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Résumé 

Nous avons étudié, par la technique de culture in vitro la stéroïdogenèse et la 

réponse à une stimulation hormonale (LH-FSH) de follicules prélevés chez des 

brebis en phases lutéale et folliculaire; au milieu, au début et à la fin de la saison de 

reproduction ainsi qu'en anoestrus. Nous aboutissons aux conclusions suivantes: 

- la phase folliculaire est caractérisée par des niveaux de sécrétion de progestérone 

(P4) peu variables et par une augmentation des taux d'androsténedione (&i) et de 

!'oestradiol (E2) dans le liquide de périfusion après la stimulation FSH-LH. En fin 

de saison, la production de P 4 est nettement accrue aux dépens d'E2. 

- en phase lutéale, les sécrétions d'E2 sont nettement réduites sauf au début de la 

saison et on constate une absence de réponse aux stimulations gonadotropes; 

- l'anoestrus est caractérisé par une réduction de l'activité aromatasique. 

Nous avons ensuite comparé à un groupe témoin les modifications induites par les 

traitements de contrôle de la reproduction: FGA (fluorogestone acétate), PMSG, 

mélatonine et combinaisons de ces traitements sur la stéroïdogenèse et la réponse à 

une stimulation hormonale (LH-FSH). Nos résultats montrent que: 

- les groupes témoin, PMSG, FGA+PMSG et mélatonine+FGA+PMSG présentent 

des profils de sécrétions comparables pour les 3 stéroïdes considérés; 

- les traitements FGA seul et mélatonine seule ont pour conséquence de bloquer la 

synthèse d'E2 et de rendre les follicules insensibles aux hormones gonadotropes; 

- une injection de PMSG faisant suite à ces traitements permet de rétablir l'émission 

initiale d'E2 et la réactivité des follicules aux hormones gonadotropes. 
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I. INTRODUCTION 



A l'heure actuelle, aborder des questions concernant l'avenir de l'élevage des animaux 

domestiques ne peut se faire sans prendre en considération le point de vue économique. 

La rentabilité de l'élevage ovin est largement conditionnée par la capacité de maîtriser 

les mécanismes de la reproduction. Ainsi, de nombreuses recherches visent actuellement à 

augmenter les taux d'ovulation principalement grâce à des hormones gonadotropes. Elles 

visent aussi à déterminer de façon précise le moment de l'ovulation afin de déposer le sperme 

au bon moment lors des inséminations artificielles et, enfin, à étendre la période de 

reproduction afin de répartir les naissances dans l'année et d'augmenter le nombre de portées 

par brebis. 

Différentes techniques hormonales sont couramment utilisées en vue de répondre à 

ces objectifs. Les plus répandues sont l'utilisation de mélatonine, pour avancer la saison de 

reproduction et stimuler l'ovulation, ou l'association d'un progestagène (l'acétate de 

fluorogestone ou FGA) et de la PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropine) en vue de 

synchroniser et stimuler l'ovulation. 

Les mécanismes de la croissance des folliculaires ovariens, base des phénomènes de 

l'ovulation, ainsi que les modifications apportées par les différents traitements hormonaux 

font depuis plusieurs années l'objet de nombreuses recherches au Laboratoire de Physiologie 

Animale. Une part importante de ces recherches a été réservée à l'étude fondamentale des 

processus ovariens et endocriniens pendant le cycle, au début et à la fin de l'activité 

saisonnière ainsi qu'en anoestrus chez les brebis Texel et Suffolk (Jacques, 1989; Noël et al., 
1992). Ensuite, Pierquin (1991) et Noël (résultats non publiés) ont étudié les modifications 

apportées par la FGA, la PMSG et la mélatonine sur les mêmes mécanismes pendant la saison 

de reproduction. 

Les techniques qu'ils ont utilisées sont l'endoscopie et l'analyse du profil des sécrétions 

des hormones hypophysaires et gonadiques. Cependant, différentes données de la littérature 

ainsi que des expériences réalisées précédemment au laboratoire montrent que des follicules 

morphologiquement identiques peuvent présenter des capacités stéroïdogéniques différentes. 

Les donnés obtenues par endoscopies et par dosages hormonaux n'étaient donc pas suffisantes 

pour étudier avec précision le fonctionnement de l'ovaire. 



Une technique de culture in vitro des follicules ovariens a alors été mise au point 

(Demuynck, 1990) et testée (Renard, 1991). Elle permet d'étudier la stéroïdogenèse et la 

réponse à des stimulations hormonales de follicules isolés, prélevés chez des brebis se 

trouvant dans des conditions précises. 

Afin de compléter les résultats obtenus précédement, nous avons réalisé deux 

expériences. L'objectif de la première est d'étudier la réactivité aux hormones gonadotropes 

de follicules ovariens prélévés sur des brebis se trouvant dans des états physiologiques 

différents: nous avons stimulé et étudié la réponse endocrine de follicules prélevés chez des 

brebis en cycle, au début et à la fin de l'activité saisonnière ainsi qu'en anoestrus. 

Au cours de la seconde expérience, nous avons étudié les modifications induites par 

les traitements classiques de contrôle de la reproduction (FGA, PMSG, mélatonine et 

combinaisons de ces traitements) dans ces mécanismes de stéroïdogenèse et de réactivité des 

hormones gonadotropes. 

Ce travail est divisé en deux parties. La première est théorique: il s'agit d'une revue 

bibliographique qui comprend la description des phénomènes liés à la reproduction du 

mouton. La seconde reprend le travail personnel réalisé au cours de cette année et est divisée 

en 4 chapitres: objectifs poursuivis, matériel et méthodes, résultats et discussion, conclusions. 
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Figure 1 Structure générale de l'ovaire (Junqueira et Carneiro, 1987). 



1. LES ASPECTS GENERAUX DE LA REPRODUCTION CHEZ LA BREBIS 

1,1, INTRODUCTION 

Les brebis font partie des espèces à cycles saisonniers, c'est-à-dire qu'elles ne sont en 

cycle que pendant une période déterminée de l'année. La saison sexuelle comporte plusieurs 

cycles successifs. 

L'activité ovarienne débute généralement au moment où la photopériode commence à 

diminuer (août/septembre) pour se terminer lorsque la durée du jour augmente (janvier/mars). 

L'anoestrus est la période de repos sexuel séparant 2 périodes de reproduction 

successives. 

1,2, LÉ CYCLE OESTRAL CHEZ LA BREBIS 

Le cycle oestral, dont la durée moyenne est estimée à 17 jours, est divisé en deux 

périodes correspondant à 2 phases différentes d'activité ovarienne: 

- la phase folliculaire d'une durée de 3 jours, pendant laquelle les follicules 

mûrissent et qui se termine par l'ovulation (jour 0); 

- la phase lutéale se déroulant du jour O au jour 13 et qui débute par la formation du 

(des) corps jaune(s) à partir des follicules rompus. En l'absence de gestation, le 

corps jaune régresse après une douzaine de jours: c'est la lutéolyse permettant la 

maturation de nouveaux follicules. Des modifications morphologiques et 

sécrétrices se produisent dans l'ovaire et l'utérus pendant le cycle. Elles sont 

accompagnées de modifications sécrétrices au niveau du système hypothalamo

hypophysaire (Derivaux et Ectors, 1986; Bister, 1989). 

1,3, STRUCTURE GÉNÉRALE DE L'OVAIRE 

L'ovaire est un organe où l'on peut distinguer divers compartiments présentant chacun 

des propriétés biologiques différentes. Il comporte 2 régions distinctes (figure 1): 

- une région corticale comprenant l'épithélium germinatif et le stroma cortical 

séparés par l'albuginée; 

- une région médullaire constituée d'une zone parenchymateuse faite de tissu 

conjonctif lâche et d'une zone biliaire fibreuse, le rete ovarii, où se trouvent les 

nerfs ainsi que les vaisseaux sanguins et lymphatiques. 

1 



développés et sont probablement déjà présentes à ce moment: "les oocytes maturation 

inhibitors" (OMI; Thibault et al., 1987). 

Le contrôle de l'ovogenèse semble strictement paracrine (et autocrine), les hormones 

connues n'étant impliquées ni dans la multiplication ovogoniale, ni dans la prophase 

méïotique. D'autre part, l'hypophysectomie d'un foetus de brebis ne provoque aucun 

changement qualitatif de l'ovogenèse (Mauléon, 1973). De plus, aucun site de liaison à la LH 

(Luteinizing Hormone) ou à l'hCG (human Chorionic Gonadotropin) n'est détectable dans 

l'ovaire humain foetal. Et enfin, la LH et la FSH (Follicle Stimulating Hormone) ne 

stimulent pas la stéroïdogenèse in vitro. Tout ceci suggère que l'ovogenèse est indépendante 

des gonadotropines (Wilson et Poster, 1992). 

2,2, LA FOLLICULOGENÈSE BASALE 

Les follicules s'échappent régulièrement du stock de follicules primordiaux acquis avant 

la naissance, pour entreprendre une transformation vers un stade de follicule primaire, puis 

secondaire, puis tertiaire (Yen et Jaffe, 1991). Le mécanisme qui contrôle l'évolution de ce 

phénomène reste opérationnel toute la vie, mais est encore mal connu; il s'agit probablement 

d'un phénomène endogène de l'ovaire s'effectuant par l'intermédiaire des cybemines (Bister, 

1989). 

L'indépendance stricte de la folliculogenèse basale envers l'axe hypothalamo

hypophysaire n'est pas encore prouvée actuellement mais de nombreux arguments plaident en 

sa faveur. Tumbull et al. (1977) ont observé que l'ablation de l'hypophyse ou l'immunisation 

contre la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) provoque un arrêt du développement des 

follicules à 2 mm de diamètre. De plus, les expériences de Cognié (1988) montrent que 

malgré une inhibition chimique de l'hypophyse, les follicules dont la taille est inférieure à 2 

mm sont nombreux sur l'ovaire. Par contre, le développement des follicules au delà de 2 mm 

requiert impérativement l'action des gonadotropines (Tumbull et al.,1911; Driancourt et 

Cahill, 1984). C'est ce qui différencie la folliculogenèse basale de la croissance terminale. 

Au cours de son évolution, le follicule passe par divers stades pour former le "pool" de 

follicules préantraux qui pourront alors entamer la phase de recrutement folliculaire (Y en et 

Jaffe, 1991). Les étapes du développement folliculaire sont les suivantes (Figure 2): 

Le follicule primordial est composé d'un ovocyte entouré d'une couche de cellules 

prégranulosales aplaties recouvertes par la membrane basale. Il apparaît après quelques 

semaines de vie foetale pour atteindre une taille moyenne de 30 µm de diamètre. 

3 



Cette glande est dotée d'une double fonction: une fonction exocrine (production de 

gamètes) et une fonction endocrine (sécrétion de nombreuses hormones protéiques, 

peptidiques et surtout stéroïdiennes). 

2. LA CROISSANCE FOLLICULAIRE 

Chez les mammifères femelles, la gamétogenèse est un phénomène discontinu: à 

rovogenèse (établissement d'un stock de follicules primordiaux) fait suite la folliculogenèse 

basale qui amène certains de ces follicules à leur différenciation complète. Ensuite les 

follicules peuvent être recrutés pour entamer la phase de croissance folliculaire terminale. 

Pendant cette phase, les follicules subissent le jeu de la sélection. La majorité d'entre eux est 

ainsi réduite à l'atrésie tandis que quelques-uns peuvent continuer à se développer pour enfin 

arriver à l'ovulation. 

2,1, L'OVOGENÈSE 

La détermination du sexe génétique et le développement des gonades ont lieu au début 

de la vie foetale, c'est-à-dire dès la conception (Wilson et Poster, 1992). 

L'ovogenèse débute du 35ème au 9oème jours de la vie embryonnaire chez la brebis par 

une phase de multiplication (Derivaux et Ectors, 1986). Au cours de cette phase se produit la 

transformation des ovogonies en ovocytes primaires ainsi que la prolifération de ces derniers, 

aboutissant à la constitution d'un stock important d'ovocytes (200.000 à 400.000) qui 

n'augmentera plus après la naissance (Bister, 1989). Chaque ovocyte est entouré par une 

seule couche de cellules granulosales et forme ainsi une structure appelée follicule primordial. 

Les ovocytes restent bloqués en fin de prophase de la première division de la méïose. Celle-ci 

se poursuivra pendant la maturation préovulatoire et n'aboutira par l'expulsion des globules 

polaires que s'il y a fécondation. La majorité des ovocytes primaires sont voués à l'atrésie 

(Yen et Jaffe, 1991). 

Les mécanismes responsables de la multiplication des ovogonies, du début puis de l'arrêt 

de la méïose et de l'organisation des follicules primordiaux sont encore très mal connus. Les 

tropismes qui guident les différents types cellulaires au cours de leur migration sont 

probablement dus à des substances chimiques de nature glycoprotéique (fibronectine); la 

reconnaissance des cellules folliculaires et de l'ovocyte est probablement due à des substances 

présentes dans la zone pellucide sécrétée par l'ovocyte. De nombreuses jonctions unissent ces 

cellules, c'est probablement à travers elles que diffusent les molécules responsables de l'arrêt 

de la méiose. Quelques-unes d'entre elles ont été identifiées dans les follicules plus 
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Le follicule primaire est un ovocyte entouré d'une simple couche de cellules 

granulosales cubiques. Les ovocytes synthétisent et sécrètent des glycoprotéines formant la 

zone pellucide qui entoure l'ovocyte en le séparant des cellules granulosales. 

Le follicule secondaire d'une taille de 130 µm de diamètre est formé par la prolifération 

des cellules granulosales. Il correspond à la phase finale de croissance de l'ovocyte. Les 

cellules du stroma situées à l'extérieur de la membrane basale se différencient et se 

réarrangent en couches de cellules concentriques pour constituer la thèque. 

Le follicule tertiaire apparaît lors de la différenciation des cellules de la thèque pour 

former les thèques interne et externe. La thèque interne est richement vascularisée et peut 

être considérée comme une glande endocrine car elle sécrète des androgènes. La thèque 

externe est faite principalement de tissu conjonctif. 

Les cellules granulosales produisent et sécrètent ensuite un liquide riche en acide 

hyaluronique qui s'accumule dans un espace appelé antrum dans lequel fait intrusion le 

cumulus oophorus qui est une excroissance de la granulosa, formée de quelques assises de 

cellules folliculaires entourant l'ovocyte et la membrane pellucide. A ce stade, le follicule est 

appelé follicule antral ou follicule de De Graaf. Progressivement, il acquiert les récepteurs 

aux gonadotropines et aux autres hormones qui dirigeront son activité et son développement 

lors de la croissance terminale. 

2,3, LA CROISSANCE FOLLICULAIRE TERMINALE 

2.3.1. Introduction 

Il existe deux processus distincts dirigeant le développement des follicules 

préovulatoires: le recrutement et la sélection (Di Zerega et Hodgen, 1981). 

Le recrutement est le choix d'un ou plusieurs follicules antraux qui, à un moment 

donné, vont entamer un processus de croissance rapide. Parmi tous les follicules recrutés au 

cours du cycle, quelques-uns seulement atteignent une taille préovulatoire; les autres 

subissent l'atrésie et disparaissent. Ce phénomène est appelé sélection. Seulement un ou 

quelques-uns d'entre eux appelés follicules dominants vont entamer un processus de 

maturation qui les conduira finalement à l'atrésie ou à l'ovulation suivant la phase du cycle 

(lutéale ou folliculaire; Driancourt et a/.,1984). 
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2.3.2. Recrutement 

En ce qui concerne la nature des follicules recrutés, plusieurs résultats suggèrent que 

seuls les follicules de plus de 2 mm de diamètre peuvent entamer la croissance folliculaire 

terminale (Driancourt et al., 1984; Tsonis et al., 1984). Ce critère morphologique correspond 

en fait à une différenciation fonctionnelle. En effet, à partir de cette taille les follicules 

acquièrent des récepteurs membranaires à la FSH au niveau de la granulosa et à la LH au 

niveau de la thèque. Ils sont donc sensibles aux hormones hypophysaires (Webb et Gauld, 

1984). 

2.3.3. Sélection et ruu,aritition des follicules dominants 

La sélection implique le tri final des follicules préovulatoires alors que les autres 

subissent l'atrésie (Driancourt et Cahill, 1984). Comme le recrutement, la sélection ne 

garantit pas l'ovulation. 

Il semblerait que les follicules selectionnés aient au moins un diamètre de 4 mm 

(Driancourt et al., 1984). En fait, à partir de cette taille les follicules possèdent des récepteurs 

à la LH sur les cellules de la thèque et de la granulosa (Webb et Gauld, 1984). 

Il existe actuellement deux hypothèses qui tentent d'expliquer ce mécanisme de sélection 

engendrant l'apparition du (des) follicule(s) dominant(s) : 

- l'hypothèse de la stabilité préconise que le follicule dominant se maintient 

passivement, en conservant sa sensibilité aux gonadotropines et en étant moins 

sensible aux influences hormonales (baisse des taux de FSH plasmatiques) 

conduisant les autres follicules à l'atrésie. 

- l'hypothèse de l'élimination active rapporte que le follicule dominant se maintient 

en supprimant activement la réponse des autres follicules aux stimulations 

hormonales LH/FSH. Le follicule sécréterait un ou plusieurs facteurs agissant 

directement en inhibant le développement des autres follicules compétitifs tout en 

continuant à se développer malgré les circonstances hostiles qu'il crée (Di Zerega et 

Hodgen, 1981). 

2.3.4. Dynamique de la croissance folliculaire terminale 

Grâce à des endoscopies quotidiennes réalisées pendant 17 jours, c'est-à-dire la durée 

d'un cycle complet, Noël et al. (1992) ont montré que la croissance folliculaire présente une 

distribution trimodale au cours du cycle de la brebis Suffolk (Figure 3). 
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Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus chez la brebis Texel par Smeaton et 

Robertson (1971) ainsi que par Jacques (1989). 

Le même phénomène a également été décrit chez les bovins (Ireland et Roche, 1987) en 

se basant sur la quantité d'oestradiol (E2) présente dans la veine ovarienne à différents 

moments du cycle et chez les caprins (Ginther et al., 1989) par ultrasonographie. 

Pendant la phase lutéale, certains follicules atteignent 4 à 7 mm au cours des deux 

vagues de croissance puis régressent. Ceci démontre que des follicules de taille préovulatoire 

peuvent se développer en présence de niveaux hormonaux très différents de ceux de la phase 

folliculaire. Mais le recrutement du groupe de follicules parmi lesquels se trouve celui ou 

ceux qui ovulera (ront) se produit pendant la phase folliculaire (Jacques, 1989; Noël et 

al.,1992). 

Les mécanismes de Recrutement/ Sélection/ Dominance (R/D/S) s'exercent de façon 

identique au sein de chaque vague de croissance folliculaire (Noël et al.,1992). Des résultats 

similaires avaient déjà été obtenus par Jacques (1989) chez deux races non prolifiques (Texel 

et Ile-de-France); par contre chez les races prolifiques (Romanov, Booroola) les mécanismes 

R/S/D ne s'exercent pas avec une même intensité en phases folliculaire et lutéale (Driancourt 

et al., 1984). 

Les différents paramètres de la croissance folliculaire terminale (nombre de follicules 

recrutés, sélectionnés et dominants ainsi que vitesse de croissance et de régression des 

follicules dominants) ne sont pas affectés par la phase du cycle. Seule la taille moyenne des 

follicules dominants varie significativement, avec un diamètre plus grand en phase folliculaire 

(Noël et a/.,1992). Par contre, Fortune et al. (1988) indiquent une taille moyenne et un taux 

de croissance plus faible pour les follicules dominants de la seconde vague tandis que Jacques 

(1989) ne détecte aucune différence significative quels que soient les paramètres envisagés. 

Il faut également noter que Savio et al. (1988) ainsi que Yenikoye et al. (1989) ont mis 

en évidence une croissance continue et aléatoire chez les ovins. Ceci implique la présence de 

gros follicules sains à n'importe quel jour du cycle. 

2,4, L' ATRÉSIE FOLLICULAIRE 

Les follicules ovariens sont dans une très large majorité voués à l'atrésie. Ce processus 

s'exerce à n'importe quel stade de développement. Pendant l'atrésie, l'ovocyte ainsi que les 

cellules granulosales meurent et sont remplacés par du tissu fibreux. Par contre, les cellules 

thécales présentes à l'extérieur de la membrane basale se dédifférencient et rejoignent le pool 

de cellules constituant le stroma (Yen et Jaffe, 1991). 
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Figure 4: Mode d'action de la GnRH (Yen et Jaffe, 1991) 

Le ligand (GnRH) lorsqu'il est lié, induit une aggrégation des récepteurs à la GnRH, un flux 

extracellulaire de calcium (Ca++) et une activation enzymatique menant à la cascade de 

messagers secondaires. 

Le complexe GnRH-récepteur formé se lie à la protéine G qui induit l'activité enzymatique de 

la phospholipase C (PLC). Le phosphotidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) est hydrolisé par 

la PLC pour former deux messagers secondaires: phosphatidylinositol triphosphate (IP3) et le 

diacylglycérol (DAG). La protéine kinase C (PKC), lorsqu'elle est activée, régule la synthèse 

et la glycosylation des gonadotropines et stimule les récepteurs à la GnRH. Les fonctions 
d'IP3 sont d'induire la mobilisation du Ca++ intracellulaire et d'ouvrir les canaux à Ca++. Le 

taux de Ca++ intracellulaire initie la sécrétion de gonadotropines. 



3. LES HORMONES IMPLIQUEES DANS LE DEVELOPPEMENT FOLLICULAIRE 

Le fonctionnement de l'ovaire, et plus particulièrement la maturation folliculaire, relève 

de mécanismes de nature neuro-hormonale dans lesquels interviennent l'appareil 

hypothalamo-hypophysaire et les gonades. D'autres glandes endocrines comme l'épiphyse, la 

thyroïde, la surrénale et le placenta interviennent également dans ce fonctionnement. 

Dans le cadre de notre travail nous décrirons le système de régulation par les hormones 

hypothalamiques (GnRH), hypophysaires (FSH et LH) et gonadiques (androgènes, 

oestrogènes et progestagènes). 

3,1, L'HORMONE HYPOTHALAMIQUE; LA GNRH 

L'hypophyse est, pour son fonctionnement, dépendante de !'hypothalamus avec lequel 

elle est anatomiquement reliée par la tige pituitaire (Derivaux et Ectors, 1986). 

L'hypothalamus sécrète la GnRH qui stimule la sécrétion des hormones hypophysaires. Il 

existe encore de nombreuses discussions quant à sa nature: est-ce une hormone unique 

contrôlant à la fois les décharges de LH et de FSH ou existe-t-il deux entités qui ont chacune 

leur cible hypophysaire? 

3.1.1. Structure et mode d'action 

La GnRH est un décapeptide émis de façon pulsatile; le rythme et l'intensité de sa 

sécrétion restent stables pendant la majeure partie du cycle oestral excepté en période 

préovulatoire où la fréquence de décharge augmente (Bister, 1989). 

L'action de la GnRH se fait par fixation sur son récepteur à la surface des cellules 

gonadotropes de l'hypophyse. Suite à cette liaison, l'hormone induit une cascade de réponses 

cellulaires menant à la biosynthèse et à la sécrétion de LH et de FSH (Figure 4; Yen et Jaffe, 

1991). 

3.1.2. Contrôle de la sécrétion 

La régulation de la synthèse et de la sécrétion de la GnRH est assurée par la GnRH elle

même, mais également par les stéroïdes ovariens (progestérone et oestradiol), par l'inhibine, 

l'activine et la follistatine. 

L'élément déterminant de la décharge de GnRH est probablement l'augmentation du taux 

d'E2 circulant (Derivaux et Ectors, 1986). En effet, en période préovulatoire, l'augmentation 

de la fréquence des décharges de GnRH se fait en réponse à un "feed-back" positif de l'E2 

sécrété en dose croissante (Jacques, 1989). 
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FSH LH 

Acide sialique 5% 2% 

Demi-vie 3 à 4 heures 12 à 50 minutes 

Tableau 1: Le temps de demi-vie et la teneur en acide sialique des glycoprotéines 

hypophysaires (Derivaux et Ectors, 1986). 



