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Résumé

Le premier objectif de ce travail est d'étudier I'évolution naturelle du profil de sécrétion de la
GH au cours des différents états physiologiques de la brebis Suffolk et de la comparer a celle
des gonadotropines hypophysaires (LH et FSH) et des stéroides ovariens (P4 et E2) . En
milieu de saison de reproduction, les taux moyens de GH augmentent en fin de phase
folliculaire du cycle, il en est de méme au début de saison bien que les brebis ne paraissent
pas étre en cycle régulier. En anoestrus, on n'observe pas d'augmentation des sécrétions
moyennes. Pour les autres hormones, I'évolution des profils de sécrétion confirme les
résultats obtenus antérieurement au laboratoire. Le second objectif est d'étudier I'effet d'un
traitement de GH recombinante bovine administrée in vivo sur la concentration plasmatique
en GH, sur les mécanismes de la croissance folliculaire terminale, sur les taux d'ovulation et
sur l'évolution de la sécrétion des hormones sexuelles aux cours des différents états
physiologiques. Le traitement augmente le nombre de follicules recrutés, sélectionnés et
dominants au cours des 3 périodes étudiées ainsi que le taux d'ovulation au début et en milieu
de saison de reproduction. L'administration de GH augmente le taux plasmatique de I'hormone
pendant au moins 15 heures en milieu de saison de reproduction, 8 heures en anoestrus et, en
début de saison, il se maintient au moins 15 heures en fin de cycle contrairement aux autres
jours. Le traitement ne modifie pas I'émission de LH mais diminue les taux moyens de FSH et
supprime les vagues d'émission en début et milieu de saison. Le traitement augmente les
sécrétions de P4 en milieu de saison et d'E2 en début de saison de reproduction.
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Au cours des trois dernieres décennies, 1'agriculture des pays développés a subi
des changements considérables. La concentration numérique et géographique ainsi que
l'accroissement de la taille des exploitations d'élevage se sont accompagnés d'une
réduction du nombre de races employées et, dans beaucoup d'espéces, d'une forte
sélection sur les caractéres de production: production laitiére, vitesse de croissance et
qualité des carcasses.

Si l'importance sociale de 1'élevage a diminué, son importance économique
s'est accrue puisque la consommation de viande par téte d'habitant a fortement
augmenté dans 1'Union Européenne (de 48,2 kg en 1960 a 81,1 kg en 1985; Chemineau
etal., 1991).

Les élevages intensifs doivent étre de plus en plus performants tout en gardant
une production de qualité adaptée aux exigences du marché. Dans les élevages
extensifs, qui subsistent encore parce que bien adaptés a des milieux difficiles, la
maitrise du moment de la reproduction pour faire coincider les ressources fourrageres et
les besoins des animaux de ferme est essentielle. Dans ce contexte, la maitrise de la
reproduction des animaux de ferme est trés vite apparue comme une des clés du
développement de 1'élevage.

La maitrise de la reproduction présente plusieurs avantages considérables. Elle
permet de choisir la période de mise bas, de diminuer les périodes improductives,
d'optimiser la taille de la portée et enfin d'accélérer le progrés génétique.

Dans nos régions, la productivité de l'espéce ovine est relativement limitée, car
les périodes d'anoestrus saisonnier et post-partum, ainsi que le faible taux d'ovulation
observé chez la plupart de nos races viandeuses limitent I'efficacité de la reproduction.
Partant, une amélioration de la productivité ovine passe par une maitrise des processus
de reproduction. Ceci n'est possible que si I'ensemble des mécanismes impliqués dans
la reproduction sont bien connus. Beaucoup reste encore a faire dans ce domaine, car
les processus sont complexes et incomplétement €lucidés. C'est pourquoi le
"Laboratoire de Physiologie Animale des Facultés Universitaires Notre-Dame de la
Paix a2 Namur" oriente ses recherches dans cette direction depuis plusieurs années. On
y étudie les mécanismes ovariens et endocriniens qui interviennent au cours des
différents états physiologiques de la brebis, ainsi que les effets de différents traitements
hormonaux sur l'activité folliculaire.




Si les mécanismes de croissance et de maturation folliculaire font l'objet de
nombreuses recherches, il n'en demeure pas moins vrai que les connaissances relatives
aux différentes substances régulatrices agissant sur l'activité ovarienne sont encore
incompletes. Parmi ces différentes substances régulatrices, 'hormone de croissance
(GH) est une hormone supplémentaire impliquée dans les mécanismes de régulation du
développement folliculaire mais ses effets et ses modes d'action restent encore 2
éclaircir.

Afin d'approfondir les connaissances en la matiére, nous avons choisi de
centrer notre travail sur 1'étude fondamentale des effets de 'hormone de croissance sur

I'activité ovarienne de la brebis. Nous avons donc plus précisément étudi€ les effets de
la GH admini in Viv r roissan llicules ovari r 1I'évolution
Scrétions hormonales au cour iffér hysiol

Les objectifs que nous nous sommes fixés peuvent étre résumés comme
indiqué ci-apres.

Le premier objectif est d'étudier I'évolution naturelle du profil de sécrétion de
la GH au cours des différents états physiologiques de la brebis Suffolk. Cette étude est
menée en paralleéle avec celle des profils de sécrétion des gonadotropines hypophysaires
(LH et FSH) et des stéroides sexuels (progestérone et oestradiol-17B). Chaque profil de
sécrétion hormonale est établi a partir d'échantillons de sang prélevés, 2 un moment
précis de la journée pendant 17 jours, soit la durée du cycle oestral de la brebis. Mais,
sachant que la sécrétion de GH est influencée par divers facteurs environnementaux tels
l'alimentation et le nycthémere, un test préliminaire a été réalisé afin de mettre en
évidence les effets réels de ces deux facteurs sur 1'émission de GH. Ce test nous a
indiqué le moment optimum auquel il fallait procéder aux prises de sang quotidiennes
pour éliminer autant que possible l'incidence des deux facteurs précités.

Le second objectif est d'étudier 1'effet d'un traitement de GH recombinante
bovine (bGHrec) administrée in vivo sur les mécanismes de la croissance folliculaire
terminale et sur les taux d'ovulation aux cours des différents états physiologiques. Nous
avons également étudi€ les effets de ce méme traitement sur 1'évolution des sécrétions
hormonales au cours des différents états physiologiques.




Ce travail est divisé en deux parties. La premiére est théorique; il s'agit d'une
revue bibliographique qui comprend 3 chapitres : la description des phénomenes liés a
la reproduction du mouton, I'hormone de croissance et le syst¢me des "Insulin like
Growth Factors". La seconde reprend le travail personnel réalisé au cours de cette
année et est divisée en 3 chapitres : matériel et méthodes, résultats et discussion,
conclusions et perspectives.




PREMIERE PARTIE

Revue bibliographique




CHAPITRE 1 : GENERALITES CONCERNANT LA FONCTION
OVARIENNE DE LA BREBIS

1. Introduction

On distingue chez la brebis trois états physiologiques différents: l'activité
sexuelle cyclique, I'anoestrus et la gestation.

L'activité sexuelle de la brebis est de type polyoestrus saisonnier et a
ovulation spontanée intervenant a la fin de la période des chaleurs. La brebis n'est donc
en cycle que durant une période déterminée de 1'année au cours de laquelle elle présente
plusieurs cycles oestraux successifs (Derivaux et Ectors, 1986). Le facteur clé
déterminant la saison sexuelle est la photopériode. En effet, I'activité ovarienne débute
généralement en photopériode décroissante et est maximale fin automne, début hiver.

Si la brebis n'a pas été fécondée pendant la période d'activité sexuelle,
I'anoestrus saisonnier débute lorsque la durée des jours augmente, c'est-a-dire en
février-mars pour la brebis Suffolk. Il est caractérisé par une absence d'ovulations
accompagnées de comportement sexuel (Malpaux, 1988). En reégle générale, l'arrét des
comportements d'oestrus va de pair avec celui des ovulations, mais des ovulations
"silencieuses" sont parfois observées, notamment a l'approche de la saison de
reproduction.

La gestation, quant a elle, est la période s'étendant de la fécondation a la
parturition; sa durée est de 140 a 150 jours.

Dans le cadre de notre étude, nous nous intéresserons uniquement a l'activité
cyclique et a I'anoestrus saisonnier.

2. Le cycle oestral de la brebis

D'une durée moyenne estimée a 17 jours, le cycle de la brebis est divisé

classiquement en 2 périodes:

- une phase folliculaire, allant du jour 14 au jour 0O; elle
correspond a la période ol les ovaires ne portent plus de corps jaune
actif et présentent une vague de croissance de follicules ovariens qui
pourront atteindre la maturation et aboutir a l'ovulation (N.B: en
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physiologie animale, le jour de l'ovulation est considéré par
convention comme le jour O du cycle);

- une phase lutéale, allant du jour 1 au jour 13; elle correspond a
la période d'activité du (des) corps jaune(s) cyclique(s). Ceux-ci se
forment au jour 1 a partir des follicules rompus suite a 1'ovulation.
Leur activité croit pour atteindre un maximum entre le 8¢me et le
128me jour du cycle puis le corps jaune régresse 2 partir du 13¢me
jour : c'est la lutéolyse.

Au cours de ces deux phases, les modifications morphologiques et sécrétrices
observées tant au niveau de l'ovaire que du tractus génital sont influencées par de
nombreuses substances hormonales dont les plus spécifiques sont sécrétées par l'axe
hypothalamus-hypophyse-ovaire-utérus (figure 1).

. La gsamétogenése femell

La gamétogenese se passe, apres la naissance, uniquement au sein de 1'ovaire.

3.1. L'ovaire (figure 2)

L'ovaire de brebis est un organe ovoide de 1 2 3 cm de longetde 1 2 2 cmde
large pour un poids de 3 a 7 grammes. Schématiquement, cet organe est composé :

- d'une région médullaire (médulla), constituée d'une zone
parenchymateuse faite de tissu conjonctif lache et d'une zone hilaire
fibreuse ou pénétrent l'innervation ainsi que la vascularisation
sanguine et lymphatique;

- d'une région corticale, siege de l'activité folliculaire, portant
une centaine de milliers de follicules primordiaux, de nombreux
follicules en croissance basale (au stade primaire, secondaire ou
tertiaire), quelques follicules antraux en phase de croissance
terminale et éventuellement un ou quelques corps jaunes.

Parallélement a la croissance des follicules conduisant a I'ovulation puis a la
lutéinisation, tous les stades d'involution folliculaire ou lutéale peuvent étre observés. De
plus, 'ovaire a une double fonction: produire des gametes (27 chromosomes) et sécréter de




nombreuses hormones protéiques, peptidiques et surtout stéroidiennes (Derivaux et
Ectors, 1986; Bister, 1991; Driancourt et al., 1991).

Chez le mammifére femelle, la gamétogeneése comporte deux phases:
I'ovogenese, pendant laquelle se constitue le stock de cellules germinales donc de
follicules primordiaux, et la folliculogeneése qui est la succession des différentes étapes
du développement du follicule depuis le moment ot il sort de la réserve constituée au
cours de I'ovogenése jusqu'a son involution ou sa rupture au moment de l'ovulation.

On distingue encore une folliculogenése "basale"”, permanente et indépendante
de I'état physiologique de 1'animal et une folliculogenése "tonique"” également appelée
croissance folliculaire terminale influencée par les variations des concentrations en
hormones gonadotropes au cours du cycle oestral (Driancourt et al., 1984; Mc Neilly et
al., 1986).

Nous allons décrire ces différentes étapes en insistant plus particuliérement sur la
croissance folliculaire terminale sur laquelle nous avons travaillé.

L'ov

Chez la brebis, le stock de follicules primordiaux se constitue pendant la vie
foetale. Les cellules précurseurs des ovocytes, les ovogonies ou cellules ovogoniales,
sont originaires de l'endoblaste de la vésicule ombilicale; aprés une phase de
multiplication (entre le 308Me et le 90¢™me jour de gestation), ces cellules entament leur
premiére division de méiose qui restera bloquée au stade diploténe (Mariana et al., 1991).

Les ovocytes sont alors entourés par une couche de cellules de granulosa
cuboidales ou aplaties, et forment la réserve de follicules primordiaux. Ce stock de
follicules commence a diminuer dés la vie foetale: une grande partie d'entre eux
dégénerent, tandis que d'autres démarrent leur croissance. Le nombre de ces follicules
primordiaux est trés variable. Il dépend de 1'dge: de 50 000 a 200 000 chez I'agnelle a la
naissance et de 20 000 a 86 000 chez une brebis Ile-de-France adulte (Mariana et al.,
1991).

Le contrdle de 1'ovogenése semble indépendant des gonadotropines.
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3.3. La folliculogenése basale (figure 3)

La folliculogenese basale est un phénomeéne continu car, chaque jour, des
follicules entrent en phase de croissance. Elle ne concerne que les follicules de taille
inférieure a 2 mm, soit du stade primordial au début du stade antral.

33,1, Initiati

Selon Greenwald et Terranova (1988), chez le foetus ovin, l'initiation du
développement folliculaire peut débuter a partir du 70éme jour de la gestation dés la
formation des premiers follicules primordiaux.

Les facteurs qui déclenchent I'entrée en croissance sont encore trés mal connus;
il s'agit probablement d'un phénomeéne endogéne de l'ovaire s'effectuant par
l'intermédiaire de cybernines. Selon certains auteurs, les gonadotropines ne seraient pas
impliquées car 1'ablation de I'hypophyse (Driancourt ez al., 1987; Fry et al., 1987) ou
son inhibition chimique (Cognié, 1988) ou encore l'immunisation contre la GnRH
(Gonadotropin Releasing Hormone) (Mc Neilly et al., 1986) provoque un arrét du
développement des follicules de diamétre supérieur 2 2 mm, tandis que 40% des follicules
de taille inférieure restent sains. Par contre, selon Driancourt et collaborateurs (1991),
I'indépendance stricte de la folliculogenése basale envers l'axe hypothalamo-
hypophysaire ne serait pas encore démontrée. En effet, selon Scaramuzzi et
collaborateurs (1993), les follicules préantraux posséderaient des récepteurs a la LH
(Luteinizing Hormone) sur les cellules de la théque et des récepteurs a la FSH (Follicle
Stimulating Hormone) sur les cellules de la granulosa. Il semblerait donc que ces
follicules soient capables de croitre indépendamment des gonadotropines et cela malgré la
présence de récepteurs. Par contre, le développement des follicules au-dela de 2 mm
requiert impérativement l'action des gonadotropines (Turnbull ez al., 1977; Driancourt ez
al., 1984). C'est ce qui différencie la croissance folliculaire terminale de la
folliculogenése basale.

332, Croi jes_follicul

Au cours de son évolution, le follicule passe par divers stades pour former le
"pool" de follicules préantraux qui pourront ensuite entamer la phase de recrutement
folliculaire (Yen et Jaffe, 1991). On distingue classiquement les follicules primordiaux,
primaires, secondaires, tertiaires et antraux (Erickson et al., 1985; Junqueira et al.,
1986). Les étapes du développement folliculaire concernent principalement les cellules
folliculaires mais aussi I'ovocyte et le stroma entourant les follicules :




- les follicules primordiaux comprennent un ovocyte primaire entouré par une seule
assise de cellules prégranulosales aplaties. Ils apparaissent au cours de la vie foetale et
ont une taille moyenne de 30 pum de diameétre.

- les follicules primaires constituent le premier stade de croissance des follicules. Ils
sont constitués d'une assise de cellules granulosales cubiques entourant l'ovocyte I. Les
ovocytes synthétisent et sécrétent des glycoprotéines formant la zone pellucide qui
entoure l'ovocyte en le séparant des cellules granulosales. Tandis que la membrane
basale ou de Sloviansky sépare 1'ovocyte du stroma environnant.

- les follicules secondaires correspondent & la phase finale de croissance de
I'ovocyte. IIs sont caractérisés par la prolifération des cellules granulosales et présentent
une taille moyenne de 130 um de diametre. Les cellules du stroma situées a I'extérieur de
la membrane basale se différencient et se réarrangent en couches de cellules concentriques
pour former la theéque.

- les follicules tertiaires posseédent, en plus de la granulosa, des couches cellulaires
différenciées: la théque interne et la théque externe. La théque interne est richement
vascularisée et peut étre considérée comme une glande endocrine, car elle sécrete des
androgeénes. La théque externe, quant 2 elle, est faite principalement de tissu conjonctif.

- les follicules antraux ont comme particularité des cavités remplies de liquide
folliculaire sécrété par les cellules de la granulosa. Ces cavités grandissent et finissent par
fusionner pour ne plus former qu'un grand antrum dans lequel proémine le cumulus
oophorus, excroissance de la granulosa formée de quelques assises de cellules
folliculaires entourant 'ovocyte et la membrane pellucide. Ceci constitue le stade ultime
de la croissance du follicule et est appel€ follicule de De Graaf ou follicule préovulatoire.
Par la suite ces follicules acquiérent les récepteurs aux gonadotropines et aux autres
hormones qui dirigeront leur activité et leur développement lors de la croissance
terminale.

La croissance folliculaire terminale ou folliculogenése tonique est strictement
dépendante des gonadotropines et ne concerne que les follicules & antrum de diameétre
supérieur 2 2 mm. Elle correspond a la rapide croissance terminale du follicule précédant
'ovulation.

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 l'atrésie et disparaissent. Ce phénomeéne 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 I'atrésie ou a
l'ovulation suivant la phase du cycle (Fortune, 1994). Les follicules ovulatoires se
caractérisent par une reprise de la méiose de l'ovocyte. L'ovule se détache de la
granulosa, s'entoure de mucus et flotte dans le liquide folliculaire. Au moment de
l'ovulation, le liquide folliculaire se répand dans la cavité péritonéale et l'ovule est capté
par le pavillon de l'oviducte. Le follicule rompu se transforme alors en une glande
endocrine appelée corps jaune et qui sécreéte la P4 (progestérone).

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 critére
morphologique correspond en fait a une différenciation fonctionnelle. En effet, a partir
de cette taille les follicules acquierent un grand nombre de récepteurs membranaires a la
LH au niveau de la théque et 2 la FSH au niveau de la granulosa. Ils sont donc
particulierement sensibles aux hormones hypophysaires (Webb et Gauld, 1984; Fortune,
1994).

La sélection implique le tri final des follicules préovulatoires alors que les autres
subissent l'atrésie (Driancourt et al., 1984). mme ler ement, 1 lection n
garantit pas l'ovulation (Fortune, 1994).

I1 semblerait que les follicules sélectionnés aient au moins un diametre de 4 mm
(Driancourt et al., 1984). En fait, a partir de cette taille les follicules possedent des

récepteurs a la LH aussi bien sur les cellules de la theque que de la granulosa (Webb et
Gauld, 1984).

Actuellement, deux hypothéses qui ne s'excluent pas nécessairement l'une
l'autre tentent d'expliquer ce mécanisme de sélection engendrant I'apparition du(des)
follicule(s) dominant(s):

- I'hypothése de la stabilité rapporte que les follicules
dominants se maintiennent en gardant une grande sensibilité aux
gonadotropines et sont moins sensibles a la diminution du taux de
FSH plasmatique vouant les autres follicules a I'atrésie;

- 'hypotheése de I'élimination active dispose que les follicules
se maintiennent en supprimant activement la réponse des autres
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follicules aux stimulations LH/FSH. Ces follicules dominants
agiraient en sécrétant des facteurs qui inhiberaient le développement
des autres follicules compétitifs (Di Zerega et Hodgen, 1981).

En recourant a des endoscopies quotidiennes réalisées pendant 17 jours, soit la
durée d'un cycle oestral complet, Noé€l et collaborateurs (1993) ont montré que la
croissance folliculaire présente une distribution trimodale au cours du cycle de la brebis
Suffolk (figures 4 et 5). Le méme phénomene est observé chez la brebis Texel (Jacques,
1989), chez des brebis a faibles taux d'ovulation ou prolifiques (Driancourt et al., 1991),
chez les bovins (Ireland et Roche, 1987) et chez les caprins (Ginther ez al., 1989).

Pendant la phase lutéale, certains follicules atteignent 4 2 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, notamment en progestérone. Mais le recrutement du groupe
de follicules parmi lesquels se trouve celui ou ceux qui ovulera(ont) se produit presque
toujours pendant la phase folliculaire (Jacques, 1989; Noél et al., 1993).

Les différents parameétres de la croissance folliculaire terminale (nombre de
follicules recrutés, sélectionnés et dominants, ainsi que la 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 diamétre plus
grand en phase folliculaire (Noé€l ez al., 1993). En revanche, Jacques (1989) ne détecte
aucune différence significative quels que soient les parameétres envisagés.

Une large majorité des follicules ovariens sont donc voués a disparaitre avant
d'atteindre l'ovulation. Ceci est le résultat d'un processus involutif, appelé atrésie
folliculaire, par lequel les follicules dégénérent comme suite a l'arrét des mitoses des
cellules granulosales et a la destruction de I'ovocyte (Fortune, 1994).

Pendant I'atrésie, I'ovocyte ainsi que les cellules granulosales meurent et sont
remplacés par du tissu fibreux tandis que les cellules thécales présentes a 1'extérieur de la
membrane basale se dédifférencient et rejoignent le pool de cellules constituant le stroma
(Yen et Jaffe, 1991). Cette atrésie est le destin de plus de 99% des follicules et s'observe
a tous les stades du développement folliculaire.
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Figure 6: Mode d'action de la GnRH (Yen, 1991).

La GnRH lorsqu'elle est liée, induit une agrégation des récepteurs & la GnRH, un flux
extracellulaire de calcium (Ca2*) et une activation enzymatique menant 2 la formation
d'une 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 phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) est hydrolysé
par la PLC pour former 2 messagers secondaires : le phosphatidylinositol triphosphate
(IP3) et le diacylglycérol (DAG). Ce dernier active la protéine kinase C (PKC) qui régule
ensuite la synthése et la glycosylation des gonadotropines et stimule les récepteurs a la
GnRH. Les fonctions de I'IP3 sont d'induire la mobilisation du Ca2* intracellulaire et
d'ouvrir les canaux a Ca2*. Le taux de Ca2?* intracellulaire initie la sécrétion des
gonadotropines.
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Le fonctionnement de l'ovaire, et plus particulierement la maturation folliculaire,
relevent de mécanismes neuroendocriniens dans lesquels interviennent de maniére
prépondérante, mais non exclusive, l'appareil hypothalamo-hypophysaire et les gonades.
D'autres éléments du systéme endocrinien participent également a ce fonctionnement :
épiphyse, thyroide, surrénales, placenta.

Dans le cadre de ce travail, nous décrirons le syst¢tme de régulation par les
hormones hypothalamiques (GnRH), hypophysaires (LH et FSH) et gonadiques
(androgenes, oestrogenes et progestagenes).

La gonadolibérine (GnRH) est identique chez tous les mammiferes (Caldani er
al., 1991). C'est un décapeptide dont le poids moléculaire est compris entre 1,2 et 1,4
kDa. Elle a pour cible les cellules gonadotropes de 'hypophyse; sa demi-vie est trés
courte, de 2 2 4 minutes et elle est catabolisée au niveau du rein (Derivaux et Ectors,
1986).

4.1.2. Mode d'action (figure 6)

La GnRH est sécrétée par les centres tonique et cyclique de I'hypothalamus dans
les capillaires du systéme porte-hypophysaire et se fixe ensuite aux récepteurs présents a

la surface des cellules gonadotropes de I'hypophyse. Suite a cette liaison, I'hormone
induit une cascade de réponses cellulaires menant a la biosynthése et a la sécrétion des
gonadotropines hypophysaires (Yen, 1991).

£ 1.3, Profil de sécréti
La GnRH est émise de fagon pulsatile. Sa sécrétion est constante pendant la

majeure partie du cycle oestral, excepté en période préovulatoire ol elle augmente (Bister,
1991).
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Figure 7: Profils hormonaux des hormones hypophysaires au cours du cycle oestral de
la brebis (Driancourt et al., 1991).




414, Contrdle de la_sécréti

Le controle de la sécrétion de la GnRH est assuré par la GnRH elle-méme en un
"feed back négatif" trés court. D'autre part, les gonadotropines hypophysaires (LH et
ESH) jouent un role de "feed back négatif™ court sur la sécrétion de GnRH, et enfin les
hormones ovariennes, notamment la progestérone et les oestrogeénes, agissent par un
mécanisme de "feed back négatif” long sur les centres de sécrétion de 'hypothalamus
(Karsh er al., 1993). Cependant 1'oestradiol peut, dans des circonstances précises,
induire un "feed back positif" sur le centre cyclique entrainant ainsi au moment de
l'oestrus une importante augmentation de la sécrétion de GnRH puis de LH, ce qui
déclenche l'ovulation (Karsh et al., 1993; Whitehead, 1990). Cette action nécessite un
"environnement" particulier, notamment des taux plasmatiques de progestérone faibles et
une émission accrue d'oestradiol.

4.2, Les hormones gonadotropes hypophysaires: la LH et la FSH

Sous l'influence stimulante de la GnRH, l'adénohypophyse sécréte les
hormones gonadotropes LH (Luteinizing Hormone) et FSH (Follicle Stimulating
Hormone). La concentration de I'hypophyse en gonadotropines est variable suivant les
especes et, dans une méme espece, suivant les races et les individus. L'hypophyse de
mouton constitue une source importante de LH et de FSH; en effet, viennent par ordre
d'importance quant a la teneur de 'hypophyse en ces hormones : le mouton, le porc, la
vache, le cheval (Derivaux et Ectors, 1986). Les proportions relatives de LH et de FSH
hypophysaires chez les diverses espéces animales peuvent expliquer les différences
constatées quant a la durée de 'oestrus et au moment de I'ovulation.

4.2.1. Structure

La LH ou lutropine est une glycoprotéine dimérique d'un poids moléculaire de
30 kDa; son temps de demi-vie est de 12 a 50 minutes (Derivaux et Ectors, 1986).

Tout comme la LH, la FSH est également un dimére composé de 2 sous-unités,

o et B, dont les chaines polypeptidiques sont associées de maniére non covalente (Ronin,

1989). Son poids moléculaire est de 32 kDa et son temps de demi-vie de 3 a 4 heures.

4.2.2. Profil de sécrétion (figure 7)

La LH est sécrétée sous forme de pulses de courte durée dont l'intensité peut
atteindre 10 fois le taux basal. La fréquence de décharge est d'environ 1 pulse toutes les




Gn RH (pg/mi)

LH (ng/ml)

Figure 8: Profils simultanés de sécrétion de la GnRH dans le sang porte hypothalamo-
hypophysaire et de LH dans la circulation générale chez une brebis en fin de
phase folliculaire et durant le pic préovulatoire (Caldani er al., 1991).
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4 a 8 heures (Bister et Paquay, 1983). En phase préovulatoire, on observe une nette
augmentation du taux de LH, appelée pic préovulatoire, atteignant plus de 100 fois le
niveau de base et constitué par la sommation de pulses apparaissant a intervalles de plus
en plus réduits (Haresign et al., 1984). Cette décharge dure entre 8 et 20 heures
(Mandiki, 1991) et suit le pic de GnRH (figure 8).

Au cours d'un cycle ovulatoire, les taux plasmatiques de FSH présentent 3
vagues majeures d'une périodicité de 5 a 6 jours. Une des vagues coincide avec les
décharges ovulatoires de LH et de GnRH; elle est biphasique, présentant une premiére
élévation simultanée avec les décharges de LH, puis une dépression et une seconde
élévation 30 a 40 heures aprés la premiére, appelée décharge post-ovulatoire ou
"rebound”. Deux autres vagues se produisent pendant la phase lutéale; leurs valeurs
maximales sont souvent assez proches de celles de la vague périovulatoire en phase
folliculaire. Elles présentent parfois également un aspect biphasique (Bister et Paquay,
1983; Haresign et al., 1984).

4.23. Mode d'action (figure 9)

Les glycoprotéines hypophysaires circulent dans le sang sous forme libre; leur
temps de demi-vie varie en fonction de la teneur en acide sialique (tableau 1). Les
récepteurs cellulaires des hormones peptidiques sont situés au niveau de la paroi cellulaire
et la spécificité de reconnaissance implique largement la sous-unité B (Ronin, 1989). La
liaison de I'hormone a son récepteur induit un changement de conformation et une
activation du systeme membranaire (protéine G et adénylate cyclase) associé a ce site
(Catt et Dufau, 1991).

424, Roles

La LH et la FSH sont trés importantes pour la différenciation de la théque et de
la granulosa du follicule ovarien. Les cellules de la théque répondent a une stimulation
par la LH en sécrétant des androgenes; ces derniers diffusent a travers la membrane
basale vers les cellules de la granulosa qui, sous la stimulation de la FSH, utilisent ces
androgeénes comme substrat pour la synthése des oestrogénes. Ces étapes font partie de
la st€roidogenése dont nous reparlerons plus tard.

