnés, donc non atrétiques, en
fin de phase folliculaire vont ovuler.




D. Le résultat de la croissance folliculaire terminale

le 2swr &'ovelaiicn et ses variations

1. Les variations naturelles du faux 4d'ovulation

La croissance folliculaire terminale détermine 1'ovalation.
Recrutement, sélection et dominance ameénent un certain nombre de
follicules & la rupture et & l'émission de 1'ovocyte. Ce nombre est
le taux d'ovulation (SCARAIUZZI et RADFORD, 19383). Au -dela des ca-
ractéristiques endocrines, paracrines et autocrines, ce taux est
variable suivant 1l'age, la race, le poids, la nutrition, 1'état psy-
chologique et d'autres facteurs indépendants de la brebis. Il est
donc intéressant de les connaitre pour pouvoir agir sur ces varia-
tions naturelles en vue d'améliorer la prolificité du troupeau.

A Wariations hormonales

LH L'ovulation fait suite au pic préovulatoire de LH
(DUFOUR et al.,61979; cités par CAHILL et al., 1981). Diffé-
rents auteurs ont noté la corrélation existant entre lo
taux d'ovulation et 1'intervalle séparant le début de
1l'oestrus de la décharge de LH (THIMNOMNIER et PELLETIER,
1971 LAND et al. . 1973. BINDER et al., 1976, cités par CA~
HILL et al., 1981), mais cet intervalle ne détermine pas le
taux d'ovulation, puisqu'au début de 1'oestrus, les folli-
cules préovulatoires sont déjad différenciés (CAHILL ef al.,
1979). De plus, la stimulation de brebis en ancestrus par
la LH et par la LHRH amene des taux d'ovulation normaux,
malgré une hausse (jusqu'&d quatre fois) des niveaux de LH
en phase folliculaire (MAC NATTY et al., 1981). Il est ad-
mis par la plupart des auteurs que la L¥ »’'es? pas determi-

nante du rtaur 4'owvulation. walgré des valeurs significati-

vement plus é&levées chez les brebis prolifiques que l'on
explique par une différence de sensibilité au feed-back des
oestrogenes (LAND, 1976).

v

SH La FSH agit, nous l'avons vu, dans le recrutement

et la sensibilisation des follicules & la LH {OUSSAID et
al., 1982, cités par DRIANCOURT, 1985), principalement pen-
dant la lutéolyse (DRIANCOURT et CAHILL, 1984). CAHILL et



al., ont confirmé cette action, en signalant toutefois une
correlation entre l'amplitude du second pic de FSH en oes-
trus et le nombre de gros follicules & antrum présents sur
1l'ovaire 16 jours plus tard. A 1'inverse, la FSH n'a pas de
role dans la sélection des follicules ovulatoires (MAC NAT-
TI. et ul ~1976; CAHILL ‘et al). '1981).

Cependant, sucune correlsizion n’'a £i8 mise en £vi-

dence entre 1e tanuy de F5H pilssmatioue s conrs de la nhsasé

folliculaire £t 1o taur J'owulsiion entre brebis de ménme
race {(CAHILL et al.. 1979 BINDON et al ., 1983, TERQUI et
al. . 4983 . cités par - PHILIPON, 1983). Ce n'est pas le 'cas
entre races différentes ; le pic préovulatoire de FSH est,

en effet, plus élevé chez les brebis 2’msz que chez les 7i-
mahdite (LAHLOU-KASSI et al., 1934), et chez les Bocrools
que chez les 2XMerimos (BINDON et al., 1983). Par contre,
cela n'a pas été observe lors de la co mp araison entre Koms-
nov et Ile-de-France (BINDON et al. ., 197

¢
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QESTROGERES

CAHILL et al., {1981)

positive entre le niveau plasmatique d'Eq-p3, plus eleve

ot

établi une correlation

[}

n

chez certaines races prolifiques comme la Fomsnor, et 1
nombre de follicules préovulatoires. lais le taux élevé

y (]

d'Ey7p semble étre la conséquence, plus que la cause, du
nomnbre élevé de follicules préovulatoires, puisque ces der-
niers sont les principaux responsables de la production o-

varlenne d'E17ﬁ_
WHEELER et al. (1977), cité CAHILL et al. (1981)

ont montré une augmentation de la concentration en oestro-
génes chez des races prolifiques, par emploil d'autotranB—.
plants ovariens. BINDON et al. (1976) et SCARANUZZI et LAND
{1976) n'ont pas observé cette différence pendant le pro-
oestrus.

Les oestrogénes agissent en synergie avec la FSH
pour favoriser le recrutement et protéger les follicules de
l'atrésie. De plus, nouvelle preuve de 2’'effef posiiir des
gestrogenes sur Ie tauy 4'owvwlsizion LAND (1976) signale la
relation entre ce taux d'ovulation et la sensibilité folli-
culaire & l'effet feed-back des oestrogénes sur la sécré-




tion de LH.

ANDROGEHES

Les androgeénes inhibent 1'apparition des récep-
teurs & LH sur les cellules de la granulosa (FAROOKHI, 1980
ci‘té par PHILIPON, 1983) et par la, diminuent la sensibili-
té folliculaire & cette gonadotropine, entrainant le folli-
cule & l'atrésie (RAYNE et RUNSEN, 1958; LOUVET et al.,
1975; cités par PHILIPON, 1983; SILAVIN et GREENWALD, 1984,
chez le hamster).

En outre, les androgénes aident la FSH & accroitre

losa (NIMROD, 1981; cité par SILAVIN et GREENWALD, 1984)
entrainant une chute du taux d'cestrogénes par changement
de voie métabolique. L'androsténedione a, de plus, une ac-
tion positive Adirscie sur la production de progestérone, en
entrant en compétition avec les enzymes concernés dans le
catabolisme de la progestérone (FAROOKHI, 1980). Ce contrd-
le direct est mis en doute par SILAVIN et GREENWALD (1984).

a3l des androgénee sur Ils orois-

5
sance folliculsire. &t done sur Ie faur d'ovulsiion est

renforcé par une action positive sur la sécrétion d'in-
hibine (voir ci-dessous) (HENDERSON et FRANCHIMONT, 1981
1983 ;cités par HENDERSON et al., 1984). TERQUI et al. (19-
83) notent une concentration plasmatique en protéine liant
les androgénes plus faible chez les races peu prolifiques
( Z1e-de-France par rapport aux XHomanow,

INHIBINE

Nous avons déja dit que la sécrétion d'inhibine
est influencée par les androgénes et la FSH, de nméme que
par la taille folliculaire. L'état de santé général de la
brebis & également une influence sur la sécrétion d'inhibi-
ne (HENDERSON et al., 1981, 1983; HENDERSON et al., 1984).
Nous savons également que 1'inhibine empéche aflectivensnt
la production de FSH par 1'hypophyse {(FRANCHIMONT gt al.,
1981; CHANNING et al., 1982; cités par HENDERSON et al..
1984).

En outre, l'injection de fluide folliculaire puri-




fié¢ {(riche en inhibine} limite 1'cvulation (CUIMINS st al.

“t+
2l

1980). De plus, par immunisation de la brehis contre cet
cybernine, différents chercheurs ont constaté une augmen-
tation du taux''d'ovulation (0'SHEA et al., 1582; HENDERSON
et al., 1984; CUMIINS et al., 1986).

BINDON et al. (1983), étudiant les différences de
sécrétion d'inhibine entre races de prolificités différen-
tes (Foorocla-Merines), ont noté une moindre production par
les follicules des races prolifiques { Boorools).

5i l"on compare les caractéristiques owariennes
des brebis & haut taux d'ovulation, c'est-a-dire les brebis
prolifiques et les brebis immunisées contre 1'inhibine, on
s'apercoit que ‘les brebis prolifiques ont des follicules
préovulatoires plus petits et moins de celly

an
[
I
(T = M,
B
’—J
=)
]
-
o
i

e
nulosa (BAIRD et al., 1982; cité par CUIRIINS et al.

Jaad e T o e S LTt
Ll inhihine & donc un rale cpriain e Factenyr Jiui-

tant du fauy Z2'owilslion. mais le mode dlaction (direct ou

par 1l'intermédiaire de la FSH) n'est pas sirement connu
(CUMMINS et al., 1986; HENDERSON et al., 1984).

Conclusions

Puisque ni la LH, ni la F5H ne semblent contrdler
le taux d'ovulation, et que les stéroides ne paraissent a-
gir que par l'intermédiaire de protéines du fluide follicu-
laire, beaucoup de chercheurs se sont orientés wvers 1'étude
ou la découverte de ces dernieéres. Protéines anti-aromati-
santes et cybernines sont les moteurs profonds de la régu-
lation du taux d'ovalation et entrainent les hormones clas-
siques dans leur sillage puis leurs laissent le contrdle
final de 1'ovulation.

Les facteurs envisagés par la suite ne sont que
des conditions de niveau supérieur déterminant 1'environne-
nent ovarien.

B. Variationa liédes & la race

DIFFERENCES FOLLICULAIRES

SCARAMIZZI et RADFORD (1933) et BINDON st al.

{1983) ont effectué des observations sur Foorocls, Komanow
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et Finngises, et ont constaté que ces races difféerent dans
le mécanisme physiologique aboutissant & un taux d'ovula-
tion élevé.

Selon DRIANCOURT (1985), les Feoreola s'identifi-
ent par un recrutement prolongé pendant toute la phase fol-
liculaire., de faibles pertes par atrésie pendant la sélec-
tion et une capacité d'attente accrue jusqu'ad 1'ovulation.

Les Romanov se caractérisent par un grand nombre
de follicules recrutés (DRIANCOURT et al,. 1985:. cités par
DRIANCQURT, 19858). Le croisement de ces d4dpur Ireces
donhe naissance & une lignée possédant les qualités des
deux parents : augmentation du nombre de follicules recru-
tés (Fosermow et un recrutement prolongé (Fooroclsy. De
plus, les petits follicules préovulatoires répondent trés
tot aux gonadotropines (&Y (SCARAMUZZI et RADFORD,
1983).

Chez les Fipnoises, DRIANCOURT (1985) remarque
une sélection réduite des follicules, avec un recrutement
comparable & celui des races peu prolifiques.

I1 est intéressant de noter que ces races haute-
ment prolifiques ont une grande wvariabilité individuelle
du nombre 4'ovulation.

DIFFERENCES HORHONALES ET CYBERMETIQUES : CAHILL et
al. (1981) et BINDON et al. (1983), observent chez les ra-
ces prolifiques un second pic de FSH plus important. De
plus, BINDON et al. (1983) ajoutent que, chez les Feorecis
le niveau de FSH est aussi supérieur pendant les 24 heures
précédant le pic préovulatoire. Cette différence est due &
une sécrétion hypophysaire supérieure par rapport au lot
témoin (Merinos) (BINDON et al., 1984; cité par DRIANCOURT,
1985). Bien que la FSH n'ait pas de rdle bien établi dans
la détermination directe du taux d'ovulation, son rile
positif sur le recrutement explique peut-gtre le recrute-
nent prolongé observe.

On est en mesure de penser , suite aux travaux de
DRIANCOURT (19685), que la haute prolificité des brebis Foo-
roglg provient d'une deéficience en FGI (Follicular Growth
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Inhibitor), cybernine qui réduit la prolifération des cel-
lules de la granulosa (CAHILL et al. . 1984; cités par DRI-
ANCOURT, 1985).

Les Romapnov ont un taux supérieur de protéines
plasmatiques liant les androgénes (TERQUI et al.. 1983). Or
on sait que les androgénes libres renforcent la sécrétion
d'inhibine. Les ZXomsnow produisent donc plus de FSH par
1'hypophyse. CAHILL et MAULEON (1980; cités par DRIANCOURT
1965) n'ont pourtant pas enregistré d'augmentation de 1la
sécrétion de FSH, sauf pendant la lutéolyse, ce qui améli-
oré le phénomeéne de recrutement.

Enfin, les Fimmnoises secrétent une protéine in-
duisant la sélection (S57ZF Selection inducer protein) (DRI-
ANCOURT, 1985).

DIFFERERCES DE GENHOTYPE : HANRAHAN (1980 cité par
PIPER et BINDOM, 1984) localise 1'héritabilité du caractére
{taux d'ovulation) de la brebis ZFBogresis sur un seul geéne
majeur (au groupe de genes liés). Des études realisees par
DAVIS et al. (1982-1983) ont prouvé que 1'existence chez
cette souche de Mrimss, d'un géne F (fertilité) respon-
sable d'un effet majeur sur la prolificité. Ce geéne s'ex-
primerait par une action au niveau de 1'ovaire ol un plus
grand nombre de follicules subissent la maturation et sont
libérés & 1'ovulation. D'ailleurs CUIMMINS et al. (1983)
ont suggéré que le géne F entraine un déficit en inhibine
limitant 1'expression du feed-back négatif sur la sécrétion
du FSH.

COHNCLUSIONS : Les variations génétiques naturelles du
taux d'ovulation sembient venir des variations de la sensi-

bilité de 1'hypothalamus et de 1'hypophyse & 1'effet feed-
back des stéroides gonadaux (LAND, 1976, 1979).

C. Le’Doids et la nutrition de la brebis

Selon MORLEY et al. (1978), cité par SCARAINUZZI
et RADFORD, (1963), les relations existant entre le poids
des brebis et leur taux d'ovulation seraient linéaires et
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positives, au sein d'une mnéne race. FRUD'HON (1971) cite
par PHILLIPON (1983) chiffre le gain de portées gemellaires
de 2 & 3 ¥ chez les brebis Mrinos 4'4rles par auguentation
de poids de 1 kg.

On sait que les gains en poids avant la lutte sont
sans effet sur des brebis déja suffisamment lourdes. COOP
(1966), cité par SCARAMUZZI et RADFORD (1983), écrit que
seul le poids absolu corporel des brebis & la lutte et le
taux de wariation relatif du poids juste avant la lutte
{modifié par rlushing) sont associés & une augmentation des
ovulations multiples (COOP, 1966 ; cité par SCARAMUZZI et
RADFORD, 1983).

FRY et 'CAHILL ({résultats non publiés, cités par
CAHILL, 1984) notent une relation entre le poids et la sen-
sibité de 1l'ovaire au fluide folliculaire ovin (inhibine),
mais rien n'est encore conm sur le nécanisme intime de ces
relations.

D. Age

T1.e
L8

o

jeunes brebis en premiére saison de reproduc-
tion ont un taux d'ovulation plus faible que les adultes
(MACKENZIE et TERRIL, 1937; cité par PHILLIPON, 1983).
PRUD'HON (1971) associe ce fait au faible poids des jeunes
agnelles, de méme qu'd leur type différent de nutrition.
Le taux d'ovulation est maximum & un &ge déterminé pour
chaque race (de 3 - 5 ans & 10 ans, selon EBINDON et al,
1980). PRUD'HON cite 4 ans pour les Fimnoises, b ans pour
les Zacaunes, 6 & 8 ans pour les A&rinos. L'explication du
nécanisme est faiblement éclairé par les traveux de AL-O-
BAIDI et al. (1983, cité par CAHILL, 1964) :@ les aniennagises
de n'importe quelle race ont des follicules plus sensibles
au fluide folliculaire que les brebis &gées.

E. La saison

En 1973, déja MAC KENZIE et TERRIL supposaient
que le taux d'ovulation wvarie avec la saison.- I1 a fallu
attendre les travaux de FLETCHER (et al., 1970; cités par
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SCARANUZZI et RADFORD, 1984) pour constater que la reponse

& la saison n'est pas observée chez les arienngises ni
chez les adultes & poids corporel trés bon.

La baisse du taux d'ovulation est nette au milieu
de la période de lutte : & la fin de 1'été. le taux d4'ovu-
lation est élevé et diminue ensuite progressivement jus-
qu'au retour en ancestrus (SCARANUZZI et RADFORD, 1964)

Selon CAHILL et al.. les variastions saisonniéres
peuvent étre expliquées par 1'influence qu.'a la. photopé-
riode sur 1'incidence de l'atrésie. Certains auteurs coume
CAHTLL et MAULEOM (19860) et CAHILL (1981) observent plus de
follicules préantraux et moins de follicules antraux en
contre-saison. llais, de toute fagon, DRIANCOURT et YEGO
{1965) ne constatent aucune correlation entre le pourcenta-
ge de follicules & antrum et le taux d'ovulation. On ne
sait pas encore si cette incidence d'atrésie qui change
avec la saison peut modifier le taux d'ovulation pendant la
saison de reproduction.

F. Facteurs sociaux

L'introduction en période d'ancestrus saisonnier
de béliers dans un groupe de brebis Z#rinmos déclenche 1'o-
vulation & conditions que ces brebis aient été préalable-
uent isolées de ces béliers (UNDERWOOD et al. ., 1944; cités
par SCARAMUZZI et RADFORD, 1984). Ce phénomeéne, appelé &£F-
feid bélipr se produit chez beaucoup de races (MARTIN et
al.. 1981). Il peut avancer le début de la saison de repro-
duction par une élévation de la pulsatilité de LH (PEARSE
et OLDHAM, 1984) qui pourrait empécher 1'atrésie normale
des follicules. OLDHAI (19860) constate que 1'ovulation in-
duite s'accompagne d'un taux d'ovulation plus élevé. Ce mé-
canisme est exploité en induisant 1'oestrus juste & la fin
d'une période progestagénique (MARTIN et SCARAINMUZZI, 1983;
cités par SCARAINUZZI et RADFORD, 1984).

