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Introduction,

De nombreux laboratoires utilisent la brebis comme
matériel expérimental : de fait, la nature docile du mouton
et ses faibles exigences en font un matériel de choix aus-i
bien dans le domaine de la nutrition que dans celui de la
reproduction.

De tous les mécanismes physiologiques, la reproduction
est celui ol le régne animal montre la plus grande diversité
( reproduction asexuée ou sexuée, différentiation plus ou
moins prononcée des sexes, variabilité du nombre de cellules
germinales,...). :

La reproduction est/donc un mécanisme tres complexe et
dépend, entre autre, d= l'effet de différentes hormones et
des relations entre ces hormones.

Actuellement, beaucoup de points sont encore obscurs et
si 1'on veut améliorer le contr8le de la reproduction ainsi
que la qualité de 1l'ovulation, il est nécessaire de connaltre
avec précision le mode d'émission des hormones.

Dans ce travail, nous nous intéresserons & la sécrétion

de la LH au cours du cycle oestral de la brebis.

A
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A. Cycle oestral d= la brebis : généralités.

La brebis est un animal polyoestrique saisonnier c'est &
dire qu'elle se reproduit pendant une période bien précise
de 1l'année. Cette période débute en fin d'été, lorsque
la durée du jour diminue.

La brebis peut donc se trouver dans trois états sexuels
différents : cyclicité, gestation, anoestrus. Dans ce travail
nous nous limiterons a l'etude _du cycle. Ce dernier dure

17 Jjours, le Jour de la decharge luteinisante.est pris
conventionnellement comme étant le jour O. el
Le cycle ovarien de la brebis peut 8tre schématisé corme

suit : la croissance des follicules se poursuit Jjusaqu'a
maturation; il y a alors rupture des follicules et libération

de 1l'ovule ( phase folliculaire se terminant au moment de

l'ovulation ); les follicules rompus se transforment en corps

Jaune qui secréte la progestérone. Sous l'action lutéolytique
de 1l'utérus, le corps Jaune regres:e et permet ainsi 1la

maturation de nouveaux follicules ( phase lutéale ).

L'ovuletion est précédée par l'apparition du comporte: ent
d'oestrus, & savoir la recherche et l'acceptation du mfle
en vue de la copulation.

Toutes ces modifications apparaissant lors du cycle sexuel
sont dépendantes de l'environnement hormonal ( sécrétion
hypothalamo-hypophysaire, ovarienne, utérine,... ), de

l'intervention du systéme nerveux et des facteurs extérieurs.

1. Fhase folliculaire

Dés la vie foetale, la population folliculaire de la bretis
est estimée 2 plusieurs dizaines de milliers de follicules
primordiaux par ovaire et a quelques centaines de follicules
en croissance.

I1 est difficile de tirer de la littérature une image

précise de la croissance folliculaire chez la brebis.




Un certain nombre de données se recoupent, d'autres semblent
contradictoires.

Pour Smeaton et Robertson ( 1971 ), 4 & 6 jours seraient
nécessaire au développement et & la régression des follicules.
Ces auteurs notent au cours d'un m&me cycle oestral trois
phases de croissance et d'atrésie : de gros follicules ( 5 mm
de diamétre ) se trouvent dans l'ovaire les Jours 6 a ¢ et
13 a 15 du cycle; ils sont voués & l'atrésie. Une derniére
vague de croissance folliculaire se déroule pendant les 48
heures que dure la régression lutéale, et les gros follicules
ainsi formés murissent j:squ'a l'ovulation.

Turnball et al ( 1977 ), ont trouvé qu'il faut neuf Jjours
pour qu'un follicule passe de 0,5 & 4,5 mm de diametre, Cahill
et IYauleon ( 1979 ), 17 Jjours.

Certains auteurs n'observent gque deux vagues de croiscance
folliculaire ( Brand et de Jong, 1973; Krup et Brand, 1575 )
par cycle.

D'autre part, Cahill et Dufour ( 1979 ) ont montré la
relation qui unit 1l'ampleur du pic de FSH apparaissant au
jour + 2 du cvcle et le nombre de follicules qui ovulent 15
jours plus tard. Cette observation bouleverse les théories
de vagues de croissance successives.

I1 semble en fait cue le passage d'un follicule du stade
primaire au stade maturité nécescite plusieurs mois ( Cahill
et Maulson, 1979 ). Au cours des 17 jours précédant l'ovulation
le follicule pasze d'un diamétre de 0,5 & 4,0 mm.

Mais au cours d'un m&me cycle, il paraft évident que 1l'on
retrouve 2 certains moments, trois fois par cycle semble-t-il,
un plus grand nombre de gros follicules. Cette observation
est renforcée par le fait que trois vagues d'augmentation
du taux d'oestrogénes sont mesurées au cours du cycle ( Terqui
et al ,1673 ) et que la production d'oestrogénes est due

principalement aux gros follicules.




Les oestrogénes, et spécialement l'oestradiol 17 ( E, )
sont secrétés par les gros follicules possédant une cavité
centrale et passent dans le sang périphérique en quantité
plus importante en fin de phase folliculaire. Ils déclenchent
la décharge ovulatoire de LH et de FSH qui provogue la rupture
du follicule et la libération de l'ovule. L'ovule est recueilli
par le pavillon de 1l'oviducte et entame le parcours qui 1lui
permettra peut-8tre de rencontrer un spermatozoide.