3,2, LES HORMONES HYPOPHYSAIRES: LA LH ET LA FSH 

3.2.1. Structure 

La FSH est un dimère composé de 2 sous-unités, a et p; ce sont des polypeptides 

glycosylés réunis par des liens non covalents (Ronin, 1989). Son poids moléculaire est de 

32.000 daltons. 

La LH est également une glycoprotéine dimérique d'un poids moléculaire de 30.000 

daltons. 

Pour une espèce donnée, la sous-unité a est commune aux 2 glycoprotéines tandis que la 

sous-unité p, responsable des activités biologiques et immunologiques, présente une séquence 

d'acides aminés particulière pour chaque hormone. 

La LH existe sous forme de 7 isomorphes alors que 6 isomorphes ont été mis en 

évidence pour la FSH (Wilson et Poster, 1992). 

3.2.2. Lieu et mode de sécrétion 

La FSH est émise par l'adénohypophyse et présente au cours du cycle de la brebis trois 

vagues de sécrétion de 5 à 6 jours chacune (Figure 5). Une importante sécrétion de FSH, dont 

le taux atteint trois fois le taux basal, se produit avant !'oestrus et est suivie 36 heures plus tard 

par une seconde élévation moins marquée appelée décharge post-ovulatoire (Bister et Paquay, 

1983). 

La LH, également d'origine adénohypophysaire, est sécrétée sous forme de pulses de 

courte durée dont l'intensité peut atteindre 10 fois le taux de base (Figure 5). La fréquence de 

décharge est d'environ 1 pulse toutes les 2 heures. En phase préovulatoire, on observe une 

nette augmentation du taux de LH appelée pic préovulatoire constitué par la sommation de 

pulses apparaissant à intervalles de plus en plus réduits. Cette décharge est éphémère et suit 

le pic de GnRH (Mandiki, 1991). Chaque pulse de LH est également précédé d'un pulse de 

GnRH. 

3.2.3. Mécanisme d'action 

Les glycoprotéines hypophysaires circulent dans le sang sous forme libre et leur temps 

de demi-vie est assez court (Tableau 1; Derivaux et Ectors, 1986). 
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Les récepteurs cellulaires des hormones peptidiques sont situés au niveau de la 

membrane où ils interagissent avec l'hormone en faible concentration (l0-10 molaire). Le 

récepteur reconnait les sous-unités a et~ mais la spécificité de reconnaissance implique 

largement la sous-unité~ (Ronin, 1989). 

La liaison de l'hormone à son site spécifique induit un changement de conformation et 

une activation du système membranaire associé à ce site (la protéine G et l'adénylate cyclase) 

(Figure 6). Le changement de conformation du récepteur lui permet de fixer la protéine G 

constituée de 3 sous-unités: a,~ et y. La sous-unité a se détache du reste de la protéine G, 

fixe le GTP (Guanosine Triphosphate) et migre vers l'adénylate cyclase pour l'activer par 

fixation. La voie de l'AMPc est ainsi activée: l'adénylate cyclase synthétise de l'AMPc à 

partir du stock cytosolique d'ATP. L'AMPc active alors une protéine kinase qui catalyse la 

phosphorylation des protéines ce qui permet d'engendrer une réponse cellulaire (Figure 7; 

Branstrôom, 1988). 

3.2.4. Rôles 

La LH et la FSH sont importantes pour la différenciation de la thèque et de la granulosa. 

Les cellules de la thèque répondent à une stimulation par la LH en sécrétant des androgènes ; 

ceux-ci diffusent à travers la membrane basale vers les cellules de la granulosa qui, sous la 

stimulation de la FSH, utilisent les androgènes comme substrat pour la synthèse des 

oestrogènes. 

L'action de la FSH se fait sentir au niveau des follicules préantraux en induisant la 

synthèse de récepteurs à la LH, mais également à tous les niveaux de la croissance 

folliculaire. En effet, elle induit la croissance des follicules primordiaux, provoque la 

formation de l'antrum et inhibe l'atrésie des follicules à antrum. A ce propos, il faut noter la 

corrélation évidente qui existe entre les trois vagues de croissance folliculaire et les vagues de 

sécrétion de FSH (Jacques, 1989). 

Le rôle de la LH est de promouvoir la maturation folliculaire, l'expulsion de l'ovocyte et 

la formation du corps jaune fonctionnel (McNatty et al., 1981). 

3.2.5. Régulation de la synthèse 

Les sécrétions de LH et de FSH sont stimulées par la GnRH. Les réponses des 

hormones hypophysaires à la GnRH varient fortement durant le cycle oestral. 

Les stéroïdes ovariens ont également un effet modulatoire dans le processus de sécrétion 

des hormones hypophysaires. En phase lutéale l'E2, sécrétée par les follicules en croissance, 
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exerce en synergie avec la progestérone (P4) sécrétée par le corps jaune, un "feed-back" 

négatif sur le centre tonique de !'hypothalamus provoquant une chute de la sécrétion de FSH 

et donc une inhibition du développement folliculaire (Mann et al., 1991). L'inhibine produite 

par les gros follicules participe également à ce "feed-back" négatif (Mann et al., 1991). 

Cette baisse du taux de FSH est probablement responsable de l'atrésie des follicules et 

donc de la diminution de la sécrétion d'E2; on observe alors une levée de l'inhibition 

ovarienne sur les sécrétions de FSH. L'émission de FSH augmente à nouveau provoquant la 

croissance d'une seconde vague de follicules. Les follicules sécrètent de plus en plus d'E2 et 

d'inhibine qui, toujours en synergie avec la P4, inhibent une seconde fois la sécrétion de 

GnRH et donc de FSH et provoquent l'atrésie des follicules en développement. 

La baisse du taux d'E2, suite à l'atrésie des follicules, permet l'augmentation de 

l'émission de FSH et le démarrage de la troisième vague de croissance follicullaire au cours 

de laquelle le taux d'E2 va à nouveau augmenter. L'E2 présente normalement une action 

inhibitrice sur la production d'hormones hypophysaires, mais lorsque son émission atteint une 

certaine valeur et lorsque le taux de P4 diminue suite à la lutélolyse, le phénomène de "feed

back" s'inverse, il devient positif et stimule le centre cyclique d'émission de GnRH; ces 

variations entraînent la libération brutale de LH et de FSH menant à l'ovulation. 

3,3, LES HORMONES STÉROÏDIENNES 

Les stéroïdes sont des sous-classes de lipides contenant un squelette de base, le 

cycloperhydropentanophénantrène (Figure 8), dont la structure est analogue à celle du 

cholestérol. Le groupe des hormones stéroïdiennes gonadiques comprend les progestagènes, 

les androgènes et les oestrogènes (Derivaux et Ectors, 1986). 

3.3.1. La biosynthèse de stéroïdes sexuels 

L'étape initiale de la synthèse des stéroïdes est identique. Le départ se situe au niveau 

du cholestérol contenant 27 atomes de carbone (Figure 9). Diverses étapes conduisent à la 

formation de la ô5-prégnénolone à 21 atomes de carbone. Cette conversion inclut 2 

hydroxylations médiées par le cytochrome P450 "side chaine cleavage" (ssc) qui clive la 

chaîne latérale en C20 (Derivaux et Ectors, 1986). 

La prégnénolone prend place dans les mitochondries des cellules capables d'initier la 

stéroïdogenèse. Sa transformation en progestérone se fait dans les cellules thécales et 

granulosales et nécessite l'intervention de la ôS-3~-hydroxystéroïde déshydrogénase et de ôs, 

ô4 isomérase (Simpson, 1979, cité par Yen et Jaffe, 1991). Lorsque la P4 est produite par la 

10 

J 



Lule1niz1ng Hormone 

Cholesterol 

0 
ATP cA M P -

Androstened ione 

(Circulation) 

Basement · Membrane 

Androstened1one ----► Estrogen 

f
0 

ATP 
Aromatase 

c AMP G Enzyme 

Folhcle S limulat,ng 
Hormone 

Theca Cells 

Granulosa Cells 

(Foll icular Fluid) 
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granulosa, elle est utilisée par la thèque pour former les androgènes, aromatisés ensuite en 

oestrogènes dans la granulosa (Liu et Hsueh, 1986). 

La P4 subit une hydroxylation en C17 puis l'action d'une 17-20a hydrolase pour former 

l'androsténedione (~4), qui constitue alors l'intermédiaire principal pour la formation 

d'androgènes et d'oestrogènes (Derivaux et Ectors, 1986). Les cellules thécales représentent 

la source majeure de ~ folliculaire et le contrôle par la LH, plus que par la FSH, stimule sa 

production (Y en et J affe, 1991 ). 

La formation de testostérone (T) à partir d'androsténedione suppose l'action d'une 

déshydrogénase tandis que celle d'Ez nécessite l'élimination du C19 et l'aromatisation du 

premier cycle carboné par un complexe enzymatique nommé aromatase (Webb et Gauld, 

1984). 

Cette synthèse d'E2 demande la coopération entre les cellules thécales et granulosales 

voisines ainsi que les deux gonadotropines, LH et FSH (Figure 10). En effet, la LH agit au 

niveau des cellules thécales en induisant l'aromatisation des androgènes qui, dans les cellules 

granulosales, vont être transformés en E2 par stimulation de FSH sur l'aromatase (Ryan et al., 

1979; cités par Yen et Jaffe, 1991). 

La granulosa sécrète de faibles quantités d'E2 et de T mais possède une forte activité 

aromatasique, tandis que la thèque ne possède pas une capacité d'aromatisation suffisante 

pour convertir le ~ en E2. 

3.3.2. Mode d'action 

Les hormones libérées dans le sang circulent sous formes libres (actives) ou liées 

(matériel de réserve). Les formes libres se fixent sur les récepteurs protéiques cytoplasmiques 

des cellules ou tissus cibles (Figure 11). Après liaison à son récepteur spécifique, l'hormone 

stéroïdienne provoque un changement de conformation du récepteur (allostérique) pour 

atteindre une conformation active. A ce stade, le complexe hormone-récepteur a la capacité 

de migrer dans le noyau cellulaire, de se fixer sur un domaine de liaison de l'ADN proche d'un 

gène régulateur et d'activer ou de supprimer la fonction de ce gène. Il se produit ensuite une 

série d'évènements biologiques correspondant à la réponse à l'hormone : l'ARN polymérase 

transcrit l'information d'un gène en ARN messager qui est transféré dans le cytoplasme de la 

cellule et "lu" par les ribosomes. Il s'ensuit finalement la formation de protéines spécifiques à 

l'initiation hormonale (Derivaux et Ectors, 1986). 
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3,3.3. Emissions au cours du cycle 

al Durant la phase lutéale 

Chez la brebis, au cours du cycle oestral, le corps jaune sécrète des quantités de plus en 

plus grandes de P1,_(du jour 3 jusqu'au jour 7) dans le plasma périphérique, pour ensuite 

stabiliser sa sécrétion (de 1 à 3 ng/ml) jusqu'au jour 12 (Figure 12) (Driancourt et al., 1984). 

Le principal oestrogène sécrété au cours du cycle est le 17(3-oestradiol présentant deux 

hausses de sécrétion pendant la phase lutéale; l'une entre le 2ème et le 4ème jour et l'autre entre 

le 7ème et le 9ème jour (Bister et Paquay, 1983). Les concentrations périphériques de~ et de 

T augmentent parallèlement à celle d'E2 (Baird, 1977). 

bl Durant la phase folliculaire 

La phase folliculaire est caractérisée par l'absence presque totale de progestérone suite à 

la lutéolyse. 

Les niveaux périphériques d'E2 augmentent 3 jours avant !'oestrus, c'est-à-dire 3 jours 

avant la décharge préovulatoire, pour atteindre un maximum la veille de !'oestrus puis 

diminuent progressivement (Terqui et al., 1983). 

La synthèse d'E2 et de ~ cesse dans les cellules granulosales et thécales après que le 

follicule soit exposé au pic préovulatoire de LH et après que la synthèse de P 4 soit stimulée 

dans les cellules granulosales du plus large follicule au moment de la décharge préovulatoire 

(Jacques, 1989). 

4. CONTROLE DE LA CROISSANCE FOLLICULAIRE TERMINALE 

Plusieurs facteurs (stéroïdes et hormones gonadotropes) interagissent pour fournir un 

microenvironnement favorable au développement folliculaire (Fortune et Vincent, 1983). La 

régulation de la croissance folliculaire va dépendre: 

- de la concentration en gonadotropines; 

- de la sensibilité des follicules aux gonadotropines; 

- des facteurs de régulation intra-ovariens (Terqui et al., 1988). 

4.1. LE RECRUTEMENT 

Les stéroïdes n'interviennent pour ainsi dire pas dans le recrutement des follicules; par 

contre, les gonadotropines y jouent un rôle important. 
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La FSH est impliquée dans le recrutement folliculaire en agissant à différents niveaux: 

- elle fournit le stimulus primaire entraînant la croissance et la prolifération des 

cellules granulosales; 

- elle stimule la production de ses propres récepteurs par les cellules granulosales; 

cette action semble être favorisée par la présence d'E2; 

- elle stimule l'acquisition de récepteurs à la LH au niveau de la thèque interne et sur 

les cellules granulosales (Jia et al., 1985). 

Les expériences de Di Zerega et Hodgen (1981) rapportent que l'inactivation de la FSH 

par l'administration d'anticorps anti-FSH inhibe toute maturation folliculaire. De plus, en 

présence d'un niveau basal de LH, la FSH seule peut stimuler le développement et le 

fonctionnement des cellules granulosales (Picton et al.,1990). L'action de la FSH serait de 

sensibiliser le follicule à la LH. 

La LH est importante dans le recrutement folliculaire car: 

- elle stimule l'apparition de ses récepteurs sur les cellules granulosales et thécales 

(Jia et Hsueh, 1984); 

- elle est capable d'induire la différenciation des cellules thécales au niveau 

morphologique et biochimique (Erickson et al., 1985); 

- elle stimule la biosynthèse d'androgènes dans les cellules thécales en favorisant 

l'expression des enzymes clés de la stéroïdogenèse qui sont la 17 ex. hydroxylase et 

la 17-20cx. hydrolase (Yen et Jaffe, 1991). A ce stade, le fluide folliculaire est riche 

en androgènes et ne contient que de faibles concentrations en oestrogènes (Jacques, 

1989). 

En réalité, la FSH stimule la croissance et la prolifération des cellules granulosales ainsi 

que l'induction sur ces même cellules de récepteurs à la LH. Lors de la progression de la 

phase folliculaire, la fréquence des pulses · de LH augmente et mène au recrutement de 

follicules ainsi qu'à une augmentation progressive de la synthèse d'E2; ceci, à condition que 

les follicules aient été imprégnés préalablement à la FSH pour pouvoir répondre à la LH 

(Driancourt et al.,1984). 

4,2, LA SÉLECTION ET LA DOMINANCE 

A ce stade du développement, le nombre de récepteurs à la LH augmente tant au niveau 

des cellules thécales que granulosales (Webb et England, 1982). Il se produit une inversion 

des rapports de sécrétion dans le sens d'une production accrue d'E2. Les follicules de De 

Graaf matures constituent la source principale d'E2 dont le rôle est important aussi bien dans 

la sélection que dans la dominance (Mann et al., 1991). En effet, l'E2: 
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- stimule la mitose des cellules granulosales (Fortune et Vincent, 1983); 

- favorise l'élargissement de l'antrum et l'augmentation du nombre de récepteurs 

oestrogéniques; 

- agit en synergie avec la LH et la FSH pour stimuler l'activité aromatase (Adashi et 

Hsueh, 1982; cités par Yen et Jaffe, 1991) et l'acquisition des récepteurs à la LH et 

à la FSH (Louvet et Vaitukaitis, 1976; cités par Yen et Jaffe, 1991). 

4,3, EVOLUTION DE LA SYNTHÈSE DES STÉROÏDES DURANT LA SÉLECTION 

FOLLICULAIRE 

4.3.1. La conversion de cholestérol en prégnénolone par le P450 ssc 

Le cytochrome P450 ssc est en quantité importante dans les follicules préovulatoires où 

sa synthèse est régulée indirectement par les gonadotropines. La FSH stimule la production 

de messager ribonucléique de P450 ssc et la LH favorise la synthèse de progestérone 

(Goldring et a/.,1987). 

4.3.2. La conversion de prégnénolone en P4 oar la AS-36 hydroxystéroïde déshydrogénase - . 

La FSH et l'insuline ont un effet inhibiteur sur la synthèse de P4 dans les cellules 

granulosales de follicules antraux (petits ou moyens) mais cet effet est négligeable sur les 

follicules antraux sélectionnés (Fortune et Vincent, 1983). 

La LH possède un effet positif sur la synthèse de P4 (Jia et al., 1985) en stimulant 

l'activité de la .15-3~-hydroxystéroïde déshydrogénase (Fanjul et a/.,1983). 

La Li4 favorise la biosynthèse de la P4 induite par la FSH en augmentant la production 

d'AMPc. A ce stade, la 6,4 agit également sur les récepteurs à la LH des cellules granulosales, 

en inhibant leur formation (Jia et al., 1985). 

L'E2 limite la conversion de prégnénolone en progestérone en agissant au niveau des 

étapes précédant la génération d'AMPc car celui-ci peut restaurer la synthèse de P4 in vivo 

(Leung et Armstrong, 1979). 

4.3.3. La transformation de P4 en androgènes par le P1.SQ~ 

La 17-2Oa-hydrolase est activée par la LH mais constitue un facteur limitant de la 

production d'E2 (Bogovich et Richards, 1984). 

La P4 constitue un régulateur partiel de la synthèse d'androgènes en inhibant l'activité de 

cette 17-2Oa-hydrolase (Armstrong eta/.,1987). 
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4.3.4. L'aromatisation des androgènes en oestrogènes par le complexe aromatase 

La FSH stimule l'aromatisation des androgènes en oestrogènes par le complexe 

aromatase. La synthèse de cet enzyme est régulée in vitro par l'action de la FSH (Steinkamf 

et al.,1987) qui induit la synthèse de nouveaux enzymes plutôt que d'activer les enzymes 

préexistants (Chan et Tan, 1987). 

Alors que les petits follicules antraux contiennent peu d'aromatase, la concentration de 

cet enzyme augmente d'un facteur 16 dans le follicules préovulatoires. 

La LH joue un rôle dans l'augmentation de la sécrétion d'E2 par les follicules 

préovulatoires. En effet, des études in vitro montrent qu'un follicule dominant sécrète 

beaucoup plus d'E2 qu'un autre de taille similaire, ne possédant pas de récepteurs à la LH 

(Webb et England, 1982). De plus, il existe une corrélation entre l'émission pulsatile de LH et 

l'émission pulsatile d'E2 au niveau de la veine ovarienne pendant la période préovulatoire 

(Webb et al., 1992). Le rôle majeur de la LH est de stimuler l'activité aromatase et de 

participer avec la FSH, à la production d'E2. 

La P 4 a un effet in vivo sur les cellules thécales et granulosales qui dépend du stade de 

différenciation du follicule, de la concentration en P 4 dans la circulation périphérique et du 

temps d'exposition des cellules à cette hormone. Son effet final peut être le résultat d'une 

interaction entre les effets sur les cellules thécales et granulosales (Fortune et Vincent, 1983). 

Le développement de follicules préovulatoires est inhibé par un taux élevé de P4 dans la 

circulation. L'effet inhibiteur de la P4 s'exerce sur l'induction de l'aromatase par la FSH, 

plutôt que sur le fonctionnement et l'excitation de celle-ci. Les cellules granulosales moins 

différenciées semblent être moins sensibles à l'effet inhibiteur de P4 (Fortune et Vincent, 

1983). 

La ~4, en plus de servir de substrat au complexe aromatase, augmente l'effet de la FSH 

sur l'activité de ce complexe enzymatique (Yen et Jaffe, 1991) par une action se situant avant 

la production d'AMPc (Armstrong et al.,1987). 

La biosynthèse de l'E2 par le follicule préovulatoire est nécessaire pour la différenciation 

des cellules granulosales et pour le déclenchement du pic préovulatoire de LH. L'E2 

intervient dans deux boucles de "feed-back" positifs, l'une au niveau de !'hypothalamus et 

l'autre au niveau de l'ovaire pour assurer le maintien du follicule dominant et pour provoquer 

l'ovulation (Bister, 1989). L'E2 augmente sa propre production en stimulant l'activité 

aromatase induite par la FSH (Fortune et Vincent, 1983) mais par contre, bloque la 

conversion de c21 progestines en c19 androgènes stimulée par la LH (Magoffin et Erickson, 

1982; cités par Yen et Jaffe, 1991). En agissant en synergie avec la FSH, l'E2 peut stimuler 
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l'induction de ses propres récepteurs ainsi que les récepteurs à la LH et la FSH, induire la 

génération d'A TP, stimuler la formation de l'antrum et augmenter la production de messagers 

ribonucléiques de P450 ssc (Goldring et a/.,1987). 

4,4, L'ATRE SIE FOLLICULAIRE 

Le processus initiateur de l'atrésie des follicules à antrum est inconnu bien qu'une 

cascade d'évènements soit établie telle la perte de l'aptitude à aromatiser les androgènes, la 

réduction de la totalité de la production stéroïdienne et la réduction du nombre de récepteurs à 

la LH et FSH (Bellin et Ax, 1984; Webb et Gauld, 1984). 

5. FACTEURS DE VARIATION DE LA CROISSANCE FOLLICULAIRE 

TERMINALE 

5, 1, INTRODUCTION 

L'activité sexuelle de la brebis est de type polyoestrus saisonnier ce qui signifie qu'elle 

présente une succession de cycles oestraux pendant une saison déterminée. 

La brebis peut se trouver dans deux états physiologiques différents: l'activité cyclique et 

l'anoestrus; ce dernier peut être prépubertaire, saisonnier, de gestation, de lactation ou 

pathologique. 

Dans le cadre de cette étude, nous nous intéresserons uniquement à l'anoestrus 

saisonnier et à l'activité cyclique que nous avons subdivisée en 3 périodes: le début, le milieu 

et la fin de la saison de reproduction. 

Différents traitements hormonaux sont utilisés en vue d'améliorer les performances de 

reproduction des brebis. Ces traitements visent d'une part, à avancer et synchroniser les 

cycles et d'autre part, à stimuler la croissance folliculaire en vue d'augmenter le taux 

d'ovulation. 

Dans cette partie du travail nous allons envisager les modifications observées au niveau 

de la croissance folliculaire et de la stéroïdogenèse au cours des différentes périodes citées ci

dessus et suite aux différents traitements hormonaux évoqués. 
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5,2, LA PÉRIODE DE L'ANNÉE 

5.2.1. Le milieu de la saison de reproduction 

La croissance folliculaire et la stéroïdogenèse pendant la saison de reproduction ont déjà 

été évoquées dans les chapitres précédents aux points 2.3 et 4. 

5.2.2. Le début et la fin de la saison de reproduction 

Un nouveau programme de reproduction accélérée a depuis peu été mis au point au 

laboratoire; il vise à obtenir 3 agnelages en 2 ans au lieu de 1 seul par an. L'intérêt 

économique est évident mais pour aboutir il est nécessaire de mettre les brebis à la 

reproduction très tôt ou très tard dans la saison de reproduction. 

Nous nous sommes donc intéressés aux mécanismes de croissance folliculaire et de 

stéroïdogenèse aux cours de ces 2 périodes. 

a) Croissance folliculaire 

En début et fin de saison de reproduction, Noël et al., (1992) ont observé une 

distribution trimodale classique des paramètres de la croissance folliculaire avec une 

concordance au niveau des jours d'apparition des follicules recrutés, sélectionnés et dominants 

par rapport au milieu de la saison de reproduction. 

Les études de Jacques (1989) portant sur la croissance folliculaire terminale au cours des 

différents états physiologiques, ont également permis de montrer l'existence d'une activité 

ovarienne à différents moments de l'activité cyclique et en anoestrus. Celle-ci est comparable 

à celle observée au cours de la phase folliculaire du cycle. De plus, les mécanismes de R/S/D 

s'exercent avec une même intensité, quel que soit le stade physiologique considéré. 