G. Le stress

Le siress, qui englobe toutes les foruwes possi-
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bles de contraintes, est assez difficile & étudier et peu
de choses sont connues & son sujet. Toutefois, une relation
négative entre l'importance du stress et la taux d'ovula-
tion semble évidente, blen que persomne n'ait pu la quanti--
fier. Un stress important peut empécher toute ovulation et
peut amener la brebis en état d'anoestrus.

Les facteurs stressants n'sgissent pas que sur
le taux d'ovulation : mortalité embryonnaire précoce accrue
nortalité néonatale importantes sont d'autres conséquences
(MAC KENZIE st sl.., 1976, ARNOLD et MALLER, 1974. cités par
HEINS et al. , 1983).

Certains couposés végétaux peuvent montrer une
activité oestrogénique si on les administre & des sou-
ris ou & des brebis (MOULE et sl., 1963. BRADEN et sl.,
1967, cités par BAUMINGER et al., 1969). Ces couposés,
2soflavonigues pour la plupart, proviemnnent de différents
types de plantes (Trétle : 7rifolium subterransum L., Tri-
foliuw pratense L. qui ont des isoflavones; Luzerne : 2~
dicago sativa L., Medicago truncatula Geertn. qui contient
le coumesian).

L'ingestion excessive de ces phyto-oestrogénes a
été tenue pour responsable de sérieuses infertilités chez
la brebis et la wvache. Méme une exposition bréve aux plan-
tes oestrogéniques pendant la saison de reproduction peut
affecter la fécondité des brebis (IMORLAY et al., 1964; cité

' par BAUMINGER et sl., 1969). Selon KATZNELSOR (1974), cité
par COZ (1984), ce probléme a surtout été observé en Aus-
tralie et n'est pas encore quantifié . La seule observation
est que 1l'ingestion de ces phyto-oestrogénes aménerait les
uéues umécanisues que 1'ingestion de pilules contraceptives
oestrogéniques.

2. Les variations de la prolificité

La prolificité est la résultante de trois facteurs . le
taux d'ovulation, la taux de fécondation de 1l'ovule et le taux de
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mortalité embryonnaire. Le premier de cez facteurs wient d'étre
étudier. Le second dépend essentiellement de la qualité de 1la
semence méle et du moment de 1l'accouplement ou de 1'insémination
il sort du cadre de ce travail. Nous examinerons maintenant ce que
1'on sait de la mortalité embrvonnaire précoce.

Le taux basal de mortalité embryonnaire oscille
entre 20 et 30 ¥ (EDEY, 1969; cité par HARESIGN, 1985). Les
résultats de plusieurs expériences suggerent que des fac-
teurs environnemeﬁtaux {rmtrition, température,...) peuvent
induire une augmentation des pertes au-deld de ce taux de
base (EDEY, 1969).

BISHOP (19%564) et BRADFORD (1979) s3'opposent quant
& 1'origine de ces pertes embryvonnaires : le premier croit
que le génotype de 1'embrvon est responsable de ces pertes,
le second opfte pour le génotype maternel. HANRAHAN (1982)
et HANRAHAN et PIPER (1932) arrivent & la méme conclusion
que BISHOP, bien que RICORDEAU et ses collaborateurs (1976)
aient trouvé des preuves de relation positive entre le taux
de survivance embryonnaire et la prolificité de la race
Komanow, tout comme LINDSAY sur la brebis 2’msz (HARESIGN,
1985). Le taux basal de wmortalité embryonnaire tend &
étre plus élevé dans les races prolifigques de brebis (BIN-
DON et PIPER, 1982). ce qui est une conséquence du meilleur
taux d'ovulation. HANRAHAN propose un modeéle de décroissan-
ce linéaire de la survivance embryonnaire en fonction du
taux d'ovulation .

Actuellement, les pertes embryomnaires ne peuvent
plus étre expliquées uniquement par des anormalités généti-
ques embryonnaires. En effet, WILMUT et al. (1985), se& ba-
sant sur des travaux de transfert embryonnaire, émettent
conme hypothése que la mortalité embryonnaire serait le
résultat d'une asynchronicité entre le temps d'ovulation et
le début de la sécrétion de progestérone qui s'ensuit. Se-
lon lui, un taux d4'ovulation élevé, responsable d'une lon-
gue durée totale des ovulations, auguente les chances d'une
asynchronicité entre la sécrétion de progestérone en début
de parturition et le stade de développement des embrvons
individuels. ABWORTH et al. (1984) suggerent, d'autre part,
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que le taux de survivance embryonnaire pourrait étre 1ié
au niveau basal de progestérone pendant la période péri-
ovulatoire.

En conclusion, 1'équilibre délicat existant entre
1'état endocrinien de 1'embryon et 1'éwolution des sécré-
tions rend difficile les manipulations de la taille de 1la
portée. Le taux d'ovulation est, en cela, bien plus aiszé &
modifier. C'est, sans aucun doute, la wvoie d'avenir des
amnéliorations de la prolificité des différentes races de
brebis.

3. Les wvariationa artificielles ({(meihades Z’amslioraliom

du taux d'ovulation

Le principal facteur limitant la fécondité reste le faible

taux d'ovulation des espéces peu prolifiques (HANRAHAN, 19850).

A. Croisemnents génétiques

Le croisement de races prolifiques et de races
viandeuses fournit des lignées stables présentant un haut
taux d'ovulation (QUIREE, 1978, 1979; RICORDEAU et al.,
1982 : croisement entre Fomsnov et Serrichou-du-chery. De
méme, des croisements entre souches différentes d'une néue
race donnent le méme résultat (MAC QUIRK et al., 1930; PI-
PER et BINDON, 1980; RAMSON et al., 1980; cités par PHILI-
PON, 1983 : Merinos Soorools et Mérinos-d’iries).

B. Améliorations nutritives

L'auguentation des apports alimentaires pendant
la périocde de reproduction est certainement la plus ancien-
ne et la plus euplovée des néthodes d'amélioration de la
fertilité des brebis.

Le Flushipg {(auguentation du poids des animaux
avant la lutte) permet une faible augmentation de la proli-
ficité (SCARANUZZI et RADFORD, 1983). ENIGHT et al. (1975}
et RADFORD et al. (1980), en expérimentant la supplémenta-
tion protéique & poids constant, obtiennent des gains im-
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1500 u.i. PMSC 7,13




-42-

portants (30 ¥) et rapides {dans les 6 jours) du taux 4'o-
vulation, mais on ne connait que peu les nécanismes de
cette action & court terme. Des nmodifications du régime
alimentaire & long terme {plusieurs mois) affecteraient la
population des follicules primordiaux ou en début de folli-
culogenese (CAHILL, 1981).

C. Conditionnements saisonniers

La manipulation de la photopériode, en bergerie,
serait aussi un woven artificiel d'augmenter le taux d'o-
vulation {CUIMIINS et al. ., 1984).

D. Fuploi de gonadotropines exogénes

L'apport de FSF sous forme d'extraits crus d'hy-
pophyse (MOORE et SHELTOM, 1964), 1l'injection de FSH porci-
ne (WRIGHT et al., 1981; cités par BINDON et al., 1983) et
des injections séquentielles de FSH et LH ovine (OUSSAID,
19683) augumentent le taux d4'ovulation chez la brebis. On
pourrait encore, pense-t-on, en regard de l'action rapide
du traitement, réguler le taux d'ovulation en fin de folli-
culogenese (PHILIPOM, 1983).

En 1948, THIBAULT et sl. ont injecté de la PHSG
en fin de cycle {J"12-13") et ont obtenu une supsrovulation
lors du cycle suivant (GHERARDI et LINDSAY, 1980). L'effet
de la PISG se fait sentir en fin de folliculogenése, mais
vu la longue demi-vie de cette hormone (IMAC INTOSH et al.
1975; cités par PHILIPON, 1983)., il est difficile de savoir
& quel moment elle agit. Cependant, IMOORE et al. (1981) ont
observé que la PHSG sauve les follicules en début d'atrésie
et empéche les follicules antraux de dégénérer.

Halheureusement, ces wéthodes pharmacologiques
d'amélioration du taux d'ovulation, bien que largement uti-
lisées, ne sont pas pleinement satisfaisantes : le manque
de précision de la réponse et la faible fertilité des trou-

peaux en sont les principaux inconvénients (LAND et al.,

1982). De plus, les wvariations dans les réponses individu-

elles sont telles qu'il est impossible de prédire la répon-
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se moyernne d'un groupe. S5i 1l'on auguente graduellement la

dose de PHSG, le feed-back supplémentaire meénerait lente-

ment a 1'élimination du support gonadotropique exogene
- (BINDON et PIPER, 1S77; LAND, 1979).

E. Inactivation de certaines productions hormona-
les
CLOHIPHENE

Le clomiphéne est une substance faiblement anti-
oestrogénique., largement employée pour induire 1'ovulation
chez les femmes anovulatrices. Chez les brebis, SHOOK et
HANSEL (1971) ont rapporté une augmentation du taux d4'ovu-
lation suite & un traitement avec cette substance. D'autres
auteurs (LAND et SCARAMUZZI., 1975) ont confirmé ces résul-
tats et précisé que le clomiphéne peut jouer un rdle dans
1'induction de 1'ovulation pendant 1'anoestrus.

OYARTECTOHTE UNTLATERALE

L'ovariectomie wunilatérale ou ablation d'un des
deux ovaires, a permis, chez le cobaye, de doubler le nom-
bre d'oeufs (FENTON gt al., 1970; cités par LAND, 1979).
Chez la brebis, 4 jours apres 1'opération, de multiples
observations sonft observées (LAND, 1973). FINDLAY et CUOM-
MING (1%977) supposent qu'un facteur intervient, modifiant
les actions des gonadotropines.

THHOHISATION COWTRE LES HORHOWESS

Le traitement des brebis par immuniszation contre
certaines hormones peut se falre par injection de sérum
contenant l'anticorps produit par d'autres animaux (immuni-
sation passive) ou par injection de 1'hormone visee, coup-
lée & une substance & propriétés immunogéniques {(immuniss-
tion active). Ces méthodes d'inhibition de l'action d'une
hormone particulieére peruettent d'obtenir des réponses a
faibles variations individuelles.

Ces nouveaux procédés étant & la base de notre
travail, 1ls sont plus particulierement développeés dans la
partie suivante.
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E. Leos techniques prometteuses d'amélioration du taux

d'ovulation : immunisations et vaccinabions

L'utilisation et la manipulation du systéme immunitaire
afin de conférer 1'immunité contre des organismes infectueux a
largement progressé. Dés les années '50, SPRUNT et al. (1951) prou-
veérent que des applications zootechniques pouvaient étre envisagées
grace & cette technique. La production d'anticorps,suite & une immu-
nisation contre des oestrogénes, donnait des résultats satisfaisants
pour réguler les fonctions endocriniennes, en particulier pour aug-
menter la productivité des animaux domestiques.

1. Historique de 1'immunisation anti-hormonale

Dans les années '30, sont apparues les premiéres
utilisations de 1'immunisation, pour 1'étude du rdle bio-
logique des hormones. Elles concernaient les gonadotro-
pines récemment découvertes (HILL et al., 1934 ; ROVWLANDS,
1937 ; COLLIP et al., 1940). La manipulation de 1'auto-
immunité restait cependant limitée aux protéines immuno-
géniques préparées & partir d'especes hétérologues (ZONDEK
et SULMAN, 1942 ; LEATHE!, 1949).

Initialement, il ¥ eu certaines controverses
quant & la nature du facteur inhibiteur (COLLIP et al.,
1940) mais, bien vite, les chercheurs dans leur ensemble
accepterent 1'idée d'une production d'anticorps en répon-
se & une stimulation antigénique par les gonadotropines
(études biologiques : SCHWART, 1974 ; ESHKOL et LUNENFELD,
1975 ; MOUDUAL, 1975 ; dans les R.I.A. ; DICZFALUZY, 1969;
tous cités par HMARTENSZ, 1979).

Composés de faible poids moléculaire (PII 200 &
400) et de ce fait sans propiété immunogénique inhérente,
les stéroides ne pouvaient étre emplovés tels quels
(D' ARIOUR et al.. 1934 ; HARTIAN et al., 61940 ; cités par
HIARTENSZ, 1979) dans le mécanisme d'immunisation. Pour vy
arriver, il fallut attendre 1938, date & laquelle CLUTTON

et son équipe produisirent des anticorps anti-thyroxine,




par application du principe de LANDSTEINER (1936) qui de-
crivait la conjugaison de petits couposés non iumunogéni-
que en soi (hapténe) & des protéines & haut poids molécu-
laire : ces conjugés favorisent la production d'anticorps
contre ces hapténes.

Ces résultats ne furent exploités qu'en 19561
lorsque SPRUNT et al. décrivirent la capacité du sérum de
lapin immunisé avec un conjugé protéine-oestrogéne de lier
1'hapténe stéroidien. Les premiéres descriptions précises
de méthodes de couplage spparurent vers la fin des amnées
‘50 (ERLANGER er al. 1957, 1959 ; GOODFRIEND et SEHON,
1958 ; LIEBERNMAN et al., 1959). En 1970, MISWENDER et
MIDGLEY ont claireument démontré que le site de conjugaison
d'un stéroide & sa protéine porteuse a un effet important
sur la spécificité de l'anti-sérum résultant.

IMILLIER et CAIERON (1976). SCARANUZZI (1976).

NIESCHLAG et WICKINGS (1978) ainsi que IMARTENSZ (1980) ont
passé en revue toutes les études de ce type.

2. Les types d'immunisations

A. Passive

L'immumisation passive permet le contréle du ti-
tre d'anticorps de 1'animal receveur, permettant par 1&
la suppression des problemes d'anoestrus lieés & de trop
fortes concentrations en anticorps (LAMD et al. . 1982). De
plus, 1l'antisérum peut étre manipulé avant 1'injection

pour le rendre plus efficace, on 1l'enrichit par un nélange
d'anticorps dirigés contre différents stéroides (peu in-
téressant si 1'étude ne concerne qu'un seul type de stéro-
ide), facile & préparer et nécessitant des doses noins
fortes & 1'injection.

L'effet de 1'immunisation passive est immeédiat
car il ne fait pas appel au systime immunitaire de 1l'ani-
wal, et de courte durce.
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L'animal immuniseé qui sert & produlre l'anti-sé-
run réagit en produisant des stéroides plus abondaument.
Dans certains cas, cela sature trop rapidement l'antisérum
linitant la dose d'anticorps & injecter (SCARAMUZZI, 1977
MARTENSZ, 1980).

En ce qui concerne l'amélioration du taux d'ovu-
lation, 1'immunisation passive est wvalable, quelque soit
le stéroide visé (LAND et al., 1982).

B. Active

L'immunisation active, appelée wvaccination, ne-
cessite plusieurs injections. Par cette méthode. les ti-
tres obtenus sont bien supérieurs & ceux de 1'immunisation
passive, mais plus variables et non contrdlables (CALDWELL
gt al., 1970, cité par PHILIPON, 1983).

L'immunisation active contre les stéroides provo-
que toujours chez la brebis une stéroidogentse accrue
{ SCARAIUZZT, 1979; SCARANUZZI et al.. 1980), sous 1'influ-
ence d'une sécrétion élevée de gonadotropines. L'suguenta-
tion de concentration sanguine la plus évidente est enre-
gistrée dans le cas d'immunisations contre 155 androgeénes,
l'androsténedione en particulier, reflétée par 1'hypertro-
phie des cellules de la théque et par la dégénérescence
des cellules de la granulosa (IMOOR, 1977 MARTENSZ, 1980).
L'effet se marque surtout sur la morphologie ovarienne et
sur l'incidence des follicules hémorragiques (MARTENSZ,
1980}).

3. Technigques euplovées

A Fabrication de conjugués stéroides-protéines

Communément, un dérivé acide d'un groupe fonc-
tionnel d'un stéroide (Aspiéng) est ewployé pour f[oruer
une liaison covalente avec le groupe aminé de la protéine
porteuse (ERLANGER et al., 1967, KELLIE et al., 1975;
KOHEN et al., 1975: tous cités par SCARANUZZI et HOSKINSON
1983).
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ERLANGER a fabriqué des conjugués en liant des
dérivés oximes des groupes cétoniques ou des dérivés hémi-
succinates ou chlorocarbonates des groupes hydroxyles des
stéroides avec le groupe aminé de radicaux lysines d'albu-
nine bovine.

Mais bien souvent, il est indispensable d'insérer
une chaine moléculaire qui ponte les deux substances. Cela
produit des antisérums bien plus spécifiques (MARTENSZ,
1980) qui peuvent différencier des stéroides de structure
proche (LIEBERMAN et al., 1959).

Le maximum de spécificité de 1l'antisérum apparait
quand la réponse se fait pour le conjugué stéroidien au
site distal de 1'élément structurel visé. De cette facgon,
le stéroide expose une surface de reconnaissance immuni-
taire avec le plus de dissimilitudes vis-&-vis d'autres
stéroides (GROYER et ODELL, 1977. cités par SCARAMUZZI et
HOSKTNSON, 1983).

Les conjugués ont un faible pouvoir immunogenique
et la réaction immunitaire doit étre facilitée & 1'aide
d' Zmwuno-sdjuvenis appropriés (BOREK, 1977 cité par SCA-
RAMUZZI et HOSKINSON, 1983). Les adjuvants possédant la
plus grande capacité & favoriser la réaction sont le FCA
(Freund's Complete Adjuvent. & base d'huile). le DEAE-dex-
tran, polycation (COX et al., 1976) et le Dextran-sulfate,
polyanion (KAPLAN et al., 1978).