Ce processus d'ovulation nécessite un environnement
hormonal particulier, caractérisé par des teneurs plasmatiques
trés élevées en LH et FSH, mais aussi en prolactine ( PRL )
et en prostaglandines ( PGE et PGF ) et précédé par un pic d'EZ.

La synergie de PRL avec LH et FSH perturbe principalement
le métabolisme au niveau du follicule. L'activité mitotique
est stoppée ( l'c Natty et Sarvers, 1975 ) et un enzyme protéo-
lytique, la collagénase est produit par les cellules de la
théque externe pour attaquer la paroi du follicule ( Lipner,1S73)

Les prostaglandines ont probablement un r8le important
a Jjouer dans les mécanismes de l'ovulation, notamment par leur
action sur la vascularisation folliculaire, les sécrétions
d'oestrogénes, de LH, etc...

Parallélement, la brebis montre un comportement d'oestrus
quIWEZBG£é”éh£fe 7 et 24 heures selon les races avant le pic
de LH. Ce temos de latence entre le pic de LH et le début

I | e
du comportement d'oestrus est en relation avec la prolificité :

les races les plus prolifiques ont un temps dz latence plus
long ( Land et al. 1973 ), et, au sein d'une m8&me race, les
individus dont le taux d'ovulation est supérieur montrent
également un temps de latence plus long ( Thimonier et Pelletier,
1971 ).

L'oestrus dure environ 48 heures, mais ce temps aussi est
fonction dec la race et de différences individuelles.




3. Phase lutéale

Aprés 1l'ovulation ( ou m8me parfois peu avant ), les
cellules de la granulosa et de la théque interne proliférent
et se lutéinisent : c'est la formation du corps jaune. Ce
corps jaune commence & produire de la progestérone ( Ph ) dont 1¢
taux reste élevé J'squ'a la phase folliculaire suivante
( jour = 2 du cycle ). DMais lorsque la progestérone commence
a 8tre produite, elle inhibe fortement la sécrétion de LH
dont le taux plasmatique reste faible tout au long de 1la
phase lutéale tandis que le contenu hypophysaire est élevé
et méme trés élevé ( Yoshinaga, 1973 ). La FSH et les
oestrogénes qui présentent également un pic au moment de
1l'ovulation semblent nécessaires & la multiplication mitotique
des cellules qui vont former le corps jaune ( lc Natty et al.,
1873, lc Natty et Thurley, 1974 ).

Le corps Jjaune sr maintient jusqu'au jour 13 ou 14 du
cycle suivant : & ce moment la sécrétion de Pa chute brusquement
le corps Jjaune regresse laissant une cicatrice sur l'ovzaire
( corpus albicans ) : c'est la lutéolyse.

E, et PGF ( surtout PGF2q ) sont considérées comme lutéo-
lytiques. Mais il est intéressant de noter que l'action
lutéolytique provient principalement de la synergie entre

ces deux hormones. En effet, la PGF est incapable de

provoguer la régression du corps jaui: aprés destruction des
follicules ( Denamur, 1974; Hixon et al., 1574 ) et l'action
lutéolytique de E2 est faible si l'animal est hystérectomisé,
sauf si on injecte simultanément de la pGFZ& ( Chakraborty

et Stormshak, 1976; Gengenbach et al., 1977 ).

C'est cette derniere découverte qui a fait supposer que
1'utérus est respons~ble de la lutéolyse. En fin de phase
lutéale, l'utérus produit des quantités appréciables de
prostaglandines, et notamment de PGF2 qui est l'agent lutéo-
lytique. Sa sécrétion est stimulée par les oestrogénes des
follicules en croissance. En synergie avec les oestrogénes,

PGFZQ agit spécialement en dis-ociant les hormones stimulantes




de leurs recepteurs membranaires au niveau des cellules
lutéales ( Henderson et lMc Natty, 1975 ). PGF, Provogque
ainsi une baisse rapide de la production de progestérone

et induit une dégénérescence cellulaire et la lutéolyse

( Goding, 1974; Goldberg et Ramwell, 1975,...). A cette
action directe de PGFzﬂ sur le métabolisme lutéal s'ajoute

un effet de constriction vasculaire qui produit une diminution

de 1'irrigation sanguine du corps jaune ( Nett et al ,1976 ).

B. Hormone lutéinisante ( IH ).

L'hormone lutéinisante ou LH ( luteinizing hormone ),
encore appelée lutotropine, gonadotrophine ou gonadostimuline
est synthétisée par les cellules de la pars distalis de
1'adénohypophyse.

C'est une glycoprotéine qui fait 3C.000 de Pl chez le mouton

et qui est constitué de deux sous-unités :det B. La sous-

unitéci est commune 2 toutes les glycoprotéines, la sous-unité 3

étant la sous-unité spécifique ( Fig.1 ).