Selon Jacques (1989), les paramètres morphologiques (taille maximale des follicules 

dominants, vitesse de croissance des follicules) de la croissance folliculaire ne sont pas 

affectés par le stade considéré. 

b) Sécrétions des gonadotropines et des stéroïdes 

Peu d'informations sont disponibles sur les capacités stéroïdogéniques des follicules en 

début et fin de saison de reproduction. Les seules informations dont nous disposons sont 

résumées ci-après. 
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Chez les brebis Texel (Bister, 1980) et Clun Forest (Walton et al., 1977), le premier pic 

ovulatoire de LH est souvent précédé de 5 à 7 jours par un autre pic semblable; ces 2 pics de 

sécrétion marqueraient le début de la cyclicité normale. 

La concentration de FSH ne semble pas varier avec le début des cycles, si l'on excepte 

l'apparition de pics ovulatoires concomitants à ceux de LH. 

La progestéronémie augmente suite à une lutéinisation des follicules ovariens parvenus à 

l'ovulation. 

Le profil de sécrétion d'E2 est similaire car il augmente avec les vagues de croissance 

folliculaire. 

Rawlings et al. (1977) ont observé que les cycles se terminent par un pic de LH très 

faible le jour présumé de l'ovulation. Celle-ci se produit néanmoins et est précédée de la 

hausse du taux d'oestrogènes et du comportement d'oestrus; le corps jaune produit 

normalement de la progestérone. Par après, le taux de LH reste basal comme celui des 

oestrogènes et de la progestérone. 

Legan et Karsch (1979) ont fait des observations assez différentes : le dernier pic de LH 

est faible, de l'ordre de 10 fois seulement le niveau de base. Il n'est pas accompagné de la 

hausse classique du taux d'oestradiol ni de la production accrue de P4. 

En fin de période de reproduction, comme d'ailleurs lors de l'entrée en cycle, le profil de 

sécrétion de FSH, ne semble pas fortement modifié (Bister, 1980). 

5.2.3. L'anoestrus 

L'anoestrus saisonnier provient d'une adaptation aux variations climatiques 

caractéristiques de l'endroit où vit la race envisagée. Il a pour but de ne permettre la 

naissance des jeunes qu'à la période la plus favorable à leur survie et à leur développement, 

c'est-à-dire lorsque les conditions climatiques ne sont pas trop dures et lorsque la nourriture 

est abondante. Le mouton se reproduit donc en automne de façon à ce que les agneaux 

naissent aux printemps, à la poussée de l'herbe. 

a} La croissance folliculaire 

Il semble évident qu'une folliculogenèse basale persiste en anoestrus. En effet, le temps 

moyen pour un follicule de passer du stade où il comporte 3 couches de cellules granulosales 

à une taille préovulatoire est de 6 mois. Le follicule qui ovule pendant la saison de 

reproduction a donc dû commencer sa croissance pendant l'anoestrus (Webb et al., 1992). 

Certains auteurs ont également observé des vagues de croissance folliculaire terminale 

d'une durée semblable à celles observées au cours du cycle. De plus, les nombres moyens de 
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follicules recrutés, selectionnés et dominants sont proches de ceux obtenus en période de 

reproduction. Les follicules suivent donc le même schéma de développement bien qu'aucun 

ne parvienne à l'ovulation (Jacques, 1989; Noël et al., 1992). 

Selon Jacques (1989), le nombre de follicules qui atteignent une taille préovulatoire est 

identique pendant le cycle et l'anoestrus léger ou profond. Ces données s'opposent à celles de 

McNatty et al. (1985) qui ont observé un ralentissement de la croissance folliculaire en 

anoestrus profond. 

b) La stéroïdoeenèse des follicules 

L'analyse des sécrétions hormonales montre que l'ovaire n'est pas quiescent en anoestrus 

saisonnier et que l'hypophyse sécrète des gonadotropines. 

Actuellement peu d'informations existent sur le potentiel de stéroïdogenèse des 

follicules au cours des différents états physiologiques. Une étude réalisée par McNatty et al. 

(1985) sur les brebis Romney au cours de l'année, démontre que la capacité des follicules à 

synthétiser de l'E2 ne diffère pas entre l'anoestrus et la saison de reproduction. 

Le potentiel de stéroïdogenèse d'un follicule peut être estimé en mesurant la production 

d'E2 in vitro (Webb et England, 1982). Si cette production atteint un seuil de 500 pg/ml de 

milieu/heure, le follicule sera considéré comme actif (Webb et Gauld, 1984). D'après Jacques 

(1989), aucun follicule n'ayant atteint une taille préovulatoire au cours de l'anoestrus léger et 

profond n'est considéré comme actif. Seuls les follicules préovulatoires prélevés au jour 16 

du cycle produisent des niveaux d'E2 et de T élevés. L'identité morphologique des follicules 

observée au cours des différents états physiologiques n'est donc pas associée à une identité 

fonctionnelle vu la déficience dans la production d'E2 et de T en anoestrus léger et profond. 

La sécrétion plus élevée de T par rapport à l'E2 semble provenir d'une déficience de 

l'activité aromatase (Jacques, 1989). 

La LH et la FSH ne semblent pas être responsables de cette réduction du potentiel de 

stéroïdogenèse. En effet, les résultats de Jacques (1989) montrent que la déficience 

fonctionnelle en terme de production d'E2 se confirme quelle que soit la stimulation LH ou 

FSH appliquée in vitro. L'altération de la maturation folliculaire en anoestrus léger et profond 

peut être due à une pulsatilité inadéquate de LH in vivo, ainsi qu'à la présence de formes 

circulantes de FSH potentiellement moins actives en période de faible activité sexuelle 

(Jacques, 1989). 
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L'anoestrus saisonnier se caractérise également par un niveau basal de P4 (Bister, 1989) 

puisque aucune ovulation et donc aucun corps jaune ne sont observés. 

c) La sécrétion de eonadotropines 

Selon de nombreuses expériences, le degré de dépendance aux stéroïdes de la sécrétion 

de gonadotropines varie au cours de l'année, notamment chez la brebis Suffolk. Cette 

dépendance stéroïdienne assurant la fonction ovarienne n'est pas supprimée pendant 

l'anoestrus (Goodman et Karsch, 1980). 

Au cours de cette période de nombreuses races, dont les Suffolk, sont anovulatoires 

alors que d'autres, telles les brebis Merinos, présentent des périodes d'anovulation 

entrecoupées par des périodes d'ovulation. Cette différence peut être expliquée en partie par 

la sensibilité des mécanismes de "feed-back" négatif et positif de l'E2 sur la sécrétion de 

GnRH et de LH, l'une étant défavorable tandis que l'autre est responsable de l'ovulation 

(Pearce et Oldham, 1988). 

La fréquence des pulses de LH en anoestrus est d'environ 1 pulse toutes les 8 heures. 

Par contre, en phase lutéale, elle est estimée à 1 pulse toutes les 4 heures (l'Anson et Legan, 

1988). Toutefois le rétrocontrôle négatif de la LH par l'E2 est renforcé en anoestrus et 

s'exercerait par une suppression de la fréquence des pulses de GnRH (Legan et al., 1985). 

Concernant la FSH, les informations sont divergentes. Certains auteurs rapportent 

l'existence de fluctuations identiques à celles observées en phase lutéale (Bister et Paquay, 

1983) alors que d'autres parlent de variations saisonnières (McNatty et al., 1985). 

Les expériences de Montgomery et al. (1988) réalisées sur des brebis Ile-de-France 

ovariectomisées ont montré que, en l'absence de "feed-back" ovarien, la saison influence les 

sécrétions de FSH à long terme. Pour un animal non ovariectomisé, cette relation entre la 

fréquence des pulses de GnRH et la sécrétion de FSH aurait des conséquences importantes sur 

une série d'événements conduisant au début de la saison de reproduction. Une augmentation 

significative de la sécrétion en FSH pourrait jouer un rôle majeur dans les premières étapes du 

retour à une activité cyclique des gonades (Montgomery et al., 1988). 

Par contre, les résultats de Jacques (1989) n'ont montré aucune différence significative 

au niveau des concentrations de FSH au cours des différents états physiologiques. L'auteur 

émet l'hypothèse que cette identité des niveaux de FSH au cours des saisons et en contre

saison permettrait aux follicules de se développer vers une taille préovulatoire. 
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dl L'influence de la photQJJériode 

La photopériode est le principal facteur de contrôle de l'anoestrus saisonnier. Elle 

induirait un changement de la sensibilité de l'axe hypothalamo-hypophysaire aux stéroïdes 

(Goodman et Karsch, 1980; Martin et al., 1988). Le début de l'activité cyclique se produit en 

automne, quand la longueur des jours diminue, et l'anoestrus apparaît quand la longueur des 

jours croît . 

De nombreuses expériences tendent à montrer que la disparition des phénomènes 

cycliques provient d'une perte du mécanisme de "feed-back" positif entre l'E2 et la LH 

aboutissant normalement à la décharge ovulatoire (Legan et al., 1977). De plus, il semble que 

le "feed-back" négatif de !'oestradiol sur la LH soit renforcé: il se concrétise par une 

diminution de la fréquence des pulses de GnRH (Legan et al., 1985). 

La théorie de Haresign et al. (1984) est différente. Selon ces auteurs, le rétro-contrôle 

positif de la LH par l'E2 n'est pas modifié mais les concentrations en E2 sont trop faibles pour 

déclencher le "feed-back" positif; seul le "feed-back" négatif serait alors possible. 

Cette théorie ne trouve pas beaucoup d'arguments et est infirmée par les résultats 

d'injection d'E2. Il semble bien que la réceptivité de !'hypothalamus soit modifiée pendant 

l'anoestrus saisonnier. 

Les recherches concernant cette variation de sensibilité hypotalamo-hypophysaire 

laissent entrevoir un effet des hormones épiphysaires (mélatonine principalement) et de la 

prolactine. Ces hormones sont contrôlées par la photopériode tant au point de vue circadien 

que saisonnier. L'évolution annuelle de la prolactinémie est chez la brebis en anoestrus 

saisonnier comparable à celle de la durée de la luminosité; les taux sont élevés en jours longs 

et faibles en jours courts. La mélatonine est par contre sécrétée pendant l'obscurité. 

Les résultats obtenus par Piraux (1990) permettent de conclure à un effet prépondérant 

de la mélatonine. En effet, l'inhibition de l'émission de la prolactine chez les brebis Texel en 

anoestrus saisonnier ne permet ni d'avancer la rentrée en cycle, ni d'augmenter la fréquence de 

la pulsatilité de LH. Par contre, la mélatonine est certainement impliquée dans la rentrée en 

cycle car une augmentation de sa concentration sanguine à partir de juin par le recours aux 

implants augmente la pulsatilité de LH et avance la reprise des cycles de plusieurs semaines. 
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5,3, LES TRAITEMENTS HORMONAUX 

Parmi les nombreux traitements hormonaux utilisés pour l'amélioration des 

performances de reproduction des brebis, les progestagènes (notamment l'acétate de 

fluorogestone ou FGA), la PMSG et la mélatonine semblent les plus intéressants. 

5.3.1. La Mélatonine 

Le changement de la durée du jour au cours de l'année fournit le stimulus principal du 

début ou de la fin de l'activité de reproduction. 

Le profil de sécrétion de la mélatonine est le traceur endocrinien de la photopériode. Il 

est très probablement impliqué dans la régulation des mécanismes hypothalamiques et 

hypophysaires, responsables des changements saisonniers de l'activité ovarienne (Ebling et 

Hastings, 1991). 

a I Caractéristiques biochimiques de la mélatonine 

a.1. Biosynthèse 

La mélatonine est synthétisée à partir d'un précurseur, le tryptophane, prélevé dans le 

flux sanguin par les pinéalocytes. Cet acide aminé va être transformé en 5-

hydroxytryptophane lui-même converti en sérotonine. Ceci se produit sous la dépendance de 

deux enzymes: la tryptophane hydroxylase dans un premier temps et la 5-

hydroxytryptophane-décarboxylase dans un second temps (Figure 13). 

Les pinéalocytes sont capables de produire la sérotonine qui constitue un précurseur 

pour divers composés biologiques tels que la mélatonine et la 5-méthoxytryphol. La 

conversion de sérotonine en N-acétylsérotonine se fait par une N-acétyltransférase. La 

formation de la mélatonine à partir de la N-acétylsérotonine est catalysée par un enzyme clé 

l'IDOMT (Hydroxyindol - 0 - Méthyl Transférase; Cardinali, 1981). 

a.2. Transport et métabolisme 

La mélatonine semble être sécrétée par la glande pinéale par simple diffusion; aucun 

mécanisme actif de sa sécrétion n'a été décrit (Cardinali, 1981). 

Dans le sang, la mélatonine est liée dans une proportion de 60 à 70 %, principalement à 

l'albumine, alors que la fraction liée est nulle dans le liquide céphalorachidien (Cardinali, 

1981). 
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Le métabolisme de cette hormone est rapide; suite à son passage dans le foie, 92 à 97 % 

de la mélatonine sont transformés en 6-hydroxymélatonine ou dégradés par sulfato- et 

gluconoconjugaison avant d'être excrétés par les urines (Cardinali, 1981). 

b) Sécrétion 

b.l. Relation avec la photopériode 

Pour que la photopériode influence l'activité reproductrice, il faut que la lumière soit 

perçue par l'animal, qu'une évaluation du jour puisse être réalisée et que l'information venant 

du système de mesure de la photopériode soit transmise à l'axe hypothalamo-hypophysaire. 

La mélatonine peut jouer ce rôle de transmission; en effet, cette hormone est sécrétée selon un 

rythme lié à la photopériode et lors de la transition lumière-obscurité la sécrétion de 

mélatonine se modifie rapidement (Ebling et Hastings, 1991). 

Le rythme de production de mélatonine est généré de façon endogène. Plusieurs auteurs 

ont montré que le rythme circadien de sécrétion persiste même quand le mouton est maintenu 

en conditions environnementales constantes (Malpaux et al., 1988). Cependant en maintenant 

les animaux dans ces conditions pendant une durée plus longue, des décalages entre la 

sécrétion de mélatonine et l'alternance jour-nuit se manifestent (Collin et al., 1988). 

Ceci suggère que le rythme de sécrétion de mélatonine est imposé par un mécanisme 

endogène lui-même influencé par un mécanisme exogène, la photopériode. 

b.2. Transmission du signal photopériodique 

Les signaux sont transmis à la glande pinéale par une voie sympathique (Figure 14). 

Selon un mécanisme complexe, la noradrénaline libérée de nuit, se lie aux récepteurs 131 et al 

pour augmenter la production d'AMPc. Ce dernier peut induire l'activité nocturne de la 

sérotonine N-acétyltransférase de deux façons: 

- soit en déclenchant, via le noyau, la synthèse de cet enzyme ou celle d'une protéine 

qui la stimulerait; 

- soit en s'opposant à son inactivation. 

C'est l'élévation nocturne de l'activité de la sérotonine N-acétyltransférase qui est 

responsable de la synthèse nocturne de mélatonine, suivie de sa libération (Collin et al., 

1988). 
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b.3. Evolutions circadienne et annuelle 

Pendant la nuit, la synthèse de mélatonine (150 à 300 ng/ml) peut être jusqu'à 10 fois 

plus élevée que pendant le jour (10 à 100 ng/ml) (Fiske et al., 1984). La lumière semble donc 

inhiber la production de mélatonine mais Rollag et Niswender (1975) montrent que, lors d'une 

durée suffisamment longue d'obscurité, la diminution de la sécrétion de mélatonine peut avoir 

lieu avant l'apparition de lumière. 

La durée de sécrétion de la mélatonine dépendante de la photopériode est plus longue en 

hiver (jours courts) qu'en été (jours longs). La mélatonine fournit ainsi à l'organisme une 

information sur la durée de l'éclairement quotidien qui peut alors synchroniser le cycle 

saisonnier, la fonction de reproduction, ... (Collin et al., 1988). 

Les concentrations périphériques de mélatonine ne varient pas significativement entre 

les différents états physiologiques, ainsi qu'entre la phase folliculaire et la phase lutéale du 

cycle oestral (Rollag et Niswender, 1975). 

c) Les effets d'un traitement 

c.1. Les sites d'action 

Les tissus cibles de la mélatonine sont l'encéphale et plus précisément !'hypothalamus 

(Bittman et Weaver, 1990). 

Chez le rat, les récepteurs à la mélatonine ont été identifiés dans !'hypothalamus, dans 

l'hypophyse, sur les cellules de l'ovaire, de l'utérus, des testicules, des yeux et du foie (Fiske et 

al., 1984). 

L'utilisation de mélatonine iodinée a permis à Battmann et al. (1991) de localiser les 

récepteurs de façon précise. Bien que cela soit contesté par certains auteurs, la pars tubelaris 
de l'hypophyse contient le plus grand nombre de récepteurs à la mélatonine. Le noyau 

paraventriculaire du thalamus et le noyau suprachiasmatique de !'hypothalamus présentent 

également ces sites de liaison. 

c. 2. Les effets du traitement 

c.2.1. Effets sur la saison de reproduction 

La mélatonine intervient dans la perception, par le cerveau, de la durée du jour qui est le 

stimulus principal intervenant dans la synchronisation de l'activité de reproduction (Fiske et 

al., 1984). 
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Les effets d'un traitement à la mélatonine sont complexes et encore actuellement peu 

connus car toute activité de la mélatonine est dépendante de son profil de sécrétion et non pas 

simplement de sa présence ou de son absence (Ebling et Hastings, 1991). De plus, les effets 

du traitement varient en fonction de l'espèce, de la sensibilité de l'individu, du moment du 

traitement en cours d'année et de la phase du cycle oestral. Les réponses d'un animal face au 

traitement peuvent être le résultat d'effets cumulatifs de l'hormone agissant sur toute une 

gamme de tissus (Fiske et al., 1984). 

Une administration de mélatonine par voie orale, vaginale ou par implant sous-cutané 

peut avancer le début de la saison de reproduction (Poulton, 1988; Kennaway, 1988; Jordan et 

al., 1990). Cet effet n'est observable que si la mélatonine est administrée en juin. Un 

traitement en mai ou en avril n'avance pas le début de la saison de reproduction, ce qui a été 

. attribué à une exposition insuffisante des animaux à des jours longs (English et al., 1986; 

Amir et Gacitua, 1987). Selon English et al. (1986), il est possible que chaque animal 

acquière une sensibilité individuelle différente à l'implant de mélatonine, et ce à différents 

moments du printemps. 

La durée nécessaire du traitement à la mélatonine pour induire l'activité ovarienne varie 

d'un individu à l'autre. Malgré cela, Nowak et Rodway (1987) ont pu mettre en évidence une 

corrélation positive entre la durée d'exposition à l'hormone et le nombre de brebis en cycle. 

Cependant, après une administration prolongée, les brebis deviennent réfractaires au 

traitement qui peut, dans ces conditions, faire avancer le moment de la première ovulation 

pour la saison suivante (Jordan et al., 1990). 

Il a également été mis en évidence que la mélatonine peut allonger la durée de la saison 

de reproduction (Nett et Niswender, 1982). 

c.2.2. Effets sur le taux d'ovulation 

Beaucoup d'études ont montré que la mélatonine augmente le taux d'ovulation (TO) en 

début de saison de reproduction malgré une courte exposition (moins de 2 mois). Cette action 

sur le TO semble être indépendante de l'action sur le moment de la saison de reproduction et 

s'exerce sur le premier cycle faisant suite au traitement (Kennaway et al., 1987, cités par 

Jordan et al., 1990). 

La comparaison entre d'une part, un lot de brebis traitées à la mélatonine et d'autre part , 

un lot de brebis non traitées a permis de mettre en évidence certaines fonctions de l'hormone 

telles: 
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- une augmentation du nombre de brebis qui ovulent suite au traitement (Ronayne et 

al., 1989); 

- une augmentation de la fertilité; 

- une augmentation de la prolificité ; 

- une augmentation de la fécondité (Chemineau et al., 1991). 

c.2.3. Effets sur les sécrétions hormonales 

Chez l'adulte, la fréquence des pulses de LH augmente en période de transition de 

l'anoestrus vers la saison de reproduction. Selon Poulton (1988), bien que la mélatonine 

avance le début de l'activité ovarienne, elle ne semble pas être responsable de cette 

augmentation de fréquence. 

En contradiction avec ces résultats, Chemineau et Terqui (1986), ont observé qu'un 

traitement à la mélatonine augmente à la fois la concentration basale de LH et l'amplitude des 

pulses. 

Les sécrétions de la LH et de la FSH par l'hypophyse sont régulées par la sécrétion de 

GnRH. Or la mélatonine agit sur la sécrétion de GnRH mais son mode d'action reste encore 

inconnu. La technique d'autoradiographie utilisant de la mélatonine radioactive, révèle que 

les récepteurs sont principalement situés dans des zones distinctes de celles qui contiennent 

les neurones à GnRH. L'action de la mélatonine sur la sécrétion de GnRH se fait sans doute 

par l'intermédiaire d'autres neurones (Ebling et Hastings, 1991). 

Durant le cycle oestral, la mélatonine relarguée périodiquement stimule la 

stéroïdogenèse par une action directe sur l'ovaire. Les stéroïdes exercent alors un "feed back" 

en contrôlant la synthèse pinéale de mélatonine (Fiske et al., 1984). 

5.3.2. La Progestérone 

La P4 peut être produite à 3 endroits différents de l'organisme de la femelle: 

- au niveau du corps jaune qui constitue la source physiologique la plus importante; 

- au niveau des surrénales et des ovaires, la P4 se présente comme chaînon de la 

biosynthèse de toutes les hormones stéroïdiennes. Cette P4 n'entre cependant pas 

en quantité importante dans la circulation sanguine; 

- au niveau du placenta de certaines espèces (Debecker, 1984; Derivaux et Ectors, 

1986). 
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al Caractéristiaues biochimiaues 

La P4 à structure tétracyclique est une substance blanchâtre, très peu soluble dans l'eau 

mais soluble dans les huiles. Elle se présente sous forme de deux isomères a et~ (Figure15) 

(Debecker, 1984). 

Le corps jaune synthétise de la P4 à partir du cholestérol et cela sous l'action de 

l'hormone lutéinisante, la LH (Debecker, 1984). Le cholestérol subit deux hydroxylations 

puis se clive sous l'action d'une hydrolase pour former l'aldéhyde isopraïque et un stéroïde de 

21 atomes de carbone, la prégnénolone (Figure 16). Celle-ci va alors constituer le "pool" 

disponible pour la synthèse de dérivés stéroïdes actifs. La formation de P 4 à partir de 

prégnénolone suppose l'oxydation de !'hydroxyle en position 3 et le transfert de la double 

liaison de .15-6 en .15-4, par conséquent, une activité d'oxydo-réduction et d'isomérisation 

(Derivaux et Ectors, 1986). 

La P4 constitue une véritable plaque tournante vers les autres composés actifs tel les 

corticostéroïdes, les androgènes et les oestrogènes (Debecker, 1984). 

Les concentrations en P4 sont normalement inférieures à 100 ng/ml dans le fluide 

folliculaire mais, juste avant l'ovulation, elles augmentent jusqu'à 700 ng/ml dans le follicule 

·et peuvent atteindre des taux de 2000 ng/ml dans le corps jaune (Debecker, 1984). 

bl Reconnaissance SJJécifirJ.ue des récepteurs et activation membranaire 

Le récepteur de la P4 est une protéine cytoplasmique thermolabile, d'un poids 
moléculaire de 225000 daltons et divisée en deux sous-unités a (110000 daltons) et f3 
(115000 daltons) avec chacune un rôle particulier (Derivaux et Ectors, 1986). 

