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traitements hormonaux sur la réponse de follicules
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Résumé

Nous avons étudié, par la technique de culture in vitro la stéroidogenése et la
réponse a une stimulation hormonale (LH-FSH) de follicules prélevés chez des
brebis en phases lutéale et folliculaire; au milieu, au début et a la fin de la saison de
reproduction ainsi qu'en anoestrus. Nous aboutissons aux conclusions suivantes:

- 1a phase folliculaire est caractérisée par des niveaux de sécrétion de progestérone
(P4) peu variables et par une augmentation des taux d'androsténedione (A4) et de
l'oestradiol (E3) dans le liquide de périfusion aprés la stimulation FSH-LH. En fin
de saison, la production de P4 est nettement accrue aux dépens d'Ej,

- en phase lutéale, les sécrétions d'Ep sont nettement réduites sauf au début de la
saison et on constate une absence de réponse aux stimulations gonadotropes;

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

Nous avons ensuite comparé a un groupe témoin les modifications induites par les
traitements de contrdle de la reproduction: FGA (fluorogestone acétate), PMSG,
mélatonine et combinaisons de ces traitements sur la stéroidogenése et la réponse a
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 stéroides considérés;

- les traitements FGA seul et mélatonine seule ont pour conséquence de bloquer la
synthese d'Ej et de rendre les follicules insensibles aux hormones gonadotropes;

- une injection de PMSG faisant suite a ces traitements permet de rétablir I'émission
initiale d'E; et la réactivité des follicules aux hormones gonadotropes.
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I. INTRODUCTION




A T'heure actuelle, aborder des questions concernant I'avenir de 1'élevage des animaux
domestiques ne peut se faire sans prendre en considération le point de vue économique.

La rentabilité de 1I'élevage ovin est largement conditionnée par la capacité de maitriser
les mécanismes de la reproduction. Ainsi, de nombreuses recherches visent actuellement a
augmenter les taux d'ovulation principalement grace a des hormones gonadotropes. Elles
visent aussi a déterminer de fagon précise le moment de I'ovulation afin de déposer le sperme
au bon moment lors des inséminations artificielles et, enfin, a8 étendre la période de
reproduction afin de répartir les naissances dans 'année et d'augmenter le nombre de portées
par brebis.

Différentes techniques hormonales sont couramment utilisées en vue de répondre a
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 progestagéne (l'acétate de
fluorogestone ou FGA) et de la PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropine) en vue de
synchroniser et stimuler 'ovulation.

Les mécanismes de la croissance des folliculaires ovariens, base des phénomeénes de
I'ovulation, ainsi que les modifications apportées par les différents traitements hormonaux
font depuis plusieurs années 1'objet de nombreuses recherches au Laboratoire de Physiologie
Animale. Une part importante de ces recherches a été réservée a I'étude fondamentale des
processus ovariens et endocriniens pendant le cycle, au début et a la fin de l'activité
saisonniére ainsi qu'en anoestrus chez les brebis Texel et Suffolk (Jacques, 1989; No€l et al.,
1992). Ensuite, Pierquin (1991) et Noégl (résultats non publiés) ont étudié les modifications
apportées par la FGA, la PMSG et la mélatonine sur les mémes mécanismes pendant la saison
de reproduction.

Les techniques qu'ils ont utilisées sont I'endoscopie et 1'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 stéroidogéniques différentes.
Les donnés obtenues par endoscopies et par dosages hormonaux n'étaient donc pas suffisantes
pour étudier avec précision le fonctionnement de 1'ovaire.



Une technique de culture in vitro des follicules ovariens a alors €té mise au point
(Demuynck, 1990) et testée (Renard, 1991). Elle permet d'étudier la stéroidogenése et la
réponse a 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 premiére 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 a la fin de I'activité saisonniére ainsi qu'en anoestrus.

Au cours de la seconde expérience, nous avons étudi€ les modifications induites par
les traitements classiques de controle de la reproduction (FGA, PMSG, mélatonine et
combinaisons de ces traitements) dans ces mécanismes de stéroidogenese et de réactivité des
hormones gonadotropes.

Ce travail est divisé en deux parties. La premiére est théorique: il s'agit d'une revue
bibliographique qui comprend la description des phénomeénes liés a 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 1'ovaire (Junqueira et Carneiro, 1987).