La LH stimule largement le développement et 'activité du corps jaune qui sécréte
la progestérone (P4). Elle joue également un role dans la maturation folliculaire et

I'expulsion de 'ovocyte (Mc Natty et al., 1981).
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FSH LH

Acide sialique 5% 2%

Demi-vie 3 a4 heures |12 a 50 minutes

Tableau 1: Temps de demi-vie et teneur en acide sialique des glycoprotéines
hypophysaires (Derivaux et Ectors, 1986).




La FSH a pour rdle principal d'augmenter le métabolisme cellulaire et de
favoriser la multiplication cellulaire. Au niveau de I'ovaire, elle assure la croissance des
follicules et maintient l'intégrité des cellules de la granulosa. De plus, elle induit la
synthése de récepteurs a la LH au niveau des follicules préantraux (Driancourt et al.,
1991). Il faut remarquer enfin la corrélation évidente qui existe entre les 3 vagues de
sécrétion de FSH et les 3 vagues de croissance folliculaire (Jacques, 1989) dont nous
reparlerons ultérieurement.

425, C ole_de | scréti

Les sécrétions de LH et de FSH sont assurées par la GnRH; cependant, in vivo,
ces 2 hormones ne sont pas sécrétées de fagon synchrone. Il semble donc évident que
des régulations indépendantes interviennent. Il existe aussi quelques arguments
expérimentaux en faveur de I'existence d'un facteur FSH-RH (FSH-Releasing Hormone)
spécifique de la sécrétion de FSH mais celui-ci n'a pas encore été mis en évidence
(Rotten, 1991). A I'heure actuelle, le débat reste encore ouvert afin de déterminer si une
hormone unique contrdle a la fois les sécrétions de LH et de FSH ou si 2 entités
différentes ont chacune leur cible hypophysaire (Findlay et Clarke, 1987; Clarke, 1989).
Le consensus général actuel est néanmoins la présence d'un seul polypeptide
hypothalamique régulateur possédant des actions différentes sur les cellules
hypophysaires.

Les stéroides ovariens ont un effet modulatoire dans le processus de sécrétion
des gonadotropines hypophysaires. La progestérone (P4) réduit la fréquence des pulses
de LH via un "feed back négatif" sur I'hypothalamus provoquant une diminution de la
fréquence des pulses de GnRH. La pulsatilité de la LH est inversement proportionnelle a
la concentration plasmatique en P4 (Karsh et Legan, 1980). Si chaque décharge de
GnRH est suivie d'un pulse de LH, elle n'entraine pas de modification dans la sécrétion
de FSH. Cette derniere suit un mode de sécrétion plus régulier et non pulsatile (Bister et
Paquay, 1983). La GnRH aurait seulement un réle "permissif” sur la sécrétion de FSH
dont le niveau est controlé principalement par des hormones émises par les follicules
ovariens, l'inhibine et l'oestradiol (Mann ez al., 1991).

En phase lutéale, I'oestradiol (E2) et l'inhibine (INH) sécrétés par les follicules
en croissance exercent un "feed back négatif" sur la sécrétion de FSH et par 1a une
inhibition du développement folliculaire. Cette baisse du taux plasmatique de FSH est
probablement responsable de l'atrésie des follicules et donc d'une diminution de la
sécrétion d'oestradiol par ceux-ci. On observe alors une levée de l'inhibition ovarienne
sur les sécrétions de FSH. L'émission de FSH augmente a nouveau provoquant ainsi la
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croissance d'une deuxiéme vague de follicules. Les follicules sécrétent de plus en plus
d'inhibine et d'oestradiol inhibant une deuxieéme fois la sécrétion de FSH et provoquant
ainsi l'atrésie des follicules en développement. La baisse du taux d'E2, suite a l'atrésie
des follicules, permet 'augmentation de 1'émission de FSH et le démarrage de la
troisieme vague de croissance folliculaire au cours de laquelle le taux d'E2 va a nouveau
augmenter. Cette troisiéme vague se déroule apres la lutéolyse au cours de la phase
folliculaire du cycle (figure 7). Libéré de l'effet inhibiteur de la P4, I'hypothalamus
répond a la hausse d'E2 par un mécanisme de "feed back positif™; la libération de GnRH
et LH (en paralléle avec la FSH) devient "explosive", la LH induisant des augmentations
d'E2 et 'E2, des augmentations de GnRH et LH; on aboutit ainsi a la décharge ovulatoire

provoquant la maturation ovocytaire et 'ovulation (Bister, 1991; Schrick et al., 1993).

L'androsténedione (A4), stéroide ovarien, exerce également un "feed back
négatif” sur les sécrétions de LH. En effet, Scaramuzzi et Baird (1977) ont montré, suite
a une expérience d'immunisation contre lI'androsténedione, une hausse significative du
taux de LH circulante. Il a aussi ét€ montré que cette immunisation augmentait non
seulement la pulsatilité de la LH, mais aussi la concentration plasmatique de FSH, avec
pour conséquence une élévation du nombre de follicules en croissance, de la teneur
plasmatique en E2 et du taux d'ovulation (Bister et al., 1988; Derycke et al., 1988).

4.3. Les hormones stéroidiennes

Les oestrogénes, progestagenes et androgeénes appartiennent au groupe des
hormones stéroides et leur structure de base est représentée par le noyau stérane ou
cycloperhydropentanophénantréne dont le squelette est analogue a celui du cholestérol.

La syntheése des stéroides hormonaux peut s'opérer par différentes voies mais
dans un but de simplification, nous n'envisageons que la voie directe. L'étape initiale de
cette syntheése est identique quel que soit le stéroide formé (figure 10).

Diverses étapes intermédiaires conduisent a la formation de la AS-prégnénolone
a partir du cholestérol. Cette conversion inclut 2 hydroxylations en C2¢ et C22 etla
coupure de la chaine en C20. Ces étapes sont controlées par un complexe enzymatique
comportant le cytochrome P450scc (cholesterol side chain cleavage). La transformation
du prégnénolone en P4 se fait dans les cellules thécales et granulosales; elle implique une
oxydation de 1'hydroxyle en C3 et le transfert de la double liaison A5-6 en A4. Ces 2
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étapes sont sous le contrdle respectif de la 3B-hydroxystéroide déshydrogénase et de la
A5,A4 isomérase (O'Malley et Strodt, 1991).

La P4 subit ensuite une hydroxylation en Cj7 suivie de l'action d'une 17-20
hydrolase pour former I'androsténedione (A4). Les cellules thécales représentent donc la
principale source d'androsténedione folliculaire et le contrdle par la LH, plus que par la
FSH, stimule sa production (Yen et Jaffe, 1991).

La formation d'E2 nécessite 1'élimination du Cjg et l'aromatisation du premier
cycle carboné par un complexe enzymatique nommé aromatase. La synthése d'E2
nécessite une coopération entre les cellules thécales et granulosales ainsi que de la LH et
de la FSH. En effet, la LH agit au niveau des cellules thécales en induisant

I'aromatisation des androgenes qui, dans les cellules granulosales, sont transformés en
E2 par stimulation de la FSH sur l'aromatase (Ryan et al., 1979; cités par Yen et Jaffe,

1991).
a) Les oestrogenes

Les oestrogenes naturels sont des stéroides a 18 atomes de carbone dont le
premier cycle est aromatique. Au nombre de ces oestrogenes, il faut retenir :

- I'oestrone (E1) (C18H2202), premier stéroide hormonal isolé sous
forme chimique pure de l'urine de femme enceinte et de jument
gravide. Son rdle est peu connu et apparemment peu important;

- 17-B oestradiol (E2) (C18H2402) est l'oestrogéne ovarien le plus
important et est considéré comme la véritable hormone folliculaire.
Sa demi-vie plasmatique est d'environ 20 minutes et il est sécrété
par les follicules en croissance (figure 11);

- I'oestriol (E3) (C18H2403) ou hydrate de folliculine isolé
également a partir d'urine de femme enceinte. Son origine serait
davantage placentaire qu'ovarienne. Il constituerait plutét un
produit de dégradation de I'E2.

L'E2 présente de nombreuses actions dans la plupart des tissus de I'organisme.

On retiendra principalement une stimulation de I'activité motrice du systéme reproducteur
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et une induction de la lutéolyse, roles qu'elle joue en synergie avec la prostaglandine
(PGF2¢) (Denning-Kendall et Wathes, 1994).

b) La progestérone (P4)

Les progestagénes sont principalement représentés par la progestérone qui est le
progestagene le plus actif.

La P4 présente une structure tétracyclique proche de celle des corticostéroides.
Elle comprend une chaine latérale & 2 atomes de carbone fixée en C17 ainsi qu'un
groupement 3-cétonique (figure 12). Sa demi-vie plasmatique est d'environ 30 minutes
(Rawn, 1990).

Comme son nom l'indique, c'est une hormone qui de maniere générale est
destinée a favoriser la gestation. Elle stimule le développement de 1'utérus et de la glande
mammaire et inhibe les contractions du systéme reproducteur. Elle inhibe aussi la
sécrétion au niveau hypothalamique (GnRH) et hypophysaire (LH). Elle empéche la
maturation folliculaire et maintient la sécrétion d'E2 dans certaines limites (Bister, 1991).

¢) L'androsténedione (Ag4)

Les androgeénes, dont le A4-androsténedione (A4) et la testostérone sont les plus

connus, sont des intermédiaires de synthése entre les progestagenes et les oestrogeénes.
Leur role est limité chez la femelle, mais le A4 joue certainement un role dans le
phénomene de 'atrésie folliculaire.

432, Compartimentation de la stéroidogendse (figure 13)

La stéroidogenése se déroule dans 2 types de cellules stéroidogenes du follicule
ovarien, a savoir les cellules de 1a théque interne et les cellule la granulosa.

Ces cellules différent, entre autre, par leur équipement enzymatique. Les
cellules de la theque permettent la conversion du cholestérol en progestérone. Pour ce
faire, elles possédent des récepteurs a la LH qui stimulent la conversion du cholestérol en
A5-prégnénolone. Les cellules de la granulosa importent les androgénes thécaux pour
synthétiser les oestrogénes. Elles possédent des récepteurs a la FSH qui jouent un role
essentiel dans le contrdle de I'activité aromatase (Robel, 1991).
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433, Contrdle de la stéroidogent

Le contrdle de la stéroidogenése est réalisé par de trés nombreux facteurs dont la
LH, la FSH, les stéroides eux-mémes et les IGF (Insulin-like Growth Factor) qui feront
'objet d'un chapitre spécial.

La LH favorise la synthése de P4 en stimulant l'activité de la 3j-
hydroxystéroide déshydrogénase (Goldring et al., 1987). Elle active la 17-20a-
hydrolase responsable de la formation d'A4 (Bogovich et Richards, 1984) et stimule
l'activité de I'aromatase (Webb ez al., 1992).

La ESH stimule la synthése du cytochrome P450g¢c ainsi que 1'aromatisation
des androgénes en oestrogenes par le complexe aromatase (Goldring ez al., 1987).

La P4 inhibe l'activité de la 17-20c hydrolase (Armstrong ez al., 1987). De
plus, en concentration €élevée, elle peut aussi inhiber I'effet stimulateur de la FSH sur
I'aromatase (Fortune et Vincent, 1983).

L'A4 sert de substrat au complexe aromatase et augmente l'effet de la FSH sur

l'activité de ce complexe enzymatique (Armstrong et al., 1987). Il permet aussi la
biosynthese de la P4 induite par la FSH en augmentant la production d'AMP¢ (Jia et al.,
1985).

L'E2 limite, en agissant au niveau des étapes précédant la génération d AMP¢, la
conversion de la AS-prégnénolone en P4 mais peut aussi augmenter sa propre production

en stimulant l'activité aromatasique induite par la FSH (Fortune et Vincent, 1983).

4,3.4. Profils de sécrétion au cours du cvcle (figure 14)

Le principal oestrogéne sécrété au cours du cycle est le 17B-oestradiol (E2), il
présente 2 hausses de sécrétion pendant la phase lutéale; la premiere culminant entre le
2¢me et Je 42me jour et la seconde entre le 7¢Me et le 9Me jour (Bister et Paquay, 1983).
En phase folliculaire, les niveaux périphériques d'E2 augmentent 3 jours avant l'oestrus,
c'est-a-dire 3 jours avant la décharge préovulatoire, pour atteindre un maximum la veille
de l'oestrus puis diminuent progressivement jusqu'a la premiére vague de la phase lutéale
(Robel, 1991).

Des sa formation, le corps jaune sécréte de fortes doses de P4 (du jour 3 au jour

7) dans le plasma périphérique, pour ensuite stabiliser sa sécrétion (de 1 a 3 ng/ml)
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jusqu'au 128me jour. La phase folliculaire se caractérise par une absence presque totale
de P4 suite a la lutéolyse.

43,5, Mode d'action (figure 15)

Les hormones libérées dans la circulation sanguine circulent soit sous forme
libre (forme active), soit sous forme liée (réserve). Les formes libres peuvent se lier a
leurs récepteurs spécifiques qui sont des protéines intracellulaires solubles. La liaison de
I'hormone a son récepteur provoque un changement de conformation du récepteur qui
rend son site actif fonctionnel. A ce stade, le complexe hormone-récepteur a la capacité
de migrer dans le noyau cellulaire, de se fixer dans un domaine de liaison de ' ADN
proche d'un géne régulateur et d'activer ou de supprimer la fonction de ce géne (O'Malley
et Strodt, 1991; Yen et Jaffe, 1991).

ntrol ] roissance folliculair rminal

5.1. Le recrutement

Les stéroides interviennent peu dans le recrutement; en revanche, les
gonadotropines y jouent un réle important.

La LH est impliquée dans le recrutement folliculaire. En effet :
-elle stimule I'apparition de ses propres récepteurs sur les cellules
granulosales et thécales (Jia et Hsueh, 1984);
- elle induit la différenciation des cellules thécales tant au niveau
morphologique que biochimique (Erickson er 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).

La ESH est également impliquée dans le recrutement folliculaire, car :
- elle favorise la croissance et la prolifération des cellules
granulosales, action démontrée par l'incorporation de thymidine
dans 'ADN;
- elle stimule la production de ses propres récepteurs par les cellules
granulosales; cette action est favorisée par la présence d'E2;
- elle stimule aussi l'acquisition de récepteurs a la LH tant au niveau
de la théque interne que des cellules granulosales (Jia et al., 1985).
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Selon Di Zerega et Hodgen (1981), I'inactivation de la FSH par I'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 ez al., 1990). L'action de la FSH serait de sensibiliser le
follicule a 1a LH.

En fait, la FSH stimule la croissance et la prolifération des cellules granulosales
ainsi que l'induction sur ces mémes cellules de récepteurs 2 la LH. Lors de
'acheminement de la phase folliculaire, la fréquence des pulses de LH augmente et méne
au recrutement de follicules ainsi qu'a une augmentation progressive de la synthése d'E2;
ceci, a condition que les follicules aient été préalablement imprégnés a la FSH pour
pouvoir répondre a la LH (Driancourt et al., 1984).

59 Lo cilesinn oo fitond

Les follicules de De Graaf matures et dans une moindre mesure les follicules en
croissance constituent la source principale d'E2 dont le role est important aussi bien dans

la sélection que dans la dominance (Mann et al., 1991).

En effet, I'E2:
- stimule la mitose des cellules granulosales (Fortune et Vincent,
1983);
- agit en synergie avec la LH et la FSH afin de stimuler l'activité
aromatase (Adashi et Hsueh, 1982; cités par Yen et Jaffe, 1991) et
I'acquisition des récepteurs a la LH et a la FSH (Louvet et
Vaitukaitis, 1976; cités par Yen et Jaffe, 1991);
- favorise 1'élargissement de I'antrum ainsi que I'augmentation du
nombre de récepteurs aux oestrogeénes (Fortune, 1994).

53 Lamrésie folliculair

Le mécanisme initiateur de 1'atrésie des follicules a antrum est encore inconnu
bien qu'une cascade d'événements soit établie telles la réduction du nombre de récepteurs
alaLH et a la FSH, la perte de capacité a aromatiser les androgenes et la réduction de la
production des hormones stéroidiennes (Bellin et Ax, 1984; Webb et Gauld, 1984).
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Pour rappel, 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.

Comme dit précédemment, nous nous sommes uniquement intéressés a
I'anoestrus saisonnier et a l'activité cyclique; celle-ci comprend trois périodes : le début,
le milieu et la fin de la saison de reproduction. La fin de la saison de reproduction n'a pu
étre étudiée cette année mais le sera en février 1995, c'est la raison pour laquelle nous la
passerons sous silence.

Nous allons maintenant voir les modifications observées tant au niveau de la
stéroidogenese que de la croissance folliculaire au cours de 1'anoestrus et du début de la
saison de reproduction. Pour le milieu de la saison de reproduction, la stéroidogeneése et

Lol @ z

la croissance folliculaire ont déja été évoquées dans les paragraphes précédents.
L r

L'anoestrus saisonnier provient d'une adaptation aux variations climatiques
caractéristiques de 1'endroit ou vit la race envisagée. Le mouton se reproduit donc en
automne de fagon a ce que les agneaux naissent au printemps, lorsque les conditions
climatiques sont les plus favorables et la nourriture abondante.

s 11, 1 sroid 2se_des follicul

Malgré le peu d'informations existant sur le potentiel de stéroidogenéese des
follicules au cours des différents états physiologiques, 1'analyse des sécrétions
hormonales montre que 'ovaire n'est pas inactif en anoestrus saisonnier et que les
hormones gonadotropes sont sécrétées. Comme le montre 1'étude de McNatty et

collaborateurs (1985) sur des brebis Romney, la capacité des follicules a synthétiser et a
sécréter de I'E2 ne différe pas entre I'anoestrus et la saison de reproduction.

L'estimation du potentiel de stéroidogenése d'un follicule est réalisée par mesure
de 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 est considéré comme actif (Webb et
Gauld, 1984). Selon Jacques (1989), in vivo, aucun follicule n'ayant atteint une taille

préovulatoire au cours de I'anoestrus léger et profond n'est considéré comme actif d'un
point de vue sécrétion d'E2. Seuls les follicules préovulatoires prélevés au jour 16 du
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cycle produisent in vitro un niveau d'E2 élevé. Toujours selon cet auteur, l'identité
morphologique des follicules observée au cours des différents états physiologiques n'est
pas associée a une identité fonctionnelle compte tenu de la déficience dans la production
d'E2 en anoestrus léger et profond; ceci va a l'encontre de 1'étude de McNatty et
collaborateurs (1985). On entend par anoestrus léger la fin de la période d'anoestrus au
cours de laquelle une faible stimulation telle que la présence d'un madle peut déclencher
l'apparition des cycles, et par anoestrus profond le milieu de la période d’anoestrus.

Les hormones gonadotropes, LH et FSH, ne semblent pas étre responsables de
cette réduction du potentiel de stéroidogenese. 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. Par contre, l'altération de la
maturation folliculaire en anoestrus léger et profond peut étre due a une pulsatilité
inadéquate de LH in vivo, ainsi qu'a la présence de formes circulantes de FSH
potentiellement moins actives en période de faible activité sexuelle (Jacques, 1989).

L'anoestrus saisonnier se caractérise également par un niveau basal de P4
(Bister, 1991) puisque aucune ovulation et par conséquent aucun Corps jaune ne sont
observés.

$12 L sfcrétion .3 ] .

Au cours de l'anoestrus, de nombreuses races, dont les Suffolk, ne présentent
pas d'ovulation alors que d'autres, comme les brebis Merinos, présentent des périodes
d'anovulation entrecoupées par des périodes d'ovulation. Cette différence peut
s'expliquer en partie par la sensibilité des mécanismes de "feed back" négatif et positif de
I'E2 sur la sécrétion de GnRH et de LH, le premier étant défavorable tandis que le second

est responsable de I'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 du cycle, elle est estimée a 1 pulse toutes les 4
heures. Le rétrocontrdle négatif de la LH par I'E2 est renforcé en anoestrus et
s'exercerait par une suppression de la fréquence des pulses de GnRH (Karsh et al.,
1993).

Pour la FSH, certains auteurs rapportent I'existence de fluctuations identiques a
celles observées en phase lutéale (Bister et Paquay, 1983) alors que d'autres parlent de
variations saisonnieres (McNatty ez al., 1985).
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D'apres les expériences de Montgomery et collaborateurs (1988) réalisées sur
des brebis Ile-de-France ovariectomisées, en 1'absence de "feed back" ovarien, la saison
influence les sécrétions de FSH a long terme. Pour une brebis non ovariectomisée, la
relation entre la fréquence des pulses de GnRH et la sécrétion de FSH aurait des
conséquences importantes sur une série d'événements amenant tout doucement au début
de la saison de reproduction. Une augmentation significative de la sécrétion en FSH
pourrait jouer un role majeur dans les premieres étapes du retour a une activité cyclique
des gonades (Montgomery et al., 1988).

En revanche, 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 I'hypothése 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.

Le début de l'activité cyclique se produit en automne, quand la longueur des
jours décroit, et I'anoestrus apparait quand la longueur des jours augmente. Autrement
dit, la photopériode est le principal facteur de contréle de l'anoestrus saisonnier. Elle
induirait un changement de la sensibilité de 1'axe hypothalamo-hypophysaire aux
stéroides (Martin et al., 1988).

Diverses expériences montrent que la disparition des phénomeénes cycliques
provient d'une perte du mécanisme de "feed back" positif entre 'E2 et 1a LH aboutissant
normalement a la décharge ovulatoire (Legan et al., 1977). En plus, il semble que le
"feed back" négatif de I'E2 sur la LH soit renforcé, car il se concrétise par une diminution

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

Selon une autre théorie, le rétro-contréle positif de la LH par I'E2 n'est pas
modifié mais ce sont les concentrations en E2 qui sont trop faibles pour déclencher le

"feed back positif”; seul le "feed back négatif" serait alors possible (Haresign ez al.,
1984).

Des administrations d'E2 confirment la modification de réactivité au niveau de
I'hypothalamus ("feed back positif" diminué ou inversé), mais la réduction du potentiel
de stéroidogenese conforte aussi la deuxieéme hypothése.
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Les études de Woodfill et collaborateurs (1994) concernant cette variation de
sensibilité hypothalamo-hypophysaire laissent entrevoir un effet des hormones
épiphysaires (la mélatonine principalement) et de la prolactine. Ces hormones sont
controlées par la photopériode tant au point de vue circadien que saisonnier. L'évolution
annuelle de la prolactinémie est chez la brebis paralléle a celle de la durée de la luminosité;
les taux sont €élevés en jours longs et faibles en jours courts. La mélatonine est quant a
elle sécrétée pendant I'obscurité.

Les résultats obtenus par Piraux (1990) permettent de conclure a un effet
prépondérant de la mélatonine. En effet, 'inhibition de I'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 provoquée a partir de juin au moyen d'implants, augmente la pulsatilité¢ de LH et
avance la reprise des cycles de plusieurs semaines.

614, 1 ; folliculair

La folliculogenése basale persiste en anoestrus car, il faut six mois pour qu'un
follicule passe du stade ou il comporte 3 couches de cellules granulosales a une taille
préovulatoire. Le follicule qui ovule pendant la saison de reproduction a dii commencer
sa croissance pendant la période d'anoestrus (Webb ez al., 1992).

Certains auteurs (Fortune, 1994; Webb et Gauld, 1984) ont observé en
anoestrus des vagues de croissance folliculaire terminale d'une durée semblable a celle
observée au cours du cycle. De méme, les nombres moyens de follicules recrutés,
sélectionnés et dominants sont voisins de ceux observés en période de reproduction. Les
follicules suivent par conséquent le méme schéma de développement bien qu'aucun ne
parvienne a l'ovulation (Jacques, 1989; No€l et al., 1993).

A ce jour peu d'informations sont fournies quant aux capacités stéroidogéniques
des follicules en début de saison de reproduction. Les seules informations disponibles
sont les suivantes.
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Les études de Woodfill et collaborateurs (1994) concernant cette variation de
sensibilité hypothalamo-hypophysaire laissent entrevoir un effet des hormones
épiphysaires (la mélatonine principalement) et de la prolactine. Ces hormones sont
contrdlées par la photopériode tant au point de vue circadien que saisonnier. L'évolution
annuelle de la prolactinémie est chez la brebis parallele a celle de la durée de la luminosité;
les taux sont €levés en jours longs et faibles en jours courts. La mélatonine est quant a
elle sécrétée pendant I'obscurité.

Les résultats obtenus par Piraux (1990) permettent de conclure a un effet
prépondérant de la mélatonine. En effet, l'inhibition de I'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 pulsatilit¢ de LH. Par contre, la mélatonine est
certainement impliquée dans la rentrée en cycle, car une augmentation de sa concentration
sanguine provoquée a partir de juin au moyen d'implants, augmente la pulsatilité¢ de LH et
avance la reprise des cycles de plusieurs semaines.

614, 1 . folliculai

La folliculogenése basale persiste en anoestrus car, il faut six mois pour qu'un
follicule passe du stade ol il comporte 3 couches de cellules granulosales a une taille
préovulatoire. Le follicule qui ovule pendant la saison de reproduction a dii commencer
sa croissance pendant la période d'anoestrus (Webb er al., 1992).

Certains auteurs (Fortune, 1994; Webb et Gauld, 1984) ont observé en
anoestrus des vagues de croissance folliculaire terminale d'une durée semblable a celle
observée au cours du cycle. De méme, les nombres moyens de follicules recrutés,
sélectionnés et dominants sont voisins de ceux observés en période de reproduction. Les
follicules suivent par conséquent le méme schéma de développement bien qu'aucun ne
parvienne a l'ovulation (Jacques, 1989; Noél et al., 1993).

6.2. Le début de la saison de reproduction
52,1, Sécréti I | . | sroid
A ce jour peu d'informations sont fournies quant aux capacités stéroidogéniques

des follicules en début de saison de reproduction. Les seules informations disponibles
sont les suivantes.
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Chez les brebis Texel (Bister, 1980) et Clun Forest (Walton er al., 1977), le
premier pic ovulatoire de LH est en général précédé de 5 a 7 jours par un autre pic
semblable; ces 2 pics de sécrétion marqueraient le début de la cyclicité normale.

Excepté l'apparition de pics ovulatoires concomitants & ceux de la LH, la
concentration en FSH ne semble pas varier avec le début des cycles.

Les sécrétions d'E2 augmentent avec les vagues de croissance folliculaire et le
taux de P4 augmente suite a la lutéinisation des follicules ovariens parvenus a l'ovulation.

2.2, Croi folliculai

En début de saison de reproduction, Nogl et collaborateurs (1993) ont observé
une distribution trimodale classique des parametres 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 différents moments de l'activité cyclique et en anoestrus.
Celle-ci est comparable a celle observée au cours de la phase folliculaire du cycle en
milieu de saison. De plus, les mécanismes de recrutement, de sélection et de dominance

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

Selon Jacques (1989), les parametres morphologiques (taille maximale des
follicules dominants, vitesse de croissance des follicules) de la croissance folliculaire ne
sont pas affectés par le stade considéré.
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CHAPITRE 2 : 'HORMONE DE CROISSANCE (GH)

En 1921, Evans et Long découvraient des substances promouvant la croissance
dans une émulsion du lobe antérieur de I'hypophyse chez le rat. Vingt-quatre ans plus
tard, une hormone de croissance d'origine bovine fut pour la premiére fois isolée par Li
et Evans. De nos jours, les hormones de croissance (GH) sont reconnues comme des
hormones extraordinairement pléiotropes exergant des effets de facteur de croissance et
de différenciation et agissant comme d'importants régulateurs métaboliques (Paladini et
al., 1983).

Si actuellement on connait la structure et les principales fonctions des GH, bien
des points restent encore obscurs notamment en ce qui concerne leur mode d'action
propre ainsi que celui modifié par d'autres hormones.

Les effets physiologiques de I'hormone de croissance (GH) sont tellement variés
qu'il est difficile de les exprimer en une théorie unique pour les différentes espéces
animales. La croissance et le développement sont complexes, intégrant des processus qui
impliquent, en plus de la GH, tout le syst¢eme endocrinien et paracrine.