Norman et Litwack (1987) résument le mécanisme d'activation des récepteurs à la P4 de 

la façon suivante (Figure 17): 

- fixation sur le récepteur cytoplasmique et formation du complexe stéroïde-récepteur 

ou complexe cytosolique; 

- transfert de ce complexe vers le noyau; 

- fixation sur l'accepteur nucléaire pour former le complexe néo-nucléaire; 

- suite de réactions complexes dont l'activation de l'ARN polymérase avec comme 

résultat final la formation de l'ARN messager, 

- passage de ces ARN dans le cytoplasme cellulaire et synthèse des protéines 

spécifiques. 
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La régulation de la synthèse du récepteur de la P4 se fait via l'E2 qui a pour effet 

d'augmenter sa synthèse par un système de régulation positif (Figure 18). Ceci permet 

d'expliquer, chez la brebis, l'augmentation importante de la concentration du récepteur en pro

oestrus, conséquence attendue de l'augmentation du taux d'E2 circulant (Derivaux et Ectors, 

1986). D'autre part, la P4 a pour effet d'accélérer la disparition de son propre récepteur par un 

système de régulation négative. Le mécanisme de disparition du récepteur n'est pas encore 

défini à l'heure actuelle; il pourrait s'agir d'une inactivation, d'une protéolyse, ... (Vallery

Rodot et al., 1972). 

c/ Traitement avec un profestaîène 

La P4 exerce son action essentiellement au niveau de la sphère sexuelle (Derivaux et 

Ectors, 1986). Nous n'envisagerons ici que l'action de la P4 et d'un traitement progestagène 

sur l'ovaire et sur la sécrétion de gonadotropines. 
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c.1. Effets sur la croissance folliculaire 

La P 4, sécrétée par le corps jaune a pour rôle principal de stimuler le développement de 

l'utérus et de le rendre apte à accepter un éventuel embryon. Elle possède aussi une action au 

niveau de !'hypothalamus qui inhibe la décharge préovulatoire de GnRH et donc également de 

LH qui empêche ainsi l'ovulation (Bister, 1989). La P4 a aussi été longtemps associée à la 

suppression du développement folliculaire, soit en agissant au niveau de l'axe hypothalamo

hypophysaire, soit par une action directe sur l'ovaire (Pearce et Oldham, 1988). Mais elle 

peut, chez certaines espèces dont le hamster, être un médiateur important dans la 

folliculogenèse, en synergie avec la LH et la FSH. En effet, la P 4 et la LH ont dans ce cas 

des effets additifs sur la stimulation folliculaire en agissant par deux voies possibles: soit en 

augmentant le taux de recrutement de petits follicules, soit en prévenant l'atrésie (Kim et 

Greenwald, 1989). Pour certains auteurs, une injection sous-cutanée de P4 à des génisses, 

tout au début des chaleurs, accélère l'ovulation et raccourcit les chaleurs comme si elle 

stimulait une évacuation de la LH de l'hypophyse. 

Chez la brebis, des substances synthétiques analogues à la P4 mais 10 à 20 fois plus 

actives, telle la MAP (médroxyacétate de progestérone) ou la FGA (acétate de fluorogestone), 

sont administrées à l'aide d'éponges vaginales afin de freiner la formation de nouveaux 

follicules et de synchroniser les chaleurs et les ovulations (Robinson, 1984, cité par Cognié, 

1988). 

Ceci a en effet été observé chez les brebis recevant un traitement progestagène par 

éponges vaginales. Pendant son séjour dans le vagin, l'éponge libère une partie des 

progestagènes qu'elle contient et ceux-ci agissent en inhibant les décharges cycliques 



d'hormones hypophysaires et en bloquant momentanément le cycle sexuel chez la brebis. Le 

retrait de l'éponge fait cesser cette phase progestative artificielle qui est alors suivie d'une 

phase folliculaire conduisant à l'apparition des chaleurs et à l'ovulation (estimée à 48 heures 

après le retrait; Debecker, 1984). 

Chez la brebis, l'effet d'un progestagène exogène (FGA) se fait sentir sur les trois vagues 

de croissance folliculaire en augmentant le pourcentage d'atrésie et en diminuant le nombre de 

follicules dominants (Pierquin, 1991 ). 

c.2. Effets sur les sécrétions hormonales 

Selon Pierquin (1991), l'apport de P4 exogène n'a aucun effet sur l'émission tonique de 

LH en phase lutéale. En effet, ni le taux de base, ni l'amplitude et la fréquence des pulses ne 

sont modifiés par le traitement. Par contre, suite au traitement, le pic préovulatoire de LH est 

modifié. En fait, la FGA inhibe la sécrétion de la LH mais pas sa synthèse (Paquay, 1989). 

Lors de la cessation du traitement, la LH est sécrétée de façon massive et son émission 

cyclique peut être perturbée (Pierquin, 1991 ). 

5.3.3. La PMSG 

La PMSG est une substance glycoprotéique synthétisée par le placenta de la jument; elle 

est isolée du sérum et utilisée en vue de diverses applications médicales, notamment chez la 

brebis. 

Sa sécrétion s'effectue du 4oème au 15oème jour de la gestation pour atteindre des 

concentrations allant de 100 à 150 UI (unités internationales) par millilitre de sérum. 

L'activité physiologique de la PMSG est superposable à celle de la FSH, elle induit chez la 

jument de multiples ovulations et des corps jaunes qui contribuent au maintien de la gestation 

(Derivaux et Ectors, 1986). 

a> Caractéristiques biochimiques 

La PMSG, d'un poids moléculaire de 64000 daltons, est particulièrement riche en 

hydrates de carbone qui représentent 46,7 % du poids de la molécule tandis que la teneur en 

acide sialique s'élève jusqu'à 10 ou 13,5 % (Derivaux et Ectors, 1986). Sa demi-vie 

plasmatique est beaucoup plus longue que celle de la FSH, soit approximativement 4 à 6 

jours, ce qui est à mettre en rapport avec la teneur plus élevée de la PMSG en acide sialique 

(Papkoff, 1990). La PMSG est constituée de deux sous-unités ex. et ~ au sein desquelles le 

contenu en hydrate de carbone est différent (Combarnous, _1987). 
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Il existe d'importantes similarités de composition et de structure entre la PMSG, la LH et 

la FSH. En effet: 

- la combinaison de sous-unités de la PMSG avec les sous-unités de la LH ou de la 

FSH produit des molécules dotées d'une certaine activité; 

- la teneur en sucre de la PMSG a est similaire à celle de la LH a et de la FSH a; 

- la composition en acides aminés de la PMSG est typique des hormones 

glycoprotéiques en ce sens que la molécule contient beaucoup de cystéine et de 

proline alors que le nombre de résidus histidine et tyrosine est relativement bas. 

Cette composition en acides aminés de la PMSG est plus proche de celle de la LH 

que de la FSH; 

- l'analyse du groupement terminal de la PMSG révèle que deux acides aminés, la 

sérine et la phénylalanine, sont les résidus de l'extrémité N-terminale. Des traces 

d'autres résidus sont également observées suggérant un degré de 

microhétérogénéité. Ces mêmes .résidus ont également été observés à l'extrémité N

terminale de la LH (Papkoff, 1990); 

- au niveau de l'extrémité C-terminale de la PMSG et de la LH, le groupement sérine 

a été identifié (Landefeld et al., 1972; cités par Papkoff, 1990). 

bl Demi-vie et catabolisme 

Les gonadotropines sont dégradées principalement dans le foie et les reins. Dans le foie, 

les lectines membranaires des hépatocytes peuvent se lier à des glycoprotéines par leur résidu 

galactose terminal et ainsi amener une internalisation et une dégradation par la cellule. 

L'acide sialique contenu en grande quantité dans la molécule de PMSG interagit avec 

les résidus galactose et empêche ainsi la capture des glycoprotéines par les lectines 

hépatiques, ce qui permet d'expliquer la longue demi-vie de la PMSG (Combamous, 1987). 

Selon Derivaux et Ectors (1986), la PMSG n'est pas excrétée par les urines. Cependant, 

les expériences de Lefort et al.. (1986; cités par Combarnous, 1987) montrent une 

élimination rapide de la PMSG via les urines sans qu'elle ne soit fortement dégradée. 

cl Reconnaissance svécifique et activation membranaire 

Les glycoprotéines circulent dans le sang sous forme libre. Lorsqu'elles arrivent au 

niveau de leur cible, elles se lient à leur récepteur spécifique membranaire grâce à leur partie 

polypeptidique (Combamous, 1987). 

La transmission du signal intracellulaire se fait, comme pour la LH, par la voie de 

l'AMPc. La liaison hormone-récepteur entraîne l'activation de l'adénylate cyclase qui 

transforme l'ATP en AMPc. Ce dernier stimule des protéines-kinases qui, par 
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phosphorylation de différentes protéines, engendrent la réponse biologique (Gosling et al., 

1979). 

dl Effets d'un traitement 

Un traitement à la PMSG est souvent envisagé par les éleveurs pour stimuler la 

croissance folliculaire (Noël, 1989), avancer le début des chaleurs (Pearce et al., 1986), et 

augmenter le TO (Cognié, 1988; Pierquin, 1991). Les injections de PMSG suivent très 

souvent un traitement progestatif, surtout en dehors de la période de reproduction. 

d.1. Effets sur la population folliculaire et sur les sécrétions folliculaires 

Selon Whyman et Moore (1980), la réponse à la PMSG est caractérisée par une 

augmentation du poids des ovaires, par des ovulations multiples et par l'apparition de 

follicules kystiques, c'est-à-dire de follicules perdurant à la surface des ovaires sans ovuler. 

Moore et al. (1981 , cités par Titeca, 1987) ont observé que la PMSG sauve les follicules 

en début d'atrésie et empêche les follicules antraux de dégénérer; par contre selon les 

expériences de Hay et al. (1979) chez les ovins et de Hirshfield (1989) sur les rats, la PMSG 

ne recrute que les follicules sains. Les résultats d'expériences montrant un rôle de "sauveur" 

de la PMSG devraient donc plutôt être interprétés comme un rôle de prévention. 

Driancourt (1987) relève une corrélation non significative entre la population de 

follicules antraux et le taux d'ovulation obtenu après traitement à la PMSG. En effet, 

lorsqu'on réduit par ovariectomie unilatérale le nombre de follicules antraux susceptibles de 

répondre à la stimulation de la PMSG, le taux d'ovulation ne varie pratiquement pas. 

Il existe néanmoins une corrélation très importante entre le nombre de follicules sains de 

0.8 à 2 mm de diamètre présents sur l'ovaire au moment de l'injection et le taux d'ovulation 

(Driancourt, 1987). Ceci suggère que les follicules recrutés par la PMSG sont plus petits que 

ceux recrutés à la lutéolyse d'un cycle normal (diamètre supérieur à 2 mm, Driancourt et 

Cahill, 1984). 

Cette dernière observation rejoint les résultats obtenus par Pierquin (1991) qui a observé 

par endoscopies une seconde période de recrutement au jour 15 du cycle. Ceci implique que 

la PMSG injectée au jour 14 induit la croissance de follicules qui atteindront le stade de 2 mm 

au jour 15. 
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Pierquin (1991) a également observé une atrésie beaucoup plus importante des follicules 

dominants chez les brebis traitées à la PMSG. 

Ce traitement mènerait également à des aberrations dans la méiose des ovocytes 

superovulés, en stimulant des follicules physiologiquement incapables d'ovuler (Callesen et 

al., 1986). Cette qualité médiocre des ovocytes pourrait être également le résultat d'une 

perturbation de la stéroïdogenèse suite à la stimulation-de PMSG (Yun et al., 1989). 

On observe également une variabilité individuelle très importante au niveau des 

follicules qui répondent à la stimulation. Une partie de cette variabilité peut être attribuée au 

nombre total de follicules présents sur l'ovaire avant le traitement, phénomène incontrôlable et 

indépendant de l'individu (Noël et al., 1992). Mais l'effet de la PMSG sur les follicules 

préovulatoires peut aussi être évoqué. En effet, la PMSG interfère profondément avec l'axe 

hypothalamus-hypophyse-ovaire ainsi qu'avec les mécanismes de régulation intraovariens, 

d'une part à cause de sa longue demi-vie et d'autre part par ses effets comparables à ceux de la 

FSH et de la LH (Schams et al., 1978). 

La PMSG a une longue demi-vie; elle pourrait donc provoquer une perte de réceptivité 

et une désensibilisation des cellules ovariennes aux hormones gonadotropes et principalement 

à la LH (Gosling et al., 1979). La neutralisation de la PMSG par immunisation passive après 

le pic préovulatoire de LH augmente le taux d'ovulation (Dielman et al., 1989). De plus, des 

perturbations se produisent dans le développement folliculaire et dans le profil sanguin des 

hormones durant la période entre l'injection de PMSG et le pic de LH (Bevers et al., 1989). 

La stimulation de la croissance folliculaire par la PMSG affecte aussi sévèrement les 
sécrétions hormonales. Chez les brebis, la sécrétion pulsatile d'oestradiol au niveau de la 

veine ovarienne est entièrement dépendante de la sécrétion pulsatile de LH (McNeilly et al., 

1984). La PMSG bien qu'ayant une activité comparable à celle de la LH, ne mime pas 

correctement ce rôle. La synchronisation entre la sécrétion pulsatile de la LH et celle de l'E2 

n'est pas respectée. 

La sécrétion basale ainsi que l'amplitude et la fréquence des pics de FSH sont diminuées 

par le traitement à la PMSG (Martin et al., 1988, chez la brebis; Bevers et al., 1989, chez la 

vache). Ces auteurs ont également démontré que l'augmentation importante des 

concentrations en oestradiol et en inhibine provoquée par le nombre plus important de 

follicules préovulatoires est responsable du "feed-back" négatif sur la sécrétion de FSH. 

Selon Pearce et al. (1986), ce type de traitement ne semble pas avoir d'effet significatif 

sur le TO mais, par contre, des différences ont été observées pour le moment d'apparition des 

chaleurs, le taux de fertilité et la prolificité (Cognié, 1988). 
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Chez le rat, une dose de PMSG provoque une augmentation de la concentration en 

stéroïdes dans le sang et plus particulièrement de le ~4. Cette élévation de stéroïdes 

folliculaires semble agir en stimulant le pic des gonadotropines préovulatoires (Yun et al., 

1989). 

En fait, la PMSG est une hormone qui mime l'action d'un facteur de décharge 

hypophysaire, en agissant soit directement au niveau hypothalamique (Cognié et al., 1970), 

soit indirectement en stimulant la croissance et les sécrétions oestrogéniques (Dieleman et 

Bevers, 1987). 

d.2. Les effets sur le taux d'ovulation 

Une étude réalisée par Bindon et al., (1979), montre que les brebis à TO élevé répondent 

mieux à une stimulation par la PMSG que les brebis à faible TO. Ceci s'explique par le fait 

que les brebis à haut TO semblent avoir plus de follicules dans la phase de croissance, donc 

plus de follicules susceptibles d'être stimulés (Cahill et Dufour, 1979). 

Par contre chez la brebis Suffolk, Lambert (1990) montre que les doses de 500 UI et 800 

UI de PMSG ne permettent pas de mettre en évidence un réel effet superovulatoire. 

Selon Cameron et al. (1988), le taux d'ovulation est plus élevé chez les animaux 

recevant à la fois de la GnRH et de la PMSG que chez ceux recevant de la PMSG seule. 

Jabbour et Evans (1991) ont démontré que l'administration de GnRH, 24 heures après le 

retrait de l'éponge, suivie d'une injection de PMSG durant la saison de reproduction, 

augmente le TO. Par contre, Walker et al. (1986, 1989; cités par Jabbour et al., 1991) n'ont 

pas observé de différence de TO chez des brebis traitées avec de la GnRH pendant la saison 

de reproduction naturelle en combinaison avec de la PMSG. 

5.3.4. Les effets d'un traitement de FGA combiné avec PMSG 

La technique consistant à associer un progestagène à la PMSG est souvent utilisée. 

Cette technique permet la mise en place, avec succès, de l'insémination artificielle (Cognié, 

1988). 

L'administration de FGA avant l'administration de PMSG: 

- inhibe la superovulation chez le rat; 
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- augmente le nombre de follicules à un stade avancé d'atrésie en supprimant la 

liaison de la FSH sur les cellules granulosales et en inhibant la prolifération de ces 

cellules (Fuduka, 1980); 

- agit sur le moment d'apparition des chaleurs, sur le taux de fertilité et de prolificité 

(Pearce et al., 1986). 

Une administration de progestagène permet donc de bloquer l'ovulation qui est stimulée 

par l'injection de gonadotropines (Cognié, 1988). Le rôle principal de la PMSG suite au 

traitement à la FGA est d'améliorer la synchronisation des chaleurs, de déclencher l'ovulation 

chez toutes les brebis ayant reçu des éponges et d'augmenter la prolificité (Debecker, 1984). 

Les expériences de Pierquin (1991) montrent que le traitement à la FGA combiné avec 

la PMSG a pour effet d'avancer le pic préovulatoire de LH. Ceci pourrait être expliqué par les 

hautes concentrations d'E2 résultant de l'augmentation du nombre de follicules préovulatoires 

induite par la PMSG. Le profil de sécrétion de FSH, quant à lui, n'est pas modifié suite au 

traitement (Pierquin, 1991). 
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DEUXIEME PARTIE: 

TRA V AIL PERSONNEL 



I. OBJECTIFS POURSUIVIS 



Différents éléments de la littérature ainsi que de nombreuses expériences réalisées au 

laboratoire (Jacques, 1989 ; Noël et al., 1992) ont apporté des renseignements intéressants 

sur les mécanismes de la croissance folliculaire terminale à différents moments de la saison 

de reproduction et en anoestrus. L'action des différents traitements hormonaux (mélatonine, 

FGA, PMSG) sur ces mécanismes ont également été largement étudiés (Pierquin, 1991). 

Cependant, la plupart de ces données obtenues par endoscopies, c'est-à-dire par 

observation directe des ovaires, ne sont pas suffisantes pour étudier le fonctionnement des 

follicules. En effet, des follicules morphologiquement identiques peuvent avoir des capacités 

stéroïdogéniques tout à fait différentes. 

Une technique de culture in vitro des follicules ovariens a été mise au point dans le 

cadre d'un mémoire de fin d'étude (Demuynck, 1990). Il s'agit d'une technique de périfusion 

qui permet une survie histologique et fonctionnelle des follicules ovariens, ainsi qu'une étude 

de leur dynamique de sécrétion. De plus, elle présente l'avantage, par rapport aux cultures de 

cellules, de conserver l'intégrité des interactions thèques-granulosa qui est capitale pour un 

bon déroulement de la stéroïdogenèse. 

Dans le cadre de ce travail, nous avons dans un premier temps étudié la réactivité de 

follicules ovariens prélévés sur des brebis se trouvant dans des états physiologiques 

différents. Nous avons étudié la stéroïdogenèse et la réponse à une stimulation hormonale 

(LH-FSH) de follicules prélevés chez des brebis en cycle, au début et à la fin de l'activité 

saisonnière ainsi qu'en anoestrus. 

Dans un second temps, nous avons étudié les modifications induites par les traitements 

classiques de contrôle de la reproduction (FGA, PMSG, mélatonine et combinaisons de ces 

traitements) sur le fonctionnement des follicules in vitro. 
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II. MATERIEL ET METHODES 



Pa-iode N° brebis Date de naissanœ 

Début saison 51 3-Avr-84 
26 28-Avr-85 

357 8-Fév-86 
339 1-Jan-88 

Milieu saison 7 20-Déc-82 
69 18-Déc-85 
95 21-Jan-86 

426 31-Déc-88 

Fin saison 55 3-Jan-85 
63 13-Jan-85 
74 9-Avr-85 

408 16-Déc-88 

Anoestrus 1 5 25-Déc-85 
109 4-Jan-87 
128 5-Jan-87 
349 24-Déc-84 

Tableau 1 : Caractéristiques des animaux utilisés lors de l' expérience I. 

&sai 1 ~ai2 &sai3 ~ai 4 

N° des brebis SS et 63 74 et 408 15 et 109 128 et 349 51 et 339 357 et 26 7 et 426 69 et 95 

Pose des éponges 30/01 30/01 04/04 04/04 20/06 20/06 18/09 18/09 

Retrait des éponges 13/02 13/02 18/04 18/04 04/07 04/07 02/10 02/10 

Endoscopies 23/02 01/03 28/04 05/05 14/07 21/07 12/10 19/10 

Ovariectomie ou abattage 25/02 03/03 30/04 07/05 16/07 23/07 14/10 21/10 

et mise en culture 

Tableau 2: Calendrier expérimental del' expérience I. 



1. CONDITIONS EXPERIMENTALES 

Les brebis Suffolk utilisées pour les expériences font partie du troupeau du Centre de 

Recherches Ovines de Faulx-les-Tombes. Selon le moment de l'année et les nécessités 

expérimentales, les animaux sont laissés en prairie avec l'herbe comme seul aliment ou rentrés 

en bergerie avec des rations adaptées à leur besoin d'entretien. Les conditions de 

photopériodes naturelles sont toujours respectées. 

Les manipulations in vivo ont été effectuées au Centre de Recherches Ovines de Faulx

les-Tombes (CRO). La dissection, la mise en culture des follicules ainsi que les dosages 

hormonaux et les traitements des données ont été réalisés au Laboratoire de Physiologie 

Animale des Facultés Universitaires Notre-Dame de la Paix de Namur. 

2. PLANS EXPERIMENTAUX 

2,1, EXPÉRIENCE 1 ; EFFETS DE LA SAISON DE REPRODUCTION 

2.1.1. Objectifs poursuivis 

L'objectif de la première expérience est d'étudier la réactivité de follicules ovariens 

prélévés sur des brebis se trouvant dans des états physiologiques différents. Nous avons 

étudié la stéroïdogenèse et la réponse à une stimulation hormonale (LH-FSH) de follicules 

provenant de brebis : 

- en fin de saison de reproduction (février 1992, essai 1); 

- en anoestrus saisonnier (avril-mai 1992, essai 2); 

- en début de saison de reproduction Guillet 1992, essai 3); 

- en saison de reproduction (octobre 1992, essai 4). 

Au cours des 3 essais réalisés en saison de reproduction nous avons comparé les 

résultats obtenus en phase lutéale (au jour 9 du cycle) et en phase folliculaire (au jour 16 du 

cycle). 

2. 1.2. Protocole expérimental 

L'expérience débute en janvier 1992 et se termine en octobre 1992 avec 16 brebis 

Suffolk adultes ayant agnelé pour la dernière fois début 1991. Les caractéristiques de ces 

animaux sont données dans le tableau 1. 
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Afin de permettre les comparaisons, il est nécessaire que toutes les brebis soient au 

même stade du cycle au début des essais. Ceci n'est possible que par une synchronisation des 

cycles. Les brebis sont pré-synchronisées avec une éponge intravaginale pendant 14 jours. 

Les follicules sont disséqués 9 ou 16 jours après l'ovulation induite par ce traitement soit aux 

moments supposés des phases lutéale et folliculaire suivantes et ils sont placés en culture in 

vitro afin d'en étudier la stéroïdogenèse. 

Le calendrier expérimental est résumé au tableau 2 et le protocole expérimental se 

déroule comme suit lors de chaque essai: 

- JO: pose des éponges ( 40 mg de fluorogestone acétate) à 4 brebis; 

- J14: retrait des éponges; 

- J24: endoscopies pour mesurer et localiser les follicules des 2 brebis; 

- J26: ovariectomie ou abattage de ces 2 brebis et mise en culture des follicules de 

diamètre supérieur à 4 mm qui ont grandi pendant 2 jours consécutifs; 

- J31: endoscopies pour mesurer et localiser les follicules des 2 autres brebis; 

- J33: ovariectomie ou abattage de ces 2 brebis et mise en culture des follicules de 

diamètre supérieur à 4 mm qui ont grandi pendant 2 jours consécutifs. 

2,2, EXPERIENCE 2 ; EFFETS DE DIFFÉRENTS TRAITEMENTS HORMONAUX 

2.2.1 . Objectifs poursuivis 

Le but de l'expérience 2 est d'étudier les modifications induites par les traitements 

classiques de contrôle de la reproduction (FGA, PMSG, mélatonine et combinaisons de ces 

traitements) que nous savons responsables de modifications au niveau de la croissance 

folliculaire. Ces traitements visant à améliorer le taux d'ovulation, nous avons seulement 

prélevé les follicules au cours de la phase folliculaire (préovulatoire) du cycle. 

2.2.2. Protocole expérimental 

Comme lors de l'expérience précédente il était nécessaire que toutes les brebis soient au 

même stade du cycle au début de l'expérience pour permettre les comparaisons. Pour éviter 

que certaines brebis subissent deux traitements successifs à la FGA (ce qui aurait risqué de 

fausser les résultats), nous avons choisi de synchroniser leur ovulation grâce à deux injections 
de PGF2a. 