1. LES ASPECTS GENERAUX DE LA REPRODUCTION CHEZ LA BREBIS

L1, INTRODUCTION

Les brebis font partie des especes a cycles saisonniers, c'est-a-dire qu'elles ne sont en
cycle que pendant une période déterminée de 1'année. La saison sexuelle comporte plusieurs

cycles successifs.
L'activité ovarienne débute généralement au moment ol la photopériode commence 2
diminuer (aofit/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.

L2, LE CYCLE OESTRAL CHEZ LA BREBIS

Le cycle oestral, dont la durée moyenne est estimée a 17 jours, est divisé en deux
périodes correspondant a 2 phases différentes d'activité ovarienne:

- la phase folliculaire d'une durée de 3 jours, pendant laquelle les follicules
miirissent et qui se termine par I'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) a partir des follicules rompus. En l'absence de gestation, le
corps jaune régresse apres une douzaine de jours: c'est la lutéolyse permettant la

sécrétrices se produisent dans l'ovaire et 1'utérus pendant le cycle. Elles sont
accompagnées de modifications sécrétrices au niveau du syst¢me hypothalamo-
hypophysaire (Derivaux et Ectors, 1986; Bister, 1989).

L'ovaire est un organe ol l'on peut distinguer divers compartiments présentant chacun
des propriétés biologiques différentes. Il comporte 2 régions distinctes (figure 1):

- une région corticale comprenant 1'épithélium germinatif et le stroma cortical
séparés par l'albuginée;

- une région médullaire constituée d'une zone parenchymateuse faite de tissu
conjonctif lache et d'une zone hiliaire fibreuse, le rete ovarii, ou se trouvent les
nerfs ainsi que les vaisseaux sanguins et lymphatiques.

|
maturation de nouveaux follicules. Des modifications morphologiques et



développés et sont probablement déja présentes & ce moment: "les oocytes maturation
inhibitors" (OMI; Thibault et al., 1987).

Le contrdle de I'ovogenese semble strictement paracrine (et autocrine), les hormones
connues n'étant impliquées ni dans la multiplication ovogoniale, ni dans la prophase
méiotique. D'autre part, I'hypophysectomie d'un foetus de brebis ne provoque aucun
changement qualitatif de 'ovogenese (Mauléon, 1973). De plus, aucun site de liaison a la LH
(Luteinizing Hormone) ou & I'nCG (human Chorionic Gonadotropin) n'est détectable dans
I'ovaire humain foetal. Et enfin, la LH et la FSH (Follicle Stimulating Hormone) ne
stimulent pas la stéroidogenese in vitro. Tout ceci suggere que 'ovogenése est indépendante
des gonadotropines (Wilson et Foster, 1992).

2.2. LA FOLLICULOGENESE BASALE

Les follicules s'échappent réguliérement 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 contrdle 1'évolution de ce
phénomene reste opérationnel toute la vie, mais est encore mal connu; il s'agit probablement
d'un phénomene endogene de 1'ovaire s'effectuant par I'intermédiaire des cybernines (Bister,
1989).

L'indépendance stricte de la folliculogenése basale envers l'axe hypothalamo-
hypophysaire n'est pas encore prouvée actuellement mais de nombreux arguments plaident en
sa faveur. Turnbull ez al. (1977) ont observé que 1'ablation de I'hypophyse ou I'immunisation
contre la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone) provoque un arrét du développement des
follicules 2 2 mm de diametre. De plus, les expériences de Cognié (1988) montrent que
malgré une inhibition chimique de I'hypophyse, les follicules dont la taille est inférieure a 2
mm sont nombreux sur I'ovaire. Par contre, le développement des follicules au dela de 2 mm
requiert impérativement 1'action des gonadotropines (Turnbull et al.,1977; Driancourt et
Cahill, 1984). Clest ce qui différencie la folliculogenese 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 (Yen 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 apparait aprés quelques
semaines de vie foetale pour atteindre une taille moyenne de 30 um de diamétre.




Cette glande est dotée d'une double fonction: une fonction exocrine (production de
gametes) et une fonction endocrine (sécrétion de nombreuses hormones protéiques,
peptidiques et surtout stéroidiennes).