1. _Localisation

La GH est une protéine qui est principalement synthétisée et sécrétée par les
cellules de I'hypophyse antérieure (Miller et al., 1980). Elle est exprimée a partir du géne
GH-N localisé dans les cellules somatotropes de 1'adénohypophyse. Dans une
moindre mesure, les cellules somatomammotropes de 'adénohypophyse bovine sécrétent
également de la GH parall¢lement a de la prolactine (Kineman ez al., 1991). Mise a part
cette principale forme de GH, citons également l'existence d'une seconde forme
hormonale exprimée a partir d'un géne GH-V placentaire (Bauman, 1991). Ce rype
d’hormone de croissance n'étant exprimé que durant la gestation, nous le tairons
volontairement car il n'interviendra en rien dans nos expériences.

Chez le mouton, la GH est présente dans I'hypophyse foetale dés le 508me jour
apres la fécondation. La concentration hypophysaire en GH reste constante jusqu'a 250
jours apres la naissance et est comprise entre 40 et 85 Ul/g pour diminuer ensuite avec
I'dge (Charrier, 1973).
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Figure 16: Structure secondaire de la GH bovine (Wilson et Foster, 1992).

Plocental Lactogen

T,DBS

Growth Hormone

[ G
Hmw

Trp®
- Prolactin
] [ B r
o S \ Y\ \ N\
I
T’pso

Figure 17: Régions homologues de la GH, PL et PRL (Niall et al., 1971).

Tableau 2: Variantes de la GH humaine dans la circulation sanguine (Bauman, 1991).

Variant Percent
22 kd 76
20 ke 16
Acidic CH (desamido-, N-acyl-) 8
Monomeric 55
Oimeric 27
Tri-, tetra-, and pentameric 18
Complexed 22 kd 45
Complexed 20 kd 25

Tableau 3: Distribution des récepteurs a la GH chez les mammiferes (Kelly et al.

1993).
Liver Lung
Adipose tissuc Pancreas
Lymphatic and immunc cells Brain
Lymphocytes and thymocytes Cartilage
Intestine Skeletal muscle
Heart Corpus luteum

Kidnecy Testis




2, Structure (figure 16)

Tous les membres de la famille GH sont des protéines formées par une simple
chaine polypeptidique d'environ 200 acides aminés avec 2 ou 3 ponts disulfures
intrachaines et des extrémités N- et C- terminales libres, le poids moléculaire étant
d'environ 22 kDa chez 'homme, 48 kDa chez le mouton , 45 kDa chez le bovin, 41 kDa
chez le porc et 24 kDa chez le rat (Kelly et al., 1993; Newcomer, 1971). La comparaison
des séquences hormonales entre différentes especes montre que la GH bovine (bGH), la
GH ovine (oGH), la GH équine (eGH) et la GH porcine (pGH) ont 65% d'homologie
(Paladini et al., 1983). De méme, la GH, la PL (Placental Lactogen) et la PRL
(Prolactine) ont des régions de fortes homologies, suggérant qu'elles forment une famille
d'hormones polypeptidiques provenant de la duplication d'un géne ancestral commun
(figure 17).

Au sein d'une méme espece, il est fréquent d'observer une hétérogénéité de GH
lors de son extraction d'un tissu ou lors de sa mesure dans un fluide biologique. Cette
multiplicité de formes pourrait étre due a :

- des chemins post-transcriptionnels multiples. En effet chez 'homme, la

forme secondaire de GH-N provient d'un épissage alternatif de I' ARNp,
conduisant a une GH de 20kDa; derechef pour la forme tertiaire, provenant
de 1'épissage de 1'exon 3 conduisant a une GH de 17,5kDa. Les autres
formes minoritaires de GH sont nommées "acidic GH" (tableau 2) ;

- ificati -translationnelles comme la déamination,
I'acétylation, la glycosylation et I'oligomérisation ...;

- la fixation sur deux protéines de liaison (Bauman, 1991).

3. _Mode d'action
3.1 Généralité

Le récepteur de 1a GH est présent dans de nombreux tissus (tableau 3) et cellules
a l'exception de certains organes (prostate...) ou l'expression de son ARNp est
pratiquement indétectable. Les hépatocytes et les adipocytes sont les cellules dans
lesquelles le niveau d'expression est le plus élevé.
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Le récepteur est structurellement apparenté a ceux de la prolactine et des
cytokines qui constituent la famille des récepteurs hématopoiétiques. Ces récepteurs
posseédent une région cytoplasmique variable, une région extracellulaire plus conservée et
une seule région transmembranaire hydrophobe (Kelly et al., 1993).

Chez 'homme, la région extracellulaire qui lie I'hormone comporte environ 250
acides aminés, elle contient plusieurs résidus cystéines, largement conservés chez les
membres de cette famille, qui peuvent former des ponts disulfures. La région
cytoplasmique du récepteur, qui couvre environ 350 acides aminés, contient 10 résidus
tyrosine susceptibles d'étre phosphorylés. De méme, cette région semble posséder des
domaines fonctionnellement distincts qui seraient couplés aux différentes réponses
biologiques induites par la GH (Le Cam et Legraverend, 1993).

Chez le mouton, le récepteur membranaire hépatique de la GH comprend un
domaine extracellulaire de 242 acides aminés, une région transmembranaire hydrophobe
de 24 acides aminés et un domaine cytoplasmique de 350 acides aminés. Ce récepteur
apparait au jour 145 de la gestation pour atteindre un niveau maximum une semaine apres
la naissance (Adams er al., 1990).

Au niveau de I'ovaire bovin, les récepteurs de la GH sont exprimés uniquement
dans les grandes cellules lutéales du corps jaune et dans les follicules de diametre
supérieur a 5 mm. Par contre, ' ARNp, du récepteur de 1'hormone de croissance est
présent dans I'ovaire entier: stroma, follicules de toute taille et corps jaune (Lucy et al.,
1993); idem chez la rate (Carlsson er al., 1993). Aucune information ne semble
rapportée a ce jour pour l'ovaire ovin.

Comme pour les autres hormones polypeptidiques, la premiére étape de 1'action
biologique de la GH est la liaison a son récepteur membranaire. Des études
cristallographiques réalisées par De Vos et collaborateurs (1992; cités par Le Cam et
Legraverend, 1993) ont montré qu'une molécule de hGH se lie a 2 molécules de GH-
BP(GH-Binding Protein); cela suggere trés fortement que la dimérisation du récepteur est
importante pour son internalisation et la transmission du message hormonal.

Dans le processus d'internalisation, le complexe hormone-récepteur n'est pas
completement dissocié par le milieu acide des lysosomes. Dans l'adipocyte, 75% de ces
complexes internalisés sont dégradés dans les lysosomes et 25% sont reldchés dans le
milieu extracellulaire, le récepteur pouvant alors étre recyclé. Le role de ces processus
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Figure 18: Diagramme schématisant les voies de signalisation de I'hormone de
croissance dans les cellule cibles (Lecam et Legraverend, 1993).




d'internalisation et de recyclage dans la transmission du signal hormonal reste
hypothétique (Roupas et Herington, 1989).

A3 Vst i

Comme pour beaucoup d'autres hormones polypeptidiques, la GH exerce des
effets de types métabolique et mitogénique, mettant en jeu l'activation de la transcription
de nombreux génes. Il existe a ce jour 2 voies de transduction connues : la premiére
implique l'activation d'une cascade de réactions de phosphorylation et la seconde la
génération de messagers intracellulaires de nature lipidique.

3.3.1. Voie des phosphorylations en cascade (figure 18)

La GH est liée a son récepteur; celui-ci est associ€ a une tyrosine kinase, JAK2,
activée par le complexe hormone-récepteur et qui, a la suite de cette activation,
phosphoryle le récepteur. JAK2 phosphoryle aussi les MAP kinases, qui font partie des
protéines kinases intracellulaires (comme la S6 kinase), impliquées dans les voies de
signalisation de nombreux facteurs mitogéniques et de différenciation (Ullrich et
Schlessinger, 1990).

L'activation de geénes (IGF-I...) et 'augmentation de la synthése protéique
observées en réponse a la GH, pourraient résulter de cette cascade de kinases conduisant,
entre autres, a la phosphorylation de la protéine ribosomiale S6 qui est une étape clé de la
synthese protéique (Le Cam et Legraverend, 1993).

332 !:. I ,!. r l-.l.

Les molécules d'origine lipidique semblent jouer un role dans I'action de la GH;
cependant les résultats restent contradictoires et ne permettent pas de dégager un
mécanisme univoque. En effet, dans les membranes basolatérales du tubule proximal de
rein de chien, la GH active une phospholipase C (PLC) qui hydrolyse des
phosphoinositides, libérant le diacylglycérol (DAG) et l'inositol 3-phosphate (IP3)
(Rogers et Hammerman, 1989). Par contre, dans les hépatocytes de rat, cette production
de DAG est observée sans augmentation concomitante des inositols phosphate et met en
jeu un mécanisme d'hydrolyse de la phosphatidylcholine (PC) (Johnson et al., 1990).
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Tableau 4: Exemples de génes contrélés par l'hormone de croissance in vivo dans des

cultures de cellules ou des lignées cellulaires établies (Lecam et
Legraverend, 1993).

GENES TISSU/CELLULE EFFET
Récepteurs
EGF-R Foie. +
GH-R Foie, hépatome, +
tissus adipeux, +
chondrocyte.
Prolactine-R Foie, hépatocyte +
Oestrogéne-R Foie. +
Protéines de liaison
IGF-BP1 Foie. -
IGF-BP3 Ovaire. +
GH-BP Foie. +
Hormones
Insuline Insulinome. +
Somatostatine Hypothalamus. +
IGF-1 Os, ostéoblaste, +
foie, hépatocyte, +
adipocyte, pré-adipocyte +
rein, testicule, hypophyse. +
Enzymes
Cyt P-450 2C12 Foie, hépatocyte. +/-
Cyt P-450 C27/25 Foie. +
Alcool déshydrogénase Hépatocyte. +
Lipoprotéine lipase Pré-adipocyte. +
Glutamine synthétase Foie. +
Facteurs de transcription
c-fos Ostéoblaste, ostéocyte,
pré-adipocyte, hépatocyte. +
c-myc Ostéoblaste. +
c-jun Ostéoblaste, pré-adipocyte. +
Protéines diverses
Serpines (spi) Foie, hépatocyte. +
Albumine, a2U-globuline Foie. +
Collagene Fibroblaste. -
Myosine, chaine lourde Muscle. +
Vinculine, fibronectine Pré-adipocyte. +




4 R 1 r r

La régulation des récepteurs de la GH est spécifique a chaque tissu et est
provoquée par la GH elle-méme. En effet chez le rat, une hypophysectomie (dont la
conséquence est une perte de production de GH) augmente les niveaux d'ARNp, du
récepteur de GH dans les muscles et les hépatocytes; par contre, dans les adipocytes, le
niveau d'ARNp, du récepteur de GH diminue (Kelly et al., 1993; Le Cam et
Legraverend, 1993).

Cette régulation est également influencée par une exposition continue ou
intermittente 2 de la GH exogene (administrée in vivo). Au niveau du foie, une
exposition chronique a la GH a pour effet d'augmenter le nombre de ses récepteurs. Par
contre, une simple administration de GH a des brebis ou des rats hypophysectomisés
diminue le nombre de récepteurs (Maiter ez al., 1988; Gluckman et al., 1983; Kelly ez al.,
1993).

Chez des brebis hypophysectomisées, il a ét€ mis en évidence que I'oestradiol
augmente le nombre de récepteurs a la GH au niveau du foie (Gluckman ez al., 1983).

__Ré ti ‘expression qu r H

La liaison de la GH a son récepteur déclenche des signaux intracellulaires qui se
propagent, au moins en partie, jusqu'au noyau ou ils modulent I'expression génique.

Dans le tableau 4 sont répertoriés les principaux génes dont l'expression est
affectée par la GH ainsi que les tissus cibles correspondants (Le Cam et Legraverend,
1993).

4 ontrol la sécrétion
4.1, Contrdle par les hormones hypophysaires

La libération de 1a GH se fait de maniére pulsatile et intermittente (Brabant ez al.,
1992). Chez le mouton, la sécrétion foetale de GH est pulsatile dés le 110°™me jour de
gestation; elle diminue avec I'dge de 1'animal (Campion ez al., 1989).

La régulation de la sécrétion de GH dépend de nombreux stimuli mais est
réalisée principalement par deux peptides hypothalamiques :
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- la somatostatine (SS) qui inhibe et
- la GH-releasing-hormone (GRH) qui stimule cette sécrétion.

La GRH est sécrétée de fagon épisodique et inverse par rapport a la SS (figure
19). De plus, une rapide diminution de la sécrétion ou de l'action de la SS semble étre
I'événement primaire induisant la sécrétion épisodique de GRH (Yen, 1991). Les pulses
de GH sont une conséquence d'un pulse de GRH accompagné d'une réduction de la
libération de SS dans le systeme porte hypophysaire (Page et al., 1989).

Actuellement, il a été montré chez le rat que la GRH agit directement sur
l'expression du gene codant pour la GH aprés liaison a son récepteur sur les cellules
somatotropes. La liaison de I'hormone a son site spécifique induit une activation du
systéme membranaire associ€ a ce site (figure 20). La protéine G couplée au récepteur
membranaire se voit ainsi activée et sa sous-unité catalytique o se détache de cette
derniére et migre vers l'adénylate cyclase pour l'activer apres fixation; la voie de ' AMP¢
est ainsi activée. La protéine kinase dépendante de ' AMP¢ active alors les facteurs de
transcription CREB (Lee, 1991) participant 2 la transcription du géne codant pour la GH.
Ce type d'activation membranaire par la GRH est également responsable de la sécrétion
épisodique de GH (Kahn ez al., 1992; cités par Wilson et Foster, 1992).

La liaison de la SS sur son récepteur induit une inhibition de l'effet de la GRH
sur la synthese et la sécrétion de GH. En effet, la liaison de la SS 2 son site spécifique
induit l'activation d'une protéine Gj inhibitrice qui empéche l'influx de calcium
intracellulaire et qui inhibe la sous-unité catalytique de I'adénylate cyclase (Yen, 1991).
Ce type d'activation membranaire par la SS va étre responsable de la sécrétion tonique de
GH.

La GH est, aprés synthese, contenue dans des granules de sécrétion et peut étre
libérée dans la circulation sanguine par exocytose en fusionnant avec la membrane
plasmique, en réponse a un stimulus adéquat qui est 'augmentation de la concentration
en calcium intracellulaire suite a la transduction du signal (Yen, 1991).

4.2, Substances et facreurs régulateurs de la sécrétion de GH

Outre les hormones hypophysaires (GRH et SS), I'émission de GH dépend
fortement de nombreux facteurs neurogéniques, métaboliques et hormonaux :
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- l'insuline, la prolactine, les substances opioides, le glucagon, les
androgenes, la testostérone sont des facteurs qui stimulent la sécrétion
de GH (Wright, 1980);

- une concentration plasmatique élevée en arginine stimule également la
sécrétion de GH (Wright, 1980);

- par contre, la Prolactin-Inhibiting-Hormone, l'angiotensine, la
progestérone, une concentration plasmatique élevée en glucose sont
des facteurs inhibiteurs de cette sécrétion (Tans, 1992);

- les acides gras, en stimulant la sécrétion de SS hypophysaire, ont un
effet inhibiteur sur la sécrétion de GH caractérisé par une diminution de la
fréquence des pulses (Estienne et al., 1990);

- la GH, elle-méme, régule sa propre sécrétion en stimulant la SS au niveau
du systéme nerveux central (Campion et al., 1989);

- les hormones thyroidiennes et les glucocorticoides stimulent la
sécrétion de GH en augmentant 'ARNp, ;

- les IGF-I et II (Insulin-like Growth Factors) diminuent la sécrétion de
GH en inhibant l'action de la GRH sur les cellules somatotropes et en
stimulant la décharge hypophysaire de SS (Melmed, 1988);

- I'oestradiol augmente les niveaux plasmatiques de GH en inhibant les
sécrétions hypophysaires de SS et les sécrétions tissulaires d'IGF-I
(Christman et Halme, 1992);

- le jeline provoque une augmentation de la concentration en GH (Wright,
1980);

- certains facteurs stressants et I'obscurité (par l'intermédiaire de la
mélatonine) sont d'autres facteurs favorables a la syntheése accrue de GH
(Wright, 1980).

L rotéin ligison

Une fois dans la circulation sanguine, la GH se lie dans 50% des cas & une, voir
plusieurs protéines de liaison spécifiques: les GH-BP (GH-Binding Proteins). Plusieurs
hypothéses sont actuellement posées quant aux roles joués par ces BP :

- elles augmentent de quelques minutes la demi-vie de 1'hormone de
croissance qui varie de 17 a 45 minutes selon les espéces et abaissent sa
vitesse d'élimination et de dégradation (Wilson et Foster, 1992);

- elles restreignent les mouvements de la GH notamment au niveau de la
filtration glomérulaire ou la GH liée a sa protéine de liaison échappe 2 la
filtration et se voit ainsi protégée de son principal site de dégradation;
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- elles interviennent au moment de la liaison de I'hormone a son récepteur
(Bauman, 1991). Suite a cette liaison, la BP empécherait l'internalisation
du complexe hormone - récepteur et, par le méme fait, sa dégradation
intracellulaire.

Chez 'homme, la vache et le lapin, la GH-BP est produite par coupure
protéolytique de la partie extracellulaire du récepteur de la GH . En effet, on trouve un
ARNp, de 4,5kDa codant pour le récepteur et pas d ARNp, codant pour la GH-BP. En
revanche, chez le mouton, le rat et la souris, une GH-BP de méme type existe, qui est
codée par un ARNp, produit par épissage alternatif du transcrit du géne du récepteur ; ici,
il y a donc deux ARNpy de 4.5 et 1.5kD ntr ivement pour le réc
membranaire et la GH-BP. Dans les deux cas, la GH-BP correspond a la partie
extracellulaire du récepteur additionnée d'un peptide hydrophile qui remplace les parties
transmembranaire et intracellulaire du récepteur (Smith ez al., 1989; Adams ez al., 1990;
Wells et al., 1993).

6. Les effets de la GH

L'hormone de croissance porte ce nom du fait qu'elle est indispensable a la
croissance harmonieuse de 1'organisme et notamment du squelette. En plus de son action
sur le développement de l'organisme, la GH peut également avoir de nombreuses
actions métaboliques ainsi qu'un effet sur l'activité de divers organes.

La GH peut agir directement sur l'organe ou le tissu cible pour provoquer ses
effets propres, mais, dans de nombreuses régions de l'organisme (cartilages, muscles
squelettiques, placenta, squelette ... ), les actions de I'hormone sont dues aux IGF. La
GH peut donc avoir des effets indirects médiés par les IGF qui agissent alors de fagon
endocrine ou paracrine sur le tissu cible.

1_E p 5y ‘or

Au niveau des os, la GH agirait en collaboration avec I'IGF-I pour stimuler la
croissance linéaire; de fait, 'hormone de croissance, en agissant directement au niveau de
la plaque épiphysaire, stimule la différenciation des préchondrocytes en chondrocytes qui
sécretent alors de I'lGF-1. Ce dernier stimule 'expression clonale et la maturation des
chondrocytes (Thorner ez al., 1992; cités par Wilson et Foster, 1992).

Accessoirement, elle augmente aussi l'activité des ostéoblastes (synthese de
collagene et de glycoprotéine) et par 13, I'ossification (Paquay, 1989).
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Dans le foie, la GH augmente le volume des cellules et y active la synthése des
acides nucléiques et des protéines. Le développement des masses musculaires est
peut-étre l'action la plus efficace de la GH, principalement par la stimulation de la
synthése protéique. La GH pourrait étre impliquée également dans les processus de la
puberté; elle interviendrait avec d'autres hormones dans le développement des organes
sexuels et des glandes mammaires (Paquay, 1989).

2. E r ] r

La GH exerce un effet anabolisant en stimulant la pénétration des acides aminés
dans la cellule et la synthése protéique. Il s'ensuit un bilan azoté positif se traduisant par
une diminution de l'excrétion urinaire d'urée (Gluckman et Breier, 1987; Salomon et al.,
1991).

E ¥ li rai r r

Les effets de 'hormone de croissance sont insulino-semblables dans les tissus
n'ayant pas été préexposés a I'hormone et sont inversés apreés exposition a 'hormone.
Ainsi, I'hormone stimule-t-elle le transport de glucose et la synthése protéique dans le
muscle et le coeur de moutons hypophysectomisés, ces tissus devenant ensuite totalement
résistants a son action. De la méme maniére, I'hormone de croissance qui active la
lipogenese dans les adipocytes de rat préalablement incubés en l'absence de I'hormone
réduit I'utilisation du glucose et augmente la lipolyse dans les cellules pré-traitées par
I'hormone durant 48 heures (Schwartz et Carter-Su, 1988; Smal et De Meyts, 1989).
Toutefois, cet effet est sélectif car d'une part, aucune autre hormone (insuline ou
glucocorticoide) ne rend ces tissus réfractaires a leur propre action ni a celle de la GH, et
d'autre part, la GH ne crée cet état réfractaire que vis-a-vis d'elle-méme et pas vis-a-vis
de ces autres hormones (Wright, 1980).

Sur le tissu adipeux, la GH exerce un effet lipolytique avec libération dans le
plasma d'acides gras non estérifiés ainsi qu'un accroissement de la cétogenese. Ces effets
s'observent lors d'hypoglycémie, d'inanition ou de malnutrition sévére, suggérant que
cette hormone permettrait un ajustement calorique en mobilisant les graisses (Keller et
Miles, 1991).

En fonction des circonstances alimentaires, les effets de la GH sur les
métabolismes glucidiques et lipidiques varient. Si les apports alimentaires sont
insuffisants, le maintien de la glycémie avec libération des lipides de réserves est
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prioritaire. Par contre, si les apports alimentaires sont importants, les dépots de
substances corporelles (glycogéne,mati¢res grasses) sont favorisés (Paquay, 1989).

L'hormone de croissance influence donc le métabolisme lipidique, glucidique et
protéique a travers des effets opposés qui, paradoxalement, peuvent s'exercer sur un

méme tissu.
6.4. Interactions avec l'insuline (Wright, 1980)

L'insuline, sécrétion interne des cellules B des ilots de Langerhans du pancréas,
est une petite protéine soluble. Elle contient 51 acides aminés disposés en 2 chaines.
L'insuline est formée par clivage protéolytique de son précurseur de 84 acides aminés, la
pro-insuline, qui n'a qu'une trés faible activité biologique. Elle stimule la sécrétion de
GH et la glycémie est le facteur le plus important du controle de sa sécrétion.

Il y a peu de différences dans la composition en acides aminés des insulines
provenant de différentes especes animales. Ces différences n'affectent pas leur activité
biologique caractéristique mais sont responsables du fait que l'insuline provenant d'une
espéce peut permettre l'apparition d'anticorps quand on l'injecte 2 une autre espéce.
L'insuline bovine ou ovine peut aussi produire des réactions allergiques chez certains
diabétiques, tandis que l'insuline porcine qui ressemble de trés pres a I'insuline humaine,
est beaucoup mieux tolérée.

La sécrétion d'hormone de croissance par l'hypophyse est stimulée par
I'hypoglycémie; la sécrétion d'insuline est favorisée par I'hyperglycémie et aussi par
l'augmentation de l'acétonémie. Ainsi l'effet de 1'une de ces hormones aboutit-il
finalement a favoriser la sécrétion de l'autre. Aussitot aprés un apport de glucides par
voie digestive on observe une hyperglycémie, une augmentation de la sécrétion d'insuline
et une diminution de la sécrétion d'hormone de croissance. A elle seule I'insuline peut
donc faciliter le stockage de glucides et de lipides. Quelques heures plus tard, quand la
glycémie est revenue a son niveau normal, la GH et l'insuline sont présentes a des
concentrations pour lesquelles toutes deux facilitent I'anabolisme protéique sans mobiliser
les graisses. Plus tard encore, si le sujet reste a jelin et que la concentration d'insuline
diminue tandis que celle de 1a GH augmente, cette derniére reste seule a agir, stimulant la
mobilisation des graisses et la libération d'acides gras disponibles pour l'oxydation,
diminuant en méme temps 1'utilisation du glucose.




La GH a aussi un effet bénéfique sur l'activité de divers organes; elle intervient
avec d'autres hormones dans les mécanismes de la lactogenese et de la galactopoiése
(Plaut ez al., 1993). Elle augmente ainsi la production laitiére notamment en stimulant le
comportement alimentaire, en augmentant le débit sanguin mammaire et en agissant sur la

répartition préférentielle des nutriments dans la glande mammaire (Delouis et Richard,
1991).

Dans le rein, la GH favorise le développement des néphrons et permet
I'hypertrophie du rein restant en cas de néphrectomie unilatérale, elle augmente le débit
sanguin rénal, le débit de filtration glomérulaire et la réabsorption de diverses substances
(glucose, sulfates, phosphates) dans les tubes rénaux (Paquay,1989).

L r l'ovair,

Actuellement, il est prouvé que la GH est une hormone supplémentaire
impliquée dans les mécanismes de régulation et de développement folliculaire. Ses effets
se réalisent soit par une action directe de la GH sur l'ovaire aprés fixation sur son
récepteur, soit par une libération accrue des IGF dans le sang. Ces derniers agissent
ensuite selon un mode endocrine sur l'ovaire (Monget, 1993).

La concentration en IGF-I dans le fluide folliculaire peut étre influencée par
la GH. En effet, les expériences de Barecca et collaborateurs (1990) et de Christman et
Halme (1992) ont montré qu'un traitement de GH administré in vivo et utilisé a des fins
de superovulation chez la femme et chez la brebis (Davis er al., 1990) augmente la
concentration en IGF-I dans le fluide folliculaire dirigeant ainsi la croissance et la
maturation folliculaire.

L'hormone de croissance agit en synergie avec la FSH humaine sur la
production d'oestrogeénes par les cellules de la granulosa (Lippe et Nakamoto, 1993) et la
formation du récepteur a la LH dans les cellules granulosales de rat. De plus, la GH
permet a elle seule d'augmenter le taux de progestérone dans les cultures de cellules
lutéales humaines (Mason et al., 1990; Lanzone et al., 1992) et ovines (Juengel et al.,
1994).

La croissance folliculaire peut également étre influencée par la GH.
Lorsque celle-ci est injectée quotidiennement & des vaches, elle modifie le recrutement
folliculaire en augmentant le nombre de petits follicules. Cette action sur la croissance

33




folliculaire est liée a une augmentation de la concentration périphérique en IGF-I et en
insuline. La dynamique de croissance folliculaire, le nombre de vagues de croissance
folliculaire et le taux d'ovulation ne sont pas affectés par le traitement (Gong et al.,
1993). Chez la brebis, 'augmentation du nombre de follicules recrutés suite a un
traitement de GH peut s'expliquer, en plus d'une augmentation des concentrations
périphériques en IGF-I (Cognié, communication personnelle), par une augmentation de la
sensibilité des follicules face aux hormones gonadotropes (Christman et Halme, 1992).

Autr

Chez I'homme, il a été observé qu'un retard de puberté est associé a une
déficience en GH suggérant un rdle dans la différenciation des gonades et I'avancement
du cycle menstruel normal.

La GH, comme la PRL, est un facteur immunostimulant; des rats dont
I'adénohypophyse a été enlevée ont des glandes thymiques atrophiées et un systéme
immunitaire diminué. De méme en présence d'érythropoiétine, la GH stimule
l'érythropoiese (Golde et Bersh, 1977).

Un transfert d'oocytes, fertilisés in vitro, chez des brebis receveuses controles et
des brebis traitées a la GH, montre une plus grande viabilité de ces oocytes chez les
brebis traitées; la GH semble donc mieux préparer "l'environnement" de 1'oviducte et de
l'utérus (Cognié, communication personnelle).

Chez l'enfant et 1'adolescent, l'excés de GH (acromégalie) entraine un
gigantisme provoqué par la stimulation constante de la croissance des cartilages
épiphysaires. Chez 'adulte, 'acromégalie est caractérisée par un élargissement de tous
les os, un épaississement de la peau et du tissu sous-cutané d'ou l'agrandissement
considérable des mains, des pieds et du massif facial. En plus de ces modifications, on
observe des changements métaboliques dont une intolérance aux hydrates de carbones,
un hypermétabolisme, une hypersécrétion sudorale, une élévation de la phosphatémie et
une hypercalciurie (Wright, 1980). Chez I'adulte, le manque de GH ne se traduit que par
une hypersensibilité a l'insuline. Chez l'enfant, sa conséquence est un nanisme
harmonieux (nanisme hypophysaire) par retard de la croissance non seulement du
squelette mais de tout 'organisme. Il existe deux autres formes de nanisme résultant non
pas d'une insuffisance en GH mais d'une incapacité de la GH a générer la synthése
d'IGF-I (syndrome de Laron) ou d'une résistance périphérique a la GH et a I'IGF-I (cas
des pygmées) (Wright, 1980).
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CHAPITRE 3 : LE SYSTEME IGF

A la vue de ce qu'il vient d'étre écrit sur 'hormone de croissance, il semble
opportun d'approfondir le systtme des "Insulin like Growth Factors" (IGF). En effet,
I'hormone de croissance a, par l'intermédiaire des facteurs de croissance IGF, des effets
indirects sur certains tissus.