B. Mode d'injection des antisérums

Le mode d'injection est wvariable, selon les pré-
férences de chaque expérimentateur {(voir IARTENSZ, 19380).
On peut toutefois citer deux traitements que COX et al.
(1982) ont étudiés : le traitement comple? (2 injections

intramusculaires multiples & deux semaines d'intervalle)
et le traitement szaplirié (2 injections sous-cutanées
simples). Ces deux traitements sont maintenant retenus
comme standard (PHILIPON, 1983).




C. Caractérisation des antizérums

La caractérisation de la réponse immunitaire pas-
se par la détermination de sa magnitude (grandeur), de son
profil d'extinction, du degré de neutralisation biologique
de la cible stéroidiemne {(titre d'anticorps), de la spéci-
cité de l'anticorps Iz wZrg et de la composition de 1'im-
munoglobuline {capacité de liaison & l'anticorps).

Le Zitre d'anticorps est défini comme la dilution du
plasma qui lie 50 X% de radicactivité ajoutée (stéroide
tritié) apreés une nuit d'incubation & 4°C. Le Dexiran T70-
charcoal (charbon actif) permet la séparation,,. de la par-
tie liée et de la partie libre, par adsorption de la cette
derniére. Une centrifugation accéleére cette séparation.

La capaciié de Iigiszon de 1'antlicorps se Lesure pay
comptage apres dialyse d'équilibre d'une dilution d'anti-
sérun additionnés de stéropide tritié dans une solution sa-
line.

On deéfinit la spécificiiéd d'un antisdrum coume éfant
le rapport, exprimé en ¥, entre la dose de stéroides con-
jugués qui déplace 50 ¥ de stéroide tritié fixé par l'anti
sérum et la dose de stéroide parsasiis nécessaire au dépla-
cement de la méme fraction de stéroide tritié. Une méthode
travaillant avec des solutions faibles, consiste & mesu-
rer le titre d'anti-sérum pour chaque stéroide (SCARAMUZZI
1976 . MARTENSZ, 1980).

4. Les hormones impliqués dans les immunisations

&. Frogestérone

L'immunisation anti-progestérone provoque 1'aug-
mentation du taux plasmatique de cette hormone, mais sous
forme liée (FAIRCLOUGH et al., 1976; FRENCH, 1977. cités
par THOMAS et al . 1984). Elle est accompagnée de pertur-
bations profondes dans la longueur du cvcle et diminue
1'incidence du comportement oestral (THOMAS et al., 1984):
cela n'améliore pas la fertilité (HOSKINSON et al.,6 1982;
citeé par SCARAIUZZI et HOSEINSON, 1983).




=40

MARTENSZ (1980), FAIRCLOUGH (1976, sur la brebis)
et FERIN et al. {1970, sur la ratte) n'cbssrvent pas d'ef-
fet du traitement sur 1'ovulation, et FAIRCLOUGH n'cbserve
de plus aucune action de 1'immunisation anti-progestérone
sur la régression lutéale ou sur 1l'oestrus.

En revanche, THOMAS et al. (1984), par immunisa-
tion active, notent une diminution de 1'incidence du com-
portement oestral, une réduction de la longueur du cycle,
associée & une réduction de 1'intervalle séparant les pics
préovulatoires de LH, suite & une dininution de 1'inhibi-
tiohn du fesd-back positif des oestrogénes (THOMAS et al.,
1984; FRENCH et SPENETTA, 1981; HOSKINSON et al., 1982).
L'immunisation contre la progestérone augumente la frégquen-
ce des pulses de LH probablement par une diminution du
feed-back négatif de la progestérone {(THOMAS et al. b 1984).
Toujours en contradiction avec les auteurs précédants,
THOMAS et al. observent l'apparition d'un haut nowbre de
nouvelles ovulations et 1'absence de régression lutéale,

les deux annoncant 1'accumulation de corpors lIutéds sur
1'ovaire : il y aurait inhibition de 1la syntheése de PGF,,

(SCARAIMUZZT et al. , 1977).

En outre, 1'immunisation contre la progestérone
retarde 1'iumplantstion de 1'embryon ef provoque parfois
des avortements (NIESCHLAG et WICKINGS, 1978; cités par
PHILIPON, 1983; MARTENSZ, 1980) mais elle n'a plus d'effet
apres la pfemiére moitié de la gestation (IMARTENSZ, 1980)
puisque le placenta et le foetus sont capables de secréter
leur propre progestérone.

B. Oestrogenes (IARTENSZ, 1930; NIESCHLAG et WI-
CKINGS, 1973)

OESTRADIOL-178

L' espiol de doses msssives lors des premigres
gxpériences d'immwmisation contre les oestrogénes ou 1'u-
tilisation de l'adjuvant de Freund (COX et al., 1982) ont
provoqué un titre d'snticorps trés élevé (SMITH et al.,
1981; SCARAMMUZZI et al., 1932) qui pouvait entrainer la




suppression de 1l'ocestrus chez 1a brebis (SCARANMUZZI et al.
1970, 1977 COX et al. , 1976, 1973-79; RAWLINGS et al. .,

1978) et chez la ratte (HILLIER et CAINERON, 1976).

Tout comnme celui de 1la progestérone, le taux
d'oestrogénes totaux s'éléve suite & 1'hyperstimulation de
la stérolidogenzse, mais les stéroides se trouvent princi-
palement sous forme liée (SCARAMUZZI et al . 1980; SCARA-
IUZZT et HOSKINSON, 1983).

C'est apparament 1'Eq-p qui est le plus impliqué
dans 1'inhibition de 1'ovulation et 1'arrét de-1'cestrus
(rat : HILLIER et al., 1975; brebis : SCARAMUZZI et al.,
1977; RAWLINGS et al., 1975 vache : IMARTIN et al., 1978;
singe rhésus : FERIN et al., 1974). L'ovulation est inhi-
bée suite & 1a suppression du pic préovulatoire de LH
(brebis : FERIN et al. . 1970, SCARAINUZZI et al., 1970, COX
et al.., 1976; FAIRCLOUGH et al., 1976; ratte : HILLIER et
CAMERON, 1976; cobaye : PEDDIE, 1977). Le temps d'adminis-
tration de l'antisérum est d'une importance critique pour
1'immunisation passive : le blocage de 1'ovulation le plus
g¢vident est obtenu quand l'antisérum est injecté pendant
le diocestrus (FERIN st al., 196%). L'ovulation peut quand
méme se produire aprés 1'accouplement, walgré 1'absence de
pic préovulatoire spontané de LH {KAUSHAHSKY et al., 1977)

Le taux basal de la LH augmente, de la méme fagon
que chez les brebis ovariectomisées et hystérectomisées
(PANT et al., 1978; MARTENSZ et al., 1979). La FSH est
aussi secrétée plus abondsument, mais 1'augmentation est
noindre (MARTENSZ, 1979).

Ce sont ces résultats qui ont permis de démontrer
que 1'Eqoy est le principal stéroide concerné‘dans 1'inhi-
bition de la s3écrétion des gonadotropines chez la brebis,
surtout pendant 1'anoestrus. cela a prouvé aussi que 1'é-
lévation de la concentration en Eqnp plasmatique pendant
le dicestrus (GOSHINIGA et al., 1969) est le facteur qui
déclenche le pic préovulatoire de LH (MARTENSZ, 1980).
KARSHANSKEY et al. (1977) ont néme remarqué que l'ovulation
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peut avoir lieu aprés l'accouplement chez des rats active-
ment immunisés contre 1'Eqpp et qui ne montrent pas de pic

préovulatoire spontané de LH.

Les anticorps anti-oestrogeénes sont capables
d'inhiber toute action utérotrophique des oestrogénes exo-
génes ou endogeénes chez le rat, la souris et le hamster
(GOODFRIEND et al., 1961; FERIN et al., 1968).

Au niveau morphologique, 1' immunisation contre”
les oestrogeénes cause une hyperstimulation ovarienne ca-
ractérisée par un nowmbre croissant de grands follicules
cystiques ou hémorragiques avec hypertrophie de la couche
thécale et dégénérescence de la membrane basale et de la
granulosa.

Enfin, l'immunisation & haute dose contre l‘Ei-m

n'améne pas de déreglement de la lutéolyse (SCARANMUZZI,
1976) ni de la parturition (COX et al., 1976; RAWLINGS et
al.. 1978) et éléve la proportion de cycles oestraux

longs. La fertilité des animaux immunisés sont plus fai-
bles que ceux des témoins (MARTENSZ et al., 1978).

Par contre, en utilisant des wéthades de siimula-
tions Immuniisires plus douwces, 1'interruption des cycles
n'est pas observée (SCARAMUZZI et al., 1977, 1980; HMARTIN
et al., 1979; SHMITH et COX, 1981; SCARAMUZZI et HOSKINSON,
1983). De plus. les pertes enbryonnaires observées sont
trés variables : normales (COX et al., 1978-79, 1982; LAND
et al., 1982)., élevées (SCARAIMUZZI et HOSKINSON, 1983),
pernettant le maintien de le fertilité (LAND et al., 198Z;
SHITH et COX, 1981) ou faibles {SCARAMUZZI et HOSKINSON,
1983), surtout en cas de titre d'antisérum élevé. Le non-
bre d'agneaux nés n'est, de ce fait, pas modifié (IMARTIN
et al., 1979). Si la réponse immunitaire est bien contré-
lée. on peut quand méme obtenir um gaipm de 20 X (LAND et
al., 1982, SCARANUZZI et HOSKINSON, 1983).

Quant au ser-rafiz, 11 ne subit aucun changement
{SCARAMUZZI et HOSKINSON, 1983).




OESTRONE Les effets de 1'immunisation anti-oestrone sont
moins marqués que ceux de 1'immunisation anti-oestradiol
{(COX et al., 1976; COX et WILSON, 1976; IMARTENSZ et al.,
1379). La réponse immunitaire est en effet wmoins intense
(COX et al., 1976). Une autre explication possible est le
réle moins important de 1'ocestrone sur le cycle ovarien
de la brebis (MARTENSZ, 1980).

HARTENSZ et al. (1978) ont montré que 1'immunisa-
tion anti-oestrone influence 1le feed-back négatif de

1'Eq7p sur la sccrétion de LH et de FSH. De plus, elle

auguente la concentration plasmatique en progestérone pen-
dant la phase lutéale (RAWLINGS esf al. ., 1979).

L'immunisation contre 1'oestrone., & 1'inverse de
1'innunisation anti-cestradiocl, permet d'sugmenter le taux
d'ovulation (SCARAIUZZI et al.. 15977).

PHYTC-OESTROGENRES
La uméthode de couplage des phyto-oestrogeénes est
la méme que celle des autres stéroides : liaison covalente
avec un polypeptide synthétique ou avec de la F54 (Bovine
Serum Albumin) pour former un complexe immunogene (BAUMIN-
GER et al.. 1969, COX et al., 1972; cités par COX, 1984).

COX et son equipe ont combattu les effets des
phyto-oestrogeénes coumme le coumssiasr par 1'immunisation
active. Ils ont ainsi pu reéduire les effets phyto-oestro-
géniques négatifs sur 1'utérus (COX et al . 1982). En ou-
tre, le taux d'ovulation a été rétabli, tout comme la fer-
tiliteé (COX et al. ., 1982, SMITH =t sl. . 19382).

51 l'injection est faite au moment de la lutte,
il n'y a, tout au plus, que réduction des effets des phy-
to-oestrogénes (LITTLE gt al.. 1984). La cause est peut-
étre la trop grande quantité de dérivés cestrogéniques vé-
geétaux ingeérés par la brebis.

C.L'inhibine

FRANCHIMONT et _al. (1975, 1979) ont observé que



1'inmunisation de lapin avec de 1'inhibine partiellement
purifiée permet une &lévation du niveau d'émission de F5H
3an3s changement de celul de LH. Par contre O'SHEA et al.

p
o

{résultats non publiés. cités par BINDON observent que le:
animaux immunisés présentent des taux normaux en FSH, et
pensent que 1'inhibine agirait directement au niveau ova-
rien.

Du fait de 1'impureté de 1'immunogéne {présence
d'albumine), il y a une large wvariation de la réponse
immunitaire (JAHSEN gt al.., 19G4; CUIMIMINS et al.. 1936).

L'effet de 1l'immunisation passive, faible sur le
saisonnement et sur la longueur du cycle cestral, résulte
d'une courte vie de la réponse (O'SHEA 1984; CUIRIINS et al
1986).

L'immunisation contre 1'inhibine augmente 1le
taux d'ovulation (HENDERSON et al., 1584; CUOMIINS er al.,
1986; O'SHEA et &l ., 1984) dans une proportion comparable
4 un traitement & la PIMSG (BINDON et al. 1971 WALLACE et
MAC NEILLY, 1985; cités par MARESIGH, 1935). Elle semble
agir sur la maturation des follicules qui sont plus hon-
breux et plus gros que chez les brebis témoins. Le nombre
de portées est également plus élevé (O'SHEA et al, 1984).
La réponse obtenus =3t durable pendant toute la période de
reproduction et ne nécessite qu'une injection de rappel
1'armée suivante (CUIDIINS et sl ., 1986 IMENDERSON et al |
1954).

Bien que 1l'on ne sache pas si 1'immunogéne actif
201t 1'inhibine ou 1'élévation de niveaun de FSH, les bre-
bis, immunisés contre 1'inhibine, ensuite ovariectomisées,
résistent & 1l'effet dépressif sur la FSH des fractions de
fluide folliculaire enrichi en inhibine (AL OBAIDI et al..
1964; CHAMWING =t al ., 1956Z chez le singe). Il v a donc
production d'anticorps anti-i

Pour 1'instant, cette techmique n'est pas en-
core applicable industriellement, wais de nowbreux efforts
sont faits pour purifisr 1l'inhibine et les autres coumposés




du fluide folliculalre (RAIASHARIIA et al., 1984 cités par
O'SHEX et al., 193%)

L'ipmunisation contre les androgénes, tout comme
celles wisant les autres stércides provoqus une augnenta-
tion de ftaux d'androgenes total, mais une diminution du
taux d'androgenes libres {(ratte : HILLIER et _al., 1974,
1975 lapine : ARMSTRONG et al.,1978; brebis : SCARAMUZZI
et HOSKINSON, 1933).C'est la forte augmentation du niveau

basal de la LH qui est la cause d'une sécrétion accrue
des androgenes (SCARAMUZEZI et al., 1981; SCARANUZZI et
HOSKINSOM, 1983).

-

57 la réponse immunilaire est irop intense, suite
4 une immunisation active, l'anoestrus s'installe chez la
ratte (HILLIER et al., 1974, 1975) et ‘chez la. brebis
(SCARANUZZI et sl1., 1977, 1981; VAN LOOK et al.. 1978
MARTENSZ et SCARAIUZZI, 1979; MARTIN et al.., 1979; GELDARD
- et SCARANMUZZI, 1983). La concentration en FSH se trouve
réduite par 1'immunisation contre l'androsténedione et en
noindre mesure contre la testostérone (MARTENSZ et sl
1976; SCARANMUZZI et HOSKINSON, 1983). Selon MARTENSZ et
SCARAMUZZI (1979), les androgeénes libres faciliteraient
donc la libération de FSH par 1'hypophyse. -

L'inmunisation contre la testostérone conduit
parfois & l'apparition de follicules Kkystiques qui n'ont
plus de cellulez de la granulosa (HILLIER et al. ., 1974,
1975; ARINSTRCNG et al., 1975, SCARAMUZZI, 1979). Selon
ARIMSTRONG et al. (1978 ces follicules seralent incapables
d'ovuler mais continueralent & grossir, la chute du taux
d'androgénes libres les protégeant contre l'atrésie.

de reponse modérds, on observe, chez

(";

£ &A8
toutes les races de brebis, une augmentation du taux d'o-
vulation de 50 ¥ (SCARAMUZZI et al. ., 1977, 1980, 1981,
1982, 1983; SCARANUZEI, 1979; SCARAMUZZI et HOSKINSON,
1963; OSMITH et al., 1381, 15&3; GELDARD, 1554; LAND et
al., 1982,...). On constate aussi que le taux d'ovulation
est en relation avec une saugmentation du nombre de gros
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REPONSE OVARIENNE A L°'IMMUNISATION CONTRE LES STEROIDES
==m=sme—s,

(Yago . 1384)

Race

Traitement

T.0. contrdle

T.0. aprés immunisation

source

Welsh mountain

immunisation active

contre 1'androsténedione 1,36 2,40 VAR 100K et al (1978])

Charmoise id. 1,09 1,65 adapté de COCNIE, PHILIPOR et
TERQUT (1984)

Merino i-uaiu.:ioa active

contre 1'cestrone 1,2 2.3 MARTIR et al (1978)
elsh Moutain immunisation passive

contre 1'cestrone 1,3 1,8 LAND e ¢ al (1982)
Welsh Mountain immunisation active

contre la testostérone 1,5 2,8 SCARAMUZZI et al (1981)
Velsh Mountain immunisation passive

contre la testostérone 1,59 1,78 MLJ_I. (1982)
fWelsh Mountain immunisation active SCARAMUZZI, MARTENSZ et

contre 1%oestradiol 1,5 3,0 VAN LOOK (1980)
Melsh Mountain immunisation passive

contre 1'cestradiol 1,69 1,83 LAND g+ 27 (1982)
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follicules préovulatoires {(COX et al., 1975-79, 198Z; SCA-
RAMUZZY et al.. 1%31; SCARAMUZZI et HOSKINSON, 1983). Cet
effet est di & l'action antimitotique du haut niveau de LH
sur les cellules de la granulosa, ce qui prolonge leur
survie (SCARAIUZZI et al., 1980, 1981; SCARAMUZZI et HOS-
KINSON, 1983).