2. LA CROISSANCE FOLLICULAIRE

Chez les mammifeéres femelles, la gamétogeneése est un phénomene discontinu: a
I'ovogenese (établissement d'un stock de follicules primordiaux) fait suite la folliculogenése
basale qui ameéne certains de ces follicules a leur différenciation compléte. Ensuite les
follicules peuvent étre 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 a l'atrésie tandis que quelques-uns peuvent continuer a se développer pour enfin
arriver a l'ovulation.

2.1. L'OVOGENESE

La détermination du sexe génétique et le développement des gonades ont lieu au début
de la vie foetale, c'est-a-dire dés la conception (Wilson et Foster, 1992).

L'ovogenese débute du 358me au 908me 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 a la constitution d'un stock important d'ovocytes (200.000 a 400.000) qui
n'augmentera plus apreés 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 premiére division de la méiose. 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 a l'atrésie
(Yen et Jaffe, 1991).

Les mécanismes responsables de la multiplication des ovogonies, du début puis de l'arrét
de la méiose et de 'organisation des follicules primordiaux sont encore trés mal connus. Les
tropismes qui guident les différents types cellulaires au cours de leur migration sont
probablement dus a des substances chimiques de nature glycoprotéique (fibronectine); la
reconnaissance des cellules folliculaires et de I'ovocyte est probablement due a des substances
présentes dans la zone pellucide sécrétée par 'ovocyte. De nombreuses jonctions unissent ces
cellules, c'est probablement a travers elles que diffusent les molécules responsables de 1'arrét
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 sécrétent des glycoprotéines formant la
zone pellucide qui entoure 'ovocyte en le séparant des cellules granulosales.

Le follicule secondaire d'une taille de 130 pm de diametre est formé par la prolifération
des cellules granulosales. Il correspond a la phase finale de croissance de I'ovocyte. Les
cellules du stroma situées a l'extérieur de la membrane basale se différencient et se
réarrangent en couches de cellules concentriques pour constituer la théque.

Le follicule tertiaire apparait lors de la différenciation des cellules de la théque pour
former les théques interne et externe. La théque interne est richement vascularisée et peut
étre considérée comme une glande endocrine car elle sécréte des androgénes. La théque
externe est faite principalement de tissu conjonctif.

Les cellules granulosales produisent et sécrétent 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 '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, & 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 1'atrésie et disparaissent. Ce phénomene est appelé sélection. Seulement un ou
quelques-uns d'entre eux appelés follicules dominants vont entamer un processus de
maturation qui les conduira finalement a l'atrésie ou a 1'ovulation suivant la phase du cycle
(lutéale ou folliculaire; Driancourt et al.,1984).
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2.32. R men

En ce qui concerne la nature des follicules recrutés, plusieurs résultats suggerent que
seuls les follicules de plus de 2 mm de diameétre peuvent entamer la croissance folliculaire
terminale (Driancourt et al., 1984; Tsonis et al., 1984). Ce critere morphologique correspond
en fait & une différenciation fonctionnelle. En effet, a partir de cette taille les follicules
acquierent des récepteurs membranaires a la FSH au niveau de la granulosa et a la LH au
niveau de la theque. Ils sont donc sensibles aux hormones hypophysaires (Webb et Gauld,
1984).

2.3.3. Sélection itition follicul minan

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 I'ovulation.

Il semblerait que les follicules selectionnés aient au moins un diameétre de 4 mm
(Driancourt et al., 1984). En fait, a partir de cette taille les follicules possédent des récepteurs
a la LH sur les cellules de la théque et de la granulosa (Webb et Gauld, 1984).

11 existe actuellement deux hypothéses qui tentent d'expliquer ce mécanisme de sélection
engendrant 1'apparition du (des) follicule(s) dominant(s) :

- I'hypothése 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 a I'atrésie.

- I'hypothese de 1'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 a se développer malgré les circonstances hostiles qu'il crée (Di Zerega et
Hodgen, 1981).

2.3.4. Dynami la croissance folliculaire terminal
Grice a des endoscopies quotidiennes réalisées pendant 17 jours, c'est-a-dire la durée

d'un cycle complet, Noél ez al. (1992) ont montré que la croissance folliculaire présente une
distribution trimodale au cours du cycle de la brebis Suffolk (Figure 3).




Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus chez la brebis Texel par Smeaton et
Robertson (1971) ainsi que par Jacques (1989).

Le méme phénomeéne 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 a différents
moments du cycle et chez les caprins (Ginther ef al., 1989) par ultrasonographie.

Pendant la phase lutéale, certains follicules atteignent 4 3 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 trés 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; Noél et
al.,1992).

Les mécanismes de Recrutement / Sélection / Dominance (R/D/S) s'exercent de fagon
identique au sein de chaque vague de croissance folliculaire (Noél et al.,1992). Des résultats
similaires avaient déja 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 méme intensité en phases folliculaire et lutéale (Driancourt
et al., 1984).

Les différents parametres de la croissance folliculaire terminale (nombre de follicules
recrutés, sé€lectionnés 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 diametre plus grand en phase folliculaire
(Noél et al.,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 parameétres envisagés.

11 faut également noter que Savio et al. (1988) ainsi que Yenikoye ez al. (1989) ont mis
en évidence une croissance continue et aléatoire chez les ovins. Ceci implique la présence de
gros follicules sains a n'importe quel jour du cycle.

2.4. L'ATRESIE FOLLICULAIRE

Les follicules ovariens sont dans une treés large majorité voués a I'atrésie. Ce processus
s'exerce a n'importe quel stade de développement. Pendant I'atrésie, 1'ovocyte ainsi que les
cellules granulosales meurent et sont remplacés par du tissu fibreux. Par contre, les cellules
thécales présentes a I'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 a la GnRH, un flux
extracellulaire de calcium (Ca*) et une activation enzymatique menant a la cascade de
messagers secondaires.

Le complexe GnRH-récepteur formé se lie a 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 syﬁthése

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

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




3. LES HORMONES IMPLIQUEES DANS LE DEVELOPPEMENT FOLLICULAIRE

Le fonctionnement de 1'ovaire, et plus particuliérement la maturation folliculaire, releve
de mécanismes de nature neuro-hormonale dans lesquels interviennent l'appareil
hypothalamo-hypophysaire et les gonades. D'autres glandes endocrines comme 1'épiphyse, la
thyroide, la surrénale et le placenta interviennent également dans ce fonctionnement.

Dans le cadre de notre travail nous décrirons le syst¢me de régulation par les hormones
hypothalamiques (GnRH), hypophysaires (FSH et LH) et gonadiques (androgenes,
oestrogeénes et progestageénes).

3.1 L'HORMONE HYPOTHALAMIOQUE; LA GNRH

L'hypophyse est, pour son fonctionnement, dépendante de I'hypothalamus avec lequel
elle est anatomiquement reli€ée par la tige pituitaire (Derivaux et Ectors, 1986).
L'hypothalamus sécréte la GnRH qui stimule la sécrétion des hormones hypophysaires. 1l
existe encore de nombreuses discussions quant & sa nature: est-ce une hormone unique
controlant a 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 fagon pulsatile; le rythme et l'intensité de sa
sécrétion restent stables pendant la majeure partie du cycle oestral excepté en période
préovulatoire ou la fréquence de décharge augmente (Bister, 1989).

L'action de la GnRH se fait par fixation sur son récepteur a la surface des cellules
gonadotropes de 'hypophyse. Suite a cette liaison, 'hormone induit une cascade de réponses
cellulaires menant a la biosynthese et a la sécrétion de LH et de FSH (Figure 4; Yen et Jaffe,
1991).

3.1.2. Contrdle de la tion

La régulation de la synthése et de la sécrétion de la GnRH est assurée par 1a GnRH elle-
méme, mais également par les stéroides ovariens (progestérone et oestradiol), par I'inhibine,
l'activine et la follistatine.