Le systeme IGF (figure 21) est en fait un ensemble de facteurs comprenant
I'IGF-I et I'IGF-II, leurs protéines de liaison (les IGFBP) et leurs récepteurs respectifs
(Giudice, 1992).

1. _Les IGF

1.1. Structure

Les IGF se présentent sous 2 formes:

- I'IGF-I ou somatomédine C est un peptide monocaténaire alcalin
de 7,649 Kda (Rutanen et Pekonen, 1990) et composé de 70
acides aminés (Sara et Hall, 1990).

- I'IGF-II ou Multiplication Stimulating Activity est un peptide
monocaténaire neutre de 7,471 Kda (Rutanen et Pekonen, 1990)
et composé de 67 acides aminés (Sara et Hall, 1990).

L'homologie de séquence entre les 2 IGF est de 62%. Les IGF sont en fait
composés de 4 domaines nommés respectivement A, B, C et D. Les domaines A et B
présentent 40% d'homologie et sont séparés par le domaine C, le domaine D se trouvant
quant a lui a I'extrémité carboxy-terminale. Ce sont des facteurs de croissance ayant une
séquence d'amino-acides et une structure présentant 40% d’homologie avec celle de la
pro-insuline; ces composés dérivent vraisemblablement d'un géne ancestral commun
(Sara et Hall, 1990).
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L2, Lieux de synthése

C'est dans le foie que 1'on retrouve le plus d'ARNy, de 1'IGF-I; celui-ci est donc
la source principale des IGF plasmatiques (Pell er al., 1990). Toutefois, ils sont
également synthétisés dans de nombreux tissus: le rein, le syst¢tme nerveux central, le
poumon, le testicule (Caldani et al., 1991), les cellules granulosales de l'ovaire
(Christman et Halme, 1992), 'endomeétre (Simmen ez al., 1993).

Outre dans le sérum, les IGF se retrouvent dans tous les fluides biologiques: la
lymphe, le liquide céphalorachidien, les fluides amniotiques, endométrial et folliculaire
(Monget, 1993).

Chez I'homme, le rat, le porc, le bovin et le mouton, au cours de la vie foetale,
les génes de I'lGF-I et surtout de 'IlGF-II sont exprimés dans la plupart des tissus mais
les taux sériques de ces IGF sont faibles (Evain-Brion, 1991; Monget, 1993). Chez ces
especes, les taux sériques d'IGF-I augmentent fortement en fin de gestation dans le
sérum foetal et au moment de la naissance; par contre, les taux sériques d'IGF-II sont
plus €levés chez le foetus que chez le nouveau-né chez le rat et le mouton. Chez
I'homme, le porc et le mouton adultes, on retrouve une concentration d'IGF-II 2 a 4 fois
plus importante que celle de I'IGF-I dans le sérum (Donovan ez al., 1989 et Gluckman et
Butler, 1983).

2. Les protéin e liaison

Dans les fluides biologiques, 95% des IGF sont liés a des protéines de liaison
spécifiques appelées IGF Binding Proteins (IGFBP); ces IGFBP sont au nombre de 6
(Monget, 1993). Elles sont toutes capables de lier I'IGF-I et I'lGF-II mais ne lient pas
l'insuline.

Dans le sérum, 80 a 90% des IGF sont liés a un complexe de 150 Kda appelé
"grand complexe", les 20 a 10% restants étant retrouvés dans un complexe de 40 a 50
Kda appelé "petit complexe" (Sara et Hall, 1990).

2.1. Structure et synthése

Chez 'hnomme, le rat et le porc, 6 IGFBP codées par 6 génes différents ont été
identifiés. Les 6 IGFBP se localisent dans les 2 "complexes" (Baxter et Cowell, 1987),
en effet:

- I'GFBP3 fait partie intégrante du "grand complexe" régulé par la GH;
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- les 5 autres IGFBP font partie du "petit complexe" indépendant de la
GH.

IGFBP1 : elle posseéde un poids moléculaire de 28 a 30 Kda et présente une
affinité équivalente pour 'IGF-I et I'IGF-II. Son expression est fortement diminuée in
vivo et in vitro par l'insuline et la GH (Lewitt et al., 1992). Sa séquence en acides
aminés présente un motif RGD (Arg-Gly-Asp) pres de l'extrémité carboxy-terminale, ce
qui expliquerait la capacité de cette protéine de liaison a se fixer aux membranes
cellulaires (Sara et Hall, 1990).

Les principaux lieux de synthése sont le foie, l'endomeétre et l'ovaire
(Martikainen er al., 1991).

IGFBP2 : elle posséde un poids moléculaire de 31 a 35 Kda et présente une
affinité 10 fois plus forte pour I'IGF-II que pour I'IGF-1. Son expression est diminuée
par la GH (Mc Cusker ez al., 1991). Tout comme pour I'IGFBP1, sa séquence en acides
aminés présente un motif RGD (Sara et Hall, 1990).

IGFBP3 : chez 'homme, c'est la protéine de liaison la plus abondante dans le
sérum, elle se présente sous 2 formes de poids moléculaire compris entre 42 et 44 Kda et
lie I'IGF-I ainsi que I'IGF-II avec une affinité équivalente (Binoux et Hossenlopp,
1988). Son expression est stimulée par I'IGF-I et la GH (Bale et Conover, 1992; cités
par Monget, 1993).

IGFBP4 : les formes glycosylée et non glycosylée de 'IGFBP4 possédent un
poids moléculaire de 28 et 24 Kda (Cheung et al., 1991).

Cette protéine de liaison est exprimée abondamment dans les follicules ovariens
atrétiques (Monget, 1993).

IGFBPS : elle posséde un poids moléculaire de 29 Kda (Andress et Birnbaum,
1992; cités par Monget, 1993). Comme 1'IGFBP4, elle est exprimée dans les follicules
ovariens atrétiques.

IGFBP6 : son poids moléculaire est de 30 a 32 Kda et elle présente une affinité
50 fois plus forte pour 'IGF-II que pour I'IGF-I (Shimasaki et al., 1991).

" "

Le "grand complexe", de poids moléculaire de 150 Kda, est constitué de 3 sous-
unités:
- une glycoprotéine de 85 Kda qui constitue la sous-unité o et qui lie
I'IGFBP3 uniquement en présence d'un IGF;
- la protéine de liaison IGFBP3 qui constitue la sous-unité B;
- 1a sous-unité y composée de I'IGF-I ou de I'IGF-II.
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Dans le sérum de I'adulte sain, 80% des IGF-I sont liés a ce complexe, la
concentration de ce dernier ne varie presque pas faisant ainsi du transport d'IGF-I sa
principale fonction (Sara et Hall, 1990).

Contrairement a 'hormone de croissance, les IGF ne sont pas stockés dans des
granules de sécrétion; il est par conséquent possible que ce "grand complexe" de liaison
constitue une forme de stockage d'IGF; toutefois, le mode d'action de cette fonction de
réserve reste encore inconnu (Holly et Wan, 1989).

Les 5 autres IGFBP constituent le "petit complexe" de poids moléculaire de 40 a
50 Kda et présentent une plus grande affinité pour les IGF-II que pour les IGF-I
(Giudice, 1992).

Vu le faible poids moléculaire de ces protéines de liaison, seul un faible
pourcentage d'IGF circulants est porté par ce complexe (Holly et Wan, 1989).

24. Roles

Dans les fluides biologiques, les IGFBP jouent un rdéle important dans le
stockage des IGF en augmentant leur temps de demi-vie qui est, chez la brebis, de 5
minutes pour 1'IGF-I libre, de 30 minutes pour I'IGF-I présent dans le "petit complexe"
et de 9 heures si I'GF-I se trouve au sein du "grand complexe" (Stuart ez al., 1991 cités
par Monget, 1993).

Les IGFBP modulent la distribution des IGF dans les tissus; ainsi, 'IGFBP1,
I'IGFBP2 et I'GFBP4 du "petit complexe" véhiculent les IGF vers les tissus cibles en
traversant la barriere endothéliale (Bar er al., 1990); tandis que le "grand complexe”,
abondant dans le sérum, se retrouve peu dans la lymphe (Binoux et Hossenlopp, 1988).

Les IGFBP exercent un effet inhibiteur sur la croissance et la différenciation des
follicules de rat (Bicsak et al., 1991) et de brebis (Monget, 1993); cet effet peut
s'expliquer en partie au moins par la séquestration des IGF. Bicsak et collaborateurs
(1990) ont montré que les effets inhibiteurs des IGFBP peuvent étre reproduits avec des
anticorps dirigés contre 1'IGF-1.
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3. Les récepteurs

Les récepteurs aux IGF sont de 2 types: le récepteur de I'IGF-I ou récepteur de
type I et le récepteur de 'IGF-II ou récepteur de type II.

1. Leré r

Ce récepteur est un hétérotétrameére composé de 2 sous-unités liantes o de 130
Kda et de 2 sous-unités B intra-cytosoliques de 95 Kda possédant une activité tyrosine
kinase. La transduction du signal par ce récepteur reste mal connue; cependant, il
semblerait que la liaison du ligand aux sous-unités & provoque un signal intracellulaire
transmis par autophosphorylation des résidus tyrosine a l'intérieur des sous-unités B
(Sara et Hall, 1990). Ce récepteur présente une affinité 2 a 3 fois plus forte pour I'lGF-I
que pour I'IGF-II (Garofalo et Barenton, 1992) et l'insuline (Heyner ez al., 1993).

Le récepteur de 1'IGF-I apparait trés tot au cours de la croissance folliculaire
dans la granulosa. La quantité de récepteurs ne varie pas avec la taille du follicule entre
800 pm et 8 mm de diametre, elle diminue par contre dans les follicules atrétiques de

moins de 2mm de diametre (Monget et al., 1989).
Leré r

Ce récepteur est une protéine transmembranaire monomérique de 220 Kda. La
partie extracellulaire constitue plus de 92% de la molécule et présente des répétitions de

séquences riches en cystéines et une séquence de résidus apparentés a la fibronectine
(Sara et Hall, 1990).

Quatre-vingts pour cent de ces récepteurs se situent dans l'appareil de Golgi et
les vésicules lysosomiales. Le récepteur de type II est identique au récepteur Mannose-6-
Phosphate cation-indépendant, d'ou I'attribution fréquente de "récepteur IGF-II/M6P"
comme nom. Cependant, il n'est pas encore possible d'expliquer la relation
physiologique entre I'IGF-II et le mannose-6-phosphate (Morgan et al., 1987).

A la différence du récepteur de type I, le récepteur IGF-II/M6P ne posseéde pas
d'activité tyrosine kinase mais est li€ & une protéine Gi-20t membranaire.

Dans les follicules normaux, le récepteur IGF-II/M6P est présent essentiellement
au niveau de la theque. Par contre, dans les follicules atrétiques, il est surtout retrouvé
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dans la granulosa, quelle que soit la taille des follicules; la signification physiologique de
ce phénomene est inconnue pour le moment (Teissier ez al., 1994).

Enfin, le récepteur de type II a une affinité 1000 fois plus faible pour I'lGF-I que
pour I'IGF-II et ne lie pas l'insuline (Heyner ez al., 1993).

4. Régulation l'expression IGF

L'hormone de croissance stimule principalement I'expression hépatique de
I'IGF-I et dans une moindre mesure celle de I'IGF-II, mais elle stimule également
I'expression de 1'IGF-I au niveau des reins (Albiston et Herington, 1992), du coeur, des
poumons, des tissus osseux et musculaires (Grant ez al., 1991), des testicules, des
adipocytes, du pancréas (Vikman et al., 1991) et des ovaires (Monget, 1993).

Le jeiine, a savoir une balance énergétique et/ou protéique négative, induit une
diminution de l'expression des IGF dans le foie et la plupart des tissus, ainsi qu'une
diminution des niveaux plasmatiques d'IGF-I (Straus et Takemoto, 1990).

L'oestradiol stimule aussi 1'expression de 'IGF-I dans 1'utérus et l'ovaire. A
forte dose, il potentialise I'effet stimulant de la GH sur I'expression hépatique d'IGF-I.
Une administration chronique d'oestradiol exerce par contre un effet antagoniste (Murphy
et Friesen, 1988).

Les glucocorticoides inhibent 1'expression de I'IGF-I au niveau du foie, du
tissu osseux (Luo et Murphy, 1989) et des cellules granulosales (Viveiros et Liptrap,

1994).

5. Roles des IGF

Les IGF stimulent la prolifération et la différenciation cellulaire; toutefois, leurs
effets sont différents qu'il s'agisse de I'lGF-I ou de I'IGF-II.

3.1 IGF-I

In vitro, 'IGF-I stimule la prolifération des cellules fibroblastiques, des
chondrocytes, des cellules nerveuses, des myoblastes et des cellules de la granulosa.
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In vitro, I'IGF-I stimule la différenciation de trés nombreux types cellulaires
dont les cellules nerveuses, les cellules musculaires, les cellules de Sertoli et les cellules
de la granulosa (Monget, 1993).

In vivo, I'IGF-I stimule la croissance de rats déficients en GH et de rats
hypophysectomisés; cependant, I'lGF-I n'est pas suffisant pour reproduire 1'ensemble
des effets de la GH et conduit souvent & une croissance disproportionnée des tissus
(Skottner et al., 1989).

2. IGF-II

In vivo, I'IGF-II stimule la sécrétion d'ostéocalcine chez I'agneau (Coxam et al.,
1992).

L'étude de souris transgéniques déficientes en IGF-II prouve le role déterminant
de I'IGF-II dans la croissance foetale (De Chiara er al., 1990).

L'IGF-II est beaucoup moins actif que 1'IGF-I sur les cellules de la granulosa.
Selon Hartshorne (1988) et Teissier et collaborateurs (1994) l'action de I'IGF-II est
médiée par le récepteur de I'IGF-1.

6. Roles des IGF dans l'ovair

L'ovaire constitue un organe cible pour les IGF mais est également un lieu
d'expression €levé des genes IGF-I et II (Adashi er al., 1992); cette expression par les
cellules thécales et/ou granulosales est spécifique a 1'espéce mais est contrdlée par des
facteurs communs tels 1'oestradiol et 1a GH (Giudice, 1992).

In vivo comme in vitro, les IGF présentent une variété d'effets modifiant le
développement folliculaire: en effet, ils amplifient la stéroidogenése (Talavera et Menon,
1991; Kamada et al., 1992) et la synthése d'ADN par les cellules granulosales
(Hammond et English, 1987) en début de saison de reproduction; par contre en
anoestrus, ils n'amplifient plus la stéroidogenese (Khalid ez al., 1994). De méme, le stade
de développement folliculaire influence la réponse a 1'IGF-I; en effet, chez la brebis,
I'IGF-I stimule la prolifération des cellules de la granulosa de follicules de 1 2 3 mm de
diametre ainsi que la différenciation des cellules de la granulosa de follicules de diamétre
supérieur a 5 mm (Monniaux et Pisselet, 1992).

41




L'IGF-I a également une activité synergique avec la FSH pour augmenter
l'activité aromatase et induire les récepteurs a la LH dans les cellules de la granulosa
(Adashi er al., 1985). Enfin, I'lGF-I potentialise I'action de la LH sur la sécrétion de
progestérone et d'androsténedione (Monniaux et Pisselet, 1992).

Les mécanismes par lesquels les IGF agissent sur la cytodifférenciation et la
prolifération des cellules folliculaires restent encore inconnus. De plus, durant la
croissance folliculaire chez la brebis, les variations des concentrations en IGF dans le
fluide folliculaire ne semblent pas constituer un élément déterminant dans la destinée des
follicules (Monget, 1993). Par contre, le type et la quantité de protéines de liaison ainsi
que le nombre de récepteurs aux IGF contribuent au développement final du follicule
voué a l'ovulation (Hammond et al., 1985).

D'aprés les expériences de Noél (1994), il semblerait que 1'atrésie des follicules
sélectionnés et dominants soit due a une perte de sensibilité aux hormones gonadotropes
et a I'IGF-1. En effet, suite a la pose d'une éponge de FGA (Fluorogestone Acétate, un
progestagéne) pendant 14 jours, on observe une augmentation de la proportion d'atrésie
parmi les follicules sélectionnés pendant la troisiéme vague de croissance folliculaire.
Ceci est associ€ a une perte de la sensibilité de ces follicules aux hormones gonadotropes
mais également, bien que dans une moindre mesure, 8 I'IGF-1. De plus, I'injection de
PMSG (gonadotropine qui posséde des actions comparables a celles de la LH et de la
FSH) au moment du retrait de 1'éponge de FGA permet de sauver les follicules de
l'atrésie et de restaurer la sensibilité des follicules aux gonadotropines et a I'GF-I. On
pourrait donc penser que le ou les facteurs capables d'induire l'atrésie inhibent
l'acquisition des récepteurs aux gonadotropines et a I'IGF-I au niveau des cellules

folliculaires.

La complexité du systéme IGF rend difficile l'interprétation du réle biologique
réel de chacun des éléments de ce systtme dans l'ovaire. Mais il semble évident que
l'action coordonnée de la GH et des IGF intervient dans la croissance et la différenciation
des follicules.
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Brebis Suffolk

Photo 1




Les 20 brebis Suffolk (photo 1) utilisées pour les expériences font partie du
troupeau du Centre de Recherches Ovines de Faulx-les-Tombes (C.R.O). Selon le
moment de 'année et les nécessités expérimentales, les brebis sont laissées en prairie ou
placées en bergerie avec des rations alimentaires adaptées a leurs besoins. Les
conditions de photopériode naturelle sont toujours respectées. En dehors des périodes
expérimentales, les brebis séjournent au Centre de Recherches Ovines et subissent les
traitements habituels.

Les manipulations in vivo sont effectuées aux Facultés Universitaires Notre-
Dame de la Paix de Namur, dans une bergerie réservée a cet effet, de maniére a pouvoir
controler les heures de distribution des rations alimentaires, les conditions
photopériodiques, les heures des prélevements sanguins et les heures d'injection de GH
recombinante bovine (bGHrec). Chaque brebis regoit quotidiennement 850 gr de foin et
266 gr d'aliments composés.

2. P e

2 E ‘ali j ) r rl'é

Cet essai préliminaire a été réalisé en octobre-novembre 1993 (soit en pleine
saison de reproduction) en vue de déterminer les effets de 1'alimentation (heures de
distribution des rations alimentaires) et du nycthémere sur I'évolution de la concentration
en GH du plasma lors du cycle oestral de la brebis. Pour ce faire, deux lots de 4 brebis
Suffolk taries synchronisées par un progestagéne (le Fluorogestone Acétate) ont été
placées dans des conditions photopériodiques identiques; les rations alimentaires €étaient
distribuées a un moment de la journée différent pour les deux lots : 9h00 pour le premier

groupe et 17h00 pour le second. Le cycle de lumiére imposé a été fixé de 7 heures a 18
heures afin de reproduire autant que possible les conditions photopériodiques naturelles.

En phase lutéale, entre deux vagues de croissance folliculaire (jour 5 du cycle),
des prises de sang sériées (toutes les 15 minutes pendant 24 heures) ont été effectuées
sur chaque brebis et la concentration en GH de chaque échantillon a été déterminée. Cet
essai s'est déroulé conformément au protocole expérimental suivant :

- JO : pose des éponges (40 mg de fluorogestone acétate) sur les 8 brebis;

- J14 : retrait des éponges;

- J22 : moment correspondant au jour 5 du cycle oestral : prises de sang
sériées pendant 24 heures sur toutes les brebis.
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Tableau M1 : Caractéristiques des brebis

Numéros Poids Date de naissancT
Groupe recevant 205 57 15/04/1985
I'alimentation 411 66 14/03/1989
a 9 heures 714 40 24/02/1992
762 37 20/04/1992
Groupe recevant 365 61 09/04/1988
I'alimentation 479 54 22/03/1987
a 17 heures 638 62 06/01/1992
782 48 12/04/1992




Tableau M2 : Calendrier expérimental

Groupes Essai 1 Essai 2 Essai 3
Traitements de
brebis impliquées Anoestrus Début saison Milieu saison

Pose des éponges A,B,CetD 27/4/94 1/7/94 25/9/94

Retrait des éponges A,B,CetD 11/5/94 17/7/94 9/10/94
Injection de GH AetB 31/5/94 au 15/6/94 | 19/7/94 au 04/8/94 |13/10/94 au 29/10/94
Prises de sang quotidienne A,B,CetD 31/5/94 au 15/6/94 | 19/7/94 au 04/8/94 |13/10/94 au 29/10/94

Prises de sang sériées (Jour 9) AetC 8/6/94 27/7/94 21/10/94
Endoscopies BetD 12/6/94 au 16/6/94 | 31/7/94 au 3/8/94 |25/10/94 au 28/10/94

Prises de sang sériées (Jour 16) AetC 15/6/94 3/8/94 28/10/94

Endoscopies (Jour 17+1) BetD 17/6/94 5/8/94 30/10/94




Les caractéristiques des brebis utilisées pour cet essai préliminaire figurent dans le
tableau M1.

Inci é S 1 r r réti r r

L'expérience a débuté en avril 1994, avec 20 brebis Suffolk adultes, et se
terminera en mars 1995. Sur base des résultats obtenus antérieurement au laboratoire,
l'essai portant sur I'anoestrus a lieu dans le courant du mois de juin, celui concernant le
début de saison de reproduction a lieu dans le courant des mois de juillet et aofit contre
septembre et octobre pour le milieu de la saison de reproduction. Lors de chaque
période, les brebis sont placées dans des conditions photopériodiques similaires aux
conditions photopériodiques naturelles (en anoestrus, la phase d'obscurité débute a
22h40 et se termine a 5h40; en début de saison de reproduction, elle débute a 22h00 pour
se terminer a 6h00; en milieu de saison de reproduction, cette phase débute a 17h40 et se
termine a 7h40).

Le calendrier expérimental est résumé dans le tableau M2. Les brebis sont
divisées en 4 lots:

- les brebis du lot A servent de témoins et sont réservées a 1'étude des
sécrétions hormonales;

- les brebis du lot B servent de témoins et sont réservées a 1'étude des
croissances folliculaires;

- les brebis du lot C regoivent le traitement de bGHrec et sont réservées a
I'étude des sécrétions hormonales;

- les brebis du lot D recoivent le traitement de bGHrec et sont réservées a
I'étude des croissances folliculaires.

Afin d'établir les meilleures comparaisons possibles entre les différentes brebis,
il a été nécessaire de synchroniser tous les cycles au début de chaque essai. Toutes les
analyses sont effectuées durant le cycle suivant la synchronisation, laquelle est obtenue
au moyen d'un progestagene : le Fluorogestone Acétate (FGA).

Lors de chaque période étudiée, 10 brebis sont stimulées par un traitement de
bGHrec, les 10 autres, non traitées, servant de témoin. Les injections quotidiennes
(intramusculaires) de bGHrec débutent trois jours apres le retrait du progestagéne pour
se poursuivre jusqu'en fin de cycle. La dose injectée est de 3 mg de bGHrec administrée
deux fois par jour a 9 heures en ce qui concerne la premiére injection et a 17 heures pour

ce qui est de la seconde.




Eu égard aux résultats obtenus lors de I'expérience préliminaire, nous avons
fixé I'heure de distribution des rations alimentaires & 17 heures pour les deux groupes de
brebis.

221 Anal y AR ] L
hysi

L'étude des différents profils de sécrétions hormonales a porté sur 10 brebis : 5
traitées par des injections quotidiennes de bGHrec (lot C) et 5 témoins (lot A). Les 10
autres brebis ont été réservées pour l'étude des mécanismes de la croissance et de la
maturation folliculaire.

Les sécrétions endocriniennes ont été établies a partir de prélévements sanguins.
Au cours du cycle suivant la synchronisation, la pulsatilité des profils endocriniens (GH
et LH) a été déterminée a partir des échantillons sanguins prélevés toutes les 15 minutes
pendant 12 heures en phase lutéale (jour 9) et pendant 24 heures en phase folliculaire
(jour 16). Durant le reste du cycle, des prises de sang quotidiennes réalisées entre 8h00
et 9h00 nous ont permis de tracer les profils moyens de sécrétion de GH, LH, FSH, P4
et E5. Ces prélévements sanguins ont toujours été effectués dans les mémes conditions.

Pour I'étude de la maturation folliculaire et de 1'ovulation, 10 brebis (5 traitées

par des injections quotidiennes de bGHrec,lot D, et 5 témoins, lot B) synchronisées ont
été soumises a des endoscopies quotidiennes lors de la phase folliculaire du cycle (jours
13, 14, 15 et 16). Ceci nous a permis d'observer la croissance et la maturation
folliculaires en début et milieu de saison de reproduction. Au jour 17 du cycle, le taux
d'ovulation a été déterminé par le méme procédé d'endoscopie. En anoestrus, les
endoscopies ont €té réalisées aux jours 13, 14, 15 et 16 du cycle
suivant la synchronisation.

Grice a cette technique, nous avons pu mettre en évidence l'incidence de 1'état
physiologique et d'un traitement a la bGHrec sur la croissance folliculaire et sur les taux
d'ovulation.
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Photo 2 : Prise de sang au niveau de la jugulaire




3. Méthodes utilisées
3.1 Techni . lisés in viv
111 Synchronisation d !

La synchronisation par le progestagéne 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, insérée a l'extrémité d'un tube en PVC, est introduite jusqu'au fond du vagin
et mise en place grace a un mandrin coulissant dans le tube. Avant chaque pose
d'éponge, le tube en PVC est soigneusement nettoyé€ dans une solution désinfectante. Le
retrait des éponges se fait le matin du 14®Me jour qui suit leur pose; l'opération se
pratique en prenant a la sortie de la vulve la ficelle attachée a I'éponge et en y exercant
une légere traction vers le bas.

112 Iniection de bGH

Le traitement consiste en une injection intramusculaire de 3 mg d'hormone de
croissance recombinante bovine (bGHrec; Eli Lilly, Indianapolis; lot n°015B143). La
bGHrec est dissoute dans du liquide physiologique (liquide de Ringer ajusté a un pH de
9,6) pour obtenir une concentration de 1 mg/ml. La solution est répartie et stockée par
doses de 3 ml dans des seringues et maintenue a 4°C jusqu'au moment de 1'injection.

3.1.3, Prises de sang (photo 2)

Les prélevements sanguins sont effectués au niveau de la veine jugulaire, le
sang étant recueilli dans des tubes héparinés de maniere a éviter la coagulation.
Immédiatement apres, le sang est centrifugé a 3.000 tours par minute pendant 15 minutes
afin de séparer les éléments figurés du plasma. Ensuite, le plasma est stocké dans des
tubes de polystyréne et congelé a - 20°C jusqu'au moment de I'analyse.

Lors des prises de sang sériées, nous utilisons des tubes sous vide Vcnoject®
contenant de I'héparine-lithium. Ces tubes sont munis d'aiguilles fines 22G x 1 1/2, afin
de ne pas abimer le tissu de la jugulaire. A la fin de chaque série, une créme anti-

inflammatoire (Hirudoid®) est appliquée sur le cou de 1'animal.
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Photo 3 : Matériel d'endoscopie

Photo 4 : Mise en place de I'endoscope et du palpeur gradué




Photo 5 : Vue par endoscopie de petits follicules présents sur l'ovaire

Photo 6 : Vue par endoscopie d'un follicule préovulatoire



Photo 7 : Présence d'un corps jaune sur l'ovaire
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Figure M1 : Représentation de la carte ovarienne




3.14. Endoscopies (photos 3,4,5,6 et 7)

L'endoscopie est 'examen d'un organe interne a l'aide d'une sonde optique.
L'ovaire est un organe aisé a observer par cette technique, mais une pratique fréquente
est nécessaire pour pouvoir interpréter correctement les résultats. Le mode opératoire
peut se résumer comme suit. La brebis est placée sur une table inclinable; elle est
immobilisée en décubitus dorsal et I'arriere-train est soulevé un peu plus haut que la téte
de fagon a faciliter I'observation des ovaires grace au tassement des viscéres contre le
diaphragme. La paroi abdominale est rasée et désinfectée. Deux anesthésies locales a la
xylocaine sont pratiquées aux endroits prévus pour la pose de I'endoscope et du palpeur,
c'est-a-dire a 10 cm de part et d'autre de la ligne médiane et & une quinzaine de cm de la
naissance du pis, en évitant soigneusement la veine mammaire. Les instruments
introduits aprés perforation au trocart, sont un endoscope Wolf muni d'une fibre de
verre souple qui le relie a 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. Le tractus génital est ainsi livré a 1'oeil de I'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 M1). A la fin de I'observation des ovaires, les instruments sont
retirés et désinfectés a l'alcool. Les incisions sont désinfectées avec une poudre
antiseptique, le Spitalen, et refermées par une agrafe de Michel.