Comme conséquence de 1'augmentation du taux
d'ovulation, on note plus de corps jaune en phase lutéale,
ce qui accroit la sécrétion de progestérone (lMARTENSZ et
SCARAMUZZI, 1979). Cox et al. (1978-79, 1980), VAN LOOK et
al. {1978), MARTIN et al. {1978) et SCARAIUZZI et HOSKIN-
SON (1983) ont signalé une modification du ssr-r&iig en
faveur des femellss, surtout dans le cas des portées mul-
tiples.

5. Conclusions

Les immunisations contre les hormones du systéme
reproducteur, et plus particulierement les hormones ovari-
ennes, sont caractéristiques :

- Les immunisations contre les androgeénes et les
progestagénes, ainsi que contre 1'oestrone, augmentent le
taux d'ovulation, & 1'inverse de 1'immunisation anti-
cestradiol mqui provogque une baisse du taux d'ovulation,
sauf si la réponse immunitaire est bien contrdlée.

- Des performances d'agnelage 3ont obtenues
sous immunité contrdlée (titre d'anticorps faible, de
1/600 & 1/3000, au début de la lutte).

- En cas de titres trop élevés, les brebis
peuvent entrer en état d'ancestrus ou de stérilité. Dans
tous les cas d'hyperstimulation de 1'immunité, les per-
formances d'agnelage sont faibles.

-Pendant 12 milieu de la phase lutéale, les
corps jaunes sont plus actifs et plus wolumineux. Cette
activité se traduit par une auguentation de la concen-
tration en progestérone.

- L'immunization est associée &4 des changements
des concentrations sanguines hormonales | aujuen-

tation du niveau basal de la LH et de sa fréquence de’
décharge.
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- L'immunisaition passive, par sa possibilité
de contrdle et sa souplesse d'emploi, permet 1'cobtention
de trés bons résultats.

- Les résultats de 1l'immumnisation contre les
androgénes ne sont pas influencés par les synchronisa-
tions de 1l'oestrus (IMARTIN et al., 1984). De plus, ils
sont additifs & d'autres méthodes d'smélioration du taux
d'ovulation, coume le gain de poids (SHITH et al., 1981;
GELDARD et SCARANMUZZI, 1983) et 1'avantage génétique de
certaines souches (SMITH et al., 1981).

- Le taux de fertilisation, & 1'inverse du
taux d'ovulation, semble étre diminué (SCARAMUZZI et HOS-
KINSON, 1883).

- Les pertes eabryonnaires sont plus élevées
chez les brebis immunisées.

F. L'impunisstion active ou la vaccinabtion contre 1'andro-

sténedione

1. Historique

En 1974, L'équipe de SCARAMUZZI a engagé un pro-
gramme de recherche, dont la technique principale était
1'immunisation, afin 4d'étudier les fonctions des androgé-
nes sur les phénoménes sexuels cycliques de la brebis
{SCARAMUZZI et IMARTENSZ, 1975). Au cours d'une laparatonie
de routine inclue dans ce programme, ces chercheurs ont
noté, dans un groupe de brebis ¥eslkh mounisir immunisées
contre l'androsténedione, une surprenante proportion d'o-
vulations multiples (SCARAINUZETI et al., 1977). Ils compri-
rent deés lors la signification pratique d'une telle trou-
vaille : 1'immunisation anti-androsténedione devait per-
nettre l'auguentation de la prolificité chez la brebis, et
probablement chez d'autres espéces.

YaN LOOK et al. (1978) et MARTIN et al. (1979)
employerent cette méthode avec un succes partiel, puisque
lors des deux expériences, bien que le nombre d'agneaux
nés par brebis agnelante fut plus élevé, le nombre de bre-
bis anovulantes augmentait sussi, suite & des réactions
immunitaires secondaires.
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; Le traitement immunitzire fut alors adouci {con-
ditions contrdlées) (COX =t =1 . 1976. SCARAMUZZI &zt al. .
1962; COX et al., 1582; SHITH =t _al., 1981) et les test
confirmerent 1'obtention d'uns sujmentation de la proli-
ficite.

Lo

En 19561, ces résultats positifs amencrent la mise
au point d'un produit immunogéns, le Feoundizn ®, qui favo-
rise 1'élévation de 1la prolificité des brebis.

2. Le produit immuncgéne

Actuellement, 1la plupart des laboratoires qui
gtudient 1'immunisation contre 1'androsténedione utilisent
le Fecundin ®, commercialisé par la firme pharmaceutique
australienne GLAXO, sous brevet C.5.I.R.0., permettant
un contrdle précis de la stimulation du sysiéme impunitai-
re.

Tous les produits immunogeénes & base d'androste-
nedione sont les mémes : un adjuvant qui permet de stimu-
ler le systeéme immunitaire (Freund ou DEAE dextran) et un

conjugué androstenedione-protéine albumine sérique (H3A ou

BSA). Deux types de conjugués sont habituellement emplov-
és . l'androsténedione- 7 -carboxyéthylthioéther - HSA
{utilisé pour JFecwundin ®), avec comme adjuvant usuel le
DEAE Dextran (GELDARD et al.. 1984; MARTIN et al., 19081;

LAND et al. ., 198Z) et l'androsténedione-ll-o-hémisuccinyl-

BSA qui emploie 1l'adjuvant de Freund (MARTENSZ et al. .
1976; MARTIN et al., 1579).

3. Résultats et conclusions de 1'immmisation anti-andro-

L'immunisation contre l'androsténedione donne divers ré-
sultats qui peuvent étre résumés comme suit :

- Le tauxr d'ovulation auguente significative-
ment, se traduiszant la plupart du tewps par 2 ovulations
chez les brebis & falble prolificité. Les meilleurs résul-
tats ont été enregistres chez les brebis Clsrmoises (70%
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atresia in ewes immunized against A, -11-BSA. Early atresia and

follicle class are defined according to Turnbull et al. (1977).
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- La prolificité augnente significativenent,
walgré des pertes embryonmaires plus importantes {jusqu'a
20% en plus), parfois dues & des déficiences des techni-
ques d'élevage . nutrition non adéquate pendant le dernier
tiers de gestation. L'augmentation des performances d'a-
gnelage est obtenue sous conditions contrdllées de 1'im-
nuniteé,

- On n'observe peu ou pas de naissances de tri-
plés.

- La mortaliié embryonmaire £levée pourrait
étre due au fait que 1l'utérus de la brebis ne supporte
difficilement lz foetus suppléméntaire.

- Les données ne sont pas suffisantes pour déter-
miner un éventuel effet de 1'immunisation éur le - sex~
ratio.

- Les brebis immunisées ont un nombre plus
élevé de gros follicules non atrétiques en fin de
croissance (¢ & 0 mmj.

- La raison du nombre croissant de follicules de
clazse 12 (4 & & mm) zemble étre la survivance plus
grande de ces follicules plutét que les changements
dans le mode de croissance et d'atrésie des petits folli-
cules.

- La taille folliculaire & la maturité (défi-
nie coume la capacité du follicule & répondre & 1'A&¥ )
n'eat pas affectée.

- Le niveau bassal de la LH augmente, celui de la
FS5H diminue

- L'androsténedione ne semble pas avoir d'action
en feed-back negatif sur 1'axe hvpothalswmo-hvpophysaire.

- Les brebis immunisées ont un intervalle
lutéolyse-oestrus raccourci.

~ Le taux de progestérome suguente pendant la
phase lutéale.

- Les brebis & poids corporel élevé montrent une
augmentation plus significative des performances d'agnela-
ge.
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Objectifs poursuivis

B

La revue bibliographique laisse apparaitre que 1'imnmunisa-
tion contre l'androsténedione pourrait étre intéressante pour aug-
menter la productivité de la brebis, mais que les mécaniswes d'ac-
tion sont encore mal connus.

Le premier but que nous avons assigné & notre travail est
de déterminer les effets de 1'immunisation active contre 1l'androsté-
nedione chez une race ovine viandeuse lourde : la 7ereZ Nous avons
pour cela, eu recours & un produift immunogeéne commercialisé par la
firme GLAXO, dont la phase d'essai est entamée en France et terminée
en Australie, et qui pourrait é&tre introduite en Belgiqua prochai-
nement.

Hotre second objectif, est 1'étude théorique des effets de
cette vaccination sur les processus déterminant la prolificité de la
brebis : dynamique folliculaire, devenir des follicules recrutés,
nombre de jeunes.

. Conditions expérimentales

Les expériences sur aniwesux ont &té effectuées au Centre de
Recherche Ovine de Faulx-les-Tombes. Les dosages hormonaux et 1les
analyses des résultats ont &té éxécutées au laboratoire de Physiolo-
gie Animale des Facultés.

Les brebis, en prairies jusqu'd fin octobre, ont ensuite
été rassemblées dans un enclos de 15 métres sur &5, tout en conti-
nuant & étre soumise & la photopériode naturelle. Les températures
variaient de & & 10 degrés centigrades. Une salle annexe servait de
salle d'opération. Pendant la durés de 1'expérience, 1les brebis
ont regu une ration permettant de couvrir leurs besoins . foin,
concentrés, suppléments minéralo-vitaminiques.




44

Animany expérimentaux

STES T

Yingt brebis Mersl agéss de 2 3 ans, arya

'\I

l»
;‘1"

agnelé en

a0

mars-avril 19386 et taries début juillst, sont divisées en deux grou-
pes de dix qui ont di, dés le dépsrt de 1'expérience, étre ramenes
4 neuf, en raison d'une mort accidentelle.

Le premier lot (I} & &fé& immunisé contre l'androstanedione
l'autre (NI, témoin) non.

De chague lot. sept brebis ont é&té aynchronisées par deux
injections & une sewaine d'intervalle d'un agoniste de la FGEg,.

1" fsdrimsie ®. Le groups des 15 Drebis se repartl deées lors comue
suit - 7 brebis immunisées et synchronisées (IS},

- 2 brebis immunisées et non synchronisées (INS).

- 7 brebis non immunisées mais synchronisées (NIS),

- 2 Drebls non 1LWURISEES
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Les brebis, rassemblées en bergerie le 27 octobre 1586, ont
regu deux injections de Feoundin ® de 2 ml chascune, la prewigre
le jour méme, la seconds deux ssmaines apras, le 15 novenbre. La
synchronisation a été réslisée par deux injections d'fZslrumsisz ® de
0.5 ml, le 14 et le ZZ novewbre. Les chaleurs ont g2te détectées par
la présence d'un bélier vasectouisé porieur d'un harnais nargqueur.
L' Pgtrug s'est produit le 26 novenbre.

Les exp&riences par end0~cupies ont député le lendewain,
; les deux j
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procéde & deux endosco-

pies espacées de 16 jours, le premier décembre et le 17, afin de
1

Depuis le 7 mail 1986, les brebis ont été pesées toutes les
deux semaines, jusqu'asu 2 février 1937. De plus, des prises de sang
ont été effectuées deux [013 par semalne, la mardi et le samedl, du
28 octobre au 25 novembre. Ensuite, elles étaient fsites trois fois

par jour, & 7 , 15 et 23 heures, du 26 novembre au 16 décembre.

I
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FIGURE 48 © EyOLUTION DU TITRE EN ANTICORPS APRES IMMUNISATION ACTIVE
CONTRE L'ANDROSTENEDIONE. NOTER QUE 2 INJECTIONS () D*IMMUNOGENE
A 4 SEMAINES D'INTERVALLE SONT NECESSAIRES LORS DU ler TRAITEMENT
POUR OBTENIR UNE REPONSE ET UNE SEULE LORS DU 2eme TRAITEMENT
(SOURCE C.S.I.R.0. AUSTRALIE)
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minutes, ont été réalisées le 3 décembre, afin de mesurer la pulsa-
tilité de la LH.

Les brebis, & la fin des endoscopies, ont été immediatement
mises & la reproduction., en présence d'un bélier.

Le nombre des naissance par brebis et leurs dates ont été
enregistrées au cours des mois d'avril, mai et juin.

E. Techniques et traitements utilisés 7n vIvg

1. Tumunisation

L'iumuncgéne injecté, le Fecwndin ®, préparé par
la firme pharmaceutique GLAXO, sous brevet C. 3. I.R.O., nous
a aimablement été procuré par la station I. N.R. A de Repro-

duction de Nouzilly {TOURS).

Fecundin ® est un produit & base de Ag-androsténe-
dione-7-carboxvéthvlthioéther-H5A en solution aqueuse dans
un adjuvant faible, le DEAE-dextran, qui permet de provo-
quer une réponse immunitsire rapide et suffisante & l'an-
drosténedione et & la HSA (lot 2850 17D).

Fecundin ® doit Btre injecté & raison de 2 ml deux
fois lors de la premizre année d'immunisation, 5 et 3 se-
maines avant la lutte. La seconde année, et les suivantes,

un seul rappel suffit, deux semaines avant la lutte.

La réponse & la vaccination est estimée par le ti-
tre de l'antisérum, déterminé par dosage radio-immunologi-
que. Le titre est défini comme la dilution & laquelle
l'antisérum fixe 50 ¥ d'androsténedione radicactive (voir
dosage du tauz d'anticorps anti-androsténedione).

2. Synchronisation des chaleurs

Nous avons procédé & deux injections d' Zsirumate ®
(Cloprosténcl, lot 86B13) de 0,5 ml chacune, en intramuscu-
laire, espacées d'un semaine. Les chaleurs sont apparues




-62-

trois jours aprés la seconde injection, la veillle du début
endoscopie:

Ll.l

L'endoscopis est 1'observation d'un organe interne

ne al

[x]
(T
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e
0

1'side d'une sonde cptique. L'ovaire est wn orgs
observé par cette technique, si les manipulateur a derriare
lui une pratique fréquente, afin de pouvolr donner une
interprétation correcte des différentes observations. La
difficulté majeure provient du changement d'aspect de 1la
surface de 1'ovaire pour une méme brebis. Cette difficulté
gtait, dans notre cas, accentuée par le fait que nous n'ob-
servions que tous les deux jours.

L'endoscopie est pratiquée sur la brebis immobili-
sée en décubitus dorsal grace & un chiassis de contention,
le corps incliné légerement, la téte vers le bas.. Cette
position permet le tassement des wviscéres contre le- dia-
phragme. Aprés rasage et désinfection & l'aide d'une solu-
tion de teinture d'iocde (seule neécessaire par la suite)

troiz anesthésies locales 3 la Iylocaine ® (adrénaline en

0 "l‘
g

S

e

b |

solution, Zml) jratiquéss aux endroits d'introduction
des instruments, c'est-a-dire & 10 cm de part et d'autre de
la ligne médisne et & une quinzaine de cm de la naissance
du pis, en évitant soigneusenent la vweine mamwaire. Les
instruments, introduits aprés incision au scalpel et per-
foration au trocart, sont un endoscope #ir ® munl d'une
fibre souple qui le relie & une source lumineuse de 150 W,
un palpeur gradug permettant la manipulation des ovaires
et la mesure de la taille des follicules, et une pince
pour la préhension et le maintien des tendons ovariens.
De 1l'sir insufflé au moven d'un compresseur permet le sou-
lévenent de la parol abdominale et du péritoine.

Une observation rapide permet de situer la posi-
tion {externe ou interne, wvers l'utérus) et le type d'o-
vaire {gaubh& ou dreit). Une photographie est prise pour la
vérification ultérieure des domnées. Ensuite, le noubre.
la position et la taille des follicules sont annotés sur

une carte ovarienns.
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A la fin de 1'observation des ovaires d'une bre-
bis, les instruments sont retirés et désinfectés & 1l'alcool
les incisions refermées par des crochets de chirurgie (qui
seront enlevés pour 1'observation ultérieure) et désinfec-
tées avec une poudre chirurgicale, le Spriisism ®. La bre-
bis regoit une injection intramusculaire de pénicilline
(Féni-DES5 20 ).

4. 'Prises de sang

Les prises de sang sont effectuées dans la veine
jugulaire, par introduction d'une aiguille stérile et d'un
garrot. Le sang est recueilli dans des tubes héparinés, et
immédiatement centrifugé. Le plasuma est transvasé et conge-
12 & -20°C jusqu'au moment de 1l'analyse, puils aussitdt
recongeleé.

5. Diagnostic de gestation 7» vfre © echogranphie

L'échographe euployé est un appareil composé d'une
sonde émettrice-réceptrice, d'un ordinateur et d'un nmoni-
teur vidéo. Il est wvendu par la firme PIE IMEDICAL, Nether-
lands (ZEchagraphe 407 ).

Le principe de fonctionnement est le suivant

La zonde émet des ondes ultrasonores qui sont réfléchies

différemment selon la densité des structures qu'elles ren-
contrent. Les ondes réfléchies (&ckos ) sont analysées en
dommeées numérigques par 1'ordinateur puis reproduites sur
le mointeur widéo. L'interprétation de 1'image échographi-
que demande une certaine expérience.

Pour 1'examen, la brebis est preésentés debout et
coté queue wers 1'opérateur, qui place la sonde danz 1la
région de l'aine. Suivant le stade de gestation et le dia-
gnostic demandé (uniquement gestante-non gestante ou égale-
ment taille de 1a portée), 1'examen prend de quelques
secondes A 2-3 minutes par animal.
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Techniques utilisdes 7» rifrs ;. dosages hormonaux

1. Principe du dosage pary B.I A

Le dosags radio-immunologique ({Radio-Iumuno-issay
RIA) est basé sur la coupétition entre une quantité déter-
minée d'hormche marquée radicactivement {1131, 1135, Hg,m}
et la quantité wvariable et inconnue d'hormones se trouvant
dans 1'échantillon & analyser, vis-a-vis d'un antisérum

(Ag) qui lui est spécifique.