L'élément déterminant de la décharge de GnRH est probablement 1'augmentation du taux
d'Ej circulant (Derivaux et Ectors, 1986). En effet, en période préovulatoire, 'augmentation
de la fréquence des décharges de GnRH se fait en réponse & un "feed-back" positif de 1'Eo
sécrété en dose croissante (Jacques, 1989).
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FSH LH
Acide sialique 5% 2%
Demi-vie 3 a4 heures |12 a 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 ETLA FSH
3.2.1. Structure

La FSH est un dimére composé de 2 sous-unités, o et B; 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 espéce donnée, la sous-unité o est commune aux 2 glycoprotéines tandis que la
sous-unité P, responsable des activités biologiques et immunologiques, présente une séquence
d'acides aminés particulieére pour chaque hormone.

La LH existe sous forme de 7 isomorphes alors que 6 isomorphes ont ét€ mis en
évidence pour la FSH (Wilson et Foster, 1992).

3.2.2. Lieu et mode de sécrétion

La FSH est émise par I'adénohypophyse et présente au cours du cycle de la brebis trois
vagues de sécrétion de 5 a 6 jours chacune (Figure 5). Une importante sécrétion de FSH, dont
le taux atteint trois fois le taux basal, se produit avant l'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 a intervalles de plus en plus réduits. Cette décharge est éphémere 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 ou ils interagissent avec I'hormone en faible concentration (10-10 molaire). Le
récepteur reconnait les sous-unités o et B mais la spécificité de reconnaissance implique
largement la sous-unité B (Ronin, 1989).

La liaison de I'hormone & son site spécifique induit un changement de conformation et
une activation du systéme membranaire associ€ a ce site (la protéine G et 'adénylate cyclase)
(Figure 6). Le changement de conformation du récepteur lui permet de fixer la protéine G
constituée de 3 sous-unités: a, B ety. La sous-unité o se détache du reste de la protéine G,
fixe le GTP (Guanosine Triphosphate) et migre vers 'adénylate cyclase pour l'activer par
fixation. La voie de ' AMPc est ainsi activée: 1'adénylate cyclase synthétise de I'AMPc a
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;
Brinstroom, 1988).

3.2.4. Roles

La LH et la FSH sont importantes pour la différenciation de la theque et de la granulosa.
Les cellules de la theque répondent a une stimulation par la LH en sécrétant des androgénes ;
ceux-ci diffusent a travers la membrane basale vers les cellules de la granulosa qui, sous la
stimulation de la FSH, utilisent les androgénes comme substrat pour la synthése des
oestrogenes.

L'action de la FSH se fait sentir au niveau des follicules préantraux en induisant la
synthése de récepteurs a la LH, mais également a tous les niveaux de la croissance
folliculaire. En effet, elle induit la croissance des follicules primordiaux, provoque la
formation de I'antrum et inhibe l'atrésie des follicules a 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 role de 1a LH est de promouvoir la maturation folliculaire, I'expulsion de 1'ovocyte et
la formation du corps jaune fonctionnel (McNatty ez al., 1981).

3.2.5. Régulation de la synthése

Les sécrétions de LH et de FSH sont stimulées par la GnRH. Les réponses des
hormones hypophysaires a 1a GnRH varient fortement durant le cycle oestral.

Les stéroides ovariens ont également un effet modulatoire dans le processus de sécrétion
des hormones hypophysaires. En phase lutéale 1'Ep, 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 I'hypothalamus provoquant une chute de la sécrétion de FSH
et donc une inhibition du développement folliculaire (Mann ez al., 1991). L'inhibine produite
par les gros follicules participe également a ce "feed-back" négatif (Mann er 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'E;; on observe alors une levée de l'inhibition
ovarienne sur les sécrétions de FSH. L'émission de FSH augmente & nouveau provoquant la
croissance d'une seconde vague de follicules. Les follicules sécreétent de plus en plus d'E 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'Ej, suite a l'atrésie des follicules, permet 1'augmentation de
I'émission de FSH et le démarrage de la troisiéme vague de croissance follicullaire au cours
de laquelle le taux d'Ez va a nouveau augmenter. L'Es 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 a la lutélolyse, le phénomene de "feed-
back" s'inverse, il devient positif et stimule le centre cyclique d'émission de GnRH; ces
variations entrainent la libération brutale de LH et de FSH menant a 1'ovulation.

331 4RO

Les stéroides sont des sous-classes de lipides contenant un squelette de base, le
cycloperhydropentanophénantréne (Figure 8), dont la structure est analogue a celle du
cholestérol. Le groupe des hormones stéroidiennes gonadiques comprend les progestagénes,
les androgenes et les oestrogeénes (Derivaux et Ectors, 1986).