Fig.1 : Formule de la sous-unité LH -[> d'aprds Papkoff

0
H-Ser-Arg-Gly-Pro-Leu-Arg-Pro—lxu-Cys-'Glu- |
Pro-lle-Asn-Ala-Thr-beu-Ala-AIa-Glu-lz.;s-

3
Glu-Ala-Cys-Pro-VaI-Cys-Ile-Thr-Phe-'l?hr-
Thr-Ser-lle-GIy-Ala-Tyr-Cys-Cis-Pro-?er-

50
Met-Lys-Arg-Val-Leu-Pro-Val-Pro-Pro-Leu-
1 le-Pro-Met-Pro-Gln-Arg-Val-Cys-Thr-'g'r-
His-Gln-Leu-Arg-Phe-Ala-Scr-Val-Arg-l’feu-

8
Pro-Gly-Pro-C: ys-Pro-Val-Asp-Pro-GIy-l\rlet-

90
Val-Ser-Phe-Pro-Val-Ala-Leu-Ser-Cys-His-

100
GIy-Pro-Cys-Cy&Arg-Leu-Ser-Ser-Thr-Asp-

110

C ys-Gly-Pro-Gly-Arg-Thr-Glu-Pro-Leu-:AIa-
120
Cys-Asp-His-Pro-Pro-Leu-Pro-Asp-lle-Leu-OH




Notons que chez le mf8le cette hormone est dénommée "hormone
stimulatrice des cellules interstitielles" ou I.C.S.H.

( Interstitial cells stimulating hormone ), et que son r8le
est de favoriser 1'émission accrue d'androgéne. L'I.C.S.H.
est aussi responsable de la descente des testicules.

2. Emission

n* 6 Brebis

LH ng/mi

e - B i . R
Jours 3 partir du pic de LH _
Fig.2 : Evolution de la LH au cours du cycle ( Hauger et coll.,1977

Au cours du cycle, la sécrétion de LH présente deux aspects
différents : 1l'émis<ion tonique ou continue et 1l'émission
cyclique, responsable cde la décharge ovulatoire ( fig.2 ).

L'émission tonique, se présente sous la forme d'une série

réguliére de poussées de sécrétion ( pulses ) non accompagnées
de changement morphologique important. Ces pulses sont de
courte durée et sont séparés par des périodes de sécrétion
faible et constante : le taux de base. L'intensité de ces
pulses peut atteindre dix fois le taux de base et la fréquence
de leur décharge est de plus ou moins 2 heures.

Le nivezu basal se maintient tout au long du cycle excepté
pendant une douzaine d'heures lors de la décharge ovulatoire.
Foster et al ( 1S74 ) mesurent un taux de base inférieur &

1 ng/ml, tandis que Pelletier et al ( 1968 ) décrivent un
taux de sécrétion tonique de 5 ng/ml; Bister ( 1980 ) de 1 &

4 ng/ml; Thibier ( 1681 ) de 3 a4 5 ng/ml.




C'est entre ces taux de 1 et 5 ng/ml que se situent les
résultats de la plupart des auteurs ( Baird et al.,1S76;
Nett et al., 1974; Pelletier et Thimonier, 1969j...).

Ce taux de base présente d'assez fortes variations indivi-
duelles : chez un animal ce taux est de 1,9 + 0,5 ng/ml et de
4,2 + 0,8 ng/ml chez un autre ( Bister, 1980 ). De plus, la
dosage radioimmunologique s'appuie sur des préparations
hormonales de référence dont le degré de purification varie
vraisemblablement d'un laboratoire & l'autre, ce qui introduit
un facteur supplémentaire de variaﬁilité.

En phase folliculaire, Baird ( 1878 ) et Mc Natty et al ( 1981)
montrent une augmentation du niveau basal de LH. C'est en
phase lutéale que ces niveaux sont les plus bas.

Tous les auteurs s'accordent pour dire que la fréquence et
1'amplitude des pulses varient au cours du cycle.

La fréquence semble augmenter en phase folliculaire ou au
début de la phase lutéale. Selon Yuthastrakosall et coll.

( 1977 ), le nombre de pics par 24 heures et de l'ordre de 16
deux a trois Jjours avant ou aprés les chaleurs, pour 1 par

2L heures en phase lutéale. Pour Baird ( 1978 ), la fréquence
des pulses est de 1 par heure en phase folliculaire et
seulement de 1 par 3,33 heures en phase lutéale.

L'amplitude des pulses est faible en début de phase lutéale
mais est élévée & partir de la moitié de la phase 1lutéale.

L'émission cyclique est caractérisée par une décharge

éphémére ( 8 &2 20 heures ) mais d'une intensité pouvant atteindre
100 fois le taux de base moyen. Cette décharge qui se
produit en période préovulatoire s'accompagne de changements
morphologiques importants telle la rupture du follicule
( Brinkley, 1981 ).

Wheatley et Radford ( 1969 ) montrent que le pic se
produit 19,9 heures avant la fin de l'oestrus et 25,7 heures
avant 1l'ovulation. liais, dans la plupart des cas, la décharge
de LH débute entre O et 10 heures aprés le comportement d'oestrus.




La durée du pic est, selon les races et les individus,
de 8 & 20 heures ( Land et al., 1973; Pelletier et al.,1977 ).
Pour Niswender et al., 1968; pour Pelletier et Thimonier, 1969,
la durée de la décharge est de 10 a 20 heures.
Les taux observés lors de la décharge préovulatoire varient
selon les individus et selon la fréquence des prises de sang.
Les valeurs données se situent le plus frégquemment entre
50 et 150 ng/ml ( Niswender et al., 1968; Pelletier et al.,
1968-1967 ). Des valeurs plus importantes ont été aussi
observées : de l'ordre de 120 a 175 ng/ml ( Pelletier et
Thimonier, 1969 ; Bister 1980 ), enregistrent des niveaux de
1'ordre de 200 ng/ml.