3.2. Dosages hormonaux
321 Principe du d Jioi logi

La détermination des concentrations hormonales dans le plasma est réalisée par
le dosage radioimmunologique (RIA) en appliquant 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
I'échantillon a analyser, vis-a-vis d'un antisérum (As) qui leur est spécifique.

L'hormone froide (HO) peut se lier avec l'antisérum spécifique et la réaction
peut s'écrire de la maniére suivante:
HO + As ----- > (HO- As) + HO
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En ajoutant 2 ce systéme de I'hormone marquée (H*), on obtient une nouvelle
équation qui est:

(HO - As) + H* -----> HO + H* + (HO - As) + (H*- As)

L'hormone se trouve donc sous deux formes:
- forme libre: HO et H¥;
- forme liée 2 1'anticorps: (HO - As) et (H*- As).

La quantité d'hormone marquée liée a l'antisérum spécifique est d'autant plus
faible que la quantité d'hormone froide de I'échantillon est élevée. En séparant I'H" liée
3 I'antisérum de I'H" libre, on peut par mesure de la radioactivité de l'une des fractions,
calculer la quantité d'HO.

Une courbe standard réalisée simultanément dans les mémes conditions avec
des quantités connues d'hormone froide sert de référence.

3.2.2. Calcul des résultats

Selon le modele mathématique couramment appliqué aux dosages RIA, la
radioactivité de la fraction liée peut étre déterminée par 1'équation:

Cm
A=Ao Em+cr + BO
avec :
A radioactivité de la fraction liée (en cpm) pour une certaine concentration

d'hormone froide;
Ao : 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.

Cette équation est ajustée aux données expérimentales de la courbe standard et
les valeurs mesurées (en cpm), sont transformées en concentrations hormonales.
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323, Soluti ilisé

Tampon Wide. Un tampon phosphate 0,6M est préparé a partir de 7,5 g de KH2PO4 et
de 77,9 g de NapHPO4 par litre d'H0 distillée. A partir de cette solution stock 0,6M, le
tampon Wide 0,06M est préparé par dilution 10 x. Le pH est ajusté a 7,55 si nécessaire.

Tampon BSA (Serum Albumine Bovine). Le tampon BSA est réalisé€ a partir de tampon
Wide 0,06M, pH 7,55 auquel on ajoute 1 g d'albumine sérique bovine (BSA), fraction

V, par litre.

ARGG (Anti-Rabbit-Gamma-Globulin). Le second anticorps destiné a précipiter le
complexe antisérum-hormone est préparé par dilution de plasma de bélier immunisé
contre les gamma-globulines de lapin (anti-rabbit-gamma-globulin). En fonction du taux
d'ARGG contenu dans le plasma de notre bélier immunisé, la préparation est réalisée de
la fagon suivante : 2 5 ml de plasma de bélier immunisé, on ajoute 110 ml de tampon
BSA, 6 g de polyéthylene glycol (PEGg000 : VCB 8727) et 0,5 g de cellulose
microcristalline (Merck 2331).

Dextran Charcoal . Cette solution est préparée de la fagon suivante : 650 mg de Charcoal

Norit A Serva et 65 mg de Dextran T70 Pharmacia sont dissouts dans 300 ml de tampon
Wide.

3.2.4.  Dosages des gonadotropines
a.Dosage de la LH

On réalise un dosage homologue ou la compétition vis-a-vis de I'antisérum se
fait entre LH froide et LH marquée a 1'1125, toutes deux d'origine ovine.

La LH ovine purifiée (NJADDK-oLH-I-3) et I'antisérum spécifique (NIADDK-
anti-oLH-1) sont fournis par le National Institute of Health (NIH).

La courbe standard est réalisée en utilisant la LH a des concentrations
croissantes de 0 a 100 ng/ml. Les dilutions sont faites dans le tampon BSA.

L'antisérum LH est dilué selon les conseils du NIH de maniére a atteindre une
dilution finale de 1/1.500.000 dans les tubes.
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Figure M2: Mode opératoire du dosage de la LH

- 50 pul de plasma ou standard

- S0 ulde AsLH

- vortexer, attendre 4 heures 3 T° ambiante

- 50 pul de LH*, vortexer puis garder 1 nuit 3 T® ambiante

- 250 u1 d'ARGG, Vortexer, attendre 4 heures 3 T° ambiante
- centrifuger 15 minutes 2 3000 g

- décanter

- Passer 1 minute ay compteur gamma




Pour I'obtention de la LH marquée, I'o)LH (NIAMDD-oLH-I), diluée a raison
de 0,2mg/ml est employée pour le marquage a I'lode!25 par oxydation 2 la chloramine T.
Toute l'opération se passe dans la fiole conique dans laquelle 1'Tode125 a été expédiée.
On tamponne 17125 avec 25 pl de tampon Wide et on ajoute ensuite 40 pl de LH (4
ig). La réaction est initiée par I'adjonction de 20 pl de chloramine T (4,0 mg/ml) et
arrétée apres 30 secondes grace a 25 pl de disulfite de sodium (2,4 mg/ml). Le contenu
de la fiole est prélevé et chromatographié sur une colonne de 10 cm de haut et de 1 cm
de diametre remplie de Séphadex G50 médium tamponné au phosphate 0,06 M, pH 7,55
+ 9 g NaCl/litre et préalablement saturé par 2 ml d'albumine bovine, fraction V, Sigma, a
2%. Des fractions d'un millilitre sont recueillies et leur radioactivité est mesurée de
facon a repérer le pic correspondant a l'activité de I'hnormone marquée. Ces tubes sont
ensuite portés a une dilution finale d'environ 20.000 cpm/50 pl.

Le dosage (figure M2) est réalisé dans des tubes en cristal de polystyréne d'une
contenance de 3 ml. Cinquante pl d'hormone froide de concentration connue pour
1'établissement de la courbe standard ou 50 pl de plasma pour les échantillons a analyser,
sont déposés dans les tubes et 50 pl d'antisérum y sont introduits. Le mélange est
homogénisé au vortex. La réaction antigéne-anticorps s'équilibre durant un premier
temps d'incubation fixé a 4 heures. Cette incubation, comme les suivantes, se fait a
température ambiante. Cinquante pl d'hormone marquée sont ensuite ajoutés dans
chaque tube. Une nouvelle homogénisation au vortex est réalisée. Une nuit d'incubation
permet au nouvel équilibre de s'établir. L'hormone marquée entre en compétition avec
I'hormone froide préalablement fixée sur les anticorps. Finalement, 250 pl
d'immunosorbant (ARGG) sont additionnés et le tout est incubé pendant 4 heures. La
séparation de la fraction liée et de la fraction libre est possible par centrifugation pendant
15 minutes a 3.000 rpm. Le surnageant est éliminé au moyen d'une trompe a vide reliée
a une pipette pasteur. De plus, chaque dosage est accompagné d'une estimation de
I'activité résiduelle due a la fixation aspécifique de la LH* sur ' ARGG (Back Ground :
BG). Cette analyse est réalisée comme celle des échantillons mais le plasma et
l'antisérum sont remplacés par du tampon. Nous ajoutons également au comptage un
tube ne contenant que 50 pl dH* de fagon a mesurer l'activité totale (Total Count : TC).

La mesure de la radioactivité est effectuée par un analyseur gamma a passeur

d'échantillons LKB Wallac-1277 GammaMaster dans la fenétre de comptage
programmée pour 11125, Le temps de comptage est fixé a 1 minute, ce qui, en fonction
du nombre de coups enregistrés par minute (cpm), donne une précision de comptage
suffisante (erreur < 5%). Les résultats s'inscrivent sur une imprimante Citizen 120 D et

sont stockés sur un microordinateur Macintosh Classic.
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La sensibilité du dosage est de 0,07 ng/ml. Les coefficients de variation sont
respectivement de 7,5% et 10,5% pour la sensibilité intra- et interdosage.

b. Dosage de la FSH

La FSH ovine purifié¢e (NIJAMDD-oFSH-RP1) et l'antisérum spécifique
(NIAMDD-anti-oFSH-1) sont fournis par le NIH.

La courbe standard est réalisée en utilisant I'0FSH a des concentrations
croissantes de 0 2 50 ng/ml. Les dilutions sont faites dans le tampon BSA.

L'antisérum FSH est dilué selon les conseils du NIH de maniére a obtenir une
dilution finale de 1/80.000 dans les tubes.

Pour l'obtention de la FSH marquée, I'0OFSH (NIAMDD-oFSH-I-1), diluée a
raison de 0,2mg/ml est employée pour le marquage 2 I'Tode!25 par oxydation 2 la
chloramine T. La méthode de marquage est la méme que celle décrite pour la LH.
L'hormone marquée est portée a une dilution finale de 20.000 cpm/50 pl.

Le dosage et le comptage sont réalisés selon les mémes procédures que ceux de
la LH.

La sensibilité du dosage est de 0,08 ng/ml. Les coefficients de variation sont
respectivement de 5,5% et 10,5% pour la sensibilité intra- et interdosage.

3.2.5. Dosage de I'hormone de croissance (GH)

La GH ovine purifiée (NIDDK-0GH-I-4) et I'antisérum spécifique (NIDDK-
anti-oGH-I-4) sont fournis par le NIDDK.

La courbe standard est réalisée en utilisant 1'0GH a des concentrations
croissantes de 0 2 750 ng/ml. Les dilutions sont faites dans le tampon BSA.

L'antisérum GH est dilué selon les conseils du NIDDK de maniére a obtenir
une dilution finale de 1/100.000 dans les tubes.

Pour l'obtention de la GH marquée, I'0GH (NIDDK-0GH-I-4), diluée a raison
de 0,2mg/ml est employée pour le marquage 2 I'lode!25 par oxydation 2 la chloramine T.
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La méthode de marquage est la méme que celle décrite pour la LH. L'hormone marquée
est portée a une dilution finale de 20.000 cpm/50 pl.

Le dosage et le comptage sont réalisés selon les mémes procédures que ceux de
la LH.

La sensibilité du dosage est de 0,07 ng/ml. Les coefficients de variation sont
respectivement de 5,5% et 10,5% pour la sensibilité intra- et interdosage.

2 D eroi

Les concentrations en stéroides dans le plasma sont également déterminées par
un dosage radioimmunologique ou la compétition vis-a-vis de l'antisérum se fait entre
hormone froide et hormone marquée au H3,

a. Dosage de l'oestradiol (E2)

Les standards utilisés sont préparés par pesée précise et par dilution d'oestradiol
cristalline (Merck 8964) dans de I'éthanol P.A. La courbe standard basée sur des
concentrations croissantes de 0 a 2000 pg d'Eo/ml est préparée a partir d'une solution
stock de concentration égale a 10.000 pg/ml.

L'oestradiol tritié, [2,4,6,7-H3] E2 (Amersham TRK-322) a une activité
spécifique de 88 Ci/mmole (3,26 TBg/mmol) et se trouve a la concentration radioactive
de 1 mCi/ml de toluéne. L'hormone marquée est portée a une dilution finale de 7.000
cpm/100 pl dans du tampon Wide.

L'antisérum (As) provient du "laboratoire d'hormonologie"” du Centre
d'Economie Rurale (C.E.R.) de Marloie. Il a été obtenu par immunisation de lapins
contre I'E17g couplé a I'albumine sérique bovine (E175-6CMO-BSA). L'antisérum regu
sous forme lyophylisée doit étre reconstitué grace a I'ajout de 10 ml d'HoOd.

La manipulation débute par une purification partielle de 1'oestradiol contenue
dans le plasma grice a une extraction. On introduit 200 pl de plasma et 2 ml de
diéthyléther P.A. dans des tubes en verre de 10 cm de hauteur et 1 cm de diametre. Le
mélange des 2 solutions est important; il est donc nécessaire de passer les tubes au vortex
pendant 2 minutes apres les avoir préalablement bouchés. Les tubes sont ensuite placés
au congélateur a -20°C pendant 1 heure ou plus (la phase aqueuse doit étre gelée). La
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Figure M3 : Mode opératoire du dosage del'E2

1. Exmraction. (en tubes de verre de 10 cm)

- 200 pl de plasma ou standard (en double : plasmas
en triple:  standards)
- 2000 pl de diéthyl éther P.A.
- Vortexer 2 minutes
- Placer les tubes au congélateur a - 20°, plus ou moins 1 heure ( la phase aqueuse
doit étre gelée).
- Transvaser la totalité du surnageant dans un autre tube de verre
- Evaporer 2 sec dans I'étuve sous vide a 40°c

2. Fixation

- Reprendre I'extrait sec par 50 pl de Wide
- 100 plde 3HE17 8 (+ 7000 Cpm)

- 50 ul d'As E17 B (marloie)

- Vortexer et laisser une nuit au frigo

3. Séparation
- 500 pl de Dextran-Charcoal a 3°c, agiter

- Incuber 10 minutes a 3°c
- Centrifuger a 0°c et 2 2000 g pendant 10 minutes

4. Comptage

- 250 pl de surnageant
- 2,5 ml de liquide scintillant, agiter
- Passer au compteur 8




totalité du surnageant est transvasée dans un autre tube de verre et évaporée a sec dans
une étuve sous vide a 40°C.

Le dosage proprement dit se réalise de la fagon résumée dans la figure M3.

Afin d'absorber la phase libre et ainsi de la séparer de la phase liée a
l'antisérum, on utilise une solution de Dextran-Charcoal.

Le comptage se réalise sur 250 pl de surnageant (phase liée) mélangés a 2,5 ml
d'Ecoscint A (liquide scintillant produit par la firme National Diagnostics), dans une
minifiole de polyéthyléne et comptés dans un compteur a scintillation (Beckman LS
1801) durant 4 minutes. Le pourcentage d'erreur du comptage des échantillons est
inférieur a 1%.

La sensibilité du dosage est de 0,56 pg/ml. Les coefficients de variation sont
respectivement de 8% et 11% pour la sensibilité intra- et interdosage.

b. Dosage de la progestérone (P4)

Les standards utilisés ont ét€ préparés par pesée précise et par dilution de
progestérone cristalline (Merck 24614) dans de I'hexane P.A. La courbe standard basée
sur des concentrations croissantes de 0 a 10 ng de P4/ml est préparée a partir d'une
solution de concentration égale a 10 ng/ml.

La progestérone tritiée [1,2,6,7-H3] P4 (Amersham TRK-413) a une activité
spécifique de 80 Ci/mmole (2,96 TBg/mmol) et une concentration initiale de 1 mCi/ml de
toluene. L'hormone marquée est portée a une dilution finale de 7.000 cpm/100 pl dans
du tampon Wide.

L'antisérum (As) provient du "laboratoire d'hormonologie" du C.E.R. 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 ou le plama grace a une extraction a 'hexane. On introduit 200
pl de plasma et 2 ml d'hexane dans des tubes en verre de 10 cm de hauteur et de 1 cm de
diametre. Les tubes bouchés sont mélangés au vortex pendant 2 minutes et 1 ml de
surnageant est prélevé dans des tubes RIA en verre et évaporés a sec dans une étuve sous
vide a 40°C.”
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Figure M4 : Mode opératoire du dosage de P4

1. Exmaction (en tubes de verre de 10 cm )
- 200 pl de plasma ou standard ( en double: plasmas

: en triple: standards
- 2 ml dHexane P.A.
- Vortexer 2 minutes
- Laisser reposer afin ques les deux phases soient bien séparées
- Prélever 1 ml de surnageant
- Evaporer a sec a I'étuve sous vide a 40° C ou a température ambiante

2. Fixation

- 50 pl de tampon Wide

- 100 pl de P4 tritiée (= 7000 Cpm)

- 50 pl d'AsP4 (Marloie) :
- Vortexer et incuber une nuita 3°C

3. Séparation

- 500 pl de Dextran-Charcoal a 3°C

- Agiter

- Incuber 10 minutes a 3°C

- Centrifuger 10 minutes 2 0°C et 22000 g

4. Comptage

- 250 pl de surnageant

- 2,5 ml de liquide scintillant (écosint) dans minifioles
- Agiter

- Comptage au compteur B




Le dosage proprement dit (figure M4) est réalisé de la méme fagon que celui de
I'oestradiol.

La sensibilité du dosage est de 0,03 ng/ml. Les coefficients de variation sont
respectivement de 5% et 8,5% pour la sensibilité intra- et interdosage.

3.3. Analvses statistiques

Lors de nos expériences, une analyse de la variance a 2 critéres de classification
(heure de distribution des rations alimentaires et brebis) nous a permis de comparer les
différents résultats obtenus pour le premier groupe alimenté a 9 heures et pour le second
groupe alimenté a 17 heures. La méme analyse statistique a été réalisée lors de la
seconde expérience afin de comparer les résultats entre le groupe de brebis témoins et le
groupe de brebis traitées a la bGHrec.

Afin d'établir un profil de sécrétion global d'une hormone et non plus un profil
de sécrétion pulsatile, nous avons calculé les moyennes lissées, et tracé différents profils
de sécrétion en fonction d'une variation quotidienne (de jour en jour) ou temporelle
(d'heure en heure).

Chaque valeur quotidienne est calculée sur base d'une moyenne des valeurs
obtenues entre le jour qui préceéde et le jour qui suit la période analysée.

Chaque valeur variant d'heure en heure est calculée sur base d'une moyenne des
valeurs obtenues entre I'heure qui précede et 'heure qui suit la période analysée.
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Résultats et discussions
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Figure E1 : Evolution des profils de sécrétion de la GH de chaque animal des groupes I et II.
L’heure de distribution de ration alimentaire est fixée @ 9 heures pour le groupe I et

17 heures pour le groupe Il. La phase d'obscurité commence @ 18 heures pour se
terminer a 6 heures.




I: EFFETS DE L'ALIMENTATION ET DU NYCTHEMERE
SUR L'EVOLUTION DES CONCENTRATIONS
PLASMATIQUES DE GH: ESSAI PRELIMINAIRE

1. Rappel des objectifs et protocole expérimental

Un essai préliminaire est réalis€ en vue de déterminer les effets de 1'alimentation
(heure de distribution des aliments) et du nycthémere sur 1'évolution de la concentration
en GH du plasma lors du cycle oestral de la brebis Suffolk. Pour ce faire, deux lots de 4
brebis Suffolk taries et dont les cycles ont été synchronisés, sont placées dans des
conditions photopériodiques identiques mais regoivent leur nourriture quotidienne a deux
moments différents de la journée (9 heures pour le premier groupe et 17 heures pour le
second). En fonction des conditions photopériodiques naturelles, le cycle de lumiere
imposé débute a 7 heures pour se terminer a 18 heures; ces conditions nycthémérales sont
identiques pour chaque animal.

En phase lutéale du cycle, entre deux vagues de croissance folliculaire (jour 5),
des prises de sang séri€es (toutes les 15 minutes pendant 24 heures) ont été effectuées sur
chaque brebis et la concentration en GH de chaque échantillon a été déterminée.

Cette expérience débute en octobre 1993 et se termine en novembre 1993. Le
protocole expérimental se déroule comme suit :
- JO : pose des €ponges (40 mg de fluorogestone acétate) aux 8 brebis;
- J14 : retrait des éponges;
- J22 : moment correspondant au jour 5 du cycle oestral, prises de sang sériées
pendant 24 heures sur toutes les brebis.

2. Résultats

La figure E1 illustre, pour chaque brebis, les profils de sécrétion de la GH en
fonction des heures de distribution des rations alimentaires et du nycthémere. Il ressort
de I'examen des tracés qu'il existe une grande variabilité au niveau des sécrétions de GH
entre les brebis recevant leur ration alimentaire a la méme heure. De maniére a pouvoir
mettre en évidence l'influence exercée par les deux facteurs étudiés sur les sécrétions de
GH, nous avons établi des courbes lissées pour les deux groupes de brebis.
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Figure E2 : Evolution des sécrétions moyennes lissées de GH durant 24 heures pour le
groupe de brebis alimentées a 9 heures (groupe I) et pour le groupe alimenté a 17

heures (groupe I1).

Concentration

Frequence des

Amplitude des

Moyenne des

moyenne de pulses de GH pulses de GH taux maximums
GH par brebis par brebis par brebis de GH atteints
(ng/ml) pendant 7 heures (ng/ml) par brebis
(ng/ml)
Jour Nuit Jour Nuit Jour Nuit Jour Nuit
Groupe 1 | 21+04 | 26+02|28+09 |50+08|32+1,9 |32+1444+19|42+14
Groupe 2 | 29+03 | 31+02|55+13 | 52+1,7|36+20|32+20]50+26]|48+20

Tableau E1 : Comparaison des sécrétions de GH durant le jour et la nuit pour le groupe de
brebis alimentées a 9 heures (groupe I) et pour le groupe alimenté a 17 heures

(groupe II)




La figure E2 représente, pour chacun des 2 groupes, les sécrétions moyennes de
GH et non plus les sécrétions pulsatiles, chaque point du tracé ayant été calculé sur base
d'une moyenne de 48 valeurs.

La courbe relative au groupe I, soit celui recevant sa ration alimentaire a 9
heures, montre que les sécrétions moyennes de GH sont plus faibles aprés le repas. Les
concentrations moyennes observées pendant les deux heures suivant la distribution
d'aliments (1,7£0,1 ng/ml) sont, en effet, significativement moins élevées (P<0,05) que
celles observées pendant les deux heures précédentes (2,740,1 ng/ml).

Une évolution des profils de sécrétion de 1a GH se manifeste aussi, au sein de ce
méme groupe, durant le nycthémere. L'analyse des effets du jour et de la nuit a été
opérée entre 11 heures et 17 heures le jour (2,1+0,4 ng/ml), et entre 22 heures et 4 heures
la nuit (2,6%£0,2 ng/ml), c'est-a-dire 2 des moments ou les effets inhibiteurs de
l'alimentation ont disparu. Les résultats obtenus figurent dans le tableau E1. Ils font
apparaitre que la fréquence des pulses (significatif, P<0,05) et les concentrations
moyennes (non significatif) augmentent en phase d'obscurité, mais que I'amplitude des
pulses et la moyenne des taux maximums ne différent pas entre le jour et la nuit.

En conclusion, au sein du groupe des brebis dont l'alimentation a lieu a 9
heures, l'ingestion d'aliments se traduit par une diminution significative (P<0,05) des
sécrétions de GH durant plusieurs heures. D'autre part, au cours du nycthémere, les
sécrétions ont tendance a augmenter durant la nuit.

L'examen de la courbe relative au groupe II, soit celui recevant sa ration
alimentaire a 17 heures, fait apparaitre que les concentrations moyennes de GH observées
pendant les deux heures suivant la distribution d'aliments (2,8+0,2 ng/ml) ne sont que
faiblement moins élevées (non significatif) que celles observées pendant les deux heures
précédentes (3,0+0,3 ng/ml).

Les données relatives a 1'évolution des sécrétions moyennes de GH figurant
dans le tableau E1 ne révelent aucune différence significative entre les taux moyens
obtenus le jour et ceux obtenus la nuit, le niveau moyen de GH passant de 2,940,3 ng/ml
le jour (de 11 heures a 17 heures) a 3,1+0,2 ng/ml durant la nuit (de 22 heures a 4
heures). Il n'y a pas non plus de différence significative au niveau de I'amplitude et de la
fréquence des pulses, et de la moyenne des taux maximums obtenus entre les deux

phases.
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I1 s'ensuit que ni l'alimentation, ni les conditions nycthémérales ne modifient
significativement les sécrétions de I'hormone de croissance au sein de ce groupe de brebis
dont la nourriture est distribuée a 17 heures.

3. Discussion

1. Effet ‘ali tati

Les effets de I'alimentation sur les concentrations plasmatiques de GH ont fait
I'objet de plusieurs travaux dont quelques-uns sont cités ci-aprés. Le repas a un effet
inhibiteur sur les sécrétions de I'hormone de croissance chez 'homme (Wilson et Foster,
1992; Vance et al., 1992), la vache (Elasser et al., 1989) et la brebis (Driver et Forbes,
1981; Estienne et al., 1989; Hua et al., 1993). Cet effet inhibiteur peut se maintenir
jusqu'a 4 heures apres l'ingestion d'aliments (Bassett, 1974). Nos résultats sont en
accord avec ces observations pour le groupe de brebis dont I'alimentation a lieu
a 9heures. Nos résultats indiquent, en effet, que les sécrétions moyennes de GH
présentent une diminution apres le repas.

Plusieurs composants alimentaires peuvent étre responsables de la diminution
des concentrations plasmatiques en GH observée apres ingestion des aliments.

Un des premiers facteurs qui peut étre évoqué est celui d'une augmentation de la
concentration plasmatique en acides gras volatils (Bassett, 1974). Chez les ruminants, en

effet, la plupart des apports énergétiques s'effectuent par l'intermédiaire des acides gras
volatils produits par la microflore présente dans le rumen et absorbés sur place.
Directement liée a l'ingestion des aliments, cette production sera d'autant plus intense que
l'aliment est énergétique. Eu égard au fait que le taux sanguin d'acides gras volatils est
plus élevé apreés un repas qu'avant (Focant, 1986), l'augmentation des concentrations
plasmatiques en acides gras peut expliquer en partie la régression des taux de
concentration de GH qui est constatée apres l'ingestion d'aliments.

L'effet inhibiteur des acides gras libres sur les sécrétions de GH est mis en

évidence par Estienne et collaborateurs (1989). Administrés a des brebis, ils engendrent
une diminution de la fréquence des pulses de GH et une suppression de la stimulation de
la sécrétion de cette derniere par la GRH. Dans ce cas, il est possible que la diminution
du taux plasmatique de GH qui est observée consécutivement a I'administration exogeéne
de lipides soit la conséquence d'une augmentation de la fréquence des décharges
hypothalamiques de somatostatine.



Par ailleurs, ainsi que 1'ont montré Elasser et collaborateurs (1989), le rapport
protéines/énergie de la ration alimentaire peut étre responsable des modifications du profil
de sécrétion de I'hormone de croissance. Une alimentation riche en protéines a pour effet
d'augmenter le nombre de pulses de sécrétion (Estienne et al., 1990).

D'autres composants alimentaires pourraient également intervenir dans la
régulation de la synthese et de la sécrétion de GH. Les effets inhibiteurs de 1'alimentation
pourraient étre dus a un changement de concentration d'autres métabolites circulants, ainsi
qu'a l'évolution des concentrations plasmatiques d'autres hormones (insuline...)
influencées par 1'alimentation (Estienne et al., 1990). En effet, aussitdt aprés un apport
de glucides par voie digestive, on observe une hyperglycémie, une augmentation de la
sécrétion d'insuline et une diminution de la sécrétion d’hormone de croissance. Quelques
heures plus tard, quand la glycémie est revenue a son niveau normal, la GH et I'insuline
sont présentes a des concentrations par lesquelles toutes deux facilitent 1'anabolisme
protéique sans mobiliser les graisses. Plus tard encore, si le sujet reste a jeun et que la
concentration d'insuline diminue tandis que celle de la GH augmente, cette derniere reste
seule a agir, stimulant la mobilisation des graisses et la libération d'acides gras
disponibles pour l'oxydation, diminuant en méme temps l'utilisation du glucose (Wright,
1980).

En tout état de cause, aujourd'huli, il n'est pas possible de dresser d'une maniere
exhaustive la liste des substances qui interviennent dans le mécanisme de modulation des
sécrétions de 'hormone de croissance, et il est manifeste que leur mode d'action s'inscrit
dans un systtme complexe qui n'est encore que partiellement connu. D'autant plus que
selon son profil de sécrétion (c'est-a-dire selon sa concentration moyenne), la fréquence
et 'amplitude des pulses de sécrétion, la GH peut jouer différents roles dans 1'utilisation
des aliments eux-mémes (Vance et al., 1992).

Il faut également garder a l'esprit qu'une diminution des concentrations
plasmatiques s'observe non seulement aprés alimentation, mais également avant la
distribution des aliments. Il s'agit, dans ce cas, d'une réponse conditionnée par l'attente
d'aliments (Bassett, 1974). C'est ce qui semble s'étre produit au début de notre essai.

Comparativement au premier groupe, le second groupe de brebis, soit celui dont
l'alimentation est assurée a 17 heures, présente des valeurs analogues en ce qui concerne
les concentrations plasmatiques de GH avant et aprés alimentation. Cette observation est
évoquée plus en détail ci-apres.
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3.2, Effets du nycthémere

De maniére a éliminer autant que possible I'effet des repas, 'analyse des effets
du nycthémere a été opérée pour partie en phase de lumiére, soit entre 11 heures et 17
heures, et pour partie en phase d'obscurité, soit entre 22 heures et 4 heures.