3.3.1. La biosynthése de stéroides sexuel

L'étape initiale de la synthése des stéroides est identique. Le départ se situe au niveau
du cholestérol contenant 27 atomes de carbone (Figure 9). Diverses étapes conduisent a la
formation de la AS-prégnénolone & 21 atomes de carbone. Cette conversion inclut 2
hydroxylations médiées par le cytochrome P45¢ "side chaine cleavage" (ssc) qui clive la
chaine latérale en Cpq (Derivaux et Ectors, 1986).

La prégnénolone prend place dans les mitochondries des cellules capables d'initier la
stéroidogeneése. Sa transformation en progestérone se fait dans les cellules thécales et
granulosales et nécessite l'intervention de la A5-3B-hydroxystéroide déshydrogénase et de A3,
A% isomérase (Simpson, 1979, cité par Yen et Jaffe, 1991). Lorsque la P4 est produite par la
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granulosa, elle est utilisée par la théque pour former les androgenes, aromatisés ensuite en
oestrogenes dans la granulosa (Liu et Hsueh, 1986).

La P4 subit une hydroxylation en Cj7 puis l'action d'une 17-20a hydrolase pour former
I'androsténedione (A4), qui constitue alors l'intermédiaire principal pour la formation
d'androgénes et d'oestrogénes (Derivaux et Ectors, 1986). Les cellules thécales représentent
la source majeure de A4 folliculaire et le contrdle par la LH, plus que par la FSH, stimule sa
production (Yen et Jaffe, 1991).

La formation de testostérone (T) a partir d'androsténedione suppose l'action d'une
déshydrogénase tandis que celle d'E2 nécessite I'élimination du C19 et l'aromatisation du

premier cycle carboné par un complexe enzymatique nommé aromatase (Webb et Gauld,
1984).

Cette synthése d'E; 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 I'aromatisation des androgeénes qui, dans les cellules
granulosales, vont étre transformés en Ej par stimulation de FSH sur I'aromatase (Ryan et al.,
1979; cités par Yen et Jaffe, 1991).

La granulosa sécrete de faibles quantités d'E et de T mais posseéde une forte activité
aromatasique, tandis que la théque ne posseéde pas une capacité d'aromatisation suffisante
pour convertir le A4 en Ej.

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). Apres liaison a son récepteur spécifique, 'hormone
stéroidienne 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 I'ADN proche d'un
geéne régulateur et d'activer ou de supprimer la fonction de ce géne. Il se produit ensuite une
série d'événements biologiques correspondant a la réponse a I'hormone : I'ARN polymérase
transcrit I'information d'un géne 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 a
I'initiation hormonale (Derivaux et Ectors, 1986).
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.3. Emission I 1

a) Durant la phase lutéale

Chez la brebis, au cours du cycle oestral, le corps jaune sécréte des quantités de plus en
plus grandes de P4 (du jour 3 jusqu'au jour 7) dans le plasma périphérique, pour ensuite
stabiliser sa sécrétion (de 1 a 3 ng/ml) jusqu'au jour 12 (Figure 12) (Driancourt ez al., 1984).

Le principal oestrogéne sécrété au cours du cycle est le 17B-oestradiol présentant deux
hausses de sécrétion pendant la phase lutéale; I'une entre le 2¢me et le 42M€ jour et 1'autre entre
le 7¢me et le 92me jour (Bister et Paquay, 1983). Les concentrations périphériques de A4 et de
T augmentent parallelement a celle d'E3 (Baird, 1977).

Dur 1 14

La phase folliculaire est caractérisée par I'absence presque totale de progestérone suite a
la lutéolyse.

Les niveaux périphériques d'Ez augmentent 3 jours avant 'oestrus, c'est-a-dire 3 jours
avant la décharge préovulatoire, pour atteindre un maximum la veille de 1'oestrus puis
diminuent progressivement (Terqui ez al., 1983).

La syntheése d'E; et de A4 cesse dans les cellules granulosales et thécales aprés que le
follicule soit exposé au pic préovulatoire de LH et aprés que la synthése de P4 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 (stéroides 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 ez al., 1988).