3. Actions

Le pic de LH en oestrus a pour effet de provoquer l'ovulation
vraisemblablement grfice & la libération par la cellule de
la paroi ovarienne d'une collagénase amincissant cette paroi
& 1l'endroit du développement folliculaire., Cet effet de LH
sur l'ovulation est complété par une intervention des oestro-
génes, de la prostaglandine F2 et chez certaines espéces, de
la FSH et de la prolactine.

Apres 1l'ovulation, la LH aidée selon les espéces par la

ol

FSH, les oestrogénes, la PGF et la prolactine, provoque

le développement du corps jaiie et ensuite son maintien avec
1'aide de la progestérone synthétisée en quantité accrue.

Lorsque le corps Jjaune vieillit, cette action lutéotrophicue
de LH paraft diminuer et est largement diminuée par l'effet
lutéolytique de la PGF

génes.,

o& agissant en synergie avec les oestro-

4, Elimination

La LH est rapidement éliminée de la circulation par les
reins, probablement par filtration glomérulaire, et excrétée
dans l'urine. Certains travaux montrent que la LH & une demi-
vie de 5 minutes ( Ascoli, M et al., 1975 ).
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5. Contr8le

Le contr8le de 1l'émission des hormones gonadotropes est
un phénoméne trés complexe dont de nombreux aspects sont encore
mal connus; il est conditionné par des interactions entre
de nombreuses hormones : hypothalamique ( GnRH ), hypophysaires
( FSH, LH, PFL ), gonadiques ( androgénes, oestrogénes, pro-
gestérone, inhiline ), épyphysaires ( métatonine et antigonacdo-
trophines ) et sirement aus:i surrénaliennes et thyroldiennes.
Les recherches sont orientées principalemen® dans deux directions
le contr8le hypothalamique de LH par le facteur de décharge
GnRH et la régulation de la fonction LH par rétroaction des
stéroldes.

a. Contr8le hypothalamique de LH par le facteur de décharge GnR]

L'hypothalamus synthétise la gonadolibérine ou gonadotropine
releasing hormone ( GnRH ). Cette hormone est un décapeptide
de formule PYR-His-Trp—Ser-Tyr—Gly-Leu-Arg—Pro-Gly-NHZ. La

Fig.3 représente l'émission au cours du cycle; la Fig.54 le

schéma de 1'hypothalamus et de l'hypophyse.

Cellules secrétrices cles noyaux hjrotbalamu.]ue: I'ig. 4 : Schéma du systéme

Plexus primaire
claps éminence
medicine)

Chiasma Veines portes hypophysaires
optique Yasc ularisation ]

Artére 2 \.“‘ orterielle (vers fem ) Artere '

hy pophysare g, ""¢¢ mediane) h Og'.')’smre

HId i

-_4}_.Pu
R\ (ar:;ant neyrohé¢mal)

n‘$ g : ,,,.’l e
R i Veines efférentes

Captllaires sinusoidoux

(ante hypophyse)
Le novau arqué de la région ventromédiane libére cette substance
de maniére continue ( centre tonique ) par un processus dopami=-
nergique. Les noyaux préoptique et gﬁprachiasmatique sont capa-
bles de synthétiser et de secréter cette hormone par un mécanisme

noradrénergique, mais uniquement chez la femelle en cycle ( centre

cyclique ).
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Ce sont les travaux de Campbell et al ( 1961 ) d'une
part et ceux de Courvier et al ( 1961 ) d'autre part, qui
ont été les premiers a démontrer l'existence dans un extrait
hypothalamique d'une substance capable de déclencher 1l'ovulation
chez la lapine. Nikitovitch et Winer ( 1962 ) obtiennent des
résultats identigues chez le rat. Mac Cann et al ( 1960 )
confirment ces données en utilisant le test de Parlow ( 1958 )
qui permettait le dosage quantitatif de LH circulante et montrent
que l'activité de ce médiateur est bloquée par l'administration
d'oestrogénes. Ils concluent qu'il s'agit d'une substance
spécifique qu'ils appellent LH-releasing factor ( LRF ) . En
1963, Guillemin et al purifient ce LRF. Par aprés il a été
précisé que le LRF était bien spécifique de la décharge de LH.
Divers tests montrent que des préparations de LH variées sont
actives chez des espéeces hétérologues, ce qui suggére une certaine
absence de spécificité zoologique ( Pelletier, 1970 ).

La gonadolibérine a pour action principale d'activer la
synthése et la libération de FSH et LH par l'hypophyse. Ilais
l'effet n'est pas identique pour les deux hormones. D'une
maniere générale, LH est libérée plus rapidement en petits pics
peu étalés. FSH est libérée plus lentement et d'une maniére plus
étalée. La sécrétion tonique de LH est réglée par le noyau
ventromédian tandis que l'aire préoptique détermine la production
cyclique ( Flament - Durand, 1966; Szentagothal et al, 1968 ).

Le contr8le de la libération de la gonadolibérine est assuré
par feed back négatif trés court ( GnRH elle-m&me ), court ( FSH
et LH ) et long ( androgénes, oestrogénes ). En ce qui concerne
le FB court, en 1965, Nallar et Mac Cann ont signalé une
augmentation du LRF dans le sang d'un animal hypophysectomisé
et en 1966, Baird et al ont montré que des implants de LH au
niveau de 1l'éminence médiane entrainemnt une diminution de la.LH
hypophysaire. ‘

Ces FB sont trés stricts et continus avant la puberté dans les
deux sexes. Ils deviennent moins marqués et restent continus

chez le m&le pubére avec comme conséquence une augmentation
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des hormones sexuelles, Ils continuent & 8tre stricts chez la
femelle pubére, mais lors de chaque cycle oestral, ils sont, en
période d'oestrus, interrompus par une période de FB positif.