Pour le premier groupe de brebis, les sécrétions moyennes et la fréquence
des pulses de GH sont plus faibles le jour que la nuit, mais la différence n'est
significative que pour la fréquence des pulses. En ce qui concerne le second groupe
de brebis, le taux moyen de GH est 1égeérement plus élevé en période d'obscurité (non
significatif) mais la fréquence des pulses est semblable de jour comme de nuit.

D'aprés Wilson et Foster (1992), I'obscurité serait un facteur stimulant les
sécrétions de GH par une augmentation de 1'amplitude et de la fréquence des pulses de
sécrétion. Chez 'homme, les différentes phases de sommeil influencent le profil de
sécrétion. Ainsi, des concentrations élevées de GH peuvent €tre observées durant les
premieres heures de sommeil.

Bien que les tests statistiques comparant les effets du nycthémere (la phase de
lumiére allant de 11 heures a 17 heures et la phase d'obscurité de 22 heures et 4 heures)
sur les sécrétions de GH ne soient que partiellement significatifs, ils semblent indiquer
qu'une augmentation des sécrétions et de la fréquence des pulses de GH se manifeste
durant la nuit dans le groupe de brebis dont l'alimentation est assurée a 9 heures. Cette
différence pourrait €tre la conséquence de l'effet stimulateur de l'obscurité sur les
sécrétions de GH.

Cependant, si les rations alimentaires sont distribuées une heure avant de placer
les animaux en condition d'obscurité, les sécrétions de GH ne sont pas plus importantes
durant la nuit. Ceci montre que, par son effet inhibiteur sur la sécrétion de GH,
l'alimentation distribuée avant de placer les animaux en condition d'obscurité pourrait
masquer l'effet stimulateur de I'obscurité.

La mélatonine, facteur stimulateur des sécrétions de GH, est une substance
libérée en plus grande quantité durant la nuit. En diminuant la synthése hypothalamique
de somatostatine, elle pourrait étre un facteur régulant les sécrétions plus importantes de
GH durant la nuit (John ez al., 1990). En revanche, selon McKeown et collaborateurs
(1975; cités par John et al., 1990), la mélatonine aurait un effet stimulant sur les
sécrétions de GH durant les périodes de lumiére, c'est-a-dire pendant le jour uniquement.
Pour Norman et Litwack (1987), la mélatonine serait un facteur inhibant les sécrétions de
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GH. Il est donc peu probable que cette hormone soit responsable des sécrétions
importantes de GH durant la nuit. D'autres facteurs interviennent probablement dans la
régulation de la sécrétion nycthémérale de GH, mais ces facteurs restent encore inconnus.

4. Conclusions

Cette étude nous a permis de démontrer que la distribution d'aliments en période
de lumiere provoque une diminution des sécrétions de 1'hormone de croissance.
Inversement, 1'obscurité parait étre un facteur stimulateur. Si l'apport alimentaire est
réalisé une heure avant l'installation de I'obscurité, aucune évolution précise de I'émission
de GH n'est observée. L'effet inhibiteur de 1'alimentation est soit inexistant, soit masqué
par un effet stimulateur de l'obscurité.

En fonction de ce constat et afin d'éviter que les effets de I'alimentation et du
nycthémere ne viennent influencer nos résultats ultérieurs, il a été€ décidé de nourrir les
brebis a 17 heures et de fixer les heures des prélévements sanguins en début de journée.
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II: INFLUENCE D'UN TRAITEMENT A LA GH ET DE L'ETAT
PHYSIOLOGIQUE SUR LA CROISSANCE FOLLICULAIRE ET
SUR LES PROFILS DE SECRETION DE DIFFERENTES

HORMONES

Le premier but de cette expérience est d'étudier 1'évolution naturelle des
sécrétions de la GH chez la brebis Suffolk en fonction du moment de la saison (début et
milieu de la saison de reproduction ainsi que l'anoestrus). Nous avons également
caractérisé l'effet d'un traitement a la bGHrec administré in vivo lors des mémes

périodes sur la dynamique de la croissance folliculaire et sur 1'évolution des sécrétions
hormonales (GH, LH, FSH, P4 et E2).

Pour obtenir une comparaison optimale entre les différentes brebis, il est
nécessaire qu'au début de chaque essai, leurs cycles oestraux soient synchronisés. Pour
ce faire, des éponges intravaginales sont utilisées. Toutes les analyses sont effectuées
durant le cycle suivant la synchronisation.

Lors de chaque période étudiée, 10 brebis sont stimulées par un traitement a la
bGHrec et 10 autres, non traitées, servent de témoins. Les injections quotidiennes
(intramusculaires) de bGHrec débutent trois jours aprés le retrait de 1'éponge et se
poursuivent pendant 17 jours. On administre 6 mg de bGHrec a raison de 3 mg deux
fois par jour (la premiére injection a 9 heures et la seconde a 17 heures).

En fonction des résultats obtenus lors de I'expérience préliminaire, nous avons
fixé, pour les deux groupes de brebis, 'heure de distribution des repas a 17 heures.

1L Et réti 7 [

L'évolution des sécrétions endocrines est établie a partir de prélévements
sanguins réalisés sur 10 brebis, 5 témoins et 5 traitées a la bGHrec. En début et milieu
de saison de reproduction, durant le cycle suivant la synchronisation, la pulsatilité des
sécrétions de GH et de LH est déterminée a partir d'échantillons sanguins prélevés
toutes les 15 minutes pendant 12 heures au jour 9 (phase lutéale) et pendant 24 heures
au jour 16 (phase folliculaire). En conditions normales, 12 heures de prises de sang
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sériées suffisent pour étudier 1'évolution pulsatile d'une hormone; c'est pourquoi les
prises de sang sériées au jour 9 sont effectuées pendant ce laps de temps. La durée des
prises de sang est portée a 24 heures au jour 16 afin de pouvoir cerner le pic
préovulatoire de LH dont la durée moyenne est estimée a 12 heures. Durant I'entiéreté
du cycle, des prises de sang quotidiennes réalisées toutes les 15 minutes entre 8 heures
et 9 heures, permettent de tracer les profils moyens de sécrétion de la GH et de 1a LH.
Pour l'analyse des résultats, nous avons estimé le taux plasmatique moyen, le taux
plasmatique de base, et, lors des prises de sang sériées, le nombre et I'amplitude des
pulses en conformité avec les considérations de Gauthier et Berbibier (1982).

Les profils moyens de sécrétion de la FSH et des stéroides ovariens (P4 et Ep)
sont tracés a partir des prélévements sanguins quotidiens réalisés a 8 heures.

En anoestrus, 1'évolution des sécrétions hormonales est également établie apres
synchronisation des animaux, le jour 1 commengant 54 heures apres le retrait des
éponges. Les prélevements sanguins sont ensuite effectués dans les mémes conditions
qu'en début et milieu de saison de reproduction.

12 Ert roi. i 14

L'étude des croissances folliculaires est réalisée par la technique d'endoscopie.
Sachant qu'il existe trois vagues de croissance folliculaire par cycle oestral chez la
brebis, nous réalisons des endoscopies sur les 10 brebis non utilisées pour 1'étude des
sécrétions hormonales (5 témoins et 5 traitées a la bGHrec) durant la troisi¢me vague.
Lors de chaque endoscopie, les paramétres que nous envisageons sont :

- le nombre de follicules recrutés, c'est-a-dire le nombre de follicules qui
grandissent au-dela de 2 mm durant au moins deux jours consécutifs;

- le nombre de follicules sélectionnés, c'est-a-dire le nombre de follicules
qui atteignent une taille de 4 mm;

- le nombre de follicules dominants, c'est-a-dire le nombre de gros
follicules qui atteignent une taille minimale de 5 mm;

- le taux d'ovulation, soit le nombre d'ovulations observées divisé par le
nombre de brebis ayant ovulé;

- le pourcentage d'atrésie due a la sélection, soit le pourcentage de
follicules recrutés qui subissent l'atrésie alors que les autres deviennent
sélectionnés;

- le pourcentage d'atrésie due a la dominance, soit le pourcentage de
follicules sélectionnés qui subissent l'atrésie alors que les autres deviennent
dominants.
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En anoestrus, sachant que les vagues de croissance folliculaire se présentent au
méme rythme que lors de la saison, les endoscopies sont réalisées sur la troisiéme
vague c'est-a-dire aux jours 13, 14, 15 et 16 suivant la synchronisation.

2. Méthod résentation des résult r la GH et pour la LH

Rappelons que les profils de sécrétion de 1a GH et de la LH sont étudiés de
plusieurs fagons :

- nous réalisons des prises de sang toutes les 15 minutes entre 8 heures et 9
heures pendant la durée d'un cycle complet (17 jours);

- nous étudions en plus la pulsatilité des ces hormones au jour 9 et au jour 16
grace a des prises de sang sé€riées réalisées toutes les 15 minutes pendant
12 heures au jour 9 et pendant 24 heures au jour 16.

Nous disposons donc d'un ensemble de résultats que nous présenterons de la
facon suivante, et ce, pour chacune des périodes étudiées :

- le tableau récapitulatif concernant les différentes caractéristiques des
profils de sécrétion;

- un profil individuel pour une brebis témoin (brebis 10) servant d'exemple
représentatif;

- le profil obtenu grace aux moyennes lissées pour le groupe témoin et pour
le groupe traité. En effet, si nous considérons les profils individuels de
sécrétion de GH, ils présentent une variabilité élevée et une pulsatilité
irréguliere. Nous établissons des courbes lissées afin de mettre en évidence
une évolution moyenne de sécrétion de la GH pour chacun des groupes
étudiés.

Chez le mouton, le milieu de saison de reproduction est la période la plus
étudiée et sert souvent de référence; nous commencerons donc par décrire les résultats
de cette période.
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Tableau R1 : Caractéristiques de la sécrétion de GH en milieu de saison de reproduction.

Taux de base Moyenne totale Nombre de
ng/mli ng/ml pulses
(12 heures/brebis)
17 jours
- Groupe témoin 76 £ 1,6 16,5 £ 9,9 /
- Groupe traité 9,5 £ 2,8 24,0 =+ 11,8 /
Jour 9
- Groupe témoin 12,0 £ 2,2 173 = 5,6 1.4 1,5
- Groupe traité 26,4 + 4,2 449 + 29,3 22 + 49
Jour 16
- Groupe témoin 12,3 + 1,0 18,8 + 8,4 3,8 £ 3,1
- Groupe traité 178 + 2,2 28,0 £ 13,2 22424




Résul n mili i
1 Evoluti . .

Le tableau R1 reprend les résultats concernant 1'étude des sécrétions moyennes
et pulsatiles de la GH sur cinq brebis témoins et cinq brebis traitées a la bGHrec. La
figure R1 donne diverses évolutions des concentrations plasmatiques de GH.

311 Lt e aicabthos s i 17i

Chez toutes les brebis, les sécrétions de GH fluctuent fortement d'une prise de
sang a l'autre. La figure Rla illustre a titre d'exemple le profil de sécrétion individuel
pour la brebis 10 et confirme l'irrégularité de I'émission de GH.

Les moyennes lissées des deux groupes de brebis obtenues a partir des
prélevements sanguins effectués entre 8 et 9 heures (c'est-a-dire 15 heures apres la
derniére injection de bGHrec) sont différentes d'un groupe a 'autre durant les 17 jours
(figure R1b). Pour les 2 groupes, on constate une augmentation de la concentration en
GH en fin de phase folliculaire jusqu'au jour de l'ovulation.

La courbe lissée des moyennes du groupe témoin varie peu au cours des 17
jours. Le taux plasmatique moyen et le taux de base sont respectivement de 16,5 + 9,9
ng/ml et 7,6 £ 1,6 ng/ml (tableau R1).

Pour le groupe traité, la courbe lissée des moyennes est significativement
supérieure (P< 0,05) a celle du groupe témoin de méme que le taux plasmatique moyen
(24,0 £ 11,8 ng/ml) (P<0,05) et le taux de base (9,5 + 2,8 ng/ml).

3.1.2. Analyse des sécrétions de GH durant 121 iour 9

Les sécrétions individuelles de GH obtenues pour la brebis de référence (figure
R1c) confirment la pulsatilité et l'irrégularité de I'émission de GH.

Les moyennes lissées des 2 groupes de brebis sont différentes durant les 12
heures de prises de sang (figure R1d).

Pour le groupe de brebis témoins (figure R1d), I'analyse de la courbe lissée
calculée a partir des différentes valeurs individuelles montre que les sécrétions sont
stables durant les 12 heures. Le taux plasmatique moyen et le taux de base sont
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Figure R1 : Evolution des profils de sécrétions individuelles et lissées de la GH pendant 17
jours (a et b), pendant 12 heures au jour 9 (c et d) et pendant 24 heures au jour 16

(e et f) du cycle en milieu de saison de reproduction.




respectivement de 17,3 £ 5,6 ng/ml et 12,0 + 2,2 ng/ml.

Pour le groupe de brebis traitées, 1'analyse de la courbe lissée révele des
fluctuations importantes au cours des 12 heures. Le tableau R1 laisse apparaitre des
taux plasmatiques moyens (44,9 * 29,3 ng/ml) et basaux (26,4 * 4,2 ng/ml)
significativement supérieurs (P < 0,05) a ceux des brebis témoins. Par contre, la
fréquence des pulses de sécrétion ne semble pas varier d'un groupe a l'autre.

Il apparait donc de fagon manifeste (figure R1d) que la bGHrec injectée
quotidiennement in vivo collabore a l'obtention d'une concentration plasmatique
moyenne de GH significativement (P< 0,05) plus élevée que celle du groupe témoin.
Apres la premiére injection faite 2 9 heures, les taux plasmatiques de GH augmentent
pour atteindre un maximum 2 heures apres l'injection; ces taux diminuent ensuite
faiblement jusqu'a 15 heures. A partir de 16 heures, la concentration plasmatique
augmente a nouveau pour atteindre un maximum 3 heures apres la seconde injection de
bGHrec.

3.1.3. Analy réti nt 24

La figure R1le confirme le caractere pulsatile du profil de sécrétion individuel
de la GH pour la brebis 10; chez cette brebis on note un pulsatilité réguliere. Les 4
autres brebis témoins présentent également un profil de sécrétion pulsatile mais
irrégulier.

Les moyennes lissées des 2 groupes de brebis sont différentes d'un groupe a
l'autre durant les 24 heures de prises de sang (figure R1f).

La courbe lissée (figure R1f) montre que les sécrétions moyennes de GH du
groupe témoin calculées a partir des différentes valeurs individuelles varient peu au
cours des 24 heures de prises de sang. Le taux plasmatique moyen et le taux de base
sont respectivement de 18,8 + 8,4 ng/ml et 12,3 + 1,0 ng/ml.

Pour le groupe traité, I'analyse de la courbe lissée révele des fluctuations au
cours des 24 heures. Le tableau R1 laisse apparaitre des taux plasmatiques moyens
(28,0 £ 13,2 ng/ml) et basaux (17,8 £ 2,2 ng/ml) significativement supérieurs (P < 0,05)
a ceux des brebis témoins. La fréquence des pulses de sécrétion ne semble pas varier

d'un groupe a l'autre.
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Tableau R2: Caractéristiques des différents paramétres morphologiques de la croissance
folliculaire terminale en milieu de saison de reproduction pour les groupes de
brebis témoins et traitées.

Gr. de brebis Gr. de brebis

témoins traitées
Nombre de follicules recrutés 7.2 £ 1.6 98 £ 2,6
Pourcentage d'atrésie due a la sélection 56% 60%
Nombre de follicules sélectionnés ) 3211 40 + 0,6
Pourcentage d'atrésie due a la dominance 56% 45%
Nombre de follicules dominants 14 £ 05 22 £ 0,4
Tailles moyennes des follicules 49 + 05 50t 0,7
dominants (mm)
Taux d'ovulation ‘ 1,2+ 04 2204

Tableau R3 : Caractéristiques de la sécrétion de LH en milieu de saison de reproduction.

Taux de base Moyenne totale Nombre de
ng/ml ng/ml pulses
(12 heure/brebis)

Durant 17 jours
- groupe témoin 0,7 & 0,1 12% 15
- groupe traité 0,7 £ 0,1 0,9 £0,2 /

Durant le jour 9
- groupe témoin 0,8 £ 0,1 1.8 £ 0,1 0,4 £0,9
- groupe traité 0,8 £ 0,1 1,0 £ 0,3 12413

Durant le jour 16
- groupe témoin 1.1 £ 02 6,5 £ 19,0 1,6 £ 3,0
- groupe traité 0,9 £ 0,2 28 £ 35 2,8 £ 3,9




3.1.4. Conclusions

Si nous considérons les profils individuels de sécrétion de GH, nous obtenons
une variabilité élevée et une pulsatilité irrégulieére qui confirme les résultats obtenus
lors de l'essai préliminaire. Malgré cette variabilité a court terme, la sécrétion de GH
est marquée par une grande stabilité en milieu de saison de reproduction, tant au cours
d'une méme journée que d'un jour a l'autre, sauf en fin de cycle ou on observe une
augmentation de la concentration moyenne.

Un traitement de bGHrec provoque une augmentation nette des concentrations
plasmatiques de GH. Cette augmentation prouve, que lors des dosage RIA, I'hormone
de croissance exogene (bGHrec), en plus de 1'hormone native (GH), est bien dosée.
L'effet du traitement se poursuit durant au moins 15 heures. Ceci explique les
différences obtenues entre les groupes traité et témoin durant tout le cycle, a partir
d'analyses effectuées 15 heures aprés la précédente injection. La concentration
moyenne augmente aussi en fin de cycle.

Par contre, un traitement a la bGHrec ne semble pas modifier la pulsatilité de
'émission de GH.

2. FEffets d'un traitement de bGHr. r rol Ji] ire termi

Le tableau R2 présente différentes caractéristiques de la croissance folliculaire
terminale pour le groupe de brebis témoins et pour le groupe de brebis traitées a la
bGHrec.

Pour le groupe témoin les nombres moyens de follicules recrutés,
sélectionnés et dominants sont respectivement de 7,2 £ 1,6; 3,2+ 1,1 et 1,4 £ 0,5. Le
pourcentage d'atrésie des follicules recrutés (56%) est identique au pourcentage
d'atrésie des follicules sélectionnés (56%). La plupart des follicules dominants arrivent
a l'ovulation (TO : 1,2 £ 0,4).

Chez le groupe traité, les valeurs moyennes sont de 9,8 + 2,6 pour le nombre
de follicules recrutés, 4,0 £ 0,6 pour le nombre de follicules sélectionnés et 2,2 + 0,4
pour le nombre de follicules dominants. Ces valeurs sont supérieures, a celles
observées pour le groupe témoin. Par opposition au groupe de brebis témoins, le
pourcentage d'atrésie des follicules recrutés (60%) est supérieur au pourcentage
d'atrésie des follicules sélectionnés (45%), ce qui entraine finalement un nombre de
follicules dominants supérieur a celui des témoins.
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Jours (a et b), pendant 12 heures au jour 9 (c et d) et pendant 24 heures au jour 16
(e et f) du cycle en milieu de saison de reproduction.




Un traitement de bGHrec parait améliorer la croissance folliculaire terminale,
surtout au niveau du recrutement. Ce traitement permet aussi de mener tous les
follicules dominants a l'ovulation. De plus, le taux d'ovulation (2,2 * 0,4) est
significativement supérieur (P<0,05) a celui des brebis témoins (1,2 + 0,4). A noter
aussi que le traitement provoque l'apparition quotidienne d'un grand nombre de petits
follicules de diametre inférieur ou égal 2 1 mm qui ne se maintiennent qu'un jour; ils ne
correspondent donc pas au critere de follicule recruté mais leur présence mérite d'étre
signal€e car un tel phénomene n'est pas observé au sein du groupe témoin.

Evoluti s rati ] i H

Le tableau R3 reprend les résultats concernant les sécrétions moyennes et
pulsatiles de la LH sur cinq brebis témoins et cinq brebis traitées a la bGHrec. La
figure R2 illustre 1'évolution des profils individuels et moyens des sécrétions de la LH
pour les deux groupes de brebis.

La figure R2a illustre le profil de sécrétion individuel de la LH pour la brebis
10. Les valeurs fluctuent d'un prélévement a l'autre pendant les 17 jours. Mais
lorsqu'on observe les moyennes lissées de sécrétion pour les groupes témoin et traité
(figure R2b) on ne constate pas de variation des niveaux de LH durant les 17 jours sauf
au jour 16, suite a la présence du pic préovulatoire de LH chez plusieurs animaux.

Le tableau R3 montre que les taux plasmatiques moyens (0,9 + 0,2 ng/ml) et
basaux (0,7 = 0,1 ng/ml) du groupe traité sont proches de ceux du groupe témoin (1,2 £
1,5 ng/ml et 0,7 £ 0,1 ng/ml).

3.3.2, Anal créti jour

Les sécrétions individuelles de LH obtenues pour la brebis de référence (figure
R2c) confirment la pulsatilité et I'irrégularité de 1'émission de LH. Les sécrétions
moyennes calculées pour toutes les brebis des groupes témoin et traité sur une période
de 12 heures varient trés peu (figure R2d). Les taux plasmatiques moyens et basaux
sont semblables pour les 2 groupes (tableau R3). La fréquence d'émission de LH est
plus grande pour le groupe traité (non significatif).
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3.3.3. Analvse des sécrétions de LH pendant le jour 16

En cours de journée, les sécrétions individuelles de LH obtenues pour la brebis
de référence (figure R2e) confirment la pulsatilité et I'irrégularité de I'émission de LH.
Les sécrétions moyennes calculées pour toutes les brebis des groupes témoin et traité
sur une période de 24 heures varient (figure R2f) et elles sont plus importantes pour le
groupe témoin. Pour chaque groupe, 2 brebis seulement présentent le pic préovulatoire
de LH. Les figures R2g et R2h montrent respectivement les profils individuels de
sécrétion pour 1'une des brebis témoins (brebis 6) et I'une des brebis traitées (brebis 1);
ces 2 brebis présentent le pic préovulatoire de LH pendant la période analysée.

L'analyse du tableau R3 montre que pour les 2 groupes, les taux basaux sont
semblables. Par contre, le taux plasmatique moyen pour le groupe témoin (6,5 + 19,0
ng/ml) est supérieur (non significatif) a celui du groupe traité (2,8 * 3,5 ng/ml) et
I'écart-type est important car une des brebis témoins présente des concentrations
importantes de LH durant le pic préovulatoire.

La fréquence d'émission de LH est plus grande (non significatif) pour le
groupe traité.

4 nclusion

L'examen des trois profils individuels de sécrétion de LH montre que celle-ci
évolue de fagon pulsatile, avec l'apparition, a des intervalles de temps irréguliers d'un
pulse de sécrétion.

Dans chaque groupe, deux brebis seulement sur les cinq présentent le pic
préovulatoire de LH. Les autres brebis ont déja présenté ou, plus probablement, vont
présenter le pic préovulatoire de LH, puisque les endoscopies réalisées quelques jours
plus tard pour mesurer le taux d'ovulation ont montré qu'elles avaient toutes ovulé.

Les sécrétions moyennes lissées de LH varient peu au cours d'une méme
journée et d'un jour a l'autre sauf au jour 16, jour du pic préovulatoire de LH.

Un traitement de bGHrec ne modifie pas significativement les sécrétions
plasmatiques de la LH ni son émission pulsatile.
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4. Evolution réti la FSH roi

Rappelons que pour la FSH et les stéroides sexuels, les profils de sécrétions
moyens sont établis a partir des prélevements quotidiens effectués a 8 heures. La figure
R3 montre les évolutions moyennes observées; il n'y a pas de graphe individuel pour la
FSH et les stéroides sexuels afin ne pas surcharger ce graphique.

3.4.1. LaFSH

Les niveaux plasmatiques moyens de FSH du groupe témoin (figure R3a)
montrent une évolution sous forme de trois vagues au cours du cycle oestral. Les deux
premieres ont lieu pendant la phase lutéale; la premiére du jour 4 au jour 9 et la
deuxiéme du jour 9 au jour 13. La troisiéme vague commence pendant la phase
folliculaire (jour 15) pour se terminer au jour 17. Les concentrations plasmatiques
moyennes fluctuent autour d'une valeur moyenne de 5,3 £ 2,8 ng/ml. Nous observons
cependant une trés grande variabilité individuelle au niveau de l'amplitude des
fluctuations et de leur durée, ce qui explique les grands écarts-type.

Cette importante variabilité individuelle se retrouve chez le groupe traité
(figure R3b) qui présente une moyenne de sécrétion inférieure (3,6 £ 2,1 ng/ml ) a
celle du groupe témoin mais la différence est non significative. Au sein de ce groupe
traité, nous n'avons pas pu mettre en évidence de fluctuations de la FSH sous forme de
vagues. En effet, I'analyse individuelle des profils de sécrétion de la FSH montre que
sur 5 brebis traitées, 4 ne présentent pas les 2 vagues caractéristiques de la phase
lutéale. La sécrétion est quasi constante du jour 2 au jour 12 de la phase lutéale; par
contre, elle augmente sensiblement a partir du jour 14 de la phase folliculaire.

En conclusion, un traitement de bGHrec administré quotidiennement semble
modifier le profil de sécrétion de la FSH en diminuant les concentrations plasmatiques
moyennes et en supprimant les vagues de sécrétion, du moins celles de la phase lutéale.

34.2 T n

Pour chaque brebis, 1'émission de P4 se caractérise par des concentrations plus

élevées en phase lutéale qu'en phase folliculaire.

En milieu de saison de reproduction, nous obtenons, au sein du groupe témoin
(figure R3c), des concentrations plasmatiques moyennes de 0,8 £ 1,2 ng/ml. Ces
concentrations sont plus élevées en phase lutéale, ce qui est caractéristique de la présence
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de corps jaune; elles diminuent ensuite durant la phase folliculaire, phase au cours de
laquelle le(s) corps jaune(s) régresse(nt).

Les concentrations plasmatiques moyennes de P4 sont, pour le groupe traité
(figure R3d), de 1,5 = 2,1 ng/ml, c'est-a-dire supérieures au groupe témoin mais de
maniere non significative. Le profil de sécrétion est, quant a lui, comparable a celui
observé pour le groupe témoin.

4.3, L'gestradiol

Pour chaque brebis, 1'émission des oestrogénes se présente sous formes
d'ondes avec, en fonction de la brebis, de un a trois maxima de concentration
plasmatique au cours des 17 jours du cycle.

Les sécrétions d'E» fluctuent autour d'une moyenne de 7,5 £ 3,0 pg/ml pour le
groupe témoin (figure R3e). Nous observons une grande variabilité individuelle au
niveau de I'amplitude des fluctuations et de leur durée.

Cette variabilité individuelle se retrouve chez le groupe traité (figure R3f) ou
les sécrétions plasmatiques moyennes d'Ep fluctuent autour d'une valeur moyenne de
6,6 3,6 pg/ml.

344 nclusi

Le milieu de la saison de reproduction est marqué, chez les brebis témoins, par
une émission de FSH sous forme de vagues. Le traitement a la bGHrec supprime les
vagues de la phase lutéale et diminue les concentrations plasmatiques moyennes.

Pour les deux groupes, les profils de P4 indiquent que les brebis sont en cycle
régulier; en effet, la phase lutéale présente une durée normale, et la lutéolyse se produit
dans les deux groupe le 148me jour.

Quant aux sécrétions d'E2, elles fluctuent irrégulierement. Les profils de

sécrétion sont semblables.
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Tableau R4 : Caractéristiques de la sécrétion de GH en anoestrus.

Taux de base Moyenne totale Nombre de
ng/ml ng/ml pulses
(12 heures/brebis)
17 jours
- Groupe témoin 65+ 13 10,4 £ 4,6 /
- Groupe traité 6,8 £ 1,2 13,3 = 16,8 /
Jour 9
- Groupe témoin 41 £ 1,1 6,9 + 3,4 1,8+1,6
- Groupe traité 9,9 + 6,6 29,3 + 55,0 0+ 1,2
Jour 16
- Groupe témoin 48 £ 1,5 13,6 £ 22,4 22 +0,8
- Groupe traité 99 +1,8 22,4 + 13,1 2,8 +0,6




4, Résul nus en anoestr

4 v . rati . g b

Le tableau R4 reprend les résultats concernant I'étude des sécrétions moyennes
et pulsatiles de la GH sur cinq brebis témoins et cinq brebis traitées a la bGHrec. La
figure R4 donne diverses évolutions des concentrations plasmatiques.