4.1, LE RECRUTEMENT

Les stéroides n'interviennent pour ainsi dire pas dans le recrutement des follicules; par
contre, les gonadotropines y jouent un role important.
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La FSH est impliquée dans le recrutement folliculaire en agissant a différents niveaux:
- elle fournit le stimulus primaire entrainant la croissance et la prolifération des
cellules granulosales;
- elle stimule la production de ses propres récepteurs par les cellules granulosales;
cette action semble étre favorisée par la présence d'Ea;
- elle stimule l'acquisition de récepteurs a la LH au niveau de la théque interne et sur
les cellules granulosales (Jia ez 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 a 1a LH.

La LH est importante dans le recrutement folliculaire car:

- elle stimule 1'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 biosynthése d'androgeénes dans les cellules thécales en favorisant
I'expression des enzymes clés de la stéroidogenése qui sont la 17 a hydroxylase et
la 17-20c hydrolase (Yen et Jaffe, 1991). A ce stade, le fluide folliculaire est riche
en androgenes et ne contient que de faibles concentrations en oestrogeénes (Jacques,
1989).

En réalité, la FSH stimule la croissance et la prolifération des cellules granulosales ainsi
que l'induction sur ces méme cellules de récepteurs a la LH. Lors de la progression de la
phase folliculaire, la fréquence des pulses de LH augmente et meéne au recrutement de
follicules ainsi qu'a une augmentation progressive de la synthése d'Ep; ceci, a condition qué
les follicules aient été imprégnés préalablement & la FSH pour pouvoir répondre a la LH
(Driancourt et al.,1984).

4.2, LA SELECTION ET LA DOMINANCE

A ce stade du développement, le nombre de récepteurs a 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'Ez. Les follicules de De
Graaf matures constituent la source principale d'Ep dont le role est important aussi bien dans
la sélection que dans la dominance (Mann et al., 1991). En effet, I'E.




- stimule la mitose des cellules granulosales (Fortune et Vincent, 1983);

- favorise 1'élargissement de l'antrum et l'augmentation du nombre de récepteurs
oestrogéniques;

- agit en synergie avec la LH et la FSH pour stimuler I'activité aromatase (Adashi et
Hsueh, 1982; cités par Yen et Jaffe, 1991) et 'acquisition des récepteurs a la LH et
a la FSH (Louvet et Vaitukaitis, 1976; cités par Yen et Jaffe, 1991).

: :
FOLLICULAIRE

1. La conversion holestérol en prégnénolon le P450 ssc

Le cytochrome P450 ssc est en quantité importante dans les follicules préovulatoires ou
sa synthése est régulée indirectement par les gonadotropines. La FSH stimule la production
de messager ribonucléique de P450 ssc et la LH favorise la synthése de progestérone
(Goldring et al.,1987).

4.3.2. La conversion de prégnénolone en P4 par la A5-38 hydroxystéroide déshydrogénase

La FSH et l'insuline ont un effet inhibiteur sur la synthése 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 possede un effet positif sur la synthe¢se de P4 (Jia er al., 1985) en stimulant
l'activité de la A5-3B-hydroxystéroide déshydrogénase (Fanjul et al.,1983).

La A4 favorise la biosynthese de la P4 induite par 1a FSH en augmentant la production
d'AMPc. A ce stade, la A4 agit également sur les récepteurs a la LH des cellules granulosales,
en inhibant leur formation (Jia et al., 1985).

L'E7 limite la conversion de prégnénolone en progestérone en agissant au niveau des
étapes précédant la génération d'’AMPc car celui-ci peut restaurer la syntheése de P4 in vivo
(Leung et Armstrong, 1979).

4.3.3. La transformation de P4 en androgénes par le P450 17 o

La 17-20ca-hydrolase est activée par la LH mais constitue un facteur limitant de la
production d'Ez (Bogovich et Richards, 1984).