La faible concentration de progestérone observée & ce moment

| permet aux oestrogénes d'exercer sur le centre cyclique une action
stimulatrice qui se traduit par une émission importante de GnRH.
La sécrétioh de GnRH augmente avec 1l'8ge, avec comme conséguence,
une réduction de l'activité du systéme reproducteur chez le mfle,

. un arr8&t ( ménopause ) chez la femelle.

b. Régulation de la fonction LH par rétroaction des stéroldes

b,. Evolution et effets généraux des oestrogénes et de la

progesterone

Les oestrogénes et la progestérone sont synthétisés par
les cellules folliculaires. Leur émission au cours du cycle est

représentée dans la figure 5,

Wit

n*S Brebis <

ESTRADIOL pg/mi
w O

w» -
i

3
n® S Brebis <

PROGE STERONE ng/mi

ol I 7 8 -8 'y Q
Jours & partir du pic e LM

Fig.5 : Emission des oestrogénes et de la progestérone au cours
du cycle ( Fauger et co0ll.,1577 ).

Le cycle sexuel de la brebis comprend sur le plan de sa

composante hormonale deux phases successives : la phase oestrogénigue

courte ( concomitante de la croissance folliculaire terminale
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précédant 1l'ovulation et caractérisée par des niveaux croissants
d'oestrogénes, essentiellement 1l'oestradiol 17 fB ), et la phase
progestéronique beaucoup plus longue ( caractérisée par une
élévation progressive de la progestérone ).

La sécrétion d'oestrogénes se présente sous formes d'ondes

de 1 & 10 ng/ml, atteignant un maximum vers les jours 5, 10 et 15
( Hauzer et al,1977; Legan et Karsch,1979 ).

Pour Terqui et al ( 1973 ), Niswender et al ( 1974 ), la premiére
vague se situe vers le quatriéme jour, la seconde vers le huitiéme
ou onziéme jour et la troisiéme entre le jour -3 et le pic pré-
ovulatoire.

L'élévation du jour 15 se poursuit pour atteindre des valeurs de
25 ng/ml, pic préovulatoire qui précéde de trés prés celui de LH.

L'émission de progestérone est trés faible, inférieure &

0,4 ng/ml, pendant la période préovulatoire. Elle augmente
progressivement dans le sang dés le Jjour 2 du cycle et atteint
un plafond entre le neuvieme et le douziéme jour.

Le taux diminue brutalement & partir du quatorziéme Jjour pour
atteindre son niveau basal le jour -1 ( Bister, 1981 ).

Cette chute de progestérone est le reflet de la lutéolyse qui est
induite par la PGF2& sécrétée par l'utérus ( Goding, 1974}
Golberg et Ramwell,. 1975 ; Hendersen et kac Katty, 1975 ).

b2. Effets des oestrogénes et de la progestérone

De nombreuses études ont été effectuées pour étudier le
rd8le des stérolIdes ovariens sur la sécrétion de LH., La technique

la plus utilisée est celle de l'ovariectomie : en l'absence d'ovaire,
le milieu stéroidien du cycle oestral est reproduit soit par
l'administration d'oestradiol et de progestérone contenus dans

des implants sous-cutanés soit par des injections intra-veineuses

ou intra-musculaires.

Dés 1934, Hohlweg montra qu'une injection d'oestrogénes
induit 1l'ovulation chez la rate. Cet effet "Hohlweg" fut trouvé
plus tard chez la brebis ( Hammond, 1S45 | P
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L'injection de SO/ag de benzoate d'oestradiocl induit chez la brebis
castrée dans 90 % des cas, un pic de LH de m&me amplitude mais de
durée plus longue que celui observé en cycle.

Chez des brebis en anoestrus, l'injection d'oestradiol induit une
décharge préovulatoire de LH ( Goding et al, 1969; Radford et al,
1¢71; Beck et Reeves, 1¢73 ).

Chez la brebis cyclique en période préovulatoire, une aurmentation
de 1l'oestradiol circulant induit la décharge préovulatoire ( Goding,
1¢69; Scaramuzzi.et al,1971; Cumming et al, 1¢71; Pelletier et
Thimonier, 3975 ).

Travaillant sur des brebis ilerinos ovariectomisées, G.B. Martin
R.J. Scaramuzzi et J.D. Henstridee ( 1983 ) montrent que l'oestradiol
est capable de réduire la fréquence des pulses de LH pendant le
printemps.

Goodman et coll ( 1580 et 181 ) ont démontré que l'oestradiol peut

induire de larges réductions de l'amplitude des pulses de LH pendant
la saison de reproduction.

En phase lutéale,l'oestradiol suprrime partiellement la sécrétion
tonicue de LH et rehausse les effets de la P. Hauger et coll ( 1¢77 )
ont montré cu'il y a au cours du cycle une augmentation de la sécré-
tion de l1l'oestradiol lorsque le niveau tonique de LH est le plus
élevé ( dans les quelques jours suivant le pic de LH et ceux le pré-
cédant en phase folliculaire). Ceci explique la succession des évé-
nements 1liés par une relstion de cause & effet ainsi que 1l'ont démon-
tré Karsch et coll.: baisse de la progestérone ( lutéolyse ),ausmen-
tation de la production de LH et de celle d'oestradiol.