L'expérience débute le 4 juillet et se termine le 9 septembre 1992 avec 24 brebis Suffolk 

dont les caractéristiques sont mentionnées dans le tableau 3. Les brebis sont réparties en 6 
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Traitement N° brebis Date de naissance 

Témoins 124 4-Fév-87 
367 16-Mar-88 
75 1 0-Avr-85 

407 16-Déc-88 

Mélatonlne 17 27-Déc-82 
15 25-Déc-82 
62 13-Jan-85 
5 20-Déc-82 

Eponge de FGA 57 6-Jan-85 
9 20-Déc-82 
19 28-Déc-83 

108 4-Jan-87 

PMSG 366 21 -Jan-88 
79 29-Avr-85 

356 6-Jan-85 
6 20-Déc-82 

FGA/PMSG 111 5-Jan-87 
29 14-Jan-83 

413 17-Déc-88 
76 23-Mar-85 

Mél/FGAIPMSG 8 20-Déc-82 
25 1-Jan-83 
117 24-Déc-86 
90 19-Déc-85 

Tableau 3 : Caractéristiques des brebis utilisées lors de l' expérience II. 

Traitements Brebis impliquées Essai 1 Essai 2 Essai 3 Essai4 

Implant de mélatonine B etF 04/07 11/07 18/07 25/07 

Injection de PGF2a A, B, C, D, E et F 21/07 28/07 04/08 11/08 

01/08 08/08 15/08 22/08 

Pose des éponges C, Eet F 03/08 10/08 17/08 24/08 

Retrait des éponges C, Eet F 17/08 24/08 31/08 07/09 

Injection de PMSG D, EetF 17/08 24/08 31/08 07/09 

Endoscopies A, B, C, D, E et F 19/08 26/08 02/09 09/09 

Ovariectomie ou abattage A, B, C, D, E et F 19/08 26/08 02/09 09/09 

et mise en culture 

Tableau 4 : Calendrier expérimental de l' expérience II. 



lots et l'expérience est divisée en 4 essais réalisés à une semaine d'intervalle avec chaque fois 

un animal de chaque lot. 

- les brebis du lot A servent de témoin et ne reçoivent aucun traitement; 

- les brebis du lot B reçoivent un implant de mélatonine; 

- les brebis du lot C reçoivent une éponge vaginale de Fluorogestone Acétate (FGA 

40 mg) durant 14 jours; 

- les brebis du lot D reçoivent une injection de 800 UI (Unité Internationale) de 

PMSG le 14ème jour du cycle; 

- les brebis du lot E reçoivent une éponge de FGA pendant 14 jours et une injection 

de 800 UI de PMSG au retrait; 

- les brebis du lot F reçoivent le traitement complet: implant de mélatonine, éponge 

de FGA pendant 14 jours et injection de 800 UI de PMSG; 

Le calendrier expérimental est résumé au tableau 4 et le protocole expérimental se 

déroule comme suit lors de chaque essai: 

- JO: injection sous-cutanée de 100 mg de mélatonine dissoute dans de la graisse de 

boeuf aux brebis B et F; 
- J19: injection de PGF2a à toutes les brebis; 

- J30: injection de PGF2a à toutes les brebis; 

- J32: pose des éponges aux brebis C, E et F; 

- J46: retrait des éponges aux brebis C, E et F et injection de 800 UI de PMSG aux 

brebis D, E et F, endoscopie pour localiser et mesurer les follicules des 6 brebis; 

- J48: ovariectomie ou abattage des 6 brebis et mise en culture des follicules de 

diamètre supérieur à 4 mm qui ont grandi pendant 2 jours consécutifs. 

3. METHODES UTILISEES 

3, 1, TECHNIQUES ET TRAITEMENTS UTILISÉS IN YIYQ 

3.1 .1. Implant de mélatonine 

Le traitement consiste en une injection sous-cutanée de 100 mg de mélatonine (Sigma 

M5250) dissous dans 2 ml de graisse de boeuf. Cette technique a été utilisée avec succès par 

Sharpe (1986) chez les bovins et par Lambert (1990) chez les ovins et permet un relargage 

régulier de la mélatonine pendant 21 jours. 
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La mélatonine cristalline est suspendue dans de la graisse de boeuf puis répartie et 

stockée par doses de 2 ml dans des seringues maintenues à 4°C jusqu'au moment de 

l'injection. 

3.1 .2. Synchronisation des cycles 

La synchronisation des cycles est, comme précisé dans les plans expérimentaux, réalisée 

par le recours à une prostaglandine (expérience 2) ou à un progestagène (expérience 1). 

La prostaglandine utilisée est le cloprosténol, dérivé de la synthèse de la PGF2a 

commercialisé sous le nom d'Estrumate® par la firme Coopers; elle est injectée par voie 

intramusculaire. Deux injections à 11 jours d'intervalle sont nécessaires pour parfaire 

l'efficacité du traitement. 

L'Estrumate® est un agent lutéolytique puissant qui provoque la régression 

fonctionnelle et morphologique du corps jaune très rapidement. L'oestrus réapparaît 

normalement 2 à 4 jours après le traitement; il est suivi d'une ovulation normale et de la 

formation d'un nouveau corps jaune. 

La synchronisation par le progestagène se fait via la pose d'éponges de polyuréthane 

imprégnées de 40 mg d'un dérivé de la progestérone, la Fluorogestone Acétate (FGA) 

commercialisée par Intervet, AKZO, sous le nom de Chronogest®. 

L'éponge fixée au bout d'un tube en PVC est introduite jusqu'au fond du vagin et laissée 

en place grâce à un mandrin placé dans le tube. Avant chaque pose d'éponge, le tube en PVC 

est soigneusement nettoyé dans une solution désinfectante. 

Le retrait se pratique simplement en tirant légèrement vers le bas la ficelle qui sort de la 

vulve et à laquelle est fixée l'éponge. Le retrait se fait le matin du 14ème jour après la pose. 

3.1.3. Stimulation de la croissance folliculaire: injection de PMSG 

La PMSG utilisée est commercialisée par la firme Intervet sous le nom de Folligon. Le 

principe actif (gonadotropine sérique) est présenté dans un flacon sous forme lyophilisée; un 

second flacon renferme le solvant, car le produit une fois mis en solution est de conservation 

limitée. Le Folligon est injecté par voie intramusculaire à raison de 800 UI par brebis lors du 

retrait de l'éponge. 
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Photo 1: Matériel d'endoscopie. 

Photo 2: Observation des ovaires par endoscopie. 



3.1.4. Endoscopie 

Il est important que les follicules placés en culture soient sains. Or, lors de la dissection 

et de la mise en culture de ceux-ci, il est impossible de déterminer visuellement leur état 

physiologique: en phase de croissance ou en phase d'atrésie. 

Nous avons pallié ce problème en réalisant des endoscopies 2 jours avant la mise en 

culture, afin de localiser et de mesurer l'ensemble des follicules présents sur l'ovaire. Nous 

avons considéré comme follicule sain, tout follicule ayant présenté une croissance pendant la 

période de 48 heures précédant l'abattage ou l'ovariectomie. Ce critère avait déjà été utilisé et 

vérifié par Jacques (1989). 

L'endoscopie est l'examen d'un organe interne à l'aide d'une sonde optique. L'ovaire est 

un organe aisé à observer par cette technique mais il faut une pratique fréquente afin de 

pouvoir interpréter correctement les résultats. 

Le déroulement pratique peut se résumer comme suit. La brebis est placée sur une table 

inclinable; elle est immobilisée en décubitus dorsal et l'arrière-train est soulevé un peu plus 

haut que la tête de façon à faciliter l'observation des ovaires grâce au tassement des viscères 

contre le diaphragme. La paroi abdominale est rasée et désinfectée. Deux anesthésies locales 

à la xylocaïne sont pratiquées aux endroits prévus pour la pose de l'endoscope et du palpeur, 

c'est-à-dire à 10 cm de part et d'autre de la ligne médiane et à une quinzaine de cm de la 

naissance du pis, en évitant soigneusement la veine mammaire. Les instruments introduits 

après perforation au trocart, sont un endoscope Wolf muni d'une fibre de verre souple qui le 

relie à une source lumineuse de 150 Watts et un palpeur gradué permettant la manipulation 

des ovaires et la mesure de la taille des follicules. De l'air filtré est insufflé par un petit 

compresseur, afin de soulever la paroi abdominale et le péritoine (photos 1 et 2). 

Le tractus génital est ainsi livré à l'oeil de l'observateur. Une observation rapide permet 

de déterminer le type d'ovaire (gauche ou droit) et sa position (externe ou interne). Ensuite le 

nombre, la position et la taille des follicules sont annotés sur une carte ovarienne (Figure 1). 

A la fin de l'observation des ovaires, les instruments sont retirés et désinfectés à l'alcool. 

Les incisions sont désinfectées avec une poudre antiseptique, le Spitalen, et refermées par une 

agrafe. 

3,2, CULTURE IN YITBQ DES FOLLICULES OVARIENS 

3.2.1. Milieu de culture 

Notre choix s'est porté sur le milieu 199 commercialisé par la firme GIBCO (N° 079-

0001 lP) dont la composition est indiquée au tableau 5. C'est un milieu couramment utilisé 

dans le cadre de cultures cellulaires. 
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Figure 1 : Représentation du formulaire destiné à l'enregistrement de la carte ovarienne. 
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Figure 2: Système de périfusion. 1: mélange gazeux Û2 (95%) + C02 (5%), 2: milieu de 

culture, 3: pompe péristaltique, 4: tuyau en tygon, 5: chambres de culture, 6: bain 

thermostatisé. 



Il est acheté sous forme de poudre à dissoudre dans de l'eau ultrapure (déminéralisée et 

désionisée). Selon les recommandations de la firme GIBCO, du NaHCO3 (Merck 6329, PM 

84,01) est ensuite ajouté à raison de 2,2 g/1 de milieu. Le pH est vérifié et porté si nécessaire 

à 7 ,2 par ajout de HCl lN ou de NaOH 1 N. 

Le milieu est ensuite filtré grâce à une pompe péristaltique simple (Millipore, N° XX80 

202 30) équipée de filtres millipores (type HA de 0,45 et 0,22 µm) et récolté dans des 

bouteilles. Le pH est vérifié et se situe alors vers 7 ,4 ce qui correspond au pH physiologique. 

On ajoute ensuite de la gentamycine (50 ng/ml, Gibco, N° 043-05750D) à raison de 1 

ml/1 de milieu. 

Le matériel utilisé en vue de la préparation et de la conservation du milieu de culture est 

préalablement stérilisé par passage à l'autoclave. 

3.2.2. Préparation du matériel biolo!Pqye 

Les ovaires sont récoltés par ovariectomie sur animaux vivants ou après abattage. Ils 

sont ensuite directement plongés dans du milieu M199 maintenu à 4°C jusqu'au moment de la 

dissection. Les follicules sont obtenus en disséquant soigneusement les ovaires à l'aide de 

matériel de microdissection. Grâce à cette technique, la séparation des follicules du stroma 

ovarien se réalise sans trop de difficultés. 

3.2.3. Description du système de culture 

La technique de culture utilisée est la périfusion (Figure 2). Elle a été mise au point au 

laboratoire (Demuynck, 1990), à partir des données de différents auteurs (Bahr et al., 1980; 

Terqui et al., 1988). Cette technique de périfusion permet une survie totale des follicules 

pendant au moins 10 heures. Ceux-ci maintiennent leur synthèse et leur sécrétion de stéroïdes 

pendant toute la durée de la culture. 

Ce système de culture présente plusieurs avantages qui permettent de se rapprocher le 

plus possible des conditions physiologiques à savoir : 

- le milieu est continuellement renouvelé et il n'y a donc pas d'accumulation de 

métabolites; 

- l'étude des sécrétions peut être faite selon un mode cinétique; 

- les stimulations hormonales ou autres peuvent être réalisées de façon continue ou 

pulsatile. 
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Medium 1991 

Component 

IN0RGANIC SALIS: 

eaa2 (anhyd.) 

Fe(N01h · 9H10 

Ka 

MgS04 (anhyd.) 

MgS04 ·7H10 

Naa 

NaHC01 

NaH2P04 ·H10 

OTiiER C0MP0NENTS: 

Adenine Sulphate 

Adenosinetriphosphate 
(disodium sait) 

Adenylic Acid 

Cholesterol 

Deoxyribose 

D-Glucose 

Glutathione (reduced) 

GuanineHCI 

HEPES 

Hypoxanthine 

Hypoxanthine (Na Salt) 

Phenol Red 

Ribose 

Sodium Acetate 

Thymine 

Tweenso® 

Uracil 

Xanthine 

Xanthine (Na Salt) 

071-01100 041-0234-0 079-00011 
Powder lXLiquid Powder 

mg/ L mg/ L mg/ L 

200.00 200.00 200.00 

0.72 0.72 0.72 

400.00 400.00 400.00 

97.67 - 97.67 

- 200.00 -
6800.00 6300.00 6300.00 

- 2200.00 -
140.00 140.00 140.00 

10.00 10.00 10.00 

1.00 1.00 1.00 

0.20 0.20 0.20 

0.20 0.20 0.20 

0.50 0.50 0.50 

1000.00 1000.00 1000.00 

0.05 0.05 0.05 

0.30 0.30 0.30 

- 5958.00 5958.00 

- 0.30 -
·0.354 - 0.354 

20.00 20.00 20.00 

0.50 0.50 0.50 

50.00 50.00 50.00 

0.30 0.30 0.30 

20.00 20.00 20.00 

0.30 0.30 0.30 

- 0.30 -

0.344 - 0.344 

071-01100 
Powder 

Component mg/ L 

AMIN0 ACIDS: 

DL-Alanine 50.00 

L•Arginine · HO 70.00 

DL•Aspartic Acid 60.00 

L•Cysteine HO · H10 0.11 

L•Cystine -
L-Cystine · 2H a 26.00 

DL-Glutamic Acid · H10 150.00 

L-Glutamine 100.00 

Glycine 50.00 

L•Histidine HO · H10 21.88 

L•Hydroxproline 10.00 

DL•lsoleucine 40.00 

DL-Leucine 120.00 

L•Lysine · HCI 70.00 

DL•Methionine 30.00 

DL•Phenylalanine 50.00 

L•Proline 40.00 

DL-Serine 50.00 

DL•Threonine . 60.00 

D L•Tryptophan 20.00 

L-Tyrosine -
L•Tyrosine (disodium sait) 57.66 

DL-Valine 50.00 

VITAMINS: 

Ascorbic Acid 0.05 

a•Tocopherol Phosphate 
0.01 

(disodium sait) 

d•Biotin 0.01 

Calciferol 0.10 

D•Ca Pantothenate 0.01 

Choline Chloride 0.50 

Folie Acid 0.01 

i•lnositol 0.05 

Menadione 0.01 

Niacin 0.025 

Niacinamide 0.025 

Para•aminobenwic Acid 0.05 

Pyridoxal HCI 0.025 

Pyridoxine H Cl 0.025 

Riboflavin 0.01 

Thiamine HCI 0.01 

Vitamin A (acetate)' 0.14 

1. Morian, Monon and Parker ( 1950) Proc. Soc. Exp. Bio!. M,d. 73, 1. 
a. Values est2blish,d by th, Tissue Culture Sandard, Comminc,. 
4D Tween 80 is a rqistcred tndcrnari oflCI Amenas Inc. 

Tableau 5 : Composition détaillée du milieu de culture. 

041-0234-0 079-00011 
lX Uquid Powder 

mg/ L m,/ L 

50.00 50.00 

70.00 70.00 

60.00 60.00 

0.11 0.11 

20.00 -
- 26.00 

150.00 150.00 

100.00 100.00 

50.00 50.00 

21.88 21.88 

10.00 10.00 

40.00 40.00 

120.00 120.00 

70.00 70.00 

30.00 30.00 

50.00 50.00 

40.00 40.00 

50.00 50.00 

60.00 60.00 

20.00 20.00 

40.00 -
- 57.66 

50.00 50.00 

0.05 0.05 

0.01 0.01 

0.01 0.01 

0.10 0.10 

0.01 0.01 

0.50 0.50 

0.01 0.01 

0.05 0.05 

0.01 0.01 

0.025 0.025 

0.025 . 0.025 

0.05 0.05 

0.025 0.025 

0.025 0.02S 

0.01 0.01 

0.01 0.01 

0.14 0.14 



La survie des follicules est réalisée dans de petites chambres périfusées par du milieu 

spécifique (M199) et maintenues à 37°C dans un bain thermostatisé. 

Le fond d'un bassin destiné à contenir l'eau thermostatisée est percé de trous dans 

lesquels s'adaptent des bouchons de caoutchouc. Des seringues à usage unique de 5 ml sont 

plantées dans ces bouchons par des aiguilles qui les traversent de part en part. Ces seringues 

servent de chambres de culture. Elles sont tapissées dans le fond par un fin filtre qui sert de 

support aux follicules et fermées hermétiquement par un bouchon de caoutchouc percé d'une 

aiguille par où le milieu est injecté. 

L'hermétisme du système permet une périfusion dans un volume constant de milieu de 

culture (1,5 ml). 

La thermostatisation et l'homogénéisation du bain-marie sont assurées par une pompe 

thermostatique THERMOMIX 1441. 

La périfusion du milieu de culture est réalisée grâce à une pompe péristaltique 

WATSON-MARLOW 501 qui produit un débit approximatif de 0,1 ml par minute dans 

chaque chambre par des tubes en TYGON. Ces tubes plongent dans le bain-marie pour 

réchauffer le milieu avant qu'il ne soit injecté goutte-à-goutte dans les chambres. 

Le milieu est oxygéné par barbotage d'un mélange gazeux d'(h (95%) + CO2 (5%) 

maintenant le pH du milieu à 7 ,4. 

Le milieu périfusé est recueilli par fractions dans des tubes dressés dans des portoirs 

sous les chambres. 

3.2.4. Réalisation des cultures 

Les cultures in vitro des follicules ovariens se sont déroulées de la façon suivante et ce 

pour les deux expériences: 

- h 0.00: mise en culture des follicules; 

- h 0.30 - h 6.00: récolte du milieu de culture périfusé toutes les 30 minutes en vue 

d'étudier le potentiel stéroïdogénique des follicules; 

- h 1.30 - h 1.50: stimulation des follicules par la LH; 

- h 2.00 - h 3.00: stimulation des follicules par la FSH. 
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Au cours des deux expériences, nous avons soumis les follicules à une stimulation 

hormonale de LH (10 ng/ml) pendant 20 minutes, suivie de FSH (15 ng/ml) pendant une 

heure. In vivo, la réponse de l'ovaire à une stimulation LH ou FSH est obtenue après 10 

minutes (Baird et al., 1976). Cependant, le délai de réponse est augmenté lors des survies de 

follicules suite à des problème de perméabilité ou de transport des hormones au niveau des 

sites d'actions, ceci à cause de l'altération du système vasculaire (Jacques, 1989). Les durées 

d'incubation que nous avons choisies, c'est-à-dire 20 minutes pour la LH et une heure pour la 

FSH, sont en accord avec celles définies par Webb et England (1982). 

Les concentrations utilisées (15 ng/ml de FSH et 10 ng/ml de LH) sont physiologiques 

et permettent, dans nos conditions de culture, la meilleure succession des différentes étapes de 

la biosynthèse des stéroïdes sans accumulation d'intermédiaires (Renard, 1991). 

Les hormones que nous avons utilisées sont la LH (NIADDK-oLH-1-3) et la FSH 

(NIADDK-o-FSH-RPl) fournies par le NIH (National Institute of Healt, Bethesda, Maryland, 

U.S.A). 

Le milieu périfusé s'écoule régulièrement et est recueilli par fractions à intervalles de 

temps déterminés (30 minutes). Les prélèvements, d'un volume de deux millilitres, sont 

ensuite stockés à -20°C en vue du dosage ultérieur des stéroïdes (P 4, ~ et E2) émis dans le 

milieu au cours de la culture. 

3,3, TECHNIOUE HISTOLOGIOUE 

Immédiatement après leur retrait des chambres de culture les follicules sont fixés dans 

une solution de Bouin durant 48 à 72 heures en vue de l'examen histologique. 

La préparation des follicules en vue de l'examen histologique est réalisé selon la 

technique classique: 

- déshydratation dans 3 bains successifs d'une heure dans du méthanol absolu; 

- préparation à l'inclusion par 3 bains successifs d'une heure dans du toluol; 

- inclusion dans 3 bains successifs d'une heure dans du paraplast; 

- enrobage et préparation du bloc à la découpe; 

- réalisation de coupes de 6 à 7 µm au microtome; 

- étalement sur lame: les coupes sont disposées sur des lames de verre préalablement 

recouvertes d'une goutte d'eau gélatineuse. L'étalement se réalise sur une plaque 

chauffante à 60°C. Après un séchage d'une heure à l'étuve, les coupes sont prêtes 

pour la coloration; 
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- coloration des coupes à l'H.E.S. (Hémalun-Erythrosine-Safran) dont les différentes 

étapes sont: 

- déparaffinage dans 2 bains de toluol de 3 minutes; 

- 1 bain de 3 minutes dans du méthanol; 

- blanchissement pendant 10 minutes à l'eau courante; 

- 1 bain de 5 minutes dans de l'hémalun; 

- rinçage à l'eau de source; 

- différenciation dans l'alcool-HCl pendant 1 à 3 minutes; 

- eau courante pendant 10 minutes; 

- 1 bain de 6 minutes dans de !'Erythrosine; 

- rinçage à l'eau de source; 

- différenciation dans l'alccol éthylique 70% pendant 2 à 3 minutes; 

- déshydratation dans 2 bains d'alcool isopropylique absolu; 

- passage dans 3 bains de toluol; 

- montage de la lamelle couvre objet au D.P.X. 

Il faut noter que l'examen histologique n'a été réalisé que dans le cas où il pouvait nous 

apporter des renseignements précieux visant à infirmer ou confirmer une hypothèse soulevée 

par les résultats des dosages hormonaux. La réalisation de coupes histologiques et 

l'observation microscopique des cellules de la granulosa permettent de déterminer l'état 

physiologique du follicule. 

Webb et al. (1989) ont classifié l'état physiologique des follicules ovins sur base du 

nombre de noyaux pycnotiques de la granulosa: 

- Stade 1: normal; moins de 5 noyaux pycnotiques dans la granulosa de la section 

observée; 

- Stade 2: atrésie précoce I; 5 à 100 noyaux picnotiques; 

- Stade 3: atrésie avancée II; 100 à 200 noyaux picnotiques. 

3,4, DOSAGES HORMONAUX 

3.4.1. Principe du dosage radioimmunologigue 

La détermination des concentrations hormonales dans le milieu périfusé est réalisée par 

le dosage radioimmunologique (RIA) selon les techniques décrites par Bister (1980). 

Le principe du dosage RIA est basé sur la compétition entre une quantité connue 

d'hormone marquée (H*) et une quantité variable d'hormone froide se trouvant dans 

l'échantillon à analyser, vis-à-vis d'un aptisérum (As) qui leur est spécifique. 
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L'hormone froide (H0 ) peut se lier avec l'antisérum spécifique et la réaction peut s'écrire 

de la manière suivante: 

H0 + As -----> (H0 - As)+ H0 

En ajoutant à ce système de l'hormone marquée (H"'), on obtient une nouvelle équation 

qui est: 

(H0 - As)+ H"' -----> H0 + H* + (H0 - As)+ (H*- As) 

L'hormone se trouve donc sous deux formes: 

- forme libre: H0 et H*; 

- forme liée à l'anticorps: (H0 - As) et (H* - As). 

La quantité d'hormone marquée liée à l'antisérum spécifique est d'autant plus faible que 

la quantité d'hormone froide de l'échantillon est élevée. En séparant l'H* liée à l'antisérum de 

l'H* libre, on peut par mesure de la radioactivité de l'une des fractions, calculer la quantité 

d'H0 • 

Une courbe standard réalisée simultanément dans les mêmes conditions avec des 

quantités connues d'hormone froide sert de référence. 