La P4 constitue un régulateur partiel de la synthése d'androgénes en inhibant l'activité de
cette 17-200a-hydrolase (Armstrong et al.,1987).
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La FSH stimule l'aromatisation des androgénes en oestrogeénes par le complexe
aromatase. La synthése de cet enzyme est régulée in vitro par l'action de la FSH (Steinkamf
et al.,1987) qui induit la synthése de nouveaux enzymes plutdét 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 rdle dans l'augmentation de la sécrétion d'Ez par les follicules
préovulatoires. En effet, des études in vitro montrent qu'un follicule dominant sécrete
beaucoup plus d'Ez qu'un autre de taille similaire, ne possédant pas de récepteurs a la LH
(Webb et England, 1982). De plus, il existe une corrélation entre I'émission pulsatile de LH et
I'émission pulsatile d'E2 au niveau de la veine ovarienne pendant la période préovulatoire
(Webb et al., 1992). Le role majeur de la LH est de stimuler l'activité aromatase et de
participer avec la FSH, a la production d'E2.

La P4 a un effet in vivo sur les cellules thécales et granulosales qui dépend du stade de
différenciation du follicule, de la concentration en P4 dans la circulation périphérique et du
temps d'exposition des cellules a cette hormone. Son effet final peut étre 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 1'aromatase par la FSH,
plutdt que sur le fonctionnement et 'excitation de celle-ci. Les cellules granulosales moins
différenciées semblent €tre moins sensibles a l'effet inhibiteur de P4 (Fortune et Vincent,
1983).

La A4, 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 biosyntheése de I'E par le follicule préovulatoire est nécessaire pour la différenciation
des cellules granulosales et pour le déclenchement du pic préovulatoire de LH. L'Ej
intervient dans deux boucles de "feed-back" positifs, I'une au niveau de I'hypothalamus et
'autre au niveau de 'ovaire pour assurer le maintien du follicule dominant et pour provoquer
I'ovulation (Bister, 1989). L'Ez augmente sa propre production en stimulant l'activité
aromatase induite par la FSH (Fortune et Vincent, 1983) mais par contre, bloque la
conversion de C2! progestines en C19 androgénes stimulée par la LH (Magoffin et Erickson,
1982; cités par Yen et Jaffe, 1991). En agissant en synergie avec la FSH, I'E, peut stimuler
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lI'induction de ses propres récepteurs ainsi que les récepteurs a la LH et la FSH, induire la
génération d'ATP, stimuler la formation de 1'antrum et augmenter la production de messagers
ribonucléiques de P450 ssc (Goldring et al.,1987).

4.4, L'ATRESIE FOLLICULAIRE

Le processus initiateur de l'atrésie des follicules & antrum est inconnu bien qu'une
cascade d'éveénements soit établie telle la perte de l'aptitude & aromatiser les androgenes, la
réduction de la totalité de la production stéroidienne et la réduction du nombre de récepteurs a
la LH et FSH (Bellin et Ax, 1984 ; Webb et Gauld, 1984).

S. FACTEURS DE VARIATION DE LA CROISSANCE FOLLICULAIRE
TERMINALE

3.1, 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: I'activité cyclique et
I'anoestrus; ce dernier peut étre prépubertaire, saisonnier, de gestation, de lactation ou
pathologique.

Dans le cadre de cette étude, nous nous intéresserons uniquement a l'anoestrus
saisonnier et a 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, & avancer et synchroniser les
cycles et d'autre part, a 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 stéroidogenese au cours des différentes périodes citées ci-
dessus et suite aux différents traitements hormonaux évoqués.
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2.1. Le mili 1 ison de repr ion

La croissance folliculaire et la stéroidogenese pendant la saison de reproduction ont déja
été évoquées dans les chapitres précédents aux points 2.3 et 4.

522. L la fin de la saison ion

Un nouveau programme de reproduction accélérée a depuis peu €t€é mis au point au
laboratoire; il vise a obtenir 3 agnelages en 2 ans au lieu de 1 seul par an. L'intérét
économique est évident mais pour aboutir il est nécessaire de mettre les brebis a la
reproduction trés tot ou tres tard dans la saison de reproduction.

Nous nous sommes donc intéressés aux mécanismes de croissance folliculaire et de
stéroidogenese aux cours de ces 2 périodes.

Croi colliculair

En début et fin de saison de reproduction, Noé&l et al., (1992) ont observé une
distribution trimodale classique des parameétres 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 1'existence d'une activité
ovarienne a différen