La quantite d'hormone marqueée {H*} lice & 1'A; &

e
-+

inversément proportionnelle & celle d'hormone froide de
1'échantillon.

En séparant H' liée & 1'A; de H' libre, on peut
calculer, par l'analyse de la radio-activité de 1l'une de

ces fractions., la quantité de H°. Ce calcul a comme réfé-

fa)

rence une courbe standard réalisée dans les nemes condi-
tions avec des quantités connues et croissantes d'hormones
froides. I1 ezt sffectud sur ordinateur APPLE A miosh ®
&

a l'aide de prograumes &laborés par le laboratoire ds
Biologie Quantitative et le notre.
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; dosages

La spécificité des dosages par RIA, ou capaciteé
de détecter la ssule hormone que l'on veut doser, dépend
principalement de la qualité de l'antisérum.

La reproductibilité est la mesure de dipersion
des résultats obtenus en répétant plusieurs fois le dosage
d'un méme échantillon.

La sensibilité e3t la plus faible quantite
d'hormone que 1l'on puisss mesurer. Elle dépend grandement
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de la fraicheur des pipetages, spécialement ceux de l'an-
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tisérun.




HODE OPERATOIRE DU DOSAGE DE LA FSH

Tubes en plastique de 3 ml

50 g1 des plasmas ou de la courbe standard
+ 50 ul d'antisérum (sauf pour la mesure du BG)

Laisser incuber (fixation) pendant 5 heures, & T° ambizuie
+ 50 yl d'hormone marquée

Laisser incuber (compétition) pendant une nuit, & T°
arhiante

+ 250 pl d'immunosorbant

Laisser incuber (séparation) pendant 4 heures, & T°
ambiante

Centrifuger : 15 minutes, + 300C rpm, T° ambiante

Elimination du surnageant par la trompe & vide

Comptage du culot au compteur de rayons y

COURBE STANDARD : 0-0,5-1-2-4-6-10-20-40-50 ng/ml

TOTAL COUNT : uniquement 50 pl d'hormone marquée directe-
ment au compteur

BG : pas d'antisérum
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L'exactitude est la qualité d'un dosage dont les
résultats correspondent effectivement aux taux réels d'hor-
ncnes présents dans 1'échantillon. Cette caractéristique
dépend donc de 1'absence d'interaction entre les couposants
plaswatiques du dosage. Elie est approchée par les tests de
dilution.

3. Dosages des gonadotropines (FSH et LH)

HETHODE Le dosage
plaztique de 3 ul. &0
aont introduits. Une premiere incubation de 5 heures, &
température ambisnte, permet une bonne fization de 1'hor-
mone froide sur l'antisérum. 50 pl d'hormone marquée ¥ sont
ajoutés pour réaliser la coumpétition Jjusqu'a éEquilibre.
Cette conpétition demande une nuit, toujours a température
ambiante. Finalement, 250 pl d'imsuncabsorbant sont addi-
tionnés et le tout incube pendant 4 heures. La séparation
de la fraction ligz et de la fraction libre est possible
par centrifugation pendant 15 minutes & z 3000 rpm . Le

surnageant est éliminé su moven d'une trompe & vide, et le

culot est passé au coumpteur de radiations y.

ECHANTILLOH L'échantillon est forme soit d'une solution hor-
uwonsle de concentration conmue destinée 4 1'étsblissement
de 1a courbe standard, scit d'un plasms de référence (qua-
lity control) fabriqué & 1'aside de différents plaswas et
destiné & couparer les wvaleurs obtenues d'un dosage &
l'sutre, soit du plasws & analyser.

BG et TC Chaque dosage est accowpagné d'une estimation de
l'activité résiduelle (BG, bBack Ground). Cette analyse
est réalisée coume celles des échantillons, msis 1'échatil-
lon et 1l'antisérum sont remplacés par du tampon. De plus,
au début du dosage, nous mesurons l'sctivité totale ajoutée
lors de 1'analyse de 1'échantillon (TC, Total count).

COURBE STANDARD La courbe standard est réalisée en remplagant les
50 pl de plaswa par 50 pl d'hormone froide & des concen-
trations croissantes et connues : 0;0.5;1;2;4;8;10,20;40
et 60 ng/ul.




MODE COPERATOIRE DU DOSAGE DE LA LH

Tubes en plastique de 3 ml
100 pl1 des plasmas ou 50 pl de la courbe standard + 50 pl
de tampon Egg-¥hits
+ 50 p1 d'antisérum (sauf pour la mesure du BG)
Laisser incuber (fixation) pendant © heures, & T° ambiante
+ 50 pl d'hormone marquée

Laizser incuber (compétition) pendant une nuit, & T¢
ambiante

+ 250 pl d'immunosorbant

Laisser incuber (séparation) pendani 4 heures, & T°
ambiante

Centrifuger : 15 minutes, + 3000 rpm, T° ambiante

Elimination du surnageant par la trompe & vide

Comptage du culot au compteur de rayons y

COURBE STANDARD : 0-0,1-0.2-0,3-0,4-0.5-0,75-1-2-3-4-5-10-2
ng/ml
TOTAL COUNT : uniquement 50 gl d'hormone marquée directe-
nent au compteur
BG : pas d'antisérum



IHHOROSORBART La séparation de la phase 1liée et de la phase

libre est réalisée par la méthode du double anticorps. Il

s'agit de la précipitation du complexe hormone-anticorps

! ‘ par liaison sur immunosorbant. C'est une solution d'ARGG

{anti-Rabbit Gamma Globuline) fournie par le laboratoire
d'hormonologie de larloie.

COHPTAGE Le comptage des échantillons est effectué sur un
! analyseur de rayons 'gamma, 4 passeur d'échantillons LEB
; : Wallac 1280 Ultragamma II. Le temps de comptage est fixé &
‘ 1 minute.

CALCULS Le modele mathématique appliqué au dosage RIA est
celui de FINNEY (1976)
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': ol A = radicactivité de la fraction pour une certaine
concentration d'hormone froide,
| ' Ag = radioactivité waximale de la fraction,
! a = radigactivité non spécifique,
Cp = concentration de 1'hormone marquee,
C; = concentration de 1'hormone froide.

Cette équation, permettant de transformer en
nanogrammes/ml les données obtenues en cpm, est ajustée aux
données expérimentales de la courbe standard par la méthode
des moindres carrés "Steepest descent", awvec pondération
(FINNEY, 1976; FEYTMANS, 1979).

Remarque : Le dosage de la LH est identique & celui de 1la
F5H. Toutefolis, nous avons utilisé 100 pl de plasma pour
mesures. Les différentes concentrations de la courbe stan-
dard sont 0:;0,1:;0,2;0,3;0,4.;0,5;0,75;1;2;3;4.,5;10 et 20
ng/ml. Pour les mssures, nous avons pris 60 pul de ces con-
centrations ajoutés & 50 ul d'une sclution tampon (Egg-

white).




Mode opératoire RIA progestérone 113

: EXTRACTION

..

.

extraction de la progestérone contenue dans :

300 M1 de plasma par 3 ml d'hexane, secoué

pendant 2 minutes au vortex

: 2. centrifugation pendant 5 minutes & -10°C & :
H 2000 g. H
: 3. prélévement de deux fois 1 ml de surnageant :
g dans des tubes en verre ; 2
: 4, &vaporation 3 sec dans 1'&tuve sous vide & :
: 40°C pendant 1 heure. :
: FIXATION AGX AC : 1. addition de :
$ - 200 A1 de solution tampon "wide" s

- 100 M1 de P¥
- 100 pd d'AS

3 ¢ 2. incubation 1/2 heure & 37°C et une nuit :
: $ 43" 3
: SEPARATION : 1. addition de 500 }1.1 de dextran coated s
: 3 charcoal & 3°C s

: 2. agitation et incubation pendant 10 min 3 3°C:
: $ e centrifuga'tion pendant 10 min 3 0°C et & :
: : 2000 g %
: COMPTAGE : 1. prélévement de 4004l de surnageant dans 4 ml:

de lumagel (liquide scintillant) contenu dans
des mini-fioles. s
comptage pendant 5 min 3 1'analyseur B s

. La courbe standard est réalisée 3 partir de 100 Al de solution
contenant 0.00,0.25,0.50,1.00,2.00,4.00 et 8.00 ng de P/ml

respectivement
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Le traceur est de la progestércone tritiée (1-2-
6-7-H° progestérone) de Pl 320 pour une activité specifique
de 80 Cifumcle. A partir de cette solution, nous avons pré-
paré un stock (50 pl dans & nl de solution benzeéne-cthanol
9/1) qui nous sert pour préparer la solution de progesté-
rone radicactive pour le dosage.

L'antigéne utilisé pour 1l'immunisation des lapins
g3t la progestérone-3-ClHO-BSA. L'sntisérumn est fourni par
le laboratolre d'hormonologie de larloie.

La séparation de la phase libre et de 1la rphase
liée & 1'anticorps se fait par adsorption de la phase libre
sur Dextran-charccal. La solution est préparée & partie de
650 ngy de Charcoal Fori? 4 Ssrw= ® et de &5 mg de dextran
7 70 Fharumscis ®. La poudre est solubilisée dans 300 ml de
tanpon-wide.

COHPTAGE Le liquide scintillant qui sccentue les rayons
B est du lumagel ® produit par la firme LUMAC B.V.. Le
conpteur &3t un appareil BECKILAN & passeur d'échantillons.

lecture, fiable & 90 3 95 ¥, est faite pendant 5 minu-
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CaLCOLS La méthode de transfiormation deé domnnées en con-
centration est identique a4 celle des gonadotropines, mais
cette foils, les dornées utilisées sont les désintégrations
par mwinute et non pas les coups par minute.

5. Dozage de 1'aoestradinl

CARACTERISTIQUE
Tout conme le dosage de la progestérone, le do-
sage de 1'oestradiol nécessite une extraction preéliminaire,
vu la faible concentration de 1'hormone dans las plaswas
{(de 1'ordre du picograume).

HETHODE
Sriractior . L'extraction est réalisée & 1'éther, dans des
tubes en verre de 12 umm. On v met 250 pl de plasua puis 2.6
mwl d'éther. Les tubes sont immédiatement bouchés, afin d'é-
viter 1l'évaporation de 1'éther. Le tout est mélangé }au




HODE OPERATOIRE DU DOSAGE DE L'OESTRADIOL

Tubes en verre de 8 ml

250 pl de plasma ou de la courbe standard
+ 2,5 'ml  d'éther

Boucher immédiatement les tubes
Yortexer 3 fois pendant 10 secondes
Centrifuger : 4°C, 10 min, + 3000 rpm
Congélation pendant 1 heure

Laisser dans de la glace pilée et zalée

Transvasement du surnageant dans d'autres tubes

+ 50 pl de sérum free ovin
+ 250 pl d'hormone mardquée A 1'iodel2d
+ 260 pl d'antisérum (pas pour le BG)

Incubation & 37°C pendant 1 heure 30
Incubation & T° ambiante pendant 10 minutas

+ 250 pl d'immunosorbant (3. R.G.G.)

Incubation & T° ambiante pendant 10 minutes
Centrifuger : + 3000 rpm, 15 min, T° ambiante
Aspiration du surnageant

Comptage au compteury




vortex pendant quelques sescondes, treis fois de suite. On
centrifuge & 4°C pendant 10 mninutes & + 3000 rpm. Pour
solidifier le culot, les tubes sont mnis au congélateur
pendant 4 heure. Puis les tubes, maintenus dans la glace
pilée et salée, sont transvesés dans d'autres tubes, en é-
vitant d'y verser le culot. Les surmageants récupérés sont

évaporés dans 1'étuve sous vide a 30°C. .

Firation Ag-4c . 50 pl de sérum free ovin permettent la
‘récupération de l'hormone. On y ajoute 250 pl d'hormone
marqueée et 250 ul d'antisérum de Marloie. On laisse incuber
1 heure 30 & 37°C puis 10 minutes & température ambiante.

Séparaition des plases et compiage . la séparation et le
comptage sont identiques & ceux des gonadotropines : 250 ul
d' immunosorbant, mélange & 3000 rpm pendant 15 minutes,

'-asbiration du surﬁageant et mesure de la radicactivité y au

conpteur LKB Wallac, pendant 1 minute.

6. Dosage du titre d'anticorps anti-angrostenmione

PRIRCIPE Le dosage du titre d'anticorps anti-androsténedi-
one est basé sur le principe suivant : du plasma dilué de
fagon croissante et connue, contenant ou non l'antisérum
est mis en préseﬁxce d'une quantité fixe d'androsténedione
zarquée, de quantité- connue. La phase libre et la phase
liée sont ensuite séparée et seule la phase liée (complexe
Ac-hormone radioactive) est conservée.

Une mesure au coupteur de radiation permet de con-
naitre le nombre de cph ou de dpm que 1'échantillon con-
tient. Ce nombre est inversément proportionnel & la quanti-
té d'anticorps contenu dans la dilution. '

HETHODE
Dilutions . L'androsténedione marquée est diluée, pour
avoir un total count d'environ 6000 cpm/1C0 ul. Les plasmas
sont & leur tour dilués : 10, 100, 1000, 100CC et 100000
fois, & l'aide de 900 pl d'egg-white (tampon wide albuminé
4 5 ¥ d'albunine d'oeut).




MODE OPERATOIRE DU DOSAGE DU TITRE D' ANTICORPS

Tubes en verre de 8 nl

Dilution des plasmas par 100 pl dans 900 ul d'Egg-
white pour obtenir des dilutions de 10, 100, 10G0
10 000, 100 000 fois

100 pl de chaque dilution
+ 100 pl d'hormone marquée

Incubation (fixation) pendant 30 minutes & 37°C
Centrifugation : 0°C, 10 minutes, + 2000 rpm

Fioles de polyéthylédne de 5 nl

350 pul des surnageants
+ 3,5 ml de lumagel {liquide scintillant)

Iélange au vortex {quelques secondes)
Comptage au compteur B, comme la progestérone.
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PRODUIT

CALCUL

Fiyation A7-4c . 100 pl d'androsténedione marquée sont a-

joutés & 100 pl de chague dilution des plasmwas, dans des
tubes en verre. Aprés incubation pendant 30 minutes & 37°C,
on laisse reposer pendant Z heures au frigo {3-4°C).

Sepsrazion . Une centrifugation & 0°C pendant 10 minutes,
a t+ 2000 rpm permet d'isoler les deux phases. On préleéve
350 pl de surnageant que 1'on met dens 3.5 wl de Lumagel &
contenu dans des fioles de polvéthyléne.

Comptage - Apres mélange manuel puis au vortex des mini-
ficles, 1la lecture s'effectus au compteur de radiations 5.
Le comptage est identique & celui de la progestérone.

L'androsténedione warquée est de la Aq-androsténe-

dione 1-2-6-7 tritice.

Le titre d'anticorps, considéré comme la dilution
3 laquelle 50 ¥ de l'hormone marquée est fixée, est déter-
miné par la formule suivante

dgg = _2_ x Z{Y¥i - BG)

ou Cp = le noubre de coups maximum (Total Count TC)
BG = Back ground {(Mombres de coups minimums)
Ti = nouwbre de cpm des échantillons
dy = dilution des plasmas

Les meilleurs résultats semblent étre obtenus avec un C de
4500 cpm et un BG de 90 cpm. Toutes les valeurs doivent
étre utilisées, méme 51 elles excédent 4500 cpm : la varia-
bilité des premiers points de la courbe est en effet trés
forte.



G. Méthodes de calculs statistiguea

Le faible nombre de brebié utilisées ne nous a pas permis
d'employer des méthodes statistiques élaborées. Seules des comparai-
sons de moyenne par le test T de Student, et des calculs de corré-

lation entre deux variables, par r et par 1'établissement de droites
de régression ont é&té euplovées.
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I Intensité de la réponse & 1'immunisation.
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corps des brebis immunisées (5 valeurs par brebis) et des Drebis
non inmunisées (2 valeurs par brebis, avant et aprés les 1njec-
tions), depuis les injections de Fecundiz ®, le 27-10 jusqu'‘a 1la
fin des endoscopies. le 16-12 sont reprises
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ont permis de tracer le graphique de 1'évolution du titre en
fonction du temps (graphique n®i) pour ies brebis immuniseées.

Suite & la premiére injection de Fecundiz ®. le taux basal
d'anticorps subit une brusque montée de son taux basal (0 & 0,5 en
dilution 50) et se stabilise & un niveau wvariable selon les bre-
bis, mais encore faible. Au rappel, ce taux atteint un nouveau
plateau d'une intensité au moins & fois supérieure & 1'intensité
de la réponse & la premigre injection.

Le lot de brebis immumisées (I) a un taux d'anticorps
moyen de 26.93 + 9.03 au moment de:z endoscopies. alors que la
noyenne pour le lot des brebis non immunisées (NI) est de 0,53 2
0,75. Il est donc évident que 1'immunisation provoque la formation
d'anticorps spécifiques 4 l'androstidnedione puisque la probabilité
de 1l'existence d'une différence (P < 0.95) est significative.

Les brebis synchronisées {(I5) ont un titre de 23,67 %
10,11 alors que ce titre est de 31,20 + 2,43 pour les brebis non
aynchronisées (INS). mais ces valsurs ne sont pas significati-
vement différentes (P > 0,95

Le titre est toujours trés élevé au moment des endosco-
pies. Cependant. on ne sait pas quel =3t le titre lors du cycle
suivant celui observé. I1 devrait, selon différents auteurs,
baisser jusqu'a un niveau basal faible.