3.4.2. Calcul des résultats 

Selon le modèle mathématique couramment appliqué aux dosages RIA, la radioactivité 

de la fraction liée peut être déterminée par l'équation: 

avec: 

A: radioactivité de la fraction liée (en cpm) pour une certaine concentration 

d'hormone froide; 

A0 : radioactivité maximale (en cpm) de la fraction liée; 

BG: radioactivité non spécifique (Back Ground), en l'absence d'As; 

Cm: concentration en hormone marquée; 

Cf: concentration en hormone froide. 
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Tableau 6 : mode opératoire du dosage de l'oestradiol au H3 

Fixation A~-Ac: 

1) Addition de 

- 50 µI de tampon wide 

- 100 µIde E2* 

- 100 µI d'AS 

2) Incubation lfl heure à 37°C et une nuit à 3°C. 

Séparation: 

1) Addition de 500 µIde dextran-charcoal à 3°C. 

2) Agitation et incubation pendant 10 min à 3°C. 

3) Centrifugation pendant 10 min à 0°C et à 2800 rpm. 

Compta~e: 

1) Prélèvement de 300 µIde surnageant (phase liée) et addition de 3 ml d'Ecoscint A. 

2) Comptage 5 min à l'analyseur ~-



Cette équation est ajustée aux données expérimentales de la courbe standard et les 

valeurs mesurées (en cpm), sont transformées en concentrations hormonales. 

3.4.3. Dosage des stéroïdes 

Les concentrations en stéroïdes sont déterminées par un dosage homologue où la 

compétition vis-à-vis de l'antisérum se fait entre hormone froide et hormone marquée au H3. 

a) Dosaîe de !'oestradiol 

Les standards utilisés sont préparés par pesée précise et dilution d'oestradiol cristallin 

(MERCK 8964). La courbe standard est réalisée à partir de 100 µl de solutions contenant 0,0; 

2,5; 5; 10; 25; 50; 100; 200; 500; 1000 et 2000 pg de E2fml. 

L'oestradiol tritié, [2,4,6,7-H3] E2 (AMERSHAM TRK-322) a une activité spécifique de 

88 Ci/mmole (3,26 TBq/mmol) et se trouve à la concentration radioactive de 1 mCi/ml 

toluène. L'hormone marquée est portée à une dilution finale de 7000 CPM/100 µl dans du 

tampon wide (tampon phosphate 0,06 M de pH 7,55). Ce tampon est préparé au départ d'une 

solution stock 0,6 M elle-même préparée à partir de 7 ,5 g de KH2PO4 (PM = 136,09) et 77 ,9 

g de NaH2PO4 (PM= 141,96) par litre d'eau distillée. 

L'antisérum (As) provient du "laboratoire d'hormonologie" de Marloie. Il a été obtenu 

par immunisation de lapins contre l'E11B couplé à l'albumine sérique bovine (E17~-6CMO

BSA). 

La manipulation débute par une purification partielle de !'oestradiol contenue dans le 

milieu périfusé grâce à une extraction . On introduit 200 µl de milieu et 2 ml de diéthyléther 

P.A. dans des tubes en verre de 10 cm de hauteur. Le mélange des 2 solutions est important: 

il est donc nécessaire de passer les tubes au vortex pendant 2 minutes après les avoir bouchés. 

On place ensuite les tubes au congélateur à - 20°C pendant environ 1 heure (la phase aqueuse 

doit être gelée). On transvase alors la totalité du surnageant dans un autre tube de verre et on 

évapore à sec dans l'étuve sous vide à 40°C. 

Le dosage proprement dit se réalise de la façon résumée au tableau 6. 

Afin d'absorber la phase libre et ainsi de la séparer de la phase liée à l'antisérum, on 

utilise une solution de Dextran-Charcoal (650 mg de Charcoal Norit A Serva et 65 mg de 

Dextran T70 Pharmacia, dans 300 ml de tampon Wide). 
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Le comptage se réalise sur 300 µl de surnageant (phase liée) mélangés à 3 ml d'Ecoscint 

A (liquide scintillant produit par la firme National Diagnostics), dans une minifiole de 

polyéthylène et compté dans un compteur à scintillation (Beckman LS 1801) durant 4 minutes 

maximum. Le pourcentage d'erreur du comptage des échantillons est de l'ordre de 5 à 10 %. 

b) Dosaee de la Proeestérone 

Les standards utilisés ont été préparés par pesée précise et dilution de progestérone 

cristalline (MERCK 24614). La courbe standard est réalisée à partir de 100 µl de solutions 

contenant 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 et 10 ng de P4/ml. 

La progestérone tritiée [l,2,6,7-H3] P4 (AMERSHAM TRK-413) a une activité 

spécifique de 80 Ci/mmole (2,96 TBq/mmol) et une concentration initiale de 1 mCi/ml 

toluène. L'hormone marquée est portée à une dilution finale de 7000 CPM/100 µl dans du 

tampon wide. 

L'antisérum (As) provient du "laboratoire d'hormonologie" de Marloie. Il a été obtenu 

par immunisation de lapins contre de la P4-3CMO-BSA. 

La manipulation débute par une purification partielle de la progestérone contenue dans 

le milieu grâce à une extraction à l'hexane. On introduit 200 µl de milieu et 2 ml d'hexane 

dans des tubes en verre de 10 cm de hauteur. Les tubes sont mélangés au vortex pendant 2 

minutes et deux fois 1 ml de surnageant sont prélevés dans des tubes RIA en verre et évaporés 

à sec dans une étuve sous vide à 40°C. 

Le dosage proprement dit se réalise de la même façon que pour !'oestradiol. 

cl Dosage del' androsténedione 

Les standards utilisés ont été préparés par pesée précise et dilution d'androsténedione 

cristalline (MERCK 24603). La courbe standard est réalisée à partir de 100 µ1 de solutions 

contenant 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 et 10 ng de A4/ml. 

L'androsténedione tritiée [1,2,6,7-H3] A4 (AMERSHAM TRK-454) a une activité 

spécifique de 80 Ci/mmole (2,96 TBq/mmol) et une concentration radioactive est de 1 

mCi/ml toluène. L'hormone marquée est portée à une dilution finale de 7000 CPM/100 µl 

dans du tampon wide. 
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L'antisérum (As) provient du "laboratoire d'hormonologie" de Marloie. Il a été obtenu 

par immunisation de lapins contre du 4 androsten 6~ al-3,17 dione HMS-BSA. 

Le dosage de l'androsténedione se réalise de la même façon que celui de la 

progestérone. 

4. ANALYSES STATISTIQUES 

Les résultats obtenus lors des deux expériences ont été traités selon le modèle de 

l'analyse de la variance à 4 critères de classification (anova 4; Depiereux, communication 

personnelle). Les critères étudiés sont pour la première expérience: la saison (fixe), les brebis 

(aléatoire et hiérarchisé à traitement), les follicules (aléatoire et hiérarchisé à brebis) et les 

prélèvements (fixe). 

Lors de la seconde expérience les mêmes critères ont été étudiés sauf pour le critère 

saison qui est remplacé par un critère traitement (fixe). 

L'existence de différences significatives entre les moyennes a été vérifiée par test de 

Scheffé. 
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III. RESULTATS ET 

DISCUSSION 
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Photo 3: Granulosa de follicule sain. Grossissement 80x (G: granulosa; T: thèque; FF: 

fluide folliculaire). 

Photo 4: Granulosa de follicule atrétique. Grossissement 80x (G: granulosa; T: thèque; 

FF: fluide folliculaire). 



1. INFLUENCE DE L'ETAT PHYSIOLOGIQUE SUR LA REACTIVITE DES 
FOLLICULES OVARIENS 

1,1, INTRODUCTION 

Dans le cadre de la première expérience, nous avons étudié la réactivité des follicules 

ovariens prélevés sur des brebis se trouvant dans des états physiologiques différents (juillet), 

milieu (octobre) et fin (février) de la saison de reproduction ainsi qu'en anoestrus (avril-mai). 

Pour chaque période envisagée, nous avons prélevé les follicules en phase folliculaire et 

en phase lutéale du cycle sur 4 brebis (2 pour la phase folliculaire et 2 pour la phase lutéale). 

Après leur dissection, les follicules sont placés dans un système de culture qui nous permet 

d'étudier la stéroïdogenèse et la réponse des follicules aux stimulations hormonales. Les 

stimulations ne se faisant qu'à partir du troisième prélèvement nous avons pu comparer les 

sécrétions folliculaires avant et après stimulation. 

Chaque culture est réalisée avec 8 follicules placés séparément dans les chambres. 

Chaque prélèvement de milieu périfusé dure 30 minutes. La durée totale de la culture est de 

6H00. Pour chaque prélèvement nous avons dosé les taux de progestérone, d'androsténedione 

et d'oestradiol. 

Une moyenne de sécrétion est calculée sur les 8 follicules et ce pour chaque 
prélèvement. Les taux moyens obtenus pour la P4, le .14 et l'E2 sont ensuite portés sur 

graphique. 

D'après les résultats obtenus, il s'est avéré nécessaire pour certains follicules de réaliser 

des coupes histologiques afin d'en déterminer l'état physiologique. Il en est ressorti que tous 

les follicules analysés étaient sains. En effet, comme le montre l'observation microscopique 

de la granulosa (photo 3), le nombre de noyaux pycnotiques présents dans les cellules est 

faible par rapport a un follicule atrétique (photo 4). Ceci constitue une preuve supplémentaire 

que les follicules de diamètre supérieur à 4 mm et qui grandissent pendant deux jours 

consécutifs sont bien sains, notre technique d'observation par endoscopie est ainsi validée. 

Nous avons chaque fois comparé les résultats obtenus avec la phase folliculaire du 

début de la saison de reproduction qui est la période la plus couramment étudiée. 

49 



4,S 

4,0 

3,S 

Î'·o 
bl)i.s 
C: !,O ,,_,, 

'<;j' 1,5 
o... ,,o 

o.s 
0,0 

1 2 

3 

::=' 2 

t 
C: ,,_,, 
<l 

0 
1 2 

300 

250 

,-... 

- 200 i 150 ,,_,, 

&j 100 

50 

0 
1 2 

Phase folliculaire 

J,2, Ufbul sh: la 5i1Ï51!D JJ, Elu sh: la 51Ï51!D J,l, Milis:u ds: ta 5aisl!n 4,S 4,S 

4,0 4,0 
(a) (a) 3,S (a) 3,S 

î 3,0 
,-... 

! 
3,0 

b?) 2,S 2,S 

C: 2,0 C: 2,0 ,,_,, ,,_,, 
'<;j' l,S a!; l ,S 
o.. 

1,0 1,0 

o.s 0,5 

0,0 0,0 

3 4 s 6 7 8 9 10 li 2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 

LH FSH Prélèvements LH FSH Prélèvements LHFSH Prélèvements 
3 

(b) (b) (b) 
::=' 2 ::=' 2 

t t 
C: C: ,,_,, ,,_,, 
...(1 

< 
1 

0 0 
3 4 5 6 7 8 9 10 li 2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

LH FSH Prélèvements LH FSH Prélèvements LHFSH Prélèvements 
300 300 

(c) 250 

200 
,-... 

I s 200 

i 150 o.. 
N 

,,_,, 
µJ 100 N 100 

µJ 
50 

0 0 

3 4 5 6 7 8 9 10 li 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Il 

LH FSH Prélèvements LH FSH Prélèvements LHFSH Prélèvements 

Fieure 3: Profils de sécrétion moyens (moyenne± écart-type) de chaque stéroïde en fonction du temps (prélèvements) pour des follicules 

soumis à une stimulation par la FSH (15 ng) puis par la LH (10 ng) et prélevés en phase folliculaire au milieu (3.1), au début (3.2) et à la 

fin de la saison de reproduction (3.3). a) Progestérone; b) Androsténedione etc) Oestradiol. 
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1.2, RÉSULTATS OBTENUS EN PHASE FOLLICULAIRE 

La figure 3 représente les profils de sécrétion moyens (moyenne ± écart type; n = 8) de 

chaque stéroïde en fonction du temps pour des follicules prélevés en phase folliculaire au 

milieu (3.1), au début (3.2) et à la fin de la saison de reproduction (3.3). 

1.2.1. Le milieu de la saison de reproduction {Fi~re 3.1} 

L'observation des taux de progestérone (Figure 3.la) indique que les sécrétions des 

follicules fluctuent autour d'une valeur moyenne de 0,17 ng/ml. Nous n'observons aucune 

réponse à la stimulation hormonale. 

Les taux moyens initiaux d'androsténedione (Figure 3.lb) sont de 0,40 ng/ml. Ils 

augmentent progressivement à partir du 4ème prélèvement (30 minutes après le début de la 

stimulation à la LH) pour atteindre une valeur maximale de 0,93 ng/ml au 6ème prélèvement 

et diminuer ensuite progressivement. Cette réponse est significative (P < 0,05) aux 

prélèvements 4, 5, 6 et 7. 

Les niveaux moyens de sécrétion d'oestradiol (Figure 3.lc) sont de 50 pg/ml avant 

stimulation. Les follicules répondent à l'apport de gonadotropines par une augmentation des 

taux d' E2 passant de 50 pg/ml à un maximum de 120 pg/ml au prélèvement 7. Cette hausse 

est significative (P < 0,05) du 5ème au 11 ème prélèvement. 

La phase folliculaire du milieu de saison de reproduction est donc caractérisée par 

des niveaux de P4 peu variables et par une augmentation significative des taux de~ et d'E2 

après la stimulation LH-FSH. 

1.2.2. Le début de saison de reproduction {Figure 3.2) 

La production initiale de progestérone (Figure 3.2a) se situe autour d'une valeur 

moyenne de 0,21 ng/ml proche de celle décrite ci-dessus pour la phase folliculaire du milieu 

de la saison (0,17 ng/ml). Elle n'est pas influencée par les stimulations LH et FSH. 

Les valeurs moyennes initiales d'androsténedione (Figure 3.2b) sont comparables à 

celles obtenues au milieu de la saison de reproduction. Les follicules répondent à la double 

stimulation par une légère augmentation (non significative) de la sécrétion de~ (0,53 ng/ml). 

Les valeurs moyennes d'oestradiol (Figure 3.2c) avant stimulation (54 ng/ml) sont 

semblables à celles obtenues au milieu de la saison de reproduction L'apport de LH, suivi de 
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FSH, provoque une augmentation de la sécrétion d'E2 qui atteint un maximum de 213 pg/ml 

au prélèvement 8. L'augmentation est significative (P < 0,05) aux prélèvements 6, 7, 8, 9, 10 

et 11. Contrairement aux sécrétions obtenues en milieu de saison de reproduction, les 

niveaux élevés d'E2 produits par les follicules prélevés en début de saison de reproduction se 

maintiennent jusqu'en fin de culture. Par contre, la variabilité individuelle est nettement 

supérieure. 

Que ce soit avant ou après la stimulation hormonale, les profils de sécrétion de stéroïdes 

par les follicules prélevés en phase folliculaire au début de saison de reproduction sont 

semblables à ceux observés en milieu de saison, mais avec un effet plus prolongé des 

gonadotropines sur la sécrétion d'E2. 

1.2.3. La fin de la saison de reproduction (Fiirure 3.3) 

Les taux de progestérone (Figure 3.3a) varient très peu autour d'une valeur moyenne de 

2,6 ng/ml et ne sont pas influencés par les traitements. Ils sont significativement supérieurs 

(P < 0,01) à la moyenne obtenue au milieu de la saison (0,17 ng/ml). 

Les follicules sécrètent de l'androsténedione (Figure 3.3b) à un taux se situant en 

moyenne à 0,4 ng/ml avant la stimulation, soit un taux comparable à celui obtenu au milieu de 

la saison de reproduction. On observe une élévation environ 30 minutes après le début de la 

double stimulation (4ème prélèvement). Cette augmentation se maintient tout au long de la 

culture et est significative du 5ème au 11 ème prélèvements (P < 0,05). Cette réponse est plus 

longue et significativement plus importante que celle des follicules prélevés au milieu de la 

saison de reproduction. 

Le niveau moyen de sécrétion d'oestradiol (Figure 3.3c) est significativement plus 

faible (P < 0,01) pour les follicules prélevés en fin de saison de reproduction (8 pg/ml), que 

pour les follicules prélevés au milieu (50 pg/ml). 

Les gonadotropines stimulent significativement les sécrétions d'E2 du 4ème au 8ème 

prélèvements. Cependant, les taux restent beaucoup plus faibles (P < 0,01) qu'au milieu de la 

saison. 

Par apport au milieu de la saison, la phase folliculaire de la fin de la saison est donc 

marquée par une production nettement accrue de P4 au dépens d'E2. Les follicules réagissent 

aussi moins aux gonadotropines en ce qui concerne l'E2. 

L'observation des coupes histologiques montre un début de lutéinisation des follicules 

prélevés à cette période. 

51 



70 

60 

I 
50 

40 

p., 30 .__, 

&! 20 

10 

0 

4.t, Milieu de la saison 
(a) 

1,5 

- 1,0 -1b 
i:: .._, 

~ 
0,5 

0,0 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

LH FSH Prélèvements 

(b) 3 

- 2 -1b 
i:: .._, 

< 

0 
2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 1 

LH FSH Prélèvements 

( C) 70 

60 

- 50 

140 
.e 30 

&! 20 

10 

0 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 

LHFSH Prélèvements 

Phase lutéale 

4,2, Début de la saison 
(a)-

2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

LH FSH Prélèvements 

(b) 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

LH FSH Prélèvements 

(c) 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

LH FSH Prélèvements 

1., 

70 

60 

- 50 1 40 
.e 30 

~ 20 

10 

4,3, Eiu de la saison 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

LH FSH Prélèvements 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

LH FSH Prélèvements 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 li 

LHFSH Prélèvements 

Fieure 4: Profils de sécrétion moyens (moyenne± écart-type) de chaque stéroïde en fonction du temps (prélèvements) pour des 

follicules soumis à une stimulation par la FSH (15 ng) puis par la LH (10 ng) et prélevés en phase lutéale au milieu (4.1), au début 

(4.2) et à la fin de la saison de reproduction (4.3). a) Progestérone; b) Androsténedione etc) Oestradiol. 

(a) 

(b) 

(c) 



1,3, RESULTATS OBTENUS EN PHASE LUTÉALE 

La figure 4 représente les profils de sécrétion moyens (moyenne ± écart type; n = 8) de 

chaque stéroïde en fonction du temps pour des follicules prélevés en phase lutéale au milieu 

(4.1), au début (4.2) et à la fin de la saison de reproduction (4.3). 

1.3.1. Le milieu de la saison de reyroduction <Figure 4.1) 

Les taux moyens de progestérone (Figure 4.la) sécrétés par les follicules fluctuent 

autour d'une valeur proche de 0,30 ng/ml. Ils ne varient pas significativement après la 

stimulation LH-FSH. Ils sont légèrement supérieurs à ceux rencontrés en phase folliculaire. 

Le niveau moyen initial de sécrétion d'androsténedione (Figure 4.lb) est de 0,46 

ng/ml. Il s'élève progressivement après la stimulation pour atteindre une valeur maximale de 

1,1 ng/ml au prélèvement 7; on observe ensuite une diminution progressive des taux jusqu'à la 

fin de la culture. La variabilité individuelle est cependant très importante comme en 

témoignent les écarts types et les différences ne sont pas significatives. Le profil de sécrétion 

est semblable à celui rencontré en phase folliculaire. 

Les follicules sécrètent de faibles quantités d'oestradiol (Figure 4. lc) se situant aux 

alentours de 5,40 pg/ml. Globalement, les sécrétions ne subissent aucune variation 

significative; les follicules ne semblent donc pas répondre à la stimulation gonadotrope. 

De plus, par rapport à la phase folliculaire, la phase lutéale est marquée par une nette 

diminution des taux d'E2. 

En phase lutéale au milieu de la saison de reproduction, quel que soit le stéroïde 

considéré, nous n'observons donc pas de réponse à la stimulation gonadotrope. Les 

concentrations en E2 sont significativement plus faibles qu'en phase folliculaire. 

1.3.2. Le début de la saison de reproduction (Figure 4.2) 

Avant la stimulation, le niveau moyen de sécrétion de progestérone (Figure 4.2a) est de 

0,14 ng/ml et est proche de celui observé en phase folliculaire du milieu de la saison de 

reproduction. La stimulation gonadotrope n' a aucun effet sur cette sécrétion. 

Que ce soit avant ou après la stimulation, les taux moyens d'androsténedione (Figure 

4.2b) restent plus ou moins constants au cours de la culture (0,2 ng/ml) et sont proches de 

ceux obtenus avant la stimulation en phase folliculaire au milieu de la saison de reproduction. 
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La sécrétion d'oestradiol (Figure 4.2c) fluctue très peu (non significativement) autour 

d'une valeur moyenne de 32 pg/ml et n'est pas influencée par la stimulation hormonale. Ce 

taux est proche de celui observé,avant stimulation en phase folliculaire du milieu de la saison 

de reproduction. Il est également important de souligner que les sécrétions sont 

significativement supérieures (P > 0,05) à celles obtenues à partir de follicules prélevés en 

phase lutéale au milieu de la saison de reproduction. 

Par rapport à la phase folliculaire du milieu de la saison de reproduction, on observe une 

inhibition des sécrétions de t\4 et une absence de réponse de l'E2 et de la t\4 à la stimulation 

gonadotrope pour les follicules prélevés en phase lutéale au début de la saison de 

reproduction. 

Par comparaison avec les concentrations obtenues en phase lutéale au milieu de saison 

de reproduction, les sécrétions stéroïdiennes des follicules prélevés en début de saison sont 

modifiées dans le sens d'une diminution de la production de P4 et d'une augmentation de la 

production d'E2. 

1.3.3. La fin de la saison de reproduction {Figure 4,3) 

La sécrétion de progestérone (Figure 4.3a) présente de très légères variations non 

significatives autour d'une valeur moyenne de 0,37 ng/ml. Cette valeur est proche de celle 

observée en phase folliculaire au milieu de la saison de reproduction. 

Les niveaux moyens d'androsténedione (Figure 4.3b) fluctuent légèrement autour de 

0,50 ng/ml et ne sont pas influencés par la stimulation hormonale. Ce taux est proche de celui 

observé au milieu de la saison de reproduction (0,44 ng/ml). 

Les sécrétions moyennes d'oestradiol (Figure 4.3c) sont très faibles (1,34 pg/ml) et 

inférieures à celles obtenues au milieu de la saison de reproduction (P < 0,01). 

Les profils des sécrétions stéroïdiennes observés en phase lutéale durant la fin de la 

saison de reproduction sont caractérisés par de faibles taux d'E2. Pas plus que durant les 

autres périodes, les follicules ne répondent aux stimulations par les gonadotropines. 

1,4, L'ANOESTRUS 

En anoestrus qui est une phase caractérisée par l'absence d'ovulation, il n'existe bien sûr 

ni phase folliculaire ni phase lutéale mais, comme lors des autres périodes considérées, nous 

avons réalisé 2 cultures aux jours 11 et 16. Les figures 5 a, b et c représentent 

respectivement les profils moyens (n=8) de sécrétions de P 4, de t\4 et d'E2 pour les 2 cultures. 
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Nous observons des profils de sécrétions pratiquement identiques et ce pour les trois 

stéroïdes. Il semblerait donc qu'en anoestrus, quelle que soit la vague de croissance 

folliculaire, les follicules sécrètent la même quantité de stéroïdes et réagissent de la même 

façon à une stimulation gonadotrope. Pour plus de clarté, nous ne présentons ici que les 

histogrammes obtenus au jours 16. 

Les niveaux moyens de progestérone (Figure 6a) sont de 0,76 ng/ml, soit plus élevés 

que lors de la phase folliculaire au milieu de la saison de reproduction. La stimulation LH

FSH n'a aucun effet sur la sécrétion de P4. 

La sécrétion moyenne d'androsténedione (Figure 6b) rencontrée avant la stimulation 

est de 0,84 ng/ml, ce qui est significativement supérieur (P < 0,05) au taux de base observé en 

phase folliculaire. Les sécrétions sont stimulées par l'apport de gonadotropines pour atteindre 

en moyenne 1,5 ng/ml. Ces valeurs sont également plus élevées par rapport à la phase 

folliculaire. 