En prooestrus, les oestrogénes stimulent 1l'hypophyse en augmen-
tant la réponse hypophvsaire & la GnRH. Mais si on augmente les
concentrations en oestrogénes dans la circulation hypovhysaire, de
maniére 2 ce qu'elle soit égale ou supérieure a celle observée en
prooestrus, cela ne provoque pas l'émission de LH., Il en ressort
qu'un effet des oestrogénes au niveau hyvophysaire n'est pas suffi-
sant en lui-m&me pour rendre comrte de 1l'induction de la décharge

de LH. Il semble, en effet que les oestrogénes agissent au niveau
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de l1l'aire préoptique : des implants d'oestrogénes dans cette région
de l'hypothalamus provoquent l'émission de LH. En toute autre
période du cycle, l'oestradiol exerce un effet inhibiteur. Ces
actions inhibitrices s'exercent & 1l'intérieur de l'unité hypothala-
mus ventromédian-hyrophyse; mais on ne sait pas trés bien si 1la

cible est l'hypothalamus et/ou l'hypophvse.

Dutt et Cassida ( 1948 ) montrérent que des injections
intramusculaires de progestérone emp&chent l'ovulation chez 1la
brebis.

La progestérone, bien gqu'ayant probablement un effet positif sur

la décharge préovulatoire de LH, apparait essentiellement inhibitrice
dans les conditions expérimentales : aucune ferielle castrée ne
présente un pic de LH soit aprés une injection de Py ( 25‘}lg ), Sofit
aprés une paire d'injections et dans tous les cas la progestérone
emp&che l'effet positif de l'oestradiol ( Felletier et Thimonier,
1975 ).

Chez des brebis ovariectomisées, Goodman et Karsch ( 1980 ) ont
montré que la progestérone peut réduire la fréguence des pulses

de LH. Martin et al. ( 1983 ) n'obtiennent pas cet effet.

Cependant il faut dire que ces deux groupes ont travaillé dans des
conditions expérimentales différentes.

Des études de Baird et Scaramuzzi ( 1976 ), Hauger et al ( 1577 ),
et Karsch et al ( 1877 ), ont montré que la progzestérone est le
principal mais pas le seul stéroide contr8lant le cycle oestral

de la brebis.

Ces deux derniers auteurs ont mis en évidance chez la brebis la
variation des concentrations toniques de LH et celle de la progestérone
au cours de la phase lutéale. Ainsi aprés ovulation, alors que le
corps Jaune est en formation mais ne sécréte encore que de tres
faibles quantités de progestérone, le niveau tonique de LH est

élevé ( 3 ng/ml ) puis décroft au fur et & mesure que la sécrétion

de progestérone augmente. Inversément, & la fin de la phase lutéale,
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lors de la lutéolyse, le niveau tonique de LH augmente mé&me avant

le pic préovulatoire., Ceci milite en faveur d'une rétroaction
négative de la progestérone sur le niveau tonique de LH; cela fut
ensuite confirmé par des expériences sur brebis ovariectomisées

( Baird et Scaramuzzi, 1976; Karsch et al, 1977 et 1979 ). Cette
rétroaction s'exerce en réalité par l'intermédiaire de la fréguence
des pics de LH et explique la faible frégquence de ceux-ci en

phase lutéale due aux niveaux élevés de progestérone. En revanche
lorsque la concentration en progestérone est réduite, la pulsatilité
de la LH augmente. La chute de la progestérone permet la maturation
folliculaire et l'augmentation du taux plasmatique en oecstrogéne,

LH et PRL / Baird et al, 1981 ).

La progestérone paratt avoir une action essentiellement inhibitrice
sur l'hypothalamus. Aprés la puberté, elle inhibe le centre cyclique
de GnRH.

La progestérone apparaft agir sur le noyau ventromédian pour supprirmer
la sécrétion tonique de LH et sur l'aire préoptique pour bloguer

la décharge de LH.

La progestérone a aussi un effet sur l'hypophyse et cet effet,

qui est suffisant pour rendre compte d'un petit mais significatif
changement dans les niveaux de LH, a lieu pendant la phase lutéale

( Greeley et al, 1975 ).

En phase lutéale, l'hypophyse est moins sensible & la GnRH que
pendant 1l'oestrus ( Hooley et al, 1974; Reeves, Arimura et Schalby,
1971 ).

Les effets des oestrogénes et de la progestérone sur l'émission de
LH ne sont pas dissociables : ces deux stéroides existent ensemble,

bien gqu'au cours du cycle leur concentration soit inversée.

£insi pour Thimonier et al ( 1974 ), il apparalt que 1l'intensité
%de 1'émission de LH est mieux corrélée avec le rapport oestrogénes/
fprogestérone qu'avec les niveaux plasmatiques des oestrogénes et

jde la progestérone.