IT. Evolutions de poids vif d=3 brebi

f.u

Le tableau 2 reprend les valeurs des baisses de poids vif
individuelles et moyennes des brebis d=2 chaque lot (I, NI, S, NS)
entre le 13-11 et le 27-1i. période des injections de Fecundin ®
et d'Zsirumale ®. Le graphigque des variations ds poids vif en
fonction du temps (graphique 2) indigque clairement une baisse du
poids au moment des injections pour 1'immunisation et la synchro-




REPONSE A L'IMMUNISATION

11TRE D'ANTICORPS AU MOMENT DES ENDOSCOPIES

IMMUNISEES

MOM IMMUNISEES

|

12,8 0,32
25,9 2,6

29,6 0,39

17,3 0,33

34,6 0,28

30,4 -0,08

29,7 0,2

15,4 0,11

44,2 0,59

29,3

26,93 0,53 MOYENNE
9,03 0,75 ECART-TYPE

Tableau 1 :Titre d'anticorns observé chez leg brebis {moyennes des
valeurs comprises entre ie 16-11 et le 16-12-86)

Tableau 1b : Titre d'anticorps des brebis immunisées (prises de sang
faites entre le 28-10 et 1o 13-12-86)

TITRE D'ANTICORPS ANTI-ANDROSTENEDIONE : BREBIS IMMUNISEES

DATES 94 | 97 | 101 | 105 ] 106 | 110 [ 112 | 113 ] 114
28-10 = OS]l 256 |- - - | 0,25 ]| 4,98 9,92 ]| 2,12
4-11 - L OEE T L a8 |- - 5,1 [15,96] 4,1 | 1,26
18-11 - wl1406k17.71 ] - - - - - -
22-11 - : - - - |38,63|33,77|26,55| 44,15
27-11 14,31 - - |19,4]37,96| - - - .
30-11 |11,14] - - |18,14| 34,9 | - - - -
3-12 13,55(27,07|30,16|15,74|39,23|31,21| 33,2 | 14,76 | 46,37
6-12 10,29 - - |18,84|35,64| - - - -
15312 14,57|24,81(29,09(14,327|25,38|29,68|26,27| 16,03 | 42,03

Tableau 1c:Titres d'anticorps des brebis non immunisees avent et

apres injection de 7ecundin®.

TITRE D'ANTICORPS ANTI-ANDROSTENEDIONE :BREBIS NON IMMUNISEES

APRES INJECTION (12-12)

BREBIS AVANT INJECTION
93 0,23 0,32
103 0,4 2.6
108 0,26 0,39
109 0,34 0,33
116 -0,32 0,28
118 -0,16 -0,08
121 0,51 0,2
135 0 0,11
138 0,15 0,59




Graphe 1 : Variations du titre d'anticorps en fonction du temps
depuis la premiére injection jusqu'a ia fin des endoscopies.

50
: Variation du titre d’anticorps
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[ VARIATIONS DE POIDS EN PERIODE D'INJECTIONS

Tabl

LOT [MMUNISE] LOT NON (MM | LOT SYNCHRO [ LOT NON SYHC
-9 -89 i -2.2
-3,2 1 -3,5 <25
-5 -3,5 -4,2 =7
-5,7 -4,2 -5.5 -5,3
57 -5,5 -0,5 3.2
-1,7 3.2 -2.5
-5,3 -0,5 -9
-2.5 -2,5 -%'7
-2.,8 -6
-3,2 -5,7
1,7
2,5
-2.8
MOVENHE T4.64 -7,58 =3 55 ~4,18
ECART-TYPE 2,21 1,93 2.5 1,75

eau 2 : Variations de poids en période d'injections (entre le 27-10 et

le 15-1 }). (les numéros des brebis ne sont pas connues pour
les brebis non immunisées.

CORRELATION ENTRE LE POIDS AU MOMENT DES
ENDOSCOPIES ET LE TITRE D'ANDROSTENEDION
EREBIS IMMUNISEES BREBIS NON IMMUNISEES
TITRE FOIDS TITRE POIDS
12,8 74 0,32 65
25,94 69 2,6 64
29,63 74 0,39 53
17,3 69 0,33 69
34,62 75 0,28 59
30,45 55 -0,08 56,2
29,74 61 0,2 64
15,4 72 0,11 ?
44,2 53 0,59 65
29,24 58
R [ 0,522 R [ 0,16
Y = 79,36 - 0,48, % ¥=61,21 +%

Tableau 3 : Correlation entre ie poids au moment des endoscopies
(poids vif moyen entre Je 15-11 et le 16-12) et Ie titre
d'anticorps au moment des endoscopies (tableau 1).




Graphe 2 : Variations de poids vif des brebis au cours du temps, de 5 mois
avant les endoscopies & 2 mois apres 1a fin des endoscopies.
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risation. Nous avons cherché & savoir si cette baisse de poids
¢ le résultat des injections ou non : elle est plus marquée chez
les brebis immunisées que chez les brebis non immunisées (-4,64 kg
2,21 contre -2,58kg £ 1,93), ce qui est

8]
Lo

H

fortement significatif
{? = 0,97). Cette différence ezt peut-&tre due au cumul du str

l‘n

suite aux injections et du changement du type de nourriture {en-
trés en bergerie). La baisse du poids des brebis synchroniséez ou
non n'est pas significativement différente de celle des brebis nen
synchronisées {(-3.55 kg £ 2,50 (S) pour -4.12 kg + 1,75 {NS)).

En ce qui concerne la corrélation du poids vif des brebis,
au noment des endoscopies et du titre d'androsténedione, dont les
valeurs sont reprises dans le tableau 3, le coefficient calculé
est de -0,52Z pour les brebis immunisées. L'analyse de la signi-
fication de ce coefficient nous donne une probabilité comprise
entre 0,97 et 0,95: il est significatif. La droite de régression
est vy = 79,36 - 0,43.x ou 7 e3t le poids au moment des endoscopies
et x, le titre d'anticorps des brebis ayant reg¢u deux injections
de Fecundin®.

JII. Variation de la longueur du cycle.

Les longueurs du cvcle de chaque brebis immunisées, ainsi
que la moyenne sont reprises en fin de tableau 4. Les weleurs
des longueurs d2 cycle pour lss brebis non immunisées sont con-
signées dans le mémoire de TRINTELER {1987).

La longueur moyenne du cycle cestral des brebis immunisées
n'est pas significativement différente de celle des brebis non
immunisées‘(17 14 jours + 1,46 contre 17,86 jours x 0,83). La pro-
babilité obtenue est inférieure a 0,30.

Le coefficient de corrélation existant entre cette lon-
gueur et le titre d'anticorps des brebis ilmmunisées est peu éleve
(r = -0,31) et non significatif (P < 0,.80). La réponse & 1'immuni-
sation n'a pas, dans cette expérience, d'effet sur la longusur du
cycle.




BREBIS| OYAIRE | MOMBRE DE |[NBRE DE FOLL.>4mm |NBRE DE FOLL |8 MAXIMUM DES FOLLICULES >4mm MERE DE FO. | LONGUEUR
CROIS.FOLL. [PAR CROISSAMCE FOLL. | TOT. >d4mm CF1 CF2 CF3 21mm DUCYCLE
98 | GAUCHE 3 3 < 2 9 668,95 5,5-6-6-6 | 10,5 12 16
DROIT 1 0 1 P 3 " - 5-10 11
97 | GAUCHE 1 0 3 0 3 - 9,5-6-7 — 7 16
DROIT 3 2 2 1 S 6-8 6-6 7 16
101 | GAUCHE 3 1 1 1 3 8 10 4 14 19
DROIT 3 2 3 3 6 4-6 8,5-4-4 6,5-10-10 24
105 | GAUCHE 3 1 2 3 6 8,5 5,5-7 6,5-6-10 17 1t
DROIT 3 1 2 4 3 5,5-6,5 4-4-4-9 24
110 | GAUCHE 1 2 0 0 2 5,5-7 - - 17 18
DROIT 3 1 s 2 5 5,5 6~ 9,5-14,5 16
113 | GAUCHE 3 1 2 0 3 8,5 7,5-8 = 12 19
DROIT 3 1 2 1 S 5 0.5+9 12 22
114 | GAUCHE 3 1 2 1 3 10 -4 e 19 15
DROIT 3 1 3 1 S S 4-4,5-5 4 24
[MOYEMME # EC : 1,21 1 2,01 } 1,29 4,64 6,98 7,29 8,83 0G:14,0£3,6 17,14
GAUCHE |2,43+0,9 |[+0,77]|+0,96|%1,26 +1,88 157 £1,52 2,93 00:19,6:4,9 1,46
DROIT 2,72+0,7 20:33,617 ¢
MOYEMME 12,57%,49 ____MOYEMMWE DES TROIS CFs:| 7,54%2,18 |

Tableau 4 : Résultats des endoscopies : nombre de croissances follicu-

laires, nombre de follicules 2 1 et 2 4 mm, diametre maximum
des follicules.
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Les nombres d'ovulations par brebis, observés pendant les
endoscopies dans les lots de brebis immunisess ou non, sSont anno-
tés dans le tableau 5.

Le nombre moyen d'ovulaticns par brebis =3 de 1.41 £ 3,49
pour le lot témoin, ce qui correspond 4 un taux d'ovulation normal
pour la race Texel. Ce nombre 3'éléve & 2,06 £ 0,64 chez les bre-
bis immunisées. Il y a donc un effel positif tres net de la wvacci-
nation sur le taux d'ovulation (35 ovulations conire 24 chez le
lot témoin). Un quart environ des brebis immunizées a présenté 3
ovulations simultanées et des ovulations simples ns sont observees
qu'au cours du premier oestrus suivant le rappel. Aucune des bre-
bis non immunisées n'a présenté de triple ovulation.

I1 ne semble cependant paz y avoir de correlation entre
le titre d'anticorps et le nombre d'osvulations (r = -0.17 ou -G.22
selon le cycle envisagé).

Le faible nombre de brebis non synchronisées, et le nombre
linité d'observations du taux d'ovulation. ne permettent pas d'af-
firmer que les taux d'ovulation des brebis synchronisées et non
synchronisées sont différents. .

¥. Variations morphologiques cvariermes et folliculaires.

Le tableau 4 résume les résultats des endoscopies
mesures des diamétres folliculaires., enregistrement du nombre de
croissance, du nombre de follicules totaux ou par croissance
folliculaire.

1. Nombre de folliculz2sz antraux (dont 13 t3illes est = 1)

Les populations des follicules antraux = 1 nm de diametre
(tableau 1) sont nettement différentes entre les brebis inmmunisées
et celles qui ne le sont pas. Toutefoiz, cette conclusion dcit
étre considérer avec circonspection car les deux lots ont eu des
observateurs différents qui ont considéré chacun d'une facon dif-
férente 1'importance des folliculss de taille avoisinant le mm.




DIAMETRES MOYENS BASALS DES FOLLICULES]
MOYENNE | ECART-TYPE
CROISSANCE FOLLICULAIRE 1 2,175 1,31
CROISSANCE FOLLICULAIRE 2 2,067 1,68
CROISSANCE FOLLICULAIRE 3 2,58 1,61
FOLLICULES OYULATOIRES 2,5 1,52

Tableau 7 : Diametre moyen basal des follicles lors de chaque croissance

TAUX D'OYULATION DES BREBIS
IMMUNISEES NOM IMMUNISEES
ler CYCLE | 2iéeme CYCLE | 1er CYCLE | 2iéme CYCLE
2 2 2 -
2 2 | 2
2 3 2 2
2 2 2 1
| - | 1
1 2 | 1
2 - { 1
Z 3 1 1
1 2 1 2
‘| -
MOYENNE 2,06 MOYENNE 1,41
ECART-TYPE 0,64 ECART-TYPE 0,49

Tableau 5 : Nombre d'ovulations par cycle et par brebis aprés l'injection
de 7ecundin® et taux d'ovulations calculés.



Tableau 8 : Parametres de 1a dynamique folliculaire étudiés par endosco-
pies : variation du diametre folliculaire, moments des chan-

gements de croissance, durées et vitesses des changements
de croissance.

YARIATION DU DIAMETRE FOLLICULAIRE
CROISSANCE FOLLICULAIRE 1| CROISSANCE FOLLICULAIRE 2 CROISSANCE FOLLICULAIRE 3
MONTEE PLATEAU DESCENTE MONTEE PLATEAU DESCENTE MONTEE PLATEAU DESCENTE
MOYENNE 3,5 0 -3,02 3,68 0 -3,32 4,24 0 = 2
ECART-TYPE 1,45 0 2,05 1,75 0 2,21 2,94 0 1,93
MOYENNE + EC DE LACF1 MOYENNE + EC DE LACF2 MOYENNE + EC DE LACF3
0,16 + 2,66 0,12+2,86 1,07 +2,28
MOYENNE + EC DE TOUTES LES CROISSANCES FOLLICULAIRES
0,45:0,44
JOURS DES CHANGEMENTS DE CROISSANCE
MOYENNE 0,55-4,5 4,5-5,55 5,55-8,55 | 5,45-9,17 | 9,17-9,65 | 9,65-13,10|10,54-13,95/13,95-14,73|14,73-16,78
ECART-TYPE | 0,60-2,33 | 2,33-2,17 | 2,17-2,63 | 1,52-2,10 | 2,10-2,04 | 2,04-2,11 | 1,89-2,01 | 2,01-1,60 | 1,60-1,59
DUREES DES CROISSANCES FOLLICULAIRES
MOYEMNE 3,65 1,45 2,6 4 0,9 2,9 3,82 0,82 1,57
ECART-TYPE 1,87 1,5 1,68 2,33 1,44 2 2,26 1,1 1,29
MOYENNE + EC DE LACF1 MOYENNE + EC DE LACF2 MOYENNE + EC DE LACF3
7,65 2,35 7,69+2,04 6,21 +1,87
MOYENNE + EC DE TOUTES LES CROISSANCES FOLLICULAIRES
7,16£2,21
; YITESSES DE CROISSANCE FOLLICULAIRE
MOYENNE 1,19 0 -1,08 1,16 0 -1,06 1,09 0 -0,49
ECART-TYPE 0,46 0 0,66 0,61 0 0,83 0,5 0 1,14
"MOYENNE % EC DE LACF1 MOYENNE + EC DE LACF2 MOYENNE + EC DE LACF3
-0,031+1,09 0,022%1,10 0,23+0,66
MOYENNE + EC DE TOUTES LES CROISSANCES FOLLICULAIRES
0,064+0,091
JOURS DES CHANGEMENTS YARIATIONS DE TAILLE
MOYENNE 9,5-13,25 |13,25-15,11{15,11-17,28 FOLLICULES OVULATOIRES 4,5 0 2,67
ECART-TYPE| 1,76-2,16 | 2,16-1,19 | 1,19-1,38 2,28 0 1,95




2. Nombre de folliculsz de taille supfrisurs 4% £ 1o

Chez les brebis non immuniséss, le nomtrs de follicules
d'une taille supérieurs & ¢ nm {tailles desz <f2ollicules sains
dominants}) est, au cour
1,11 + 0,86; 1,24 + 0,83 et 0,361 + 0.88 pour lies brebis non
immunisées. Les wvaleurs s'élevent & 1,21 ¢ 0,77; 2,07 £ 0,96 et

(1)

des 3 wvagues de croiszance folliculaire

1,29 + 1,26 pour les Dbrebi= immunisées. La premiére wvague de
croissance ne semble pas modifiée par 1'immunization (P < 0,65)
alors que les deux autres sont significativement différentes entre
les deux groupes de brebis (F > 0,99 pour la CFZ et P > 0,9 pour
la CF3). Le nombre de follicules plus grands que 4 mm (taille des
follicules sains dominants) e5t augmenté pour l'ensemble des trois
vagues et principalement lcrs de 1la seconde, chez les Dbrebis
immunisées (P > 0,99). Toutefois, 1la corrélation entre le taux
d'anticorps et ce nombre n'est significative qu'au cours de la CF3
{r =-0,48. P> 0,95; vy = 2,57 - 0,062 .x ).

3. Diametre maximm des follicules > 4 mm.

D'une vwvague de croissance & l'autre, les diametres des
follicules sains semblent augmenter principalement chez les brebis
immumisées (6.14 + 1.82; 6,98 £ 1.37; 7,29 £ 1,52 et 8,83 + 2,93
pour les brebis immunisées).Cela améne des différences croissantes
des tailles au cours du temps entre les deux lots, significatives
(P =0,87; 0,92 et 0,93). Les follicules sains sont pius grands
au cours de la CFZ et bien plus grands au cours de la CF3 chez les
brebis immunisées.

La corrélation entre le titre d'anticorps et les tailles
maximums des follicules au courz du cvcle est forte, négative
{r = -0,69) et significative (P > 0,975). La droite de régression
gtablie est vy = 7,95 - 0,056 .x ou 7 eat le diametre folliculaire
maxinum et x le titre d'anticorps). Plus la brebis répond & 1'im-
runisation, moins les follicules dominants et sélectionnés sont
grands.



TAILLE DES

% DECROIS. FOLL.