(11 lvse des sécobtiong de G 17i

Chez toutes les brebis, les sécrétions de GH fluctuent d'une prise de sang a
l'autre. La figure R4a illustre a titre d'exemple le profil de sécrétion de la brebis 10, ou
les 5 points correspondant aux 5 prises de sang réalisées quotidiennement entre 8 et 9
heures sont représentés. Elle montre que la sécrétion est réguliére, qu'il ne semble pas
exister de vague périodique au cours des jours.

Les moyennes lissées des deux groupes de brebis obtenues a partir des
prélevements sanguins effectués entre 8 et 9 heures différent peu durant les 17 jours
(figure R4b). Pour le groupe traité, on constate une augmentation de la concentration
moyenne de GH en fin de phase folliculaire jusqu'au jour de I'ovulation, le méme cas de
figure est observé en milieu de saison mais pour les 2 groupes (figure R1b).

La courbe lissée des moyennes du groupe témoin varie peu au cours des 17
jours. Le taux plasmatique moyen et le taux de base sont respectivement de 10,4 + 4,6
ng/ml et 5,5 £ 1,3 ng/ml (tableau R4). Ces valeurs sont inférieures a celles observées

pour le méme groupe en milieu de saison (tableau R1).

Pour le groupe traité, la courbe lissée des moyennes varie peu au cours des 17
jours. Les valeurs des taux plasmatiques moyens (13,3 + 16,8 ng/ml) et basaux (6,8
1,2 ng/ml) sont légerement supérieures a celles du groupe témoin mais inférieures aux
valeurs du méme groupe en milieu de saison (tableau R1).

4.1 Anal écréti ran heur jour

Les sécrétions individuelles de GH obtenues pour la brebis de référence (figure
R4c) confirme que I'émission de GH se fait sous une forme pulsatile et irréguliére.

Les moyennes lissées des 2 groupes de brebis sont différentes d'un groupe a
l'autre durant les 12 heures de prises de sang.
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(e et f) en anoestrus.



Pour le groupe de brebis témoin (figure R4d), 1'analyse de la courbe lissée
calculée a partir des différentes valeurs individuelles montre que les sécrétions sont
stables durant les 12 heures. Le taux plasmatique moyen et le taux de base sont
respectivement de 6,9 + 3,4 ng/ml et 4,1 + 1,1 ng/ml; ces valeurs sont significativement
inférieures (P<0,05) a celles du méme groupe en milieu de saison (tableau R1).

Pour le groupe de brebis traitées, 'analyse de la courbe lissée révele des
fluctuations au cours des 12 heures. Le tableau R4 laisse apparaitre des taux
plasmatiques moyens (29,3 + 55,0 ng/ml) et basaux (9,9 + 6,6 ng/ml) significativement
supérieurs (P<0,05) a ceux des brebis témoins; ces valeurs sont significativement
inférieures (P<0,05) a celles du méme groupe en milieu de saison (tableau R1). Par
contre, la fréquence des pulses de sécrétion ne varie pas d'un groupe a l'autre.

Apres la premicre injection réalisée a 9 heures, les taux de GH plasmatiques
augmentent fortement pour atteindre un maximum 4 heures apres l'injection; ces taux
diminuent ensuite. Par contre, aprés la seconde injection quotidienne (a 17 heures),
aucune augmentation temporaire des niveaux de GH n'est observée. Ces résultats
confirment ceux de l'expérience préliminaire ou nous avions mis en évidence une
diminution des sécrétions de GH apres un repas. Au cours de cette expérience, le repas
distribué juste apres la seconde injection de bGHrec peut étre évoqué pour expliquer
'absence d'augmentation des niveaux de GH plasmatiques observée.

4.1.3. Anal gcrétion ndant 24 heur jour

La figure R4e confirme le caractere pulsatile et irrégulier du profil de sécrétion
individuel de la GH. La pulsatilité de la sécrétion semble nettement plus élevée au jour
16 par rapport au jour 9 chez la brebis 10, mais rien ne permet d'expliquer ce
phénomene puisque la brebis 10 n'est pas en cycle. Ceci est d'ailleurs variable d'un
animal a l'autre.

Les moyennes lissées des 2 groupes de brebis sont différentes d'un groupe a
l'autre durant les 24 heures de prises de sang (figure R4f).

La courbe lissée (figure R4f) montre que les sécrétions moyennes de GH du
groupe témoin calculées a partir des différentes valeurs individuelles varient peu au
cours des 24 heures de prises de sang. Le taux plasmatique moyen et le taux de base
sont respectivement de 13,6 £ 22,4 ng/ml et 4,8 + 1,5 ng/ml (tableau R4). Ces valeurs
sont significativement inférieures (P<0,05) a celles du méme groupe en milieu de
saison (tableau R1)
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Pour le groupe de brebis traitées, 1'analyse de la courbe lissée révele des
fluctuations au cours des 24 heures. Le tableau R4 laisse apparaitre des taux
plasmatiques moyens (22,4 £ 13,1 ng/ml) et basaux (9,9 £ 1,8 ng/ml) significativement
supérieurs (P<0,05) a ceux du groupe témoin. Ces valeurs sont proches de celles
observées pour le méme groupe en milieu de saison (tableau R1) sauf pour le taux de
base qui est significativement inférieur (P<0,05). Comme le montre la figure R4f, la
premiére injection quotidienne de bGHrec provoque une forte augmentation des
sécrétions plasmatiques moyennes de la GH suivie d'une diminution aprés quelques
heures. Une moindre augmentation semble se manifester apres la seconde injection (17
heures). Comme lors de 1'expérience précédente, le taux plasmatique de GH atteint un
maximum 2 heures apres l'injection .

La fréquence des pulses de sécrétion ne semble pas varier d'un groupe a l'autre
4.1.4. Conclusions

Si nous considérons les profils de sécrétion de GH des différents individus,
nous obtenons, comme en milieu de saison de reproduction, une variabilité élevée et
une pulsatilité irréguliére qui confirment les résultats obtenus lors de l'essai
préliminaire. Malgré cette variabilité a court terme, la sécrétion moyenne de GH est
marquée par une grande stabilité en anoestrus comme en milieu de saison, tant au cours
d'une méme journée que d'un jour a l'autre.

En anoestrus, I'effet du traitement a la bGHrec se poursuit durant 7 3 9 heures
contre 15 heures au moins en milieu de saison de reproduction. Ceci explique les
faibles différences obtenues entre les groupes traité et témoin durant tout le cycle, a
partir d'analyses effectuées 15 heures apres la derniére injection.

Le traitement a la bGHrec ne semble pas modifier non plus, comme en milieu
de saison, la pulsatilité d'émission de GH.

4.2, Effets d'un traitement de bGHrec sur la croissance folliculaire terminale

Le tableau RS présente différentes caractéristiques de la croissance folliculaire
terminale pour le groupe de brebis témoins et pour le groupe de brebis traitées a la
bGHrec lors de la vague de croissance folliculaire se produisant 13 a 16 jours apres
synchronisation en période d'anoestrus.
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Tableau RS : Caractéristiques des différents paramétres morphologiques de la croissance
Jolliculaire terminale en anoestrus pour les groupes de brebis témoins et traitées.

Gr. de brebis Gr. de brebis
témoins traitées
Nombre de follicules recrutés 8,6+1,5 11,6 £ 2,5
Pourcentage d'atrésie due 3 la sélection 53% 39%
Nombre de follicules sélectionnés 40+1,6 7,0+ 3,1
Pourcentage d'atrésie due a la dominance 30% 35%
Nombre de follicules dominants 2,8+1,1 40+1,2
Tailles moyennes des follicules 5,2+0,4 5,2+0,5
dominants (mm)
Taux d'ovulation 0,0+ 0,0 0,0+ 0,0

Tableau R6 : Caractéristiques de la sécrétion de LH en anoestrus.

Taux de base Moyenne totale Nombre de
ng/ml ng/ml pulses
(12 heure/brebis)

Durant 17 jours

- groupe témoin 0,7 £ 0,4 0,8 + 0,3 /

- groupe traité 0,56 +0,3 0,6 + 0,3 /
Durant le jour 9

- groupe témoin 0,5+ 0,0 0,6 +04 0,7 £ 0,8
- groupe traité 0,4 £0,0 0,6 £ 0,6 0,3 £ 0,7

Durant le jour 16
- groupe témoin 0,4 £0,2 0,7 £ 0,7 1,2 £ 0,4
- groupe traité 0,4 £ 0,2 0,6 £ 0,3 2213




Pour le groupe témoin, les nombres moyens de follicules recrutés,
sélectionnés et dominants sont respectivement de 8,6 £ 1,5; 40+ 1,6 et 2,8 £ 1,1. Le
pourcentage d'atrésie des follicules recrutés (53%) est significativement supérieur
(P<0,05) au pourcentage d'atrésie des follicules sélectionnés (30%).

Chez le groupe traité, les valeurs moyennes sont de 11,6 + 2,5 pour le nombre
de follicules recrutés, 7,0 £ 3,1 pour le nombre de follicules sélectionnés et 4,0 + 1,2
pour le nombre de follicules dominants. Ces valeurs sont supérieures a celles observées
pour le groupe témoin mais de maniere non significative. Comme pour le groupe de
brebis témoins, le pourcentage d'atrésie des follicules recrutés (39%) est supérieur au
pourcentage d'atrésie des follicules sélectionnés (35%).

Comme en milieu de saison, il y a confirmation qu'un traitement a la bGHrec
améliore la croissance folliculaire terminale par rapport au groupe non traité. Toutefois
il n'y a pas d'ovulation en anoestrus.

4.3. Evolution des concentrations plasmatiques et de la pulsatilité de la LH

Le tableau R6 reprend les résultats concernant les sécrétions moyennes et
pulsatiles de la LH sur cinq brebis témoins et cinq brebis traitées a la bGHrec. La
figure RS illustre 1'évolution des profils individuels et moyens des sécrétions de la LH
pour les deux groupes de brebis.

4 nal geréti H pen 4

La figure R5a illustre le profil de sécrétion individuel de la LH pour la brebis
10 pendant les 17 jours. Les valeurs fluctuent d'un prélevement a l'autre. Mais
lorsqu'on observe les moyennes lissées de sécrétion pour les groupes témoin et traité
(figure R5b), on ne constate pas de variation significative des niveaux de LH durant les
17 jours, y compris au jour 16, contrairement au milieu de saison ou il y avait le pic
préovulatoire de LH (figure R2b).

La figure R5b et le tableau R6 montrent que les taux plasmatiques moyens (0,6
+ 0,3 ng/ml) et basaux (0,5 = 0,3 ng/ml) du groupe traité sont légeérement inférieurs
(mais de manieére non significative) a ceux obtenus pour le groupe témoin (0,8 £ 0,3
ng/ml et 0,7 £ 0,4 ng/ml) et a ceux des 2 groupes en milieu de saison (tableau R3).
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Les sécrétions individuelles de LH obtenues pour la brebis de référence (figure
R5c) confirment la pulsatilité et l'irrégularité de 1'émission de LH. Malgré cette
pulsatilité irréguliere, les sécrétions moyennes calculées pour toutes les brebis des
groupes témoin et traité sur une période de 12 heures (figure R5d) varient trés peu tout
comme en milieu de saison (figure R2d). Les taux plasmatiques moyens et basaux sont
semblables pour les 2 groupes (tableau R6) mais inférieurs aux valeurs des 2 groupes
en milieu de saison (tableau R3).

La fréquence d'émission n'est pas significativement différente.
4 n i

Les sécrétions individuelles de LH obtenues pour la brebis de référence (figure
R5e) confirment la pulsatilité et l'irrégularité de I'émission de LH. Les sécrétions
moyennes calculées pour toutes les brebis des groupes traité et témoin sur une période de
24 heures (figure R5f) varient trés peu; toutefois il n'y a pas de pic préovulatoire de LH
contrairement au milieu de saison de reproduction. Les taux plasmatiques moyens et
basaux sont semblables pour les 2 groupes (tableau R6) mais inférieurs aux valeurs des 2
groupes en milieu de saison.

La fréquence d'émission n'est pas significativement différente d'un groupe a
l'autre.

4.3.4, Conclusions

L'examen des trois profils individuels de sécrétion de LH montre que celle-ci
évolue de fagon pulsatile, avec l'apparition, a des intervalles de temps irréguliers d'un
pulse de sécrétion. Il n'y a pas de pic préovulatoire.

Les sécrétions moyennes lissées de LH varient peu au cours d'une méme
journée et d'un jour a l'autre.

Un traitement de bGHrec ne modifie ni la pulsatilité d'émission, ni les
sécrétions plasmatiques de la LH si ce n'est par une légére diminution des moyennes
obtenues au cours des 17 jours.
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4.4 Evolution des sécrétions de la FSH et des stéroides sexuels

Rappelons que pour la FSH et les stéroides sexuels, les profils de sécrétion
moyens sont établis a partir des prélevements quotidiens effectués a 8 heures. La figure
R6 montre les évolutions moyennes observées; il n'y a pas de graphe individuel pour la
FSH et les stéroides sexuels afin ne pas surcharger ce graphique.

44 ESH

Pour le groupe de brebis témoins (figure R6a), les sécrétions moyennes de
FSH fluctuent irrégulierement au cours de la période d'observation sans montrer
d'évolution précise. Pour les 17 jours, les niveaux moyens évoluent autour d'une valeur
de 1,9 =+ 1,1 ng/ml. En milieu de saison, cette valeur est de 5,3 + 2,8 ng/ml et les
sécrétions moyennes fluctuent sous forme de 3 vagues.

Les valeurs moyennes de FSH du groupe de brebis traitées (figure R6b)
évoluent aussi de fagon irréguliere durant toute la période analysée, mais elles sont
significativement inférieures (P<0,05) (1,2 £ 0,8 ng/ml, P<0,05) a celles obtenues pour le
groupe témoin et pour le groupe traité en milieu de saison de reproduction (3,6 + 2,1

ng/ml).
44 I éron

En anoestrus, nous observons pour le groupe témoin (figure R6c) des taux
tres faibles de P4 (0,1 £ 0,1 ng/ml) caractéristiques de 1'absence de corps jaunes chez
les brebis.

Pour le groupe de brebis traitées (figure R6d) a la bGHrec, les concentrations
de P4 restent faibles (de 'ordre de 0,2 £+ 0,2 ng/ml ) sauf pour la brebis 4 qui présente
une augmentation progressive des concentrations de P4 a partir du 108™m€ jour. Cette
augmentation est responsable de 1'évolution de la courbe et des écarts-type élevés.
Comme pour le groupe témoin, les valeurs sont évidemment nettement inférieures a

celles observées en milieu de saison (1,5 £ 2,1 ng/ml).

4.4.3. L'gestradiol

Tout comme en milieu de saison, pour chacune des brebis, I'émission des
oestrogenes se présente sous formes d'ondes avec, en fonction de la brebis, de un a trois
maxima de concentration plasmatique au cours des 17 jours étudiés. Nous observons




une tres grande variabilité individuelle au niveau de 1'amplitude des fluctuations et de

leur durée.

Pour le groupe témoin (figure Ré6e), les taux moyens évoluent plus ou moins
régulierement autour d'une moyenne de 13,9 + 4,4 pg/ml contre 7,5 + 3,0 pg/ml en
milieu de saison.

Il en va de méme pour le groupe traité (figure R6f), ou la moyenne de
sécrétion est du méme ordre (13,0 + 4,8 pg/ml). En milieu de saison, la moyenne de
sécrétion est de 6,6 + 3,6 pg/ml.

4.4.4. Conclusion

Conformément a diverses observations faites au laboratoire, les émissions de
FSH et d'oestradiol fluctuent de maniere irréguliére en anoestrus. Leur évolution n'est
pas influencée par le traitement de bGHrec mais celui-ci diminue significativement les
sécrétions moyennes de FSH.

En accord avec l'absence de corps jaune en anoestrus, la concentration
plasmatique de P4 est tres faible et stable chez le groupe témoin. Dans le groupe traité
a la bGHrec, on note une augmentation importante et temporaire des concentrations de
P4 chez une brebis, ce qui pourrait peut-étre signaler I'existence d'un cycle court.
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Tableau R7 : Caractéristiques de la sécrétion de GH en début de saison de reproduction.

Taux de base Moyenne totale Nombre de
ng/ml ng/ml pulses
(12 heures/brebls)
17 jours
- Groupe témoin 55+ 1,2 13,4 £ 5,4 /
- Groupe traité 54 + 1,3 142 £ 6,5
Jour 9
- Groupe témoin 93+ 1,5 12,9 + 3,8 1.8+ 15
- Groupe traité 18,6 = 3,8 30,9 + 13,2 24 £ 1,1
Jour 16
- Groupe témoin 85 + 2.6 18,2 + 8,9 23 % 1.7
- Groupe traité 13,7 £ 4,4 26,9 = 10,9 1,4 + 23




Le tableau R7 reprend les résultats concernant 1'étude des sécrétions moyennes
et pulsatiles de la GH sur cinq brebis témoins et cinq brebis traitées a la bGHrec. La
figure R7 donne diverses évolutions des concentrations plasmatiques de GH.

£ 11, Anabise flessiorsiiannds GIF 4 17i

Chez toutes les brebis, les sécrétions de GH fluctuent fortement d'une prise de
sang a l'autre. La figure R7a illustre a titre d'exemple le profil de sécrétion individuel
pour la brebis 10 et confirme l'irrégularité de 1'émission de GH.

Les moyennes lissées des 2 groupes de brebis (figure R7b) obtenues a partir
des prélévements sanguins effectués entre 8 et 9 heures différent peu d'un groupe a
l'autre. Pour les 2 groupes (mais surtout pour le groupe traité), on constate une
augmentation de la concentration moyenne en fin de phase folliculaire jusqu'au jour de
I'ovulation. Nous avons observé une augmentation similaire en milieu de saison pour
les 2 groupes (figure R1b) alors qu'en anoestrus seul le groupe traité présente cette
augmentation (figure R4b).

La courbe lissée des moyennes du groupe témoin varie peu au cours des 17
jours. Le taux plasmatique moyen et le taux de base sont respectivement de 13,4 £ 5,4
ng/ml et 5,5 = 1,2 ng/ml (tableau R7). Ces valeurs sont inférieures a celles du méme
groupe en milieu de saison (tableau R1).

Pour le groupe traité aussi, la courbe lissée des moyennes varie peu au cours
des 17 jours. Les valeurs des taux plasmatiques moyens (14,2 + 6,5 ng/ml) et basaux
(5,4 £ 1,3 ng/ml) sont semblables & celles du groupe témoin (tableau R7) mais
inférieures a celles du méme groupe en milieu de saison (tableau R1).

On notera que sur l'ensemble de la période, les valeurs observées pour les taux
plasmatiques moyens et basaux de GH sont chez les brebis témoins comparables en
anoestrus (tableau R4) et en début de saison de reproduction (tableau R7). Par contre,
en milieu de saison, ces valeurs sont plus élevées (tableau R1).
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Figure R7 : Evolution des profils de sécrétions individuelles et lissées de la GH pendant 17
jours (a et b), pendant 12 heures au jour 9 (c et d) et pendant 24 heures au jour 16
(e et ) du cycle en début de saison de reproduction.



£1.2 Analves des sécrésianside GH pendant 121 fouir &

Au cours de la journée, les sécrétions individuelles de GH se présentent sous
forme pulsatile et intermittente comme I'illustre le profil de la brebis 10 (figure R7c).

Les moyennes lissées des 2 groupes de brebis sont différentes d'un groupe a
l'autre durant les 12 heures de prises de sang (figure R7d)

L'analyse de la courbe lissée du groupe témoin laisse apparaitre des moyennes
variant trés peu d'heure en heure. Le taux plasmatique moyen et le taux de base sont
respectivement de 12,9 * 3,8 ng/ml et 9,3 + 1,5 ng/ml (tableau R7). Ces valeurs sont
supérieures pour le méme groupe en milieu de saison (tableau R1).

Pour le groupe de brebis traitées, 1'analyse de la courbe lissée révele des
fluctuations importantes au cours des 12 heures. Comme le montre la figure R7d, une
injection de bGHrec a 9 heures provoque une nette augmentation de la concentration
plasmatique de I'hormone de croissance qui subsiste jusqu'a 17 heures. Un second
traitement administré a cette heure provoque une nouvelle augmentation moins
prononcée. Le tableau R7 laisse apparaitre des taux plasmatiques moyens (30,9 + 13,2
ng/ml) et basaux (18,6 + 3,8 ng/ml) significativement supérieurs (P<0,05) a ceux du

groupe témoin mais inférieurs pour le méme groupe en milieu de saison (tableau R1).

La fréquence d'émission de la GH ne semble pas modifiée par le traitement a
la bGHrec.

Anal éerétion ndant 24 r jour

Comme au jour 9, les sécrétions individuelles de GH (figure R7e) se
présentent sous une forme pulsatile et intermittente.

Les moyennes lissées des 2 groupes de brebis sont différentes d'un groupe a
l'autre durant les 24 heures de prises de sang (figure R7f).

La courbe lissée (figure R7f) montre que les sécrétions moyennes de GH du
groupe témoin varient peu au cours des 24 heures de prises de sang. Le taux
plasmatique moyen et le taux de base sont respectivement de 18,2 + 8,9 ng/ml et 9,5
2,6 ng/ml (tableau R7). Ces valeurs sont comparables a celles observées pour le méme
groupe en milieu de saison (tableau R1).
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Pour le groupe de brebis traitées, 1'analyse de la courbe lissée révele des
fluctuations au cours des 24 heures. L'administration de bGHrec a 9 heures provoque
une forte augmentation des niveaux de GH (figure R7f). Apres la seconde injection (17
heures), 1'augmentation observée est moindre. Ces concentrations diminuent ensuite,
mais 15 heures apres le traitement, elles restent sensiblement plus élevées que celles du
groupe témoin (ce qui est confirmé par la figure R7b) alors que ce n'était pas le cas les
15 jours précédents. Autrement dit, du jour 1 au jour 15, les effets de l'injection de GH
ont disparu apreés 15 heures, mais pas au jour 16 et 17. En milieu de saison, 'effet de la
GH est d'au moins 15 heures contre 8 heures pour I'anoestrus.

La fréquence d'émission ne semble pas étre modifiée par le traitement a la
bGHrec.

Comme en anoestrus et au milieu de la saison de reproduction, les profils de
sécrétion de la GH présentent une variabilité individuelle élevée et une pulsatilité
irréguliere. Par contre, les moyennes lissées de cette méme hormone évoluent trés peu
au cours d'une méme journée. Durant le cycle oestral, les profils de sécrétion ne
montrent pas de variations bien nettes si ce n'est une augmentation en fin de phase
folliculaire; augmentation également observée en milieu de saison.

Les profils de sécrétion réalisés aux jours 9 et 16 du cycle oestral montrent que
I'hormone de croissance administrée in vivo augmente fortement les concentrations
plasmatiques de la GH durant les heures qui suivent 'administration du traitement. Les
injections de GH réalisées a 9 heures augmentent nettement les taux alors que cette
augmentation est plus modeste apres la seconde injection quotidienne fixée a 17 heures.
Ces effets s'atténuent mais sont encore présents apres 15 heures au jour 16 alors que les
jours précédents ces effets ont disparu apres 15 heures.

Tout comme en milieu de saison et en anoestrus, un traitement & la bGHrec ne
semble pas modifier la pulsatilité d'émission de la GH.
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Tableau R8: Caractéristiques des différents paramétres morphologiques de la croissance
folliculaire terminale en début de saison de reproduction pour les groupes de
brebis témoins et traitées.

Gr. de brebis Gr. de brebis
témoins traitées

Nombre de follicules recrutés 88 + 3,0 13,2 £ 5,0
Pourcentage d'atrésie due & la sélection 52% 45%
Nombre de follicules sélectionnés 42 £+ 2,6 72 £1,5
Pourcentage d'atrésie due a la dominance 47% 58%
Nombre de follicules dominants 2211 3,020
Tailles moyennes des follicules 5,7 £0,5 52 + 05
dominants (mm)

Taux d'ovulation 1,0 £ 0,0 1,7 £ 0,6




Le tableau R8 présente différentes caractéristiques de la croissance folliculaire
terminale pour les groupes de brebis témoins et traitées a la bGHrec lors de la troisieme
vague de croissance folliculaire du cycle oestral en début de saison de reproduction.

Les nombres de follicules recrutés, sélectionnés et dominants sont
respectivement pour le groupe témoin de 8,8 +3,0; 42 +2,6 et 2,2+ 1,1. Ces valeurs
sont au moins aussi importantes qu'en milieu de saison. Les pourcentages d'atrésie due
a la sélection et a la dominance sont proches 1'un de l'autre : ils sont respectivement de
52% et 47%. Nous constatons que sur 2,2 + 1,1 follicules dominants, seulement 1,0
0,0 aboutit a 1'ovulation, ce qui correspond a un pourcentage d'atrésie de 54%. En
milieu de saison, le taux d'ovulation est supérieur (1,2 * 1,5). Parmi les cinq brebis
constituant ce groupe, une n'a pas ovulé, méme durant les quelques jours suivant le
moment présumé de 1'ovulation.

Pour le groupe de brebis traitées, les nombres moyens de follicules recrutés,
sélectionnés et dominants sont supérieurs a ceux observés chez le groupe témoin mais
de fagon non significative. Le pourcentage d'atrésie des follicules recrutés (45%) est
plus faible que celui d'atrésie des follicules sélectionnés (58%). Parmi les 3,0 + 2,0
follicules dominants, 1,7 £ 0,6 parviennent a 1'ovulation, ce qui correspond a un
pourcentage d'atrésie de 40%. Le taux d'ovulation est plus important que pour le
groupe témoin. Parmi les cinq brebis traitées, deux n'ont pas ovulé. Les valeurs
observées en milieu de saison pour le méme groupe sont au moins aussi importantes et
avec un taux d'ovulation significativement supérieur (2,2 + 0,4) (P<0,05).

Les injections quotidiennes de bGHrec paraissent, comme en milieu de saison
et en anoestrus, augmenter la croissance folliculaire terminale. En effet, le nombre de
follicules recrutés est plus élevé et la sélection qui s'opere sur eux entraine moins
d'atrésie. Par contre, le pourcentage d'atrésie due a la dominance est plus important.
Le nombre de follicules dominants qui parviennent a l'ovulation est plus élevé mais le
traitement ne les conduit pas tous a I'ovulation contrairement au milieu de saison.

On remarque que, excepté pour le taux d'ovulation, les valeurs relatives a la
croissance folliculaire terminale sont proches en anoestrus (tableau RS) et en début de
saison de reproduction (tableau R8). En milieu de saison, c'est principalement le taux
d'ovulation €levé qui se distingue de celui des 2 autres périodes.
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Tableau RY : Caractéristiques de la sécrétion de LH en début de saison de reproduction.

Taux de base Moyenne totale Nombre de
ng/ml ng/ml pulses
(12 heure/brebis)
Durant 17 jours
- groupe témoin 0,2+ 0,0 0,9 £ 0,8 /
- groupe traité 02 £ 0,0 0,9 £ 0,6 /
Durant le jour 9
- groupe témoin 0.2 % 0,1 0. & 0.5 1519
- groupe traité 0,3 £ 0,1 0,6 £ 0,6 1,0 £ 0,7
Durant le jour 16

- groupe témoin 0,6 £0,2 1.0 £0,5 12% 1.0
- groupe traité 09 £ 0,1 0,7 £ 0,3 2216




Ev on r

Le tableau R9 reprend les résultats concernant les taux plasmatiques moyens et
basaux de la LH sur cinq brebis témoins et cinq brebis traitées a 1a bGHrec.

La figure R8 illustre I'évolution des profils de sécrétion individuels et moyens
de la LH pour les deux groupes, témoin et traité.

Evolution 11

La figure R8a illustre le profil de sécrétion de la LH pour la brebis 10; ce profil
fluctue irrégulierement d'une prise de sang a l'autre.

Bien que les sécrétions individuelles soient irrégulieres, les moyennes lissées
de sécrétion des groupes témoin et traité varient peu au cours de la période étudiée
(figure R8b). On n'observe donc pas de pic préovulatoire.