Les taux moyens d'oestradiol (Figure 6c) sont de 4,34 pg/ml avant stimulation. 

Soixante minutes après le début de la stimulation (5ème prélèvement), le taux émis augmente 

progressivement jusqu'à 13 pg/ml pour diminuer ensuite et revenir aux valeurs moyennes 

obtenues avant les stimulations dès le 11 ème prélèvement. Les follicules répondent de façon 

significative (P < 0,05) à la stimulation hormonale aux prélèvements 6, 7, 8, 9 et 10. 

Les taux moyens sont nettement inférieurs à ceux observés en phase folliculaire au 

milieu de la saison de reproduction. 

Il ressort donc qu'en anoe_strus avant la stimulation hormonale, les taux de P4 et de A4 
sont élevés tandis que les taux d'E2 sont fortement diminués. Les stimulations gonadotropes 

ont les même effets qu'en phase folliculaire mais moindre pour l'E2. 
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P4 (ni:lmll 

A4 (ni:lmll 

E2 (gi:imll 

Phase lutéale Phase foll. 

Début Milieu Fin Début Milieu Fin 

Avant stimul. 0, 11 0,42 0,52 0,21 0, 14 2,64 

Après stimul. 0, 16 0,3 0,25 0,24 0, 17 2,85 

Avant stimul. 0,2 0,46 0,59 0,33 0,25 0,48 

Après stimul. 0, 18 0,91 0,42 0,53 0,63 1,46 

Avant stimul. 33, 19 4,61 1,34 54,38 52,42 4,69 

Après stimul. 31,7 5,6 1,34 137,46 90,21 11,48 

Tableau 7 : Les taux moyens obtenus avant et après stimulation pour les trois stéroïdes au 

cours des différents états physiologiques considérés. 

Anoestrus 

0,69 

0,65 

0,44 

0,64 

4,34 

8,68 



1.5, LES FACTEURS INFLUENÇANT LES SÉCRÉTIONS FOLLICULAIRES 

Le tableau 7 donne les taux de base obtenus avant et après la stimulation pour les trois 

stéroïdes au cours des différents états physiologiques considérés. Si l'on compare par rapport 

à la phase folliculaire du milieu de la saison de reproduction qui est la période la plus 

couramment étudiée, nous pouvons mettre en évidence les facteurs qui influencent les 

sécrétions folliculaires. 

1.5.1. Influence de la période de l'année 

Le facteur période semble influencer la stéroïdogenèse des follicules prélevés en phase 

lutéale et en phase folliculaire. Par rapport à la phase folliculaire du milieu de la saison de 

reproduction caractérisée des niveaux de P4 peu variables et par une augmentation 

significative des taux de 6.4 et d'E2 après la stimulartion LH-FSH, on observe: 

Pour la progestérone: 

- une augmentation des taux de P4 en phase lutéale sauf au début de la saison de 

reproduction; 

- une augmentation importante en phase folliculaire de la fin de la période de 

reproduction. 

Pour l'androsténedione: 

- des fluctuations entre 0,2 et 0,6 ng/ml mais pas d'évolution nette selon les périodes. 

Pour l'oestradiol: 

- une diminution nette en phase lutéale; 

- des valeurs plus élevées en phase lutéale au début de la saison ; 

- une diminution très nette en phase folliculaire en fin de saison. 

1.5.2. Influence de la stimulation hormonale 

Le facteur période semble influencer la réponse des follicules aux stimulations 

gonadotropes. Par rapport à la phase folliculaire du milieu de la saison de reproduction on 

observe: 

Pour la progestérone: 

- jamais d'effet de la stimulation hormonale; 
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Pour l'androsténedione: 

- une légère augmentation (non significative) des sécrétions de 64 en phase lutéale du 

milieu de la saison de reproduction; 

- une sécrétion plus élevée de 64 suite à la stimulation durant la phase folliculaire de 

la fin de la saison de reproduction ; 

- une augmentation en anoestrus. 

Pour )'oestradiol: 

- un effet net de la stimulation gonadotrope qui engendre une augmentation des 

sécrétions hormonales en phase folliculaire; 

- pas d'effet en phase lutéale; 

- un effet en anoestrus qui se traduit également par une augmentation des sécrétions 

d'E2. 
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1,6, DISCUSSION 

Peu d'informations existent en ce qui concerne le potentiel de stéroïdogenèse des 

follicules au cours des différents états physiologiques de la brebis. A notre connaissance, 

seules deux études ont été réalisées jusqu'à présent, il s'agit des travaux de McNatty et al. 

(1984) et de Jacques (1989). De plus, les résultats obtenus par ces auteurs divergent. 

McNatty et al. (1984) ont démontré sur la brebis Romney que la capacité des follicules 

ovariens à synthétiser de l'E2 ne diffère pas entre l'anoestrus et la saison de reproduction. Par 

contre, selon Jacques (1989) qui a travaillé sur des brebis Texel, l'identité morphologique des 

follicules observés au cours des différents stades physiologiques n'est pas associée à une 

identité fonctionnelle. Nos résultats sont en accord avec cette dernière observation; les 

follicules prélevés à des périodes différentes du cycle et de la saison de reproduction n'ont pas 

le même potentiel stéroïdogénique et ne répondent pas avec la même intensité aux 

gonadotropines. 

1.6.1. La phase folliculaire 

En phase folliculaire, au milieu de la saison de reproduction, les taux de P 4 

n'augmentent pas suite aux stimulations; ils ne diminuent pas non plus malgré la conversion 

évidente en t4. Ces résultats tendent à prouver que la LH et/ou la FSH stimulent les enzymes 

catalysant la synthèse de la progestérone. Roy et Greenwald (1989) ont montré que la LH 

favorise la production de P4 tandis que d'autres auteurs (Fanjul et al., 1984; Roy et 

Greenwald, 1987; Renard, 1991) montrent une action positive de la FSH sur la sécrétion de 

P4. 
A cette même période, nous observons une hausse de la sécrétion de t4 et d'E2 suite à la 

stimulation hormonale. Ces résultats sont en accord avec ceux de la littérature. En effet, il 

est établi que la LH provoque une augmentation des taux de t4 par activation de l'enzyme 

P4so-11cx. au niveau des cellules thécales (Fortune et Vincent, 1983; Demuynck, 1990; 

Renard, 1991). La FSH, quant à elle, stimule le complexe aromatase, ce qui entraîne la 

transformation de t4 en E2 (Kessel et al., 1987; Renard, 1991). 

Certains auteurs préconisent également que la FSH seule est capable de stimuler les 

trois grandes étapes de la biosynthèse des stéroïdes dans le sens d'une production accrue d'E2 

(Fanjul et al., 1984; Roy et Greenwald, 1987; Renard, 1991). 

Au début de la saison de reproduction, la stéroïdogenèse et la réponse aux 

stimulations gonadotropes s'effectuent de la même façon qu'au milieu de la saison de 

reproduction. 
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En fin de saison de reproduction, nous observons des accumulations de P 4 et de ~ et 

des faibles sécrétions d'E2. Les taux de P4 sont proches de 2,6 ng/ml, ce qui est 

particulièrement élevé par rapport aux autres périodes, tout en restant inférieur aux taux 

sécrétés par des corps jaunes. En effet, lors d'une culture de corps jaunes, nous avons 

observé des teneurs moyennes de 8 ng/ml. 

Nos résultats appuient les hypothèses de Fortune et Vincent (1983) pour qui, quelques 

heures avant l'ovulation, il se produit un blocage du système enzymatique vers une sécrétion 

accrue de P4 et une diminution de la sécrétion d'E2. On pourrait donc penser qu'en fin de 

saison de reproduction l'ovulation apparaît plus rapidement et que les follicules prélevés au 

jour 16 sont déjà en phase de lutéinisation, ce qui n'est pas le cas pour les autres périodes 

envisagées. L'observation histologique de la granulosa des follicules prélevés à cette période 

montre en effet un bouleversement de la structure qui pourrait nous faire penser à un début de 

lutéinisation. 

1.6.2. La phase lutéale 

Au milieu de la saison de reproduction, les taux moyens de P4 et de~ observés en 

phase lutéale sont comparables à ceux obtenus en phase folliculaire avant la stimulation 

hormonale. Par contre, nous observons une déficience fonctionnelle des sécrétions d'E2 et 

une absence totale de réponse à la stimulation gonadotrope quel que soit le stéroïde considéré. 

Selon Fortune et Vincent (1983), la progestérone exercerait un effet inhibiteur 

spécifique et irréversible sur la production d'E2 par les cellules de la granulosa. On peut donc 

penser que le taux élevé de P4 sécrétée par le corps jaune en phase lutéale ait irréversiblement 

altéré le complexe aromatase des follicules. On n'observe cependant pas d'accumulation des 

précurseurs de l'E2 (P4 et~); cette accumulation pourrait être évitée par les précurseurs eux

même, qui boqueraient grâce à un rétrocontrôle négatif, leur propre synthèse. 

L'effet inhibiteur de la P4 sur les follicules est également observable in vivo. En effet, 

Noël et al. (1992) ont observé des taux d'atrésie plus importants ainsi qu'une taille moyenne 

des follicules dominants inférieure en phase lutéale. De plus, la P4 sécrétée à des taux élevés 

par le corps jaune en phase lutéale provoque une inhibition de l'ovulation qui peut être levée 

par la destruction du corps jaune ou son ablation (Driancourt et al., 1984). De même, 

l'administration de progestagène exogène inhibe l'ovulation jusqu'au moment de la cessation 

du traitement (Debecker, 1984). 

La déficience au niveau des sécrétions d'E2 est moins marquée en début de saison de 

reproduction mais s'accompagne d'une diminution des taux de P4 et de~- En effet, les taux 

moyens de ces deux hormones sont plus faibles que ceux observés au cours des autres 

périodes. Lors de la rentrée en cycle, il semble donc se produire une activation des 
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mécanismes d'aromatisation et la stéroïdogenèse évolue dans le sens d'une production accrue 

d'E2. 

Il est possible que les taux élevés d'E2 observés en début de saison de reproduction 

jouent un rôle important dans le déclenchement du comportement de reproduction faisant 

suite à l'anoestrus. En effet, les oestrogènes lorsqu'ils sont émis en concentrations suffisantes, 

stimulent le centre cyclique de !'hypothalamus, ce qui entraîne une réaction en chaîne: la 

production de GnRH, de LH, de FSH ainsi que d'E2 augmente, provoquant le comportement 

d'oestrus suivi de l'ovulation (Bister, 1989). Cependant, aucun élément de la littérature ne 

nous permet de confirmer nos hypothèses. 

En fin de saison de reproduction, les résultats sont similaires à ceux obtenus en milieu 

de saison. 

1.6.3. L'anoestrus 

Les résultats obtenus ne nous permettent pas de mettre en évidence un effet de 

l'anoestrus sur l'activité des enzymes responsables de la synthèse de P4 et de~. les L:\5-3P 

HSD et P4so-11a. Par contre, comme en fin de saison de reproduction nous observons une 

nette diminution de la synthèse d'E2 par rapport à la phase folliculaire, ce qui reflète une 

déficience fonctionnelle de l'aromatase. Ces résultats confirment ceux obtenus par Jacques 

(1989) et Renard (1991) mais vont à l'encontre de ceux de McNatty et al. (1985) qui mesurent 

en anoestrus une activité aromatase similaire à celle obtenue au cours de la saison de 

reproduction, à condition de fournir les quantités appropriées de précurseurs. 

Webb et England (1982) appuient l'hypothèse de McNatty et al. (1985) en supposant 

que la faible production d'E2 serait due à une absence de précurseur, or cela ne semble pas 

être le cas puisque nous n'observons pas de réduction dans la production de P4 et de L\4. Ceci 

démontre bien l'insuffisance du complexe aromatase en anoestrus. 

Contrairement aux follicules atrétiques qui manifestent une perte de l'aptitude à 

aromatiser les androgènes (Webb et Gauld, 1984; Renard, 1991), les follicules prélevés en 

anoestrus gardent cette capacité puisqu'une stimulation par la LH suivie de la FSH provoque 

une augmentation des taux d'E2. 

Ceci est également observable in vivo. En effet, même en anoestrus l'ovaire reste apte 

à répondre à une injection de gonadotropines par une augmentation des sécrétions d'E2. De 

plus, Noël (1989) a montré qu'une éponge de FGA et une injection de PMSG étaient capables 

d'induire l'ovulation au mois d'avril chez les brebis Suffolk. Néanmoins le nombre de brebis 

qui répondent au traitement et les taux d'ovulation sont faibles. Ceci est sans doute dû à la 

faible quantité d'E2 sécrétée par les follicules. 
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1.6.4. Comparaison avec les résultats obtenus lors de la mise à la reproduction 

Une expérience réalisée par Noël (1989) a montré que le milieu de la saison de 

reproduction est la période la plus propice à l'action des progestagènes et de la PMSG pour le 

contrôle de l'ovulation. En fin de saison le taux d'ovulation est médiocre tandis qu'en juillet il 

est relativement élevé. Ces résultats obtenus in vivo peuvent parfaitement être expliqués par 

les renseignements que nous avons obtenus in vitro. En effet, les follicules sécrètent des 

quantités importantes d'E2 et répondent à une stimulation hormonale au début et au milieu de 

la saison de reproduction, tandis qu'en fin de saison les sécrétions moyennes d'E2 sont 

beaucoup plus faibles. On observe donc une déficience fonctionnelle des follicules prélevés 

au cours de cette période, il est alors normal que peu d'entre eux parviennent à l'ovulation 

Comme nous l'avons déjà discuté ci-dessus, les mauvais résultats obtenus lors de la 

mise à la reproduction en contre-saison sont justifiés par une déficience au niveau de la 

stéroïdogenèse. 
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2. LES EFFETS DES TRAITEMENTS HORMONAUX 

2.1, INTRODUCTION 

Il existe actuellement différents traitements visant à améliorer le contrôle de la 

reproduction chez les ovins ainsi qu'à augmenter le taux d'ovulation. Ces traitements sont 

responsables de modifications dans la croissance folliculaire ainsi que dans le profil de 

sécrétion des différentes hormones stéroïdiennes. Le but de l'expérience est de mettre en 

évidence les modifications induites par ces traitements sur les sécrétions folliculaires in vitro 

et sur la réactivité de ces follicules à une stimulation gonadotrope. 

Au total, 24 brebis sont réservées à cette expérience qui est réalisée en période de 

cyclicité. Le même essai a été réalisé 4 fois avec 6 animaux recevant chacun un traitement 

différent: FGA, FGA + PMSG, PMSG, mélatonine et mélatonine + FGA + PMSG. Un lot de 

4 brebis témoins a également été analysé. 

Seuls les follicules prélevés en phase folliculaire du cycle sont étudiés. Pour ce faire, ils 

sont placés dans le système de culture et onze prélèvements de 30 minutes sont récoltés et 

analysés afin de déterminer les sécrétions des follicules (P4, l4, E2) provenant de brebis ayant 

reçu chacune un traitement différent. La réactivité des follicules aux gonadotropines 

hypophysaires est étudiée grâce à un apport de LH durant 20 minutes, suivi d'un apport de 

FSH durant 60 minutes. La première stimulation débute au cours de la troisième période de 

prélèvement du milieu de périfusion, la seconde au cours de la quatrième période; nous avons 

ainsi pu comparer les sécrétions avant et après stimulation. 
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2,2, LES EFFETS DES TRAITEMENTS HORMONAUX 

2.2.1. Groupe témoin 

(a) (b) (c) 

I,! "Il 
,m 

1,1 

~"" ! o, != 
~ ... .e, 1~ 

&:l ICXJ .., ,. 
0,0 0 

' ' ' • 7 • ' IO Il 1 1 ' ' ' • 7 • ' .. Il 1 1 ' ' ' • 7 • ' 10 Il LB FSH PT&vements LBFIB IWl~emCIIIIB LBFSH l'l&vmncnts 

Figure 5: Sécrétions moyennes (moyenne± écart type, n = 8) de P4 (a), de Â4 (b) et d'E2 (c) pour des follicules 

prélevés chez les brebis témoins. 

Les sécrétions de progestérone (Figure 5a) par les follicules prélevés sur des brebis 

Suffolk n'ayant reçu aucun traitement varient très peu au long de la culture. Les teneurs en P4 

du milieu de périfusion fluctuent autour d'une moyenne de 0,22 ng/ml. Les gonadotropines 

(LH et FSH) n'ont aucun effet. 

Les niveaux moyens d'androsténedione (Figure 5b) avant stimulation (0,32 ng/ml) et 

après stimulation (0,50 ng/ml) ne diffèrent pas significativement bien qu'une tendance vers 

une plus forte production soit observée suite à la double stimulation. En effet, 30 minutes 
après le début de la première stimulation, les sécrétions de ô4 par les follicules stimulés 

augmentent et se maintiennent en moyenne à plus de deux fois la valeur de départ jusqu'au 

9ème prélèvement. Cependant, en raison de la grande variabilité observée entre follicules, 

cette différence n'est statistiquement pas significative. 

Les follicules avant stimulation produisent de !'oestradiol (Figure 5c) à un taux se 

situant en moyenne à 48,5 pg/ml, alors qu'après stimulation, les teneurs du milieu de 

périfusion atteignent une moyenne de 133 pg/ml. Cette augmentation est significative à partir 

du 6ème prélèvement et ceci jusqu'au prélèvement 11 (P < 0,05), soit au moment où la 

concentration en d4 se stabilise puis diminue. 

Globalement, les valeurs initiales de sécrétion de stéroïdes et les effets des traitements 

aux hormones gonadotropes sont parfaitement comparables à ceux observés pendant la phase 

folliculaire de la saison de reproduction de la première expérience. 
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2.2.2. Groupe FGA 
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Figure 6: Sécrétions moyennes (moyenne± écart type, n = 8) de P4 (a), de .14 (b) et d'E2 (c) pour des follicules 

prélevés chez les brebis prétraitées avec de la FGA et les brebis témoins. 

Les sécrétions moyennes de progestérone (Figure 6a) des follicules prélevés sur des 

brebis ayant reçu une éponge vaginale de FGA, fluctuent très peu autour d'une valeur 

moyenne de 0,21 ng/ml, sans changement significatif suite aux stimulations LH et FSH. 

Ce profil de sécrétion de P4 est similaire à celui rencontré pour le groupe témoin. 

Les concentrations moyennes d'androsténedione (Figure 6b) élaborées par les 

follicules avant et après la double stimulation ne varient pas significativement entre chaque 

prélèvement. Les stimulations n'ont donc pas d'effet. 

Le niveau moyen de .14 (0,60 ng/ml) calculé sur toute la culture est proche de celui 

obtenu pour le groupe témoin après la double stimulation (0,50 ng/ml). 

Les follicules produisent des taux moyens d'oestradiol (Figure 6c) qui fluctuent très peu 

tout au long de la culture. Ces taux se situent autour d'une valeur moyenne de 27 ,5 pg/ml et 

ne présentent pas de variations significatives suite à la stimulation gonadotrope. 

Par rapport au lot de brebis témoins, les sécrétions d'E2 sont significativement plus 

faibles (P < 0,01). 

En conclusion, le traitement au progestagène seul a pour conséquence de bloquer la 

synthèse d'E2 par les follicules de la phase folliculaire et de rendre ces follicules insensibles 

aux hormones gonadotropes. 
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2.2.3. Groupe PMSG 
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Figure 7: Sécrétions moyennes (moyenne± écart type, n = 8) de P4 (a), de~ (b) et d'E2 (c )pour des follicules 

prélevés chez les brebis prétraitées avec de la PMSG et les brebis témoins. 

Le niveau moyen de sécréùon de progestérone (Figure 7a) des follicules varie peu tout 

au long de la culture pour les brebis traitées avec de la PMSG seule. Les concentraùons 

obtenues se situent autour d'une valeur moyenne de 0,27 ng/ml. Ce taux est légèrement 

supérieur aux valeurs rencontrées pour le lot de follicules prélevés sur les brebis témoins 

(0,22 ng/ml). 

Avant les stimulations hormonales, les follicules sécrétent 0,31 ng/ml 

d'androsténedione (Figure 7b), ce qui est similaire à la valeur obtenue pour le groupe témoin. 

Comme pour celui-ci, les stimulations provoquent une augmentaùon (jusque 0,61 ng/ml) mais 

variable selon les individus et non significative. 

La sécréùon moyenne d'oestradiol (Figure 7c) est pendant toute la culture sensiblement 

inférieure chez le groupe PMSG que chez les témoins (33 pg/ml avant la stimulation et 82 

pg/ml après celle-ci). 

Comme pour le groupe témoin, la réponse du groupe PMSG face à la stimulation est 

momentanée; elle se traduit par une augmentation significative (P < 0,05) des sécrétions d'E2 

seulement aux prélèvements 7, 8, 9 et 10, soit lorsque les concentrations en à4 au sein de ce 

même groupe diminuent. 

En conclusion, le groupe PMSG est globalement très proche du groupe témoin, si ce 

n'est qu'il présente une production légèrement supérieure de P4 et inférieure d'E2. 
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2.2.4. Groupe FGA/PMSG 
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Figure 8: Sécrétions moyennes (moyenne± écart type, n = 8) de P4 (a), de Â4 (b) et d'E2 (c)pour des follicules 

prélevés chez les brebis prétraitées avec du FGA et de la PMSG et les brebis témoins. 

Les sécrétions de progestérone (Figure 8a) par les follicules provenant de brebis 

traitées avec du FGA et de la PMSG varient peu tout au long de la culture et ne répondent pas 

à la double stimulation Le niveau moyen de P4 se situe autour d'une valeur moyenne de 0,14 

ng/ml. 

Avant la stimulation par les gonadotropines, la teneur moyenne du milieu périfusé en 

androsténedione (Figure 8b) est de 0,34 ng/ml, proche de celui du groupe témoin (0,32 

ng/ml). Celle-ci augmente progressivement dès le 4ème prélèvement, c'est-à-dire 30 minutes 

après la première stimulation, pour diminuer après le gème prélèvement. Le niveau moyen de 

sécrétion après stimulation atteint 0,66 ng/ml, il est légèrement plus élevé que celui du lot 

témoin (0,50 ng/ml) avec une variabilité moindre. 

Les follicules placés en culture ont une sécrétion initiale d'oestradiol (44,5 pg/ml) 

comparable à celle du groupe témoin (48,5 pg/ml). Ils répondent à la double stimulation par 

une augmentation de leur sécrétion d'E2 (Figure 8c). Le niveau moyen obtenu après 

stimulation (119 pg/ml) est significativement (P < 0,05) supérieur à celui observé avant 

stimulation. 

Comme pour le groupe témoin, l'élévation des taux moyens d'E2 se produit lorsque les 

taux moyens de â4 se stabilisent puis diminuent. 

Un traitement à la PMSG après le retrait de l'éponge vaginale imbibée de FGA a pour 

effet de ramener la stéroïdogenèse au même niveau que celle du groupe témoin et de rétablir 

la sensibilité des follicules aux gonadotropines. Les conséquences néfastes de traitement de 

FGA sur la production d'E2 sont ainsi supprimées. 
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2.2.5. Groupe mélatonine 
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Figure 9: Sécrétions moyennes (moyenne± écart type, n = 8) de P4 (a), de~ (b) et d'E2 (c)pour des follicules 

prélevés chez les brebis prétraitées avec de la mélatonine et les brebis témoins. 

Le niveau moyen de progestérone (Figure 9a) sécrété par les follicules prélevés sur des 

brebis soumises à une injection de mélatonine 48 jours auparavant, se situe autour de 0,22 

ng/ml et ne varie pas significativement après la double stimulation. 

Les sécrétions de P4 obtenues par ce groupe de follicules sont semblables à celles 

rencontrées pour le groupe témoin. 

Les sécrétions d'androsténedione (Figure 9b) sont faibles (0,32 ng/ml) et ne répondent 

pas ou peu aux stimulations. Le taux moyen est légèrement inférieur (non significatif) à celui 

de groupe témoin avant et après stimulation (0,46 ng/ml). L'implant de mélatonine semble 

avoir un effet inhibiteur sur les sécrétions de ~-

Les niveaux d'oestradiol (Figure 9c) ne présentent tout au long de la culture que de très 

légères variations, non significatives, autour d'une valeur moyenne de 43,5 pg/ml . 