Goding et al ( 1970 ) et Karsch et al ( 1980 ) ont montré que 1l'oes-
tradiol et la progestérone sont nécessaires et suffisants tous les
deux pour rendre compte de la sécrétion tonique de 1LH et de l'expres-

sion de 1l'oestrus pendant le cycle oestral de la brebis.
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La réponse de LH a 1l'oestradiol ou & la progestérone seule ne

reproduit Jamais ce gu'on observe pendant un cycle normal.

c. Intervention des autres substances

Cqe La dopamine et la noradrénaline

Certaines études suggérent gqu'il existe un constituant
dopaminergique dans la série des "événem-nts neuraux" qui précede
la décharge de LH lors du pro-oestrus et que ce stimulus dopami-
nergique précede la décharge de LH d'environ 4 a 5 heures.
D'autres données suggérent que chez la brebis une fonction normale
des neurones noradrénergiques est nécessaire au maintien de 1'émiscion
de LH induite par les oestrogénes ( Clemens et al, 1977 ).
En comparaison avec cela, les neurones dopaminergiques apparaissent
faciliter 1l'émission basale de LH et 1l'émission de LH induite par
les oestrogénes.
Pour certains auteurs, l'émission de LHRH hypothalamique est stimulée
quand on injecte de la L-dopa, cette derniere étant transformée

en noradrénaline.

c,. Les prostaglandines ( PG )

Dans l'hypothalamus, les PG stimulent la libération de GnRH.

Dans 1l'hypophyse, elles favorisent l'action de GnRE et cet

effet, conjugué & 1l'émission accrue de GnRH, est évidemment tres
favorable au pic de LH.

Dans l'ovaire, les PG sont synthétisées,_principalement
en fin de maturation folliculaire, a l'intervention des oestrogénes.
En phase lutéale, la synthése est moindre, mais en fin de cycle,
de 1la PGFZQ en provenance de l'utérus gagne l'ovaire,
Les PG stimulent la synthése des oestrogénes, principalement
pendant la période préovulatoire.
La PGE2 stimule la maturation folliculzire et la PGF2¢ intervient
slirement dans les mécanismes d'ovulation chez de nombreuses espéces,
mais le mécanisme reste encore obscur. Il est possible qu'elle
provoque des contractions de l'ovaire qui se romprait & l'endroit

aminci par les enzymes protéolytiques libérés a l'intervention de LH.
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IFais il est aussi possible qu'elle intervienne directement dans

la synthése de plasmine, substance & activité lytique sur les
fibres collagénes de la prroi de l'ovaire. Chez certaines especes,
les PG paraissent intervenir dans les mécanismes de lutéinisation
et de formation du corps Jaune. Les PGE1 et E2 ont peut-&tre
aussi un effet favorable sur la sécrétion de progestérone par le

corps Jjaune. Par contre, la PGqu. a un r8le lutéolytique évident,

c.. La prolactine ( PRL )

3
La PRL est une hormone hypophyszire et sa sécrétion dépend

principalement des conditions de luminosité. L'évolution des taux
plasmatiques est, chez la brebis, parallele a celle de la longueur
du jour : 200 & 300 ng/ml en juillet, moins de 20 ng en décembre.
Legan et al ( 1979 ) la tiennent pour responsable du passage des
cycles a 1l'anoestrus et vice-versa. Pendant le cycle, le taux de
prolactine plasmatigue augmente significativement aprés le déclen-
chement de 1l'oestrus accompagné de la hausse gonadotropines. I1
chute 24 heures aprés le pic préovulatoire, en m&me temps que la LH.
Pendant le cycle sexuel, elle joue peut-8tre un r8le dans l'ovulation
chez certaines especes, Chez la brebis, la rate, la souris, le
hamster, elle est\lptéotrogﬂ&que, A forte dose par contre, chez

la femme, la brebis et la rate, elle inhibe le pic de LH et a un
effet anovulatoire.

ch. Les substances épiphysaires

Les substances épiphysaires ont un puissant effet modérateur
sur la reproduction. Elles retardent la puberté et donc le dévelop-
pement des gonades. Chez la femelle, elles bloquent l'émission de
LH et par 1&, l'ovulation.

Ces substances diminuent 1l'activité du SNC, ce qui se traduit par
une induction du sommeil et par une réduction de l'activité de

1'arc hypothalamo-hypophysaire. Ces substances paraissent agir
essentiellement en inhibant dans 1l'hypothalamus la libération des
libérines et des statines. La diminution de 1'émission de FSH et LH,
entre autres, a pour origine une inhibition de la libération et

sGrement aussi de l'action hypophysaire de la GnRH.




II. Matériel et méthodes.

A.

But et plan expérimental.

Le but de notre travail est de dégyi;g‘;gﬂprpfilAQEI}ghLH

.

au cours du cycle chez la brebis Texel, Four cela, nous avon

O
travaillé sur six brebis qui étaient en cycle.

19

S

Fendant une période correspondant & un cycle, soit du 711 au

28 octobre 1983, nous avons réalisé une prise de sang par jour

afin de déterminer le profil général de la LH et de la proges-

térone en cycle., GQes deux profils vont nous permettre de si-
tuer le Jour du cycle. L'introduction d'un bélier vasectomis

—

détecteur du comportement d'oestrus, nous confirme ce jour.

Nous avons étudié aussi 1l'évolution des concentrations
hormonales de maniére plus précise en réalisant des prises de
sang plus nombreuses ( tous les gquarts d'heure pendant dix
heures ) & différents moments du cycle, en vue de développer
trois aspects de maniére précise:

1. = le taux de base;
2. = la fréquence des pulses;
3+ = 1l'amplitude des pulses.

Nous analyserons aussi les relations existant entre ces
trois points. Nous essayerons de voir s'il existe une rela-
tion entre ces points et la variation de la concentration en

progcestérone au cours du cycle.

Conditions et animaux expérimentaux.