DUREE DES CPOISSANCES FOLLICULAIRES

FOLL. OYULATOIRES |> QUE LA MOYEMME CF 1 CF2 CF3
10,5 5 T a 4.674,10/5.8 9,16
10 B 4,6 6,12/6,16
7 6 » 3,10/4,6/4,12 -
7 -2 ,64-2.,7 3.16/4,12 11,16
10 10 0,7 6,13 10,16
10 0,3/0,8 5,11/5,19/5,15 11,17
10 5 -2,5 3,10/8,17 11,13712,15/13,15
9 0,5 4,11/6,17/8,13 |11,13/12,15/13,15
- 2 1,5/2,7 - -
9,5-14,5 0,7 . 4,17/7,11 12,18/13,17
- 6 -1.5 4,1774,11 -
9-12 1,3 2,1176,19 9,17
7 5 -1, 5,15/8,10 3,15
4 -1,4 4,6/4,10/4,14 8,15
DUREES MOYENHES -
9,25 557 8 5,63 4,91
+2,41 £2.19 +2,0% £2,24 +2,11

DUREE MOYENNE DE L'EMSEMELE DES CROISSANCES

[

6,48+2,87

|

Tableau 6 : Résultats des endoscopies (suite) : Taille des follicules

ovulatoires; Croissances folliculaires durées et proportlon de
CF allongées.
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Les endoscopiss ont permis la mesure des tailles des
follicules : les follicules ovulatoires ont toujours plus de ¢
nn de diametre et peuvent atteindre 14.5 mm chez les Dbrebis
immunisées. Plusieurs follicules supérieurs & 10 mm ont é€té notés
chez les brebis témoins (4 sur 19) et chez les brebis immunisées
{? sur 14). Le nombre de gros follicules est plus élevé chez les

brebis immunisées.

Les tailles moyennes des follicules ovulatoires
sont respectivement de 9,25 mm £+ 2,41 et 7,08 mm + 2,28 pour les
brebis immunisées et 1les témoins. La probabilité obtenue de
rejetter 1'hypotheése de deux movennes semblables est supérieure &
0,975: il y a donc un effet de la vaccination sur la taille des
follicules qui ovulent. Aprés calcul de la corrélation (r = -0,51)
la probabilité que ce coefficient est significatif est comprise
entre 0,95 et 0,975. I1 semble donc ¥y avoir une corrélation tres
nette entre le titre d'anticorps des brebis immunisées et les
tailles des follicules ovulatoires. La droite de régression est:
vy =12.08 -0.11 .x ou y est 1la taille du follicule qui ovule et x.
le titre d'anticorps anti-androsténedione.

Y. Dynamique folliculaire.

Le tableau 6 reprend les observations par endoscopies sur
la croissance folliculaire : nombre, durées, nombre de crois-
sancés folliculaires supérieures 4 la normale. En outre, ls mo-
dele d'une croissance folliculaire idéale pour les Dbrebis immu-
nisées, basé sur le calcul des moyennes, a pu étre élabore : il
est représenté par le graphique 3.

1. Nombre de croissances folliculaires.

Pour chaque ovaire, nous avons relevé le nombre de crois-
sances folliculaires et nous sn avons fait la moyenne pour chaque
brebis. Les résultats sont les suivants: brebis du lot NI, owvaire
gauche: 1,78 + 0,77; ovaire droit: 2,57 t 0.62. moyenne des deux
ovaires: 2,17 + 0,36; brebis du lot I, ovaire gauche: 2,43 + 0,90;




Graphe 3 : Schéma de la croissance folliculaire moyenne (idéale) des
brebis immunisees, au cours du cycle. Ce schema est base
sur 1es parametres de 1a dynamique folliculaire (tableau 8)
et a ete extrapolé par ordinateur (évolution du haut, brut,
yers le bas, interpnlé).
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ovaire dreift: 2,71 2 0,70 et moyenne des deux ovaires: 2.57 ¢
0,49, Nous constatons une différence d'activité entre 1=z deux

ovaires chez les brebis non immunisées.non chez les brebis immuni-
sées. De plus, le nombre de croissances folliculaires est n=tte-
ment différent entre les brebis immunisées et celles qui ne 1
sont pas ( 2 > 0,975), ce qui semble indiquer un meilleur £:oncii-
onnement des mécanismes régulant le recrutement des folliculzs au

cours des différentes vagues de CF chez les brebis immuniszées.

2. Durée des croissances folliculaires

L'analyse de la dynmamique folliculaire limitée aux crois-
sances normales (5 & 6 jours) montre que les phases de CF =ont
plus courtes lorsque 1'ovulation approche. Elles sont respacti-
vement de 6, 5,68 et 4,91 jours pour les brebis immunisées, et de
5.87. 5,29 et 5,13 jours pour les brebis non immunisées. Ce rac-
courcissement des vagues de croissance est nettement marqué pour
le 1ot I et moins pour le lot NI. Toutefois, aucune différence
n'est & noter entre les durées respectives des croissances de
chaque lot (P < 0.80; 0,.75; 0,7).

Le temps de croissance global, tenant compte des wvaguez de
crolssances anormalement allongées, est significativement plus
élevé pour le lot I (6,42 jours ¢+ 2,87 contre 5,89 &+ 2,09): P >
0,99 La vaccination allonge donc la durée de vie des follicules.
Cette conclusion est confirmée par le nombre de croissances folli-
culaires qui excédent 6 jours et nous voyons que le nombre de
croissances folliculaires allongées est plus important pour les

brebis immunisées (5,567 + 2,19 contre 3.28 + 1,75: P > 97.F X).

3 Dvnamique de chaque croissance folliculaire

Mous avons mnesuré les vitesses de croissance des
folliculez atteignant 4 am au cours des 3 phases folliculaires du
cycle des brebis immunisées. Les résultats sont respectivement de
1,18 + 0,46, 1,16 + 0.61 et 1,09 + 0,50 mm/jour. Chez les brebis
témoins. Les weleurs rapportées (TRINTELER, 1987) sont de 1,05 &
0,43, 1,04 ¢+ 0,37 et 1,08 ¢ 02,52 mm/jour. Les wvitesses de déve-
loppement des follicules soni donc tout-a-fait semblables avant et
aprés i1mmunization.




BREBIS IMMU- | Nbres de PICS YALEURS MAXIMUMS DES PICS DE LH TAUX BASAL
NISATION| DE LH 7 36 h | max 1| max2| max3 | max4| maxS| max6 | max? DE LH
94 oui 2 0,81]0,7 - - - - - 0,2
103 non 1 0,45 - - - - - - 0,15
105 oui 2 n,710,4 - - - - - 0,15
108 non 1 1,8 - - - - - - 0,1
109 non 1 0,6 - - - - - - 0,1
110 oui 6 0,95| 0,9 |0,65| 0,6 |0,55/| 0,5 - 0,3
113 oui 1 0,3 - - - - - - 0,05
114 oui b 0,35]10,45|0,25(0,25|0,25| 0,2 | 0,2 0,12
116 non 1 0,35 - - - - - - 0,12
121 non 1 1,7 - - - - - - 0,4
135 non .3 1 0,8 (0,6 - - - - 0,15
138 non 1 0,4 - - - - - - 0,1
MOYENNE £ 2 TAUX MOYEN DES PICS MAXIMUMS TAUX MOYEN BASAL 1
IMMUNISEE] 3,60%2,42 0,61+0,24 0,16+£0,08
NON IMMUNIS| 1,28+0,70 0,84+0,33 0,16+0,10

Tableau 9 : Résultats des dosages de la LH au cours d'une prise de sang

sériée pendant 6 heures toutes les 10 minutes pulsatilite,
taux basal et taux maximums.
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La stagmnatiom ou persistance des folicules & leur dia-

nétre maximum lors des 3 phases est de 1,45 £ 1.5, 0.9 & 1,44 et

¢ 1.9, 2.78

[ %]

our les brebis immmisses et de 3,

e
3

0.82 £ 1.1 jour:z
t+ 1,6 et 1,3 £ 3,5 jours pour les brebis iémoins. Il ¥ a une nette
diminution du ftenps de stagnation des follicules A& leur diametre

nazimm chez les brehisz immunisées.

La régression des follicules se passe & une vitesse de
1,08 £ 0,66, 1,06 + 0,83 et 0,49 ¢+ 1,14 mm/jours lors des 3 vagues
chez les brebis immunisées. Pour 1les brebis non immunisées, 1la
régression observée a été de 1,14 + 0,46 et 1,20 = 0,95 mm/jours
lors des deux premiéres croissances folliculaires ; 1a majorité
des follicules = 4 mm au cours de la troisieme croissance follicu-
laire ayant atteint 1'ovulation, il n'a pas été possibla de mesu-
rer leurs vitesses de régression. Les vitesses de régression gloc-
bales des follicules paraissent donc plus faibles chez les brebis
inmunisées.

¥1I. Modifications hormonales

1. Pulsatilité de 13 LH

Les premiers graphigues en amnnexe représentent la wvaria-
tion du taux de LH plasmatique pendant 6 heures, le 6-12-86, donc
en fin de période lutéale du cycle (J"9").De plus, le tableau 9
reprend toutes les valeurs du taux de LH observées.

Les taux moyens de base de la LH sont semblables pour
les deux lots (0.16 £ 0.08 pour les immunisées et 0,16 : 0,10 pour
les non immunizées).

Le nombre de pics a été déterminé @ il est de 3,60 =
2.42 pour les brebis immunisées et de 1,28 ¢+ 0,70 pour les brebis
non immunisées. Nous observons donc une augmentation de la pulsa-
tilité de LH suite & la wvaccination, qui est tré&s significative
(P > 0,975). De plus, il est intéressant de noter la tres forte
correlation positive entre ce nombre de pic et le titre d'anti-

corps (r = 0.95 : droite de régression: vy = -1.083 + 0.2.x).

Les taux maximums relevés pendant les pics de LH sont
légerement plus faibles chez less brebis immunisées (0,61 = 0, 24)
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Graphe 4 : Variations mouyennes au cours du cycle des taux de FSH et

d'oestradinl , chez les brebis non immunisees.
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Graphe 4b : Yariations moyennes au cours du cycle des taux de FSH et

d'oestradiol , chez les brebis immunisées.




que chez les Drebis qui ne le sont pas (0,84 + 0,33). Cette diffe-

tion du nombre de pics. les
réserves n'ayant pas le teamps dz se reformer. Quant au coefficient
de correlation reliant le taux maximums des pics de LH et le taux

d'anticorps anti-sndrosteénedione, 1l est négatif (r = -0,b22)
2. Evoluticn des la FSH, de 1'oestradiol et de la

Droaestércne au cours du cycle

Les graphiques mis en annexe, & la suite dez graphiques
de LH, regroupent par brebis 1'évolution des taux plasmatiques de
FSH, oestradiol et progestérone au cours du cycle.Ces évolutions
semblent {trop complexes en premiére approche pour les décrire.
Nous avons donc tenté d'établir les taux moyens d'oestradicl et 4
FSH secrétés par 1'ensemble des brebis & tel jour. Les graphlquea
4 et 4b illustrent ces évolutions idéales pour 1'ensemble des
brebis de chaque lot. Tenant compte des variations de la longueur
individuelle du cycle, nous nocus sommes servis des valeurs compri-
ses entre le jour "0" et le jour "9" et entre le jour "-8" et le
jour "0" du cycle suivant.

FSH : Les calculs du taux moyen de FSH secrétée au cours d4d'un
cycle donnent les résultats suivants : 2,64 + 0.49 ng/ml
pour les brebis iumunisées et 2,39 % 0,45 ng/ml pour les
brebis non immwmisées. I1 vy a accroissement significatif
{p > 0,975) de la production de FSH par 1'hypophyse des
brebis immuniséss.

L'évolution de la FSH au cours du cycle peut étre décrite
comme la succeszion de trois wvagues successives suivies
d'un pic ovulatoire et d'un réedowsd Ces vagues de libéra-
tion de la FSHE sont parfaitement marquée dans le cas des
brebis immunisées. Par contre, cela semble plus flou chez
les brebiz non immunisées. Le taux moyen du pic de FSH ect
pluzs élevé chez lezs brebis immuniszées (4.5 ng/ml % )
que chez lez brebis non immunisées (3.6 ng/nl x i

que les brebis
5.5% pg/ml) que les
Cette élévation
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L'évolution du tsux 4 oestradial au cours du cycle est
' nais nous pecuvens toutefeis

A 5 - s -t - - L o Eh e aga Yy s T . 3 : | - -t - -
observé une £aibls sécrition rzlative de 1 T

cradicl au
cours de la phase lut2ale. A 1'opposé, en phnase follicu-
laire, le taux d'oestradiol subit une montée intense en
forme de vague ou il rejoint le taux maximum observé lors

du jour suivant le pi: préovulatoire.

Progestérone : Le dosage de 1s progestérone nous a posé quelgues

problémes : nous avons ohservé une trés grande varishbilité
des valeurs obtenues sn phase lutéale, alors que les taux
observés en phase folliculaire sembient bien pius régu-
liers et dans les normes. Nous avons de ce fait rajusté
toutes les wvaleurs supérieures &4 10 ng/ml & cette concen-
tration. Toutefois, en regard des graphiques, la distinc-
tion phase lutéale-phase folliculaire ou phase progestagé-
nique-phase oestrogénique est nette et peut etre mise en
relation avec les vaguss d'oestradiol et de FSH.
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I. Felatlon entre les ascrétions pormonsales et 1es orolsssnces

folliculaires.

analyse détaillée des ifigures 3 wonire une similitu-
de rrappante entre le débuf de la régression d'une vague d= crois-
sance folliculaire et le debut d2 la croissance de la wague sui-
vante, si on considére le recrutemsnt de follicules passant ls
seuil de 2 mm de diamé&tre. Ainsi, le recrutement ze ferall au mo-
ment ou la dominance des gros follicules s'estompe.

De plus, les wvalsurs les plus élevées du taux dz FSH cor-
espondent & chaque début de croissance des follicules recrutés

P‘

{= 2 mm). La FSH est, semble-t-il, 1'hormone qui permet de recru-
ter les follicules et de stimuler leurs croissance. En outre, il
n'y a que les follicules qui scnt en phase de stagnation ou dont
la witesse de régression n'excede pas 0.1 mw/jour gqui sont
encore capables d'entamer une nouvelle croissance
FSH passe par de ce fait par 1'sntretien d

cette hiormone n'agit prs aur les follicules en
régression puisque rien n'empéc ceux-ci de subir les effets de
l'atrésie. L'action de la FSH n'est possible que si les cellules

de la granulosa sont en borne sants
teur pour cette hormone.

Nous n'avons pas mis en evidence iq
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entre lss évolutions des taux plasmaticuss d
11 simultanément, ni & quelques jours de distance.

o

Aucune correlation n's pu &tre établie esntre le diametre
folliculaire et les wvagues de sécrétion des oestrogenes, excepte
lors de la phase de croissance folliculaire 3. Il semble que le
taux elevé de progestérone inhiibe, directement ou indirectement,
1'action stipulatrice des oestrugénes sur la croissance -follicu-
laire et que la chute du taux de prgestérone en fin 4= phass luté-
als permet une meilleure relation entre le taux d'cestradiocl, qui

3e traduit par une wvague bien netts, et la phase de croissance 3.
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D'aprés nos résultats, 1'izgunisaticn contre 1'andros
dione a provogqué 1'apparition d'un taux d'anticorps suiiisaut.

enplol de DEAE-dextran, faibls adjuvant 1mmunogénigus, & DErmls
d‘éviter des effets néfastes d'un titre d'anticorps eleve, tels
que ancestrus ou anovulations obsesrvées par SMITH =2t al. (1981) et
GELDARD et 3CARAINUZZI {1583

La baisse de poids enregistrée lors des injections semble
provenir surtout des effets BtICJSQH dis & l'entrée en Lergerie
{tassenent et changement du mode de nutrition). Toutefois, l'eifet
de 1'immunisation, plus important que celuli de la synchronisation,
peut se cumuler au stress accru. Quoigu'il en soit, la perte en
poids vif est rapidement récupérés au boul de desux semaines.

GELDARD et SCARAMUZZI {1983) ont obssrve un eifet cunulatit
du poids vif élevé et de 1'immunisation contre l'androsténedione
sur le taux d'ovulation. Cela serait la conséquence de 1'état trés
variable des brebis 1lors de 1lsur expérience effectuée dans
differentes fermes australiennes : 1le faible gain de productivite
des brebis les plus légéres peut é&tre attribué soit a4 un moindre
taux d'ovulation. soit & une nortalité embryonnaire ou & un taux
d'avortements supérieurs di au mauvais état général de ces brebis.
Le bon état général de nos brebis ({se traduis ant par un poids
églevé) ne nous a pas pernis de constituer deux 1ot3 de poids wvif
significativement différent. De plus., les brebis témoins utilisées
lors de notre expérience d'immunisation faisaient partie d'un lot
d'expérience préliminaire visant & étudier 1l'effet du poids =t de
1'état corporel sur le taux d'ovulation {TRINTELER, 1987). Aucune
différence n'a été nise en évidence entre les brebis amsigres et

'

rasses. Nou2 avons donc considérer 1'ensenble du lot pour nos

calculs. L'état général satisfaisant des brebis de Faulx-les-Tom-
bes & la fin des endoscopies laizsait présager une faible influen-
ce de leur poids sur 1'sffet de 1la vaccination.

e

L'immunisation active contre 1'androsténsdione aujrente
notablement le taux 4'ovulation qui

ru

]
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L]
Lo
0

e 1,41 (brebis témoins}
a 2,03 {(brebis immunisées). Il rnous

i

3t impossible de conmparer ces




ltats avec d'autres pour la race 7erel car nous n'avons pas
connaissance d'autres expériences sinilaires sur cette race. Par
rapport & d'sutres races. l'augmentation sst comparabls & celle
obtenue par PHILIPON (1983) en Aerincs Jd’4ries, alors qu'elle est

plus élevée que la movenne de celle d'autres etudes effectuces sur
d'autres. races (0,4 en moyenne : COX et al.,6 1978-79.; SMITH et
COX, 1981, SMITH et al., 1981; SCARAMUZZI et al..  1982).
L'état général satisfaisant de nos brebis en est certainement la
raison. Cependant, cette augmentation du taux d'ovulation pourrait
étre meilleure, si l'on s'en référe aux travaux de SCARANUZZI
sur les WVelsh mounisizn (SCARAMUZZI et HOSKINSON, 1983)

Hous n'avons pas conataté d'influence de la synchronisation
sur les effets de la wvaccination. Ces résultats sont concordants
avec ceux obtenus par PHILIPON (1983).