. Avant la double stimulation, le taux de base d'E2 (38 pg/ml) est déjà légèrement plus 

faible que le taux observé pour le groupe témoin (48,5 pg/ml). Par contre, suite à la double 

stimulation, le taux d'E2 dans le milieu reste basal et est significativement (P < 0,05) inférieur 

au groupe témoin (133 pg/ml). 

En conclusion, un apport de mélatonine seule pendant les 48 jours précédant la 

dissection des follicules a pour conséquence de bloquer la réactivité des follicules aux 

stimulations par les hormones gonadotropes. 
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2.2.6. Groupe mélatonine+FGA+PMSG 
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Figure 10: Sécrétions moyennes (moyenne ± écart type, n = 8) de P4 (a), de L\4 (b) et d'E2 

(c) pour des follicules prélevés chez les brebis prétraitées avec de la mélatonine combinée avec du 

FGA et de la PMSG et les brebis témoins. 

Chez les brebis ayant reçu les trois traitements hormonaux (mélatonine, FGA et 

PMSG), la production de progestérone (Figure 10a) par les follicules n'est pas influencée par 

la double stimulation et varie très peu tout au long de la culture, pour rester autour d'une 

valeur moyenne de 0,22 ng/ml. 

Ce même taux moyen est peu fluctuant et a été observé pour le lot de follicules prélevés 

sur des brebis ne recevant aucun traitement. 

Avant stimulation, les taux d'androsténedione (Figure 10b) sont de 0,26 ng/ml et 

comparable à ceux des animaux témoins (0,32 ng/ml) . Les follicules réagissent aux 
stimulations par une sécrétion accrue de~ (non significative) qui suit le profil observé pour 

le groupe témoin. 

Les sécrétions d'oestradiol (Figure 10c) sont pendant toute la culture légèrement 

inférieures à celles observées dans le groupe témoin. Elles sont influencées par la stimulation 

gonadotrope qui favorise cette production. En effet, nous avons observé, après la double 

stimulation, une moyenne de sécrétion significativement (P < 0,05) supérieure (88 pg/ml) à 

celle obtenue avant la stimulation (44,5 pg/ml). 

Les traitements au progestagène et à la PMSG permettent de rétablir la réactivité des 

follicules aux hormones gonadotropes chez les brebis ayant reçu un apport de mélatonine 

pendant 48 jours. 
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Figure 11: Effets des traitements sur les sécrétions: a) Progestérone; b) Androsténedione; 

c) Oestradiol. 



2.3, RÉSUMÉ COMPARATIF DES RÉSULTATS 

2.3.1. Effets des traitements sur les sécrétions de progestérone {Figure 1 la) 

Les profils de sécrétion de progestérone des différents groupes de follicules sont 

semblables malgré une tendance vers une plus forte production de P 4 pour les follicules 

prélevés sur les brebis recevant un traitement de PMSG. Mais il faut noter que la variabilité 

au sein de ce groupe est élevée. 

Quel que soit le traitement utilisé, aucun follicule ne répond à la double stimulation par 

une augmentation de ses sécrétions. 

2.3.2. Effets des traitements sur les sécrétions d'androsténedione {Figure 1 lb) 

Les profils de sécrétion des groupes témoin, PMSG, FGA + PMSG, mélatonine + 

FGA + PMSG sont semblables pour l'androsténedione. Les valeurs initiales sont de même 

ordre de grandeur et les sécrétions augmentent momentanément après la stimulation 

gonadotrope. Les follicules du groupe témoin semblent pourtant maintenir moins longtemps 

cette hausse de production. 

Suite au traitement avec FGA seul, le taux moyen de~ est significativement supérieur 

(P < 0,05) aux taux moyens obtenus pour les autres groupes de follicules. Aucun follicule ne 

répond à la double stimulation par une augmentation de la synthèse de~: l'apport de PMSG 

après le traitement FGA rétablit donc la sensibilité des follicules. 

Les sécrétions de .14 par les follicules prélevés sur des brebis traitées avec de la 

mélatonine seule sont plus faibles et ne répondent peu ou pas à la double stimulation. 

L'implant de mélatonine semble avoir un effet inhibiteur sur les sécrétions de ~ et cet effet 

est supprimé si l'implant est doublé du traitement FGA/PMSG. 

2.3.3. Effets des traitements sur la sécrétion d'oestradiol (Figure l lc) 

Les profils de sécrétion des groupes témoin, PMSG, FGA + PMSG, mélatonine + 

FGA + PMSG sont semblables pour l'oestradiol. Les valeurs initiales sont de même ordre de 

grandeur et les sécrétions augmentent suite à la stimulation gonadotrope. 

Les taux moyens d'E2 émis par les follicules après un traitement de FG A, sont 

significativement plus faibles (P < 0,05) que ceux obtenus lors des autres traitements. Par 

contre, les niveaux de ~ sont élevés pour ce même groupe de follicules, comme si la FGA 

bloquait l'aromatase et empêchait ainsi la conversion d'E2 en~- L'apport de LH-FSH n'a pas 
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d'effet sur la production d'E2. Les effets néfastes sur la sécrétion initiale d'E2 et sur la 

sensibilité des follicules aux hormones gonadotropes sont supprimés par un apport de PMSG 

après le traitement de FGA. 

Le prétraitement à la PMSG parait diminuer légèrement la production d'E2 pendant 

toute la culture sans altérer la sensibilité des follicules aux hormones gonadotropes. 

Le niveau de base d'E2 sécrétée par des follicules prétraités avec de la mélatonine seule 

est similaire à ceux observés pour les autres groupes avant la stimulation. Par contre, suite à 

la stimulation gonadotrope, l'émission d'E2 est significativement plus faible que celle obtenue 

lors des traitements FGA + PMSG, PMSG ainsi que pour le groupe témoin. Il semblerait que 

la mélatonine, comme la FGA, bloque la conversion de ~ en E2 et insensibilise les follicules 

aux gonadotropines. Ces résultats sont surprenants en ce sens que la mélatonine est 

considérée comme facteur d'amélioration de la reproduction, capable d'avancer la saison de 

reproduction, augmentant la fertilité, le TO et la prolificité. 

Un traitement FGA et PMSG après un traitement de mélatonine supprime les effets 

néfastes de la mélatonine. 
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2,4, DISCUSSION 

2.4.1. L'acétate de fluoro~estone (FGA) 

Le progestagène est administré afin de synchroniser les chaleurs et les ovulations 

(Robinson, 1984; cité par Cognié, 1988). Pendant son séjour dans le vagin (14 jours), 

l'éponge libère une partie du progestagène qu'elle contient; celui-ci agit en inhibant les 

décharges cycliques d'hormones hypophysaires et en bloquant momentanément l'ovulation. 

Le retrait de l'éponge fait cesser cette phase progestative qui est alors suivie d'une phase 

folliculaire conduisant à l'apparition des chaleurs et à l'ovulation (Debecker, 1984). 

Les expériences réalisées par Pierquin (1991) ont mis en évidence les différents effets 

d'un progestagène (le FGA) sur la croissance folliculaire et les sécrétions hormonales. Ces 

effets se font sentir sur les deux vagues de croissance folliculaire se produisant en cours 

d'administration mais également sur la vague qui suit le retrait de l'éponge. Il a été démontré 

que le progestagène: 

- avance les mécanismes de recrutement, de sélection et de dominance en phase 

lutéale; 

- diminue le nombre de follicules dominants et augmente le pourcentage d'atrésie 

due à la dominance en phase folliculaire; 

- diminue le taux d'ovulation; 

- engendre des modifications profondes dans la rythmicité des pics de LH en 

phase folliculaire. Le progestagène inhibe la sécrétion de la LH et non sa 

synthèse (Paquay, 1989). Lors de la cessation du traitement, la LH est sécrétée 

de façon massive et son émission cyclique est perturbée (Pierquin, 1991). 

Aux cours de la présente expérience réalisée avec des follicules prélevés en phase 

folliculaire, nous avons observé une déficience au niveau des sécrétions d'E2 après 

l'administration du progestagène ainsi qu'une perte de la capacité à répondre aux stimulations 

gonadotropes. Ces données permettent d'expliquer les résultats de Pierquin (1991); en effet, 

si les follicules perdent leur capacité de réponse aux gonadotropines, ils sont plus facilement 

voués à l'atrésie avec comme conséquences une diminution du taux d'ovulation. 

Ces résultats sont également en accord avec ceux obtenus par Fortune et Vincent (1983) 

pour qui la P4 peut engendrer in vivo l'atrésie des follicules recrutés en inhibant l'activité 

aromatase des cellules granulosales. La même constatation a également été effectuée par 

Armstrong et al. (1987). 
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De plus, la production de ~4 n'est pas augmentée suite à l'adjonction normalement 

stimulante de LH. 

La FGA aurait donc un effet inhibiteur sur les différentes étapes de la stéroïdogenèse en 

n'autorisant qu'une synthèse basale. Le blocage de la réponse cellulaire aux hormones 

gonadotropes pourrait être dû à cette réaction ou à une disparition des récepteurs spécifiques. 

Enfin, ces résultats sont à mettre en relation avec ceux obtenus en phase lutéale lors de 

l'expérience précédente. Nous avions déjà observé que les taux élevés de progestérone 

inhibaient les sécrétions d'E2 et la réponse de l'aromatase aux gonadotropines. Il semble donc 

que les progestagènes, qu'ils soient endogènes ou exogènes, aient un effet inhibiteur sur la 

synthèse des stéroïdes. 

2.4.2. La PMSG 

In vivo, l'action de la PMSG est d'accroître le nombre de follicules recrutés en agissant 

sur les follicules de diamètre inférieur à deux millimètres, d'atténuer la sélection, d'accentuer 

la dominance et d'augmenter le taux d'ovulation (Pierquin, 1991). 

In vitro, nous constatons que la PMSG ne modifie pas les mécanismes de la 

stéroïdogenèse des follicules dominants par rapport au groupe témoin. La PMSG semble 

donc agir sur le nombre de follicules capables d'ovuler et non sur la capacité stéroïdogénique 

de ces follicules. 

Par contre, selon Bevers et al. (1989), la PMSG interfère profondément avec l'axe 

hypothalamus-hypophyse-ovaire ainsi qu'avec les mécanismes de régulation intraovariens, 

d'une part à cause de sa longue demi-vie, d'autre part par ses effets comparables à ceux de la 

LH et de la FSH. De même, selon Yun et al. (1989), la PMSG favorise la sécrétion de~ et 

d'E2 in vivo en simulant le pic de gonadotropines hypophysaires. Cette hormone mime 

l'action d'un facteur de décharge hypophysaire et stimule la croissance folliculaire et les 

sécrétions oestrogéniques (Dieleman et Bevers, 1987). Mais, par rétroaction, !'hypothalamus 

puis l'hypophyse diminuent leurs sécrétions gonadotropes (Martin et al., 1984). Le résultat au 

niveau des follicules du remplacement de la FSH par la PMSG est réduit à une plus grande 

variabilité dans les taux de P 4 et à une réponse plus rapide de la sécrétion de ~. 

Nos résultats ne confirment pas ces constatations puisque la seule concéquence du 

traitement semble être une légère diminution de la production d'E2. 
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2.4.3. La FGA combinée avec la PMSG 

La technique consistant à associer un progestagène à la PMSG est souvent utilisée et 

permet la mise en place avec succès de l'insémination artificielle (Cognié, 1988). 

Alors que les sécrétions moyennes d'E2 sont faibles pour les follicules prélevés sur des 

brebis traitées avec de la FGA seule et que les follicules ne répondent pas aux stimulations 

gonadotropes, les follicules prélevés après un traitement aux progest.agènes combiné avec de 

la PMSG présentent des sécrétions d'E2 élevées et répondent aux stimulations gonadotropes. 

Comme le montrent nos résultats, une injection de PMSG à la fin d'un traitement 

progestagènique compense donc l'effet négatif de celui-ci et restaure l'activité 

stéroïdogénique. La PMSG pourrait donc sauver les follicules dont la stéroïdogenèse est 

altérée. Ces résultats rejoignent ceux de Byskov (1978) ainsi que de Moore et al. (1981, cités 

par Titeca, 1987) qui ont observé que la PMSG est capable de diminuer la taux d'atrésie. Par 

contre, selon les expériences de Hay et al. (1979) chez les ovins et de Hirshfield (1989) sur 

les rats, la PMSG ne recrute que les follicules sains. 

Nos résultats ne permettent pas de conclure que la PMSG est capable de récupérer des 

follicules en voie d'atrésie. Mais cette hormone est capable de restaurer la stéroïdogenèse 

inhibée par un progestagène et de maintenir l'état fonctionnel de follicules normalement voués 

à l'atrésie. 

2.4.4, La mélatonine 

Les effets des traitements à la mélatonine sont complexes et encore actuellement mal 

connus. 

Des essais d'administration à longue durée ont montré que le maintien de taux élevés de 

mélatonine peut mimer une saison de jours courts et stimuler une rentrée précoce en cycle 

(Jordan et al., 1990; Piraux, 1990). Par contre, si on pose un implant sous-cutané de 

mélatonine au début de la saison de reproduction, les effets sont totalement différents. Le 

traitement s'avère inefficace pour avancer la rentrée en cycle mais présente un effet 

superovulatoire évident: le taux d'ovulation passe de 1,4 chez les brebis témoins à 2,3 chez les 

brebis traitées. Cette hausse du TO est accompagnée d'une augmentation de la fertilité et de 

la prolificité à l'agnelage. L'effet semble maximum lorsque l'ovulation fécondante se passe 

environ 45 jours après l'injection de mélatonine (Lambert, 1990; Bister et al., 1991). 
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Il est important de signaler que ces différences de TO ont été observées lors d'oestrus 

induits par un traitement FGA/PMSG et que lors des repasses, c'est-à-dire au cycle naturel 

suivant, plus aucune différence n'était évidente entre le groupe témoin et le groupe traité 

(Bister et al., 1991). Il serait donc plus correct de conclure que l'association de la mélatonine 

et d'un traitement FGA/PMSG permet d'augmenter significativement le TO par rapport au 

traitement FGA/PMSG, ou que l'injection de mélatonine réalisée dans nos conditions n'a plus 

d'effet après 60 jours. 

Selon Noël (communication personnelle) qui a comparé les croissances folliculaires 

terminales des brebis témoins (FGA/PMSG) et traitées (MEL/FGA/PMSG), la mélatonine 

diminue significativement le nombre de follicules sélectionnés qui subissent l'atrésie. Un plus 

grand nombre de follicules deviennent donc dominants, ce qui se traduit par une 

augmentation du taux d'ovulation. 

Les résultats obtenus in vitro montrent que les follicules dominants provenant de brebis 

prétraitées uniquement avec de la mélatonine ont perdu la capacité de répondre aux 

gonadotropines hypophysaires. Par contre, les follicules provenant de brebis prétraitées avec 

de la mélatonine, de la FGA et de la PMSG sont capables de répondre à la stimulation 

hormonale. 

Il semble donc que la mélatonine induise la présence d'un grand nombre de follicules 

dominants mais que ces follicules sont incapables de parvenir à l'ovulation. Par contre, 

l' apport de PMSG favoriserait l'ovulation. Cette conclusion rejoint la constatation faite in 

vivo au sujet des taux d'ovulation obtenus au cycle induit et à la repasse. 

Un autre point mérite d'être mis en évidence: l'injection sous-cutanée de mélatonine 

cristalline dans de la graisse de boeuf permet de maintenir des concentrations diurnes élevées 

pendant seulement 21 jours (Noël, communication personnelle) tandis que l'effet 

superovulatoire est enregistré 45 jours après la pose de l'implant. Il semble donc que la 

mélatonine, présente en concentration élevée pendant 3 semaines, ait imprégné les systèmes 

de contrôl des organes reproducteurs au point de modifier les croissances folliculaires des 

cycles ultérieurs. Nous pouvons alors supposer que l'augmentation du nombre de follicules 

dominants et la perte de réponse aux stimulations gonadotropes ne sont pas dues à un effet 

direct de la mélatonine sur l'ovaire. Tout ceci soulève de nombreuses questions quant aux 

mécanismes d'action de la mélatonine. La littérature ne nous apporte que très peu de 

renseignements à ce sujet. 

Les tissus cibles de la mélatonine sont l'encéphale et plus précisément !'hypothalamus 

(Bittman et Weaver, 1990). Cependant, chez le rat, des récepteurs à la mélatonine ont été 

identifiés dans l'hypothalamus, dans l'hypophyse et sur les cellules de l'ovaire, de l'utérus, des 
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testicules, des yeux et du foie (Fiske et al. , 1984). La mélatonine peut donc agir à différents 

niveaux du système reproducteur et conditionner de nombreux mécanismes. 

Les effets de la mélatonine sur !'hypothalamus, l'hypophyse et les gonades ont 

largement été étudiés mais les résultats sont souvent contradictoires. Les sécrétions de la LH 

et de la FSH par l'hypophyse sont régulées par la sécrétion de GnRH. Or, la mélatonine agit 

sur la sécrétion de GnRH mais son mode d'action reste encore inconnu. Selon Poulton 

(1988), la mélatonine n'augmente pas la fréquence des pulses de LH. Par contre, Chemineau 

et al. (1991) ont observé qu'un traitement à la mélatonine augmente à la fois la concentration 

basale de LH et l'amplitude des pulses. 

La technique d'autoradiographie utilisant de la mélatonine radioactive, révèle que les 

récepteurs sont principalement situés dans des zones distinctes de celles qui contiennent les 

neurones à GnRH. L'action de la mélatonine sur la sécrétion de GnRH se fait sans doute par 

l'intermédiaire d'autres neurones (Ebling et Hastings, 1991). 

Fiske et al. (1984) ont montré que la mélatonine peut stimuler directement la 

stéroïdogenèse par une action directe sur l'ovaire in vivo. Ces observations sont en 

opposition avec nos résultats. 

Tout ceci est ambigu et nous permet de soulever de nombreuses questions. D'une part, 

on peut penser que la mélatonine inhibe la synthèse des polypeptides (follicular growth 

inhibitor, anti aromatazing protein, ... ) impliqués dans la régulation paracrine inhibitrice 

exercée par les follicules dominants sur leurs subordonnés. D'autre part, il semblerait 

également que la mélatonine inhibe dans nos essais l'activité du complexe aromatase. 

Comme pour le groupe FGA + PMSG, on constate que les follicules prélevés chez les 

brebis traitées avec de la mélatonine, de la FGA et de la PMSG sécrètent des taux d'E2 

comparables à ceux du lot témoin et répondent à la stimulation gonadotrope. La PMSG 

restaure ici aussi l'activité aromatasique. 
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IV. CONCLUSIONS ET 
PERSPECTIVES 



1. INFLUENCE DE L'ETAT PHYSIOLOGIQUE SUR LA REACTIVITE DES 

FOLLICULES OVARIENS 

Dans le cadre de la première expérience, nous avons étudié la stéroïdogenèse et la 

réactivité des follicules ovariens prélevés sur des brebis se trouvant dans des états 

physiologiques différents: au milieu, au début et à la fin de la saison de reproduction ainsi 

qu'en anoestrus. Pour chaque période de cyclicité, des follicules prélevés en phase 

folliculaire et en phase lutéale ont été étudiés. 

Nous aboutissons aux conclusions suivantes: 

- durant la phase folliculaire des différentes périodes envisagées, les niveaux de P 4 

sont peu variables alors que les sécrétions moyennes de .6.4 et d'E2 augmentent suite 

à l'apport gonadotrope; 

- le début et le milieu de la saison de reproduction se caractérisent par des 

productions élevées d'E2; 

- par contre, en fin de saison de reproduction nous observons une production plus 

importante de P 4 aux dépens de l'E2. Il se produirait au cours de cette dernière 

phase un blocage du système enzymatique qui modifierait la stéroïdogenèse des 

follicules vers une sécrétion accrue de P 4. 

- durant la phase lutéale, chaque période est caractérisée par une déficience 

fonctionnelle des sécrétions d'E2 et une absence totale de réponse à la stimulation 

gonadotrope quel que soit le stéroïde considéré; 

- au début de la saison de reproduction, la stéroïdogenèse est déplacée dans le sens 

d'une production accrue d'E2. 

- durant l'anoestrus, les follicules restent aptes à répondre à une stimulation 
gonadotrope par une augmentation des sécrétions de .1.4 et d'E2. Cependant, les 

sécrétions moyennes d'E2 sont nettement inférieures à celles obtenues pendant la 

phase folliculaire du milieu de la saison de reproduction tandis que les sécrétions de 

P 4 et de .1.4 sont plus importante. Ceci reflète une déficience fonctionnelle de 

l'aromatase en cette période. 
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2. LES EFFETS DES TRAITEMENTS HORMONAUX 

Au cours de la seconde expérience, nous avons étudié les modifications induites par les 

traitements classiques de contrôle de la reproduction (FGA, PMSG, mélatonine et 

combinaison de ces traitements) sur la stéroïdogenèse et la réponse à une stimulation 

hormonale (LH-FSH). Afin de permettre des comparaisons, un groupe de brebis ne recevant 

aucun traitement a également été analysé. De cette étude, il ressort que: 

- les profils de sécrétions des groupes témoin, PMSG, FGA + PMSG et mélatonine 

+ FGA + PMSG sont semblables pour les trois stéroïdes malgré une tendance vers 

une plus forte production de P4 suite à une injection de PMSG. 

- un traitement de progestagène seul a pour conséquence de bloquer la synthèse d'E2 

et de rendre ces follicules insensibles aux hormones gonadotropes. 

- un traitement de PMSG après le retrait de l'éponge vaginale imbibée de FGA a 

pour effet de ramener la stéroïdogenèse des follicules à un même niveau qui est 

celui du groupe de follicules prélevés sur des brebis ne recevant aucun traitement. 

Les conséquences néfastes de traitement de FGA sur la production d'E2 sont ainsi 

supprimées par l'apport de PMSG qui restaure l'activité stéroïdogénique. 

- un traitement de mélatonine seule pendant 48 jours précédant la dissection des 

follicules a pour conséquences de bloquer la réactivité des follicules aux hormones 

gonadotropes et d'exercer un effet inhibiteur sur la production de d4 et d'E2. 

- par contre, si la mélatonine est combiné au progestagène et à la PMSG, l'activité 

stéroïdogénique et la réactivité des follicules aux homones gonadotropes sont 

rétablies. 
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3. PERSPECTIVES 

D'après les résultats obtenus, il serait intéressant dans un premier temps de se pencher 

sur la production de substances régulatrices, hormones ou cybérines comme l'inhibine et les 

facteurs de croissance (IGF, TGF, EGF) et leurs rôles directs en "feed-back" sur l'activité 

ovarienne. Dans cette optique, des follicules seront mis en culture et du liquide de périfusion 

sera prélevé et congelé en vue d'une analyse future (collaboration avec le Laboratoire de 

"Fysiologie der Huisdieren", K.U.L., Professeur Decuypere). 

Cette analyse peut également être réalisable à partir du fluide folliculaire ponctionné par 

endoscopie sur des animaux se trouvant dans des états physiologiques différents, ou ayant 

subi un traitement hormonal. 

Dans un second temps, il serait utile de quantifier et localiser les récepteurs spécifiques 

de la LH, de la FSH, de la mélatonine et des facteurs de croissance sur les cellules de la 

granulosa de follicules provenant de brebis se trouvant dans différentes conditions 

physiologiques ou soumises à différents traitements hormonaux. La mesure par radioactivité 

de la fixation d'hormones sur leurs récepteurs est une technique réalisée au laboratoire. Il 

serait intéressant d'utliser la technique d'autoradiographie pour localiser les récepteurs. 

Il semble aussi indispensable de faire des recherches plus fondamentales au niveau des 

effets d'un traitement avec de la mélatonine sur la reproduction ovine et plus particulièrement 

d'envisager une étude sur: 

- les mécanismes d'action de la mélatonine; 

- une éventuelle imprégnation du système reproducteur par cette hormone; 

- les concentrations nécessaires lors de l'utilisation de traitements à la mélatonine en 

vue d'améliorer la reproduction ovine; 

- la durée la plus favorable du traitement ; 

- le moment de l'année le plus favorable pour l'utilisation de ce traitement. 
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