Le tableau R9 montre que les taux plasmatiques moyens (0,9 + 0,8 ng/ml) et
basaux (0,2 + 0,0 ng/ml) du groupe traité sont équivalents a ceux du groupe témoin (0,9
t+ 0,6 ng/ml et 0,2 £ 0,0 ng/ml). On remarque que par rapport au milieu de saison
(tableau R3) et a I'anoestrus (tableau R6), les valeurs paraissent plus faibles pour le taux
basal et comparables pour les autres parametres.

voluti gcréti

Les sécrétions individuelles de LH obtenues pour la brebis de référence (figure
R8c) confirment la pulsatilité et l'irrégularité de 1'émission de LH. Malgré cette
pulsatilité irréguliere, les sécrétions moyennes calculées pour toutes les brebis des
groupes témoin et traité sur une période de 12 heures varient trés peu (figure R8d). Les
taux plasmatiques moyens et basaux sont semblables pour les 2 groupes (tableau R9).
Ces valeurs sont inférieures a celles observées pour les 2 groupes en milieu de saison.
La fréquence d'émission de LH n'est pas différente d'un groupe a l'autre.

£33, Evalutioh des ikieieakde i sendant le tour 16

En cours de journée, les sécrétions individuelles de LH obtenues pour la brebis de
référence (figure R8e) confirment la pulsatilité et l'irrégularité de 1'émission de LH. Les
sécrétions moyennes calculées pour toutes les brebis des groupes témoin et traité sur une
période de 24 heures varient peu (figure R8f). Les taux plasmatiques moyens (1,0 * 0,5
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jours (a et b), pendant 12 heures au jour 9 (c et d) et pendant 24 heures au jour 16
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ng/ml) et basaux (0,6 = 0,2 ng/ml) du groupe témoin sont supérieurs a ceux du groupe
traité (0,7 = 0,3 ng/ml et 0,3 + 0,1 ng/ml) (tableau R9). Ces valeurs sont inférieures a
celles observées pour les 2 groupes en milieu de saison (tableau R3).

Au jour 16, aucune brebis ne présente le pic préovulatoire de LH. Deux
hypotheéses peuvent expliquer ce phénomene. Selon une premiére, les 10 brebis ont déja
présenté ou vont présenter le pic préovulatoire de LH. Une seconde hypothése serait
d'admettre que les 10 brebis réservées a 1'étude de l'évolution des différents profils
endocriniens soient encore en anoestrus. Cette derniére hypothése parait la plus probable
étant donné que, parmi ces 10 brebis, une seule a présenté un profil de sécrétion de P4
caractéristique de la présence d'un corps jaune. Cependant, parmi les 10 autres brebis
réservées a 1'étude de 1'évolution des croissances folliculaires, 7 ont ovulé.

Le traitement ne semble pas modifier significativement la pulsatilité d'émission de
la LH.

4 nclusion

Au cours des différentes phases du cycle étudié, la LH est émise de fagon
pulsatile. Malgré cette émission irréguliere, les moyennes lissées ne varient pas au
cours d'une méme journée et durant l'entiereté du cycle oestral. Aucun pic
préovulatoire n'est observé. Les taux moyens et basaux de LH obtenus au sein des
groupes témoin et traité sont proches. Un traitement de bGHrec administré
quotidiennement n'engendre pas de modification au niveau des concentrations
plasmatiques moyennes de la LH ni a celui de leur évolution. Le traitement ne modifie
pas non plus la pulsatilité d'émission de 'hormone.

4. Ev ] SCréti FSH 2roil

Rappelons que pour la FSH et les stéroides sexuels, les profils moyens de
sécrétion sont établis a partir des prélevements quotidiens effectués a 8 heures. La figure
R9 montre les évolutions moyennes observées; il n'y aura pas de graphe individuel pour la
FSH et les stéroides sexuels afin ne pas surcharger ce travail de graphique.

541 LaFSH

Les niveaux plasmatiques moyens de FSH du groupe témoin (figure R9a)
montrent une évolution sous forme de trois vagues au cours du cycle oestral comme en
milieu de saison. Les deux premiéres ont lieu pendant la phase lutéale et durent de 5 a
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début de saison de reproduction.




7 jours chacune. La troisiéme vague commence pendant la phase folliculaire (jour 13)
pour se terminer au jour 17. Les concentrations plasmatiques moyennes sont de 4,4
1,7 ng/ml contre 5,3 *+ 2,8 ng/ml en milieu de saison.

Le groupe de brebis traitées (figure R9b) présente une moyenne de sécrétion
inférieure (2,8 + 1,2 ng/ml) a celle du groupe témoin et la différence est significative
(P< 0,05). Au sein de ce groupe, nous n'avons pas pu mettre en €évidence de
fluctuations de la FSH sous forme de vagues. Toutefois, la concentration plasmatique
moyenne augmente en fin de phase folliculaire. En milieu de saison, la moyenne de
sécrétion est aussi inférieure (3,6 £ 2,1 ng/ml) et il n'y a pas les deux premicres vagues
de la phase folliculaire.

Un traitement de bGHrec administré quotidiennement modifie le profil de
sécrétion de la FSH en diminuant les concentrations plasmatiques moyennes et en
supprimant les trois vagues de sécrétion. En milieu de saison, les 2 premieres vagues
seulement sont supprimées pour quatre brebis sur cing.

42, Lapr éron

En début de saison de reproduction, nous obtenons, au sein du groupe témoin
(figure R9c), des concentrations plasmatiques moyennes de 0,3 + 0,3 ng/ml. Ces
concentrations restent faibles durant l'entiéreté du cycle sauf pour la brebis 10 dont les
sécrétions moyennes augmentent a partir du 82meé jour. En milieu de saison, les
concentrations plasmatiques moyennes sont de 0,8 + 1,2 ng/ml et le profil de sécrétion

indique que les brebis sont en cycle régulier (figure R3c).

Les concentrations moyennes de P4 sont, pour le groupe traité (figure R9d), de
0,2+ 0,3 ng/ml. Comme pour le groupe témoin, ces concentrations restent faibles durant
l'entiéreté du cycle sauf pour la brebis 4 qui présente une augmentation des taux de P4 a
partir du 4¢Me jour du cycle. En milieu de saison, les concentrations plasmatiques sont de
1,5 £ 2,1 ng/ml et le profil de sécrétion est caractéristique d'un cycle régulier (figure R3d).

Les sécrétions d'E3 fluctuent autour d'une moyenne de 5,2 + 2,4 pg/ml pour le
groupe témoin (figure R9¢). Nous observons une trés grande variabilité individuelle
au niveau de l'amplitude des fluctuations et de leur durée. En milieu de saison, la
moyenne est supérieure (7,5 £ 3,0 pg/ml)
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Cette variabilité individuelle importante se retrouve chez le groupe de brebis
traitées (figure R9f) ou les sécrétions plasmatiques moyennes d'Ep présentent une
moyenne de sécrétion supérieure (7,9 + 3,5 pg/ml) a celle du groupe témoin. En milieu
de saison, la moyenne est plus faible (6,6 £ 3,6 pg/ml).

44 nclusi

Par rapport a l'anoestrus, le début de la saison de reproduction est marqué,
chez les brebis témoins par une émission de FSH sous forme de vagues. Le traitement
a la bGHrec supprime ou atténue ces vagues et diminue les concentrations plasmatiques
tout comme en milieu de saison.

Pour les deux groupes, les profils de progestérone (P4) indiquent que 4 brebis
ne sont pas encore en cycle régulier. Tout au plus peut-on noter que des corps jaunes
de courte durée apparaissent chez une brebis de chaque groupe.

Contrairement a ce qui est observé en milieu de saison et en anoestrus, un

traitement a la bGHrec semble favoriser la production d'E).
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Nous savons par la littérature qu'une situation perturbant le bien-étre de 1'animal
peut influencer les sécrétions hormonales ou encore le taux d'ovulation.

Chez les brebis, le stress associé au changement d'habitat réduit la fréquence des
pulses de LH (Rawlings et Cook, 1991). Une température ambiante élevée ainsi que des
endoscopies répétées alterent 1'émission de GnRH et retardent ou bloquent 1'ovulation
(Przekop et al., 1984). Par contre Jacques (1989) ne détecte aucune modification du taux
d'ovulation et de la durée du cycle oestral lorsque des endoscopies sont réalisées
quotidiennement pendant 17 jours chez des brebis Texel et ce, par rapport a des brebis
n'ayant qu'une endoscopie le jour de l'ovulation. Chez les brebis Merino, les
expériences de Adams et collaborateurs (1993) ont montré que des prises de sang
répétées augmentaient les concentrations plasmatiques de LH et FSH durant tout le cycle
oestral si elles étaient réalisées dans des conditions stressantes.

Afin d'éviter tous ces facteurs stressants et sachant que le syst¢éme endocrinien
s'adapte tres vite a ces facteurs, les brebis sont rentrées en bergerie 14 jours avant le
début de chaque expérience; les prises de sang ainsi que les endoscopies ont toujours été
effectuées par les mémes expérimentateurs et dans des conditions photopériodiques et de

températures calquées aux conditions extérieures.

Pour preuve de situations non stressantes, nos profils endocriniens de LH,

~

FSH, P4 et E2 sont conformes aux résultats de Noé&l (1994) obtenus a partir

d'expériences réalisées en conditions naturelles lors de chaque état physiologique retenu.
2. Evolutio Scréti turel H
s.2.1. _Effets d héms e 'ali .

La littérature renseigne que l'alimentation a un effet inhibiteur sur la pulsatilité et
les sécrétions moyennes de la GH chez la brebis (Driver et Forbes, 1981; Estienne et al.,
1989; Hua et al., 1993); notre expérience préliminaire confirme cet effet inhibiteur.

Le nycthémere influence également 1'émission de GH. En effet, il est bien
connu que chez I'homme, la pulsatilité d'émission et la concentration moyenne de GH
sont plus élevées durant la nuit (Baxter et Cowell, 1987; Wilson et Foster, 1992). Ceci
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est confirmé lors de notre expérience préliminaire. En effet, pour le groupe alimenté a 9
heures et placé en phase d'obscurité a 18 heures, la fréquence des pulses (significatif,
P<0,05) et les concentrations moyennes augmentent en phase d'obscurité; 1'amplitude
des pulses et la moyenne des taux maximums ne différent pas entre le jour et la nuit.
Lorsque, comme c'est le cas pour le deuxiéme groupe de I'expérience préliminaire, les
aliments sont distribués peu avant le début de 1'obscurité, les effets des deux facteurs
précités s'annulent et I'émission de GH reste relativement stable.

Le cycle de référence de la brebis est celui du milieu de la saison de
reproduction. Etant donné le temps de demi-vie relativement court de la GH et son mode
de sécrétion pulsatile, une étude compléte de son profil de sécrétion plasmatique demande
un nombre d'échantillons sanguins tres élevé. C'est la raison pour laquelle les profils de
sécrétion de I'hormone de croissance ne sont généralement analysés que sur une période
de quelques heures. Rares sont les auteurs qui ont étudié 1'évolution de cette hormone
durant l'entiereté du cycle oestral.

Quelques €éléments de la littérature renseignent toutefois que chez certaines
espéces, les sécrétions moyennes de GH varient au cours des deux phases du cycle
oestral, alors qu'elles restent constantes pour d'autres especes. C'est ainsi que chez la
vache, les sécrétions moyennes et pulsatiles de GH ne varient pas entre la phase lutéale et
la phase folliculaire (Gong et al., 1993). En revanche, chez le rat et la femme, une
augmentation des sécrétions de GH en fin de cycle est observée (MclIntosh et al., 1988;
Ovesen et al., 1992). De méme que chez la brebis, Petters et collaborateurs (1989) ont
mis en évidence des niveaux de GH significativement supérieurs durant le 178m€ jour du
cycle par rapport au premier jour. En accord avec les résultats obtenus par Petters et
collaborateurs (1989), le taux plasmatique moyen que nous avons obtenu reste constant
durant la plupart du cycle pour augmenter 1égérement en fin de phase folliculaire. La
pulsatilité de la GH n'est, quant a elle, pas significativement différente entre la phase
lutéale et la phase folliculaire du cycle.

La GH, comme beaucoup d'autres hormones polypeptidiques est produite par
I'hypophyse. Celle-ci est constituée d'une population de cellules capables de modifier
leur synthése en présence des stéroides appropriés provenant des gonades (Frohman et
al., 1992). Chez les bovins, les proportions de cellules somatotropes et
somatomammotropes produisant de la GH ne varient pas au cours des différentes phases
du cycle oestral sauf lors d'un traitement a I'E2 pendant lequel la proportion de cellules

somatomammotropes est supérieure a celle des cellules somatotropes (Kineman et al.,
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1991). Ces proportions pourraient aussi varier chez la brebis qui présente, en milieu de
saison de reproduction, une légeére augmentation des sécrétions de GH avant I'oestrus.

52,3, Evoluti panaiton de Ta_agi

Les concentrations plasmatiques de GH, en plus de varier au cours des
différentes phases du cycle oestral, peuvent aussi évoluer en cours d'année. Notre
propre recherche constitue a notre connaissance, la premiére description complete de
I'évolution des sécrétions de 1'hormone de croissance pendant la durée d'un cycle oestral
chez la brebis se trouvant dans les différents états physiologiques saisonniers.

Les sécrétions basales et moyennes de 'hormone de croissance sont les plus
élevées au milieu de la saison de reproduction. Elles sont les plus faibles en anoestrus et
remontent en début de saison de reproduction mais sans atteindre les valeurs du milieu de
saison. La pulsatilité par contre ne semble pas €tre modifiée par la saison.

Parmi les différentes variables saisonniéres, la photopériode est un facteur
pouvant intervenir dans la régulation des sécrétions de la GH. Une augmentation de la
durée de la phase d'obscurité en milieu de saison de reproduction pourrait €tre en partie
responsable des sécrétions de GH plus élevées durant cette période. Bocquier et
collaborateurs (unpublished) ont étudié les effets de variations photopériodiques sur les
sécrétions de GH a partir de deux groupes de brebis soumis a deux photopériodes
différentes (soit longue, soit courte). Il ressort de cette étude que les sécrétions basales,
les sécrétions moyennes, 1'amplitude et la fréquence des pulses de GH ne varient pas
d'un groupe a l'autre. Quant a notre propre expérimentation, elle montre que les
sécrétions de I'hormone de croissance augmentent lorsque les brebis sont soumises a des
conditions d'obscurité plus longues, c'est-a-dire en milieu et début de saison de
reproduction. On ne peut donc pas exclure les variations photopériodiques comme
variable influengant a long terme les mécanismes de régulation de la sécrétion de la GH.

Tout ce qui vient d'étre dit jusqu'a présent prouve que les résultats obtenus pour
les brebis témoins sont en accord avec la littérature, et confirme tous les travaux déja
réalisés au sein du laboratoire. Forts de ces constatations, nous pouvons maintenant
nous intéresser au groupe de brebis soumis au traitement de bGHrec.
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. Effets d'un trai { Hr r tri

Quel que soit I'état physiologique étudié, une injection de bGHrec augmente
temporairement les concentrations plasmatiques moyennes de 1'hormone de croissance
sans modifier la pulsatilité d'émission de 'hormone. L'effet du traitement se fait sentir
pendant une période variable durant chacune des phases étudiées.

En milieu de saison, le traitement de bGHrec provoque une augmentation nette
des concentrations plasmatiques de GH durant I'entiereté du cycle. L'effet du traitement
se poursuit au moins durant 15 heures.

En anoestrus, 1'effet du traitement ne dure que 7 a 9 heures, ceci explique les
faibles différences obtenues entre les groupes traité et témoin durant l'entiereté du cycle.

En début de saison, du jour 1 jusqu'au début de la phase folliculaire, 1'effet du
traitement de bGHrec dure moins de 15 heures. Par contre, en fin de phase folliculaire,
cet effet se maintient au moins 15 heures.

I1 est intéressant de constater, ici, l'effet de la saison sur la "disparition" de
I'hormone de croissance. Il semblerait que plus on avance dans la saison et plus la
dégradation de I'hormone de croissance est lente. Toutefois, pour le début de saison,
cette dégradation se ferait moins sentir en fin de phase folliculaire.

A notre connaissance, c'est la premiere fois qu'une telle observation est faite.

4 E 5 rai ta Hr r roi. ] ir
d'ovulation

En milieu de saison, le traitement a la bGHrec a deux effets principaux : un
taux d'ovulation (2,2 + 0,4) significativement supérieur (P<0,05) a celui des brebis
témoins (1,2 £ 0,4) et I'apparition quotidienne d'un nombre important de petits follicules
de diametre inférieur a 2 mm. En plus, nous observons chez les brebis traitées une
croissance folliculaire terminale caractérisée par un plus grand nombre de follicules

recrutés, sé€lectionnés et dominants.

Aussi bien en début de saison de reproduction qu'en anoestrus, nous observons
chez les brebis traitées a la bGHrec une croissance folliculaire terminale également
caractérisée par un plus grand nombre de follicules recrutés, sélectionnés et dominants.
Si la plupart de ces follicules s'atrésient et ne parviennent pas a l'ovulation, un effet
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favorable de la bGHrec est néanmoins observable sur le taux d'ovulation en début de
saison de reproduction; celui-ci est de 1,7 £ 0,6 contre 1,0 + 0,0 pour le groupe témoin.
En anoestrus, le traitement ne permet pas d'induire des ovulations.

Les effets de la GH sur les croissances folliculaires et les taux d'ovulation ont
été étudiés par divers auteurs et les résultats publi€s sont parfois contradictoires par
rapport aux notres.

Selon Gong et collaborateurs (1993), une simple injection de GH (320 mg)
durant le cycle oestral de la vache augmente de fagon significative le nombre de follicules
recrutés alors que la sélection, la dominance folliculaire et les taux d'ovulation des
animaux traités ne sont pas modifiés. Cognié et collaborateurs (communication orale)
confirment ces observations en administrant de la GH recombinante porcine a des brebis
pendant la phase folliculaire du cycle oestral. Suite & ce traitement, le nombre de
follicules recrutés augmente alors que la réponse ovulatoire ne varie pas. Par contre, la
truie présente une augmentation du taux d'ovulation suite a un traitement quotidien de
GH durant I'entiereté du cycle (Kirkwood et al., 1988). Chez les bovins, un traitement
de GH suivi d'une injection de PMSG (gonadotropine possédant des actions
comparables a celles de la LH et de la FSH) (Gong et al., 1993) ou de FSH (Gray et al.,
1993) augmente significativement le taux d'ovulation.

. Effets d'un traitement Q Hr. r Scréti
1 La LH

En milieu de saison de reproduction, le traitement a la bGHrec ne modifie pas les
niveaux de LH au cours des 17 jours du cycle; le taux plasmatique moyen (0,9 £+ 0,2
ng/ml) et le taux de base (0,7 £ 0,1 ng/ml) sont comparables a ceux du groupe témoin
(1,2 £ 1,5 ng/ml et 0,7 £ 0,1 ng/ml). De méme, le traitement ne modifie pas
significativement la pulsatilité d'émission de I'hormone.

Les mémes observations peuvent étre faites pour le début de saison et
I'anoestrus.

D'apres la littérature, lorsqu'un traitement de GH est administré a des vaches,
les concentrations plasmatiques moyennes de LH ne sont pas modifiées durant l'entiéreté
du cycle (Gong et al., 1991).
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6.5.2. La FSH

En milieu de saison de reproduction, le traitement a la bGHrec supprime les
deux vagues d'émission de FSH normalement observées en phase lutéale et diminue les
concentrations plasmatiques moyennes (3,6 £+ 2,1 ng/ml contre 5,3 + 2,8 ng/ml pour le
groupe témoin).

En anoestrus et au début de la saison, le traitement diminue significativement
(P<0,05) les sécrétions moyennes de FSH et les émissions fluctuent de maniére
irréguliere.

Nos résultats ne sont pas en accord avec la littérature. En effet, Gong et
collaborateurs (1991) n'observent pas de modifications des concentrations plasmatiques
en FSH apres un traitement a la GH chez des vaches. Le mécanisme par lequel la GH
inhiberait les sécrétions plasmatiques de FSH reste inconnu.

6.5.3. La Pgq

En milieu de saison, le traitement a la bGHrec augmente (non significatif) les
concentrations plasmatiques de P4 (1,5 £ 2,1 ng/ml contre 0,8 + 1,2 ng/ml). Le profil de
sécrétion est comparable a celui du groupe témoin, a savoir des concentrations élevées
durant la phase lutéale et des concentrations plus basses en phase folliculaire.

En anoestrus, on observe des taux tres faibles 0,2 + 0,2 ng/ml (caractéristiques
de l'absence de corps jaunes) et comparables a ceux des brebis témoins (0,1 £ 0,1
ng/ml). Seule une brebis pourrait présenter un corps jaune de courte durée. Les valeurs
obtenues sont inférieures a celles du milieu de saison.

En début de saison, nous obtenons apres traitement des concentrations en P4
similaires (0,2 £ 0,3 ng/ml) au groupe témoin (0,3 £+ 0,3 ng/ml) et similaires a celles de
I'anoestrus. Cela est dii au fait que quatre brebis ne sont pas encore en cycle régulier.
Tout au plus peut-on noter qu'un corps jaune de courte durée apparait. Il en est de méme
pour le groupe témoin.

La littérature confirme les résultats obtenus pour le milieu de saison; en effet,
chez la vache, l'administration de bGHrec augmente in vivo la concentration plasmatique
de P4 (Gallo et Block, 1991). Par contre, selon Barreca et collaborateurs (1990) un
traitement de GH chez la femme n'augmente pas la concentration plasmatique moyenne.

Les résultats obtenus a partir de cellules cultivées et stimulées in vitro a la GH montrent
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que les sécrétions de P4 augmentent lorsque les cellules granulosales cultivées sont
d'origine ovine (Juengel et al., 1994), porcine (Hsu et al., 1987; cités par Gong et al.,
1991) ou qu'elles proviennent de souris (Hutchinson et al., 1988; cités par Gong et al.,
1988). Par contre, les résultats de Gong et collaborateurs (1994) montrent qu'un
traitement in vivo a la bGHrec chez les brebis Suffolk n'augmente pas in vitro la sécrétion
de P4 des follicules ovariens.

6.5.4. L'Ey

En milieu de saison, le traitement a 1a bGHrec ne modifie pas significativement
les concentrations plasmatiques moyennes d'E2 (6,6 £ 3,6 pg/ml contre 7,5 + 3,0
pg/ml), ni le profil d'émission.

En anoestrus, les valeurs sont significativement supérieures (P<0,05) a celles du
milieu de saison et ne sont pas non plus modifiées par le traitement.

En début de saison, le traitement augmente non significativement les
concentrations plasmatiques d'E2 (7,9 £ 3,5 pg/ml contre 5,2 + 2,4 pg/ml). Ces valeurs

restent inférieures a celles de 1'anoestrus mais comparables a celles du milieu de saison.

Selon la littérature, les résultats obtenus a partir de cellules cultivées et stimulées
in vitro a la GH montrent, tout comme pour P4, que les sécrétions d'E2 augmentent
lorsque les cellules granulosales cultivées sont d'origine ovine (Juengel et al., 1994),
porcine (Hsu et al., 1987; cités par Gong et al., 1991) ou qu'elles proviennent de souris
(Hutchinson et al., 1988; cités par Gong et al., 1988). Par contre, tout comme pour la
P4, les résultats de Gong et collaborateurs (1994) montrent qu'un traitement in vivo a la
bGHrec chez les brebis Suffolk n'augmente pas in vitro la sécrétion d'E2 des follicules

ovariens.
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7._CONCLUSIONS GENERALES
Nous avons assigné un double but a notre travail :

- étudier 1'évolution naturelle des profils de sécrétion de la GH, des
gonadotropines hypophysaires (LH et FSH) et des stéroides ovariens (P4 et
E2) au cours des différents états physiologiques de la brebis Suffolk;

- étudier les effets d'un traitement de GH recombinante bovine administré in
vivo sur les mécanismes de la croissance folliculaire terminale et sur
I'évolution des sécrétions hormonales au cours des différents états
physiologiques.

De plus, afin de minimiser les incidences de I'environnement sur nos résultats,
nous avons réalis€ un test préliminaire afin de mettre en évidence les effets de
I'alimentation et du nycthémeére sur 1I'émission de GH. Ce test a montré que
l'alimentation diminue les sécrétions de GH et que l'obscurité les augmente. Si l'apport
alimentaire a lieu une heure avant l'instauration de I'obscurité, aucune évolution précise
de I'émission de GH n'est observée.

7.1. Emissi rell H 7 2roi
ovariens

L'évolution des profils de sécrétion des hormones hypophysaires et des
stéroides ovariens que nous avons obtenus au cours des différents états physiologiques
confirment les résultats de la littérature.

Les profils individuels de sécrétion de la GH, obtenus grice a des prises de
sang sériées réalisées toutes les 15 minutes durant 12 ou 24 heures, montrent une
variabilité élevée et une pulsatilité irréguliere. Malgré ces fluctuations a court terme,
les concentrations plasmatiques moyennes de 1'hormone de croissance ne varient que

trés peu dans le temps.

En milieu et début de saison de reproduction, les profils de sécrétion ne
montrent pas de variations bien nettes, si ce n'est qu'une augmentation en fin de phase
folliculaire. En période d'anoestrus, les concentrations moyennes restent stables tant au
cours d'une journée que d'un jour a l'autre.

93




Les résultats confirment les hypothéses avancées lors de I'essai préliminaire a
savoir que la distribution de la ration alimentaire a 17 heures permet d'obtenir un profil
peu variable de sécrétion de la GH au cours du nycthémere.

ol ¥ nistration

Afin de mettre en évidence les effets de 1'hormone de croissance sur la
maturation folliculaire et sur 1'évolution des profils hormonaux, nous avons administré
de I'hormone de croissance recombinante bovine a raison de deux injections de 3 mg
par jour pendant 17 jours a des brebis. La premiére injection était faite a 9 heures et la
seconde, a 17 heures.

Ces injections provoquent une augmentation des concentrations plasmatiques
moyennes de la GH pendant au moins 15 heures en milieu de saison, pendant 8 heures
en anoestrus et, au moins pendant 15 heures en fin de phase folliculaire en début de
saison, moins en phase lutéale. Ces résultats montrent que la vitesse de dégradation de
la GH change selon 1'état physiologique.

Le traitement a également pour effet, au cours des 3 périodes, de modifier la
croissance folliculaire terminale en augmentant le recrutement, la sélection et la
dominance et d'améliorer le taux d'ovulation en milieu et au début de saison de
reproduction, avec en plus, I'apparition d'un grand nombre de petits follicules de
diametre inférieur 2 2 mm en milieu de saison.

Les profils hormonaux des animaux témoins montrent les évolutions
classiques pendant les cycles oestraux et selon la saison.

Au cours des trois états physiologiques étudiés, l'injection quotidienne de
bGHrec ne provoque pas de modification au niveau des concentrations plasmatiques
moyennes de la LH. Par contre, ce traitement diminue les concentrations plasmatiques
moyennes de FSH lors des 3 périodes avec en plus une suppression de 1'émission par
vagues en début et milieu de saison de reproduction.

L'étude de 1'évolution de stéroides ovariens montre que, suite aux injections
quotidiennes de bGHrec, la progestérone augmente en milieu de saison reproduction et
l'oestradiol en début saison. En anoestrus, aucun effet du traitement n'a été mis en
évidence.
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Poursuivre les expériences, entamées cette année, en fin de saison de
reproduction et donc étudier les effets d'un traitement a la bGHrec administré in
vivo sur les concentrations plasmatiques en GH, sur les mécanismes de la
croissance folliculaire terminale et sur 1'évolution des profils de sécrétion des
différentes hormones (LH, FSH, P4, E2). Pour les quatre périodes retenues, il
semble indispensable d'analyser 1'évolution des profils de sécrétion de l'insuline et
des IGF suite a un apport exogene d’hormone de croissance.

Apres avoir étudi€ les effets d'un traitement de GH administré in vivo sur
la croissance folliculaire et sur 1'évolution de différents profils de sécrétion
hormonales, il serait intéressant d'étudier les effets d'une stimulation a la GH sur
la stéroidogenese et la réactivité aux hormones gonadotropes de follicules
ovariens placés dans un systeéme de culture in vitro. Pour ce faire, lors des quatre
phases physiologiques différentes, des follicules prélevés sur des brebis traitées in
vivo a la GH et des follicules stimulés directement in vitro seront placés en
culture. Suite aux traitements, les différents parametres a analyser seraient :

- la stéroidogenese et la réactivité des follicules aux hormones
gonadotropes;

- I'évolution quantitative, par la technique d'autoradiographie, des
récepteurs a la GH, LH, FSH et aux IGF;

- l'analyse du contenu du fluide folliculaire en IGF et en hormone de
croissance.

Enfin, aprés un avoir mis en évidence un effet favorable de 'hormone de
croissance sur l'ovulation, il serait intéressant de mettre au point une technique de
fécondation et développement embryonnaire in vitro afin de déterminer le(s)
role(s) de la GH sur la maturation ovocytaire ainsi que sur la viabilité et le
développement de I'embryon.
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