Les effets de 1'immunisafion sur la dynamique folliculaire
sont nombreux : les diamdtres maximums atteints par les follicules
pendant toutes les croissances folliculaires, ainsi qu'd 1'ovula-
tion sont plus élevés que ceux des brebis téwoins. Pour les brebis
immunisées, les vitesses de croissance sont identiques et les
vitesces de reégression plus faibles, mais malgré des durées
réduites de stagnation., la croissance folliculaire dure nettement
plus longtemps.

Nous avons observé que 1l'immunisation anti-androsténedione
régularise les wvagues de croissance folliculaire et il est rare de
voir des ovaires présentant moins de trois vagues successives au
cours du cycle. Ces résultats, nontrant une durée mnoyvenne de 7
jours pour ces vagues, sont les seuls, & notre connaissance, &
gtre observés par endoscopies pendant une immunisation de ce type.
I1 est clair que les croissances folliculaires sont allongées par
rapport & celles des brebis non immuniséess (SHEATON et ROBERTSON ,
1971; HAUGER et al., 1977 et TRINTELER, 15987).

De plus, l'analyse de nos graphes indigque clairement que
les troils wvagues sont dépendantes : les follicules dominants
regressent, et c'est & ce moment que le recrutement des follicules
a lieu. La disparition d'une vagus semble étre la cause de la
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naissance de la suivante. Il peur étre possiblie que la longueur du

w

cycle soit le résultat de la sommation des durées de crcissance

successives., en synergie avec la régulation en feed-back des
stéroides sur les hormones hypophysaires lors de 1'ovaulation.

Nous n'avons pas vu de follicules atrétiques étre recupéré
pour recroitre lors de la croissance folliculaire suivante | tous
les follicules qui perdurent pendant plus d'une croissance sont
des follicules qui n'ont pas encore entame leur dégensrescence.
L'atrésie semble donc un nécanisme irréversible, tout au nmoins &
un certain stade caractérisé par la vitesse de régression du
follicule. Pourtant, DRIANCOURT (1987) observe que des follicules
peuvent étre sauvés de 1l'atrésie par des injections de PUSG. Il
faut cependant remarquer que cette constatation est basée sur des
conditions non physiclogigques. Nous acceptons donc 1'hypotheése de
LEFEVRE (1982, cité par TRINTELER, 1987) selon laguelle une
nouvelle poussée folliculaire s'amorce suite & la levée de
1'inkibition résultant de l'atrésie des gros follicules (qui exer-
caient leur dominance via des cybernines secrétées par lss
cellules de leur granulosa).

L'immunisation anti-androsténedione raccourcit les durses
de stagnation des follicules sélectionnés. Cela senble étre le
conséquence du taux d'ovulation. En effet, le méme phénomene est
noté chez une race de brebis & haut feux d'ovulation naturel non
immunisée (TRINTELER, 1987 : Komsnow.

L'immunisation ne diminue pas le noubre de follicules atré-
tigques = 4 mm. Au contraire, nous observons un pourcentage plus
inportant de follicules atrétiques lors de la derniére croissance
folliculaire, par rapport au lot témoin.

Les tailles des follicules sont plus importantes apres
immunisation, et cela est marqué pour les follicules ovulatoires.
L'inpmunisation, bien que n'ayant pas d'effet sur la vitesse de
croissance folliculaire, ameéne les follicules & un diamétre plus
important. La dominance est de ce fait mieux installée (faux
d'oestrogénes du fluide folliculaire plusz élevé), malgré le nombre
croissant de follicules = 4 mm. Il serait intéressant de poser




comme hypothése que la dominance n'est qu'un phénoméne hien
localisé sur 1l'ovaire, ce qui serait en accord avec les phénomenes
de diffusion des protéines folliculailres anti-aromatisantes vers
les follicules environnants (DI ZEREGA, 15383). Cependant, 11 est
également possible que la dominance ne s'‘exsrcerait qu'a un stade
folliculaire avancé, et que les gros follicules ainsi structurés
ne pourraient plus étre sensibles & 1'inhibition par un gros
follicule sain trés proche. La croissance «cote-a-cote et
simultanée de deux follicules peut les amener & codominer, 4
coexister dans une méme =zone de 1'ovaire sans se détruire
nutuellenent. Cette taille de maturité est d'ailleurs en relation
avec la teneur en oestradiol-175 dans le fluide folliculaire,
hormone qui sensibilise le follicule & 1la stimulation de 1la FSH
mais bloque la maturation des autres follicules.

L'immunisation active contre 1'androsténedione sugnente,
au cours de notre expérience, le pourcentage de follicules qui
persistent pendant plus d'une phase d croissance. Ceatte
observation est en accord awvec celle de nombre d'auteurs
{ SCARAIUZZI et HOSKINSON, 1983) qui écrivenet que 1'immunisation
anti-androsténedion protége le follicule de 1'atrésie,
probablement par une stimulation de l'aromatisation, ou du moins

sl

un rapport stéroidogénique favorable aux oestrogénes, 1les
androgenes et principalement 1l'androsténedione étant sous forme
liée partout dans 1'ovaire.

La sélection, chez la brebis, est eiffective & une taille de
4 mm, puisque d'apres les résultats de TRINTELER (1987) et les
notres, les.plus petits follicules ovulatoires ont cette taille.
Cette taille minimum est atteinte chez les brebis témoins et chez
les brebis immunisées :@ 1'immunisation contre 1'androsténedione
agit sur le taux d'ovulation par wune dominance marquée,
entretenue par une résistance accentuée des follicules a
l'atrésie, mais ne recours pas & une stimulation des phénomdnes de
sélection, moins nécessaires. Le nombre de follicules sélectionnés
est déjd suffisant semble-t-il chez les brebis témoins. Cependant,
on constate un accroissement certain des follicules sélectionnés
chez les brebis immunisées, au cours de la seconde phase de



roissance folliculaire., lMais psut-8tre est-ce la conséquence de

2
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c
la persistance pendant plusiaurs Croissance: de certain
follicules de taille supérieure & ¢ Lm.

En outre, il existe une relation négative entre le nombre
de follicules sélectionnés =t le titre d'anticorps. Il seuble Que
1'inmunisation obtenue soit sufiisante pour auguenter le nombre de
ces follicules, mais que, une fols un certain niveau du titre
d'anticorps atteint, la sélection s'efface., laissant place & une
meilleure utilisation des follicules dé&jd a3électionnés : la
plupart des gros follicules sain3s owvulent. L'inportance de 1la
sélection semble plus évidente dans le cas d'animaux faiblement
prolifiques. I1 est pensable que 1la plupart des follicules
ovulatoires sont sélectionnés au cours de la wague de croissance
Z, arrivant tous a 1'ovulation par une résistance intense &
l'atrésie accentuée par le faible accroissement de taille au cours
de la dernitdre wvague de croissancs.

Une relation négative entre le taux d'anticorps et les
diapétres maximums des follicules = 4 mm a £té mnise en évidence
lors de notre expérience. Une fois de pluz, voici une preuve de la
protection des follicules de brebis immunisées & l'atrésie dont le
role est capital pbur 1'amélioration du taux d'ovulation.

ITI. Variations hormonales et immunization.

L'immunisation contre 1'androsténedione acceélere la fre-
quence de libération de la LH qui se traduit par une augnentation
du nombre de pics (3.60/6 h * 2,42). Cette fréquence est trés
clairement différente de celles existant chez les brebis témoins
{1,28/6 h + 0,70), avec une certitude de 97,5 ¥. De plus, une treés
forte correlation positive entre ce nombre de pic et le titre
d'anticorps anti-androsténedione est & noter. Connaissant
l'activité anti-mitotique des hauts niveaux de LH sur les cellules
de la granulosa (SCARANUZZI et al. , 1980, 1981, SCARANUZZI et
HOSKINSON, 1983), il est concevable que 1'immumisation contre
1l'androstinedione entretienne la survie des gros follicules : 1la




dimirution de l'activiteé mitctique des cellules est ume forme de
protection contre la dégénérescence naturelle.

ais, alors que la corrélation entre le nombre de pics de
LH et le titre d'androsténedione est positive, la corrélation
entre ce titre et le nombre de follicules de taille = 4mm est
négative. Il est possible que l'activité mitotique de la LH
agissant sur un follicule en début de croissance empéche celui-ci
de franchir de nouvelles étapes et de parvenir au stade de
follicule dominant.

Nous n'avons pas noté d'augmentation ou de diminution du
niveau basal de la LH, alors qu'il semble que 1'immumisation
contre 1l'ardrosténedione, é&tudiée chez d'autres races, augmente
trés fortement ce niveau {SCARAMUZZI et MARTENSZ, 1975; SCARANMUZZI
et al. . 1977, 1980, 1981 MARTENSZ et SCARAMUZZI, 1979; MARTENSZ
et al., 1979 SCARAMUZZI et HOSKINSON, 1983).

La LH agit en stimulant la stércidogenése : il est normal
de trouver des taux élevés de stéroides ( SCARAMUZZI et al.. 1981;
SCARAMUZZI et HOSKINSON, 1983). Cependant, cela n'explique trés
certainement pas les taux #énormes de progestérone observés en
pbase lutéale, méme si le taux d'ovulation élevé augmente 1is
nombre de corps jaunes, structures secrétant cette hormone.

La littérature mentionne des faibles taux d'oestrogénes
plasmatiques dans le cas d'immunisations active contre
1l'androsténedione (GELDARD et SCARAMUZZI, 1983; SCARAMUZZI et
HOSEINSON, 1983), ainsi qu'une diminution des niveaux
périphériques de FSH (ARMSTRONG et al.., 1978 -lapine-.; MARTENSZ et
SCARAMUZZI, 1979; SCARAMUZZI et HOSKINSON, 1983). Nos résultats
sont en désaccord total avec ces données puisque ces hormones sont
plus sbondamment secrétées chez les brebis immunisées, que ce soit
1'oestradiol (la probabilité que la différence soit significative
est pratiquement de 1 (0,5999)) cu la F3H (probabilité de 0,975}.




I1 apparait de&s lors que 1'immunisation des brebis 7Texe!l
contre l'androsteénedione stimulerait l'aromatisation, amenant le
production intense d'oestradiol-178. I1 se peut que les molécules
d'androsténedione 1libres circulant dans ie follicuie entre 1Ia
theque et la granulosa ne soient pas inactivées par leur anticorps
spécifiques, ou alors que les réserves d'androstinedione élaborées
par les cellules granulosales en phases androgénique et stockées
s30it dans le fluide folliculaire soit & 1'intérieur de la cellule,

soient suffisantes & 1'entretien de cetie sécrétion.




CONCLUSIONS




L'immmisation active contre 1l'androsténedione est wne

=

technique d'amélioration dea performances de reproduction d3es
brebis largement expérimentée en Australie et en FRance. Notre
travalil présente un essai de cette technigque dans les conditions
de 1'élevage ovin belge.

Chez la brebis 7zrsi, 1'immunisation par la Fecundin @,
en respectant 1les wmodelités “standard" préconisées, a les
conséquences suivantes (par rapport & des brebis témoins non
innmunisées)

- Elle entraine wune faible perte de poids, vraisem-
blablement due au caracteére stressant des opérations,

- Elle ne modifie pas la Iongueur du cycle des brebis,

- Elle augments le taux d'ovulation de 1,41 & 2,03 par
brebis. Cette amélioration est slrement dus en bonne partiz au bon
état général des animaux et elle montre qu'une immunisation bien
progrsumée contre l'androsténedione permét d'augmenter les perfor-
mances des brebis et ne conduit pas & des problémes d'anoestrus ou
d'anovulation généralement observés avec des taux £levés d'anti-
corps. Le taux d'ovulation élevé est principalement dG & une pro-
portion accrue d'ovulations doubles et triples. L'immunisation
active contre l'androsténedione constitue donc bien une méthode de
ananﬁnarulstiauz

- Elle augmentz le nombre de pics de LH et 1les con-
centrations sanguines maximales lors de ces pics, mais ne semble
avoir aucun effet sur le taux basal de cette hormone.

- Elle stimule trés nettement la sécrétion de FSH et
d'oestradiol et en phase 1lutéale celle de:. progestérone.
Pour cette dernigre, la production accrue 3serait la conséquence de
la stimulation de la stéroidogentse par la LH et la FSH, ainsi gque
1'awgmentation du nombre de corps jaunes sulte aux mnultiples
ovulations. Pour la FSH, 1= niveau £leveé serait principalement di
au feed-back positif nettement narqué de 1'cestradiol en fin d
yvcle, au mouent de la phase folliculaire.
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allonge en augmnentant la durée de croissance folliculaire sans
en modifier la vitesse.

- Elle raccourcit la durde de 2tagnation des follicules
antraux et diminue leur vitesse de régression (atrésie).

- Elle augmente, surtout lors des deuxidme et troisisnme
vagues de maturation, lz nombre et la taille maximale des follicu-
les de taille supérieure & 4 mm, la taille d4'ovulation des folli-
cules et le nombre de follicules qui perszistent pendant plus d'une
vague.

- Par contre, elle ne peut empécher l'atrésie des follicules
avanceés dans la régreasion (traduit par une vitesse seuil).

Ces effets observés lors de 1'immunisation anti-androsténe-
dione nous ameénent & penser que le mode d'action de cetfe méthode
passe par

-. Un xecrutement plus intense des follicules de 1 mm éen
début de chague vague de croissance folliculsire.

- Une sélection moins active car moins nécessaire, mais plus
gfficace.

- Une dominance plus marquée, mieux installée et entrainant
des phénomenes de codominance au sein d'une méme région de 1'owvai-
re.

- Une meilleure résistance des follicules dominants 3 l1l'a-
trésie.

I1 semble donc que l'androsténsdione circulante limite le
recruterent folliculaire, ne nmodifie pas l'action favorable des
cestrogénes sur la croissance des follicules, mais s'oppos2 & l'ac-
tion protectrice des oestrogenes contre l'atreésie,
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Yariations du taux plasmatique de LH pendant 6 h, le 6-12-87
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Yariations du taux plasmatigue de LH pendant 6 h, le 6-12-87
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Variations du taux plasmatique de LH pendant 6 h, le 6-12-87
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variations du taux plasmatique de LH pendant 6 h, le 6-12-87
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Variations au cours du cycle des taux plasmatiques de FS%
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de F54.
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VYariations au cours du cycle des taux plasmatiques de FS4
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Yariations au cours du cucle des taux plasmatiques de 5
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de F54.
Oesirediol et Pregesiérope pour la brebis n® 103

FSH B103

FSH (ng/m1)

T T T T T T ST | T T T : e o |

1 L Rl
B § 2% 4 B3 8T8 8 18 4 1395 B 6 17w D
Temps (en jours, J0)=27-11-86)

60 8 (Estradiol B103

(Estradiol (pg/ml)

0 4

10 ~

L) L TR ) L L] L} L} L L} a ¥y 1

1} 1] R L
0 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Temps (en jours, X0)=27-11-86)

B103 P4

4v
35T
54
25+
P4 (ng/m) 2T : \/\.
15 ¢
14 i
05t o '\
'0:./5:=::::'L1¢':..1\?:/4.

t 2 3 4 O 6.7 & 9 10 M 1213 14 15 16 17 8 19
TEMPS ()




Yariations au cours du cycie des taux plasmeatiques de FS4
Gesiragial et Frogesiérape pour ia brepis n® 105
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de F£SK.
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de FSH.
fesirsdgiol el Progesiérane pour la brebis n® (08
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Yariations au cours du cucie des taux plasmatiques de FS5H.
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Variations au cours du cucle des taux plasmatiques de ~5%
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de FS#.
festrediol el Frogesiérope pour la brebis n® 112

FSH B112

FSH (ng/Zm))
1
0
o

T T T T T T T T T T T T T 1

T
61 7T 8.97°10. 1y 12713 1401801617218 19020
Temps (n.jurs, J(0)=27-11-86 )

(Estradiol B112

Estradiol (pg/ml)

R ey | S AR R L] L] L) L R L} LA

T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Temps (en jours, MOM=27-11-86) -

B112 P4

47
P4 (ng/ml) /

'\
0 . 1 3 } I } + I b i 1 il I ! . b*—-g
+ + + + y + $ 4 s

- S ARt W - S | S T b R T R T - A
TEMPS ()




Yariations au cours du cycle des taux piasmatiques de ro/.
Geciragiol et Frogesiérane pour la brebis n® {13
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de FS4
Gesirsdial el Frogesiérape pour la brebis n® 114
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatigues de £54.
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de FS54.
Jesirsdiel et Frozestiérane pour la brebis n® 117
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de FS5H.
Gestirediol et Fregestérope pour la brebis n® 118
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de F54
Oestrodiol et Pregestérope pour la brebis n® 121
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de F54.
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Yariations au cours du cycle des taux plasmatiques de £S5~
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