Six brebis de race Texel pour lesquelles divers renseigne-
ments sont donnés dans les tableaux 1 et 2 sont utilisées.
Aprés mise bas en mars-avril 1S€3, les brebis allaitent

jusqu'au 26 mai. Ensuite, elles restent en prairie, donc

[ sous une photopériode naturelley ol elles peuvent récupérer.

Le 13 septembre, un bélier vasectomisé est introduit dans

le lot en vue de détecter les animaux en oestrus.

€,




Tableau
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ntre le 11
res de 6 a11 ),
vers 12 heures

et le 18 octobre ( jours 1 & 18 sur les figu-
une prise de sang est effectuée chaque jour
sur chague brebis, les animaux étant pour
cela rentrés en bergerie.

Les 17,19,24 et 26 octobre, les brebis sont rentrées en
bergerie et de 8 heures 30 & 18 heures 30, des prises de sang
sont effectuées tous les quarts d'heure ( prises de sang de 1
a s ),

La quantité de sang recueillie par prise est d'environ
6 a7 cc.

l'héparine afin d'emp8cher la coagulation.

Le sang est recueilli dans des tubes contenant de
Ces tubes sont
immédiatement centrifugés pendant 15 minutes a 2000 g.

Le plasma est ensuite récupéré & l'aide d'une micropirette
et placé dans de petits tubes de cristal de polystyrene qui
sont numérotés,datés et conservés & moins 22 degrés Jjusqu'au

moment du dosage.

1 ¢ Date de nais-ance - Poids vif - N° tatouage.
Brebis N° Date de naissance Poids vif en N° tatouage
aofit 83.
18 27-02-78 65,0 8N8&56
86 14-02-79 65,5 ONO4O
91 25-02-75 61,0 SN531
115 01-04-80 64,5 ONA26
211 13-03-82 55,0
23¢ 16-04-82 41,0
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Tableau 2 : Date du dernier agnelage - Nombre de jeunes
Brebis N° Date du dernier agnelage Nombre de Jjeunes
18 16=11=E2 1 rmort=né

&6 2¢=03=E3 2
c1 21=03=£3 1
115 1L=0L=23 1 mort-né
211
23¢ CL4=04=E3 1
C. Le dosage radicimmunolorigue.

1. Principe

Le dosage radioimmunolocique est basé sur la compétition

entre une quantité déterminée d'hormone "marquée" par la fixa-

tion d'un ou plusieurs atomes radioactifs ( 1131, 1125, HB...
et la quantité inconnue et variable d'hormones se trouvant
dans 1l'échantillon & analyser vis & vis d'un antisérum ( A4S )
qui lui est spécifique.

La cuantité d'hormone marguée ( H*) liée aux anticorps
sera d'autant plus faible que la quantité d'hormone "froide"
( H°) ce 1'échantillon sera élevée et inversément.

En séparant H* liée & 1l'antisérum de H* libre on peut,
par l'analyse de la radioactivité de l'une de ces fractions,
calculer la quantité d'H°. Une courbe standard effectuéde
dans les m&mes conditions avec des quantités connues d':°

sert de référence.

21
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Le principe de la technique peur &tre schématisé de la

fagon suivante ( O = H°, & = H¥, »>—= AS ) :

a., Fixation de 1'H° sur AS

0000 P SRS S 00— O0>— O
0,000 Moot s et i 0 >=.0 > 0> 0
oooo+ il . ‘ [ s [ et ) e 0 O
0000 - . > 0>— Q0> 0> 0

b. Compétition entre 1'H* et 1'H°

I PR ® 66

L TRRLY S 0 e

s g oot 1 * 06 .

TR, TR WL 66
D G - 3 e
e ()i St 0 ©@0
Qi e i ®© 600
et D e O © 000

c. Séparation de la fraction liée et de la fraction libre
et comptage de la radioactivité de l'une des fractions.

24 Dosage de la LH.

Les gonadotropines peuvent 8tre dosées par R.I.A. Baron
et al ( 1967 ) sont les premiers & avoir décrit le dosage de
R.I.A., de la LH ovinej; il s'agit d'un dosage homologue ol la
compétition vis & vis de 1l'antisérum se fait entre LH® et LH*

marquée a 1'1131

, toutes deux extraites d'hypophyses de mouton.
Par la suite,se basant sur une parenté antigénique due & une
similitude de forme chimique existant entre les hormones
gonadotropes du rat, du mouton, du porc et du bovin, Migdley
et al ( 1968 ) et Niswender et al ( 1969 ) proposent une

technique hétérologue du dosage de la LH.
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a. Description

Le schéma général pour la réalisation d'un dosage hété-
rologue est décrit par la figure 12a.

Le systeme R.I.A. hétérologue que nous utilisons pour le
dosage de la LH plasmatique est identique & celui qui est
appliqué aux hormones bovines par l'équipe de Derivaux et
Ectors. La LH®° des échantillons est mise en compétition
avec de la LH de rat. Ectors et al. ( 1974 ).

La L.H., utilisée comme standard est l'ovine:"N.I.H.- L.H.S1q
dont 1l'activité biologique est de 1,01 x N.I.H.-L.H.S1
unités/ng.

La L.H. de rat est la "N.I.A.N.D.D.-rat—L.H.—Ia" qui

posséde une activité biologique de 1 ﬁ.I.H.-L.H.Sq.

L'antisérum utilisé est un antibovin LH ( commercialisé

par l'union chimique ). Il est produit par le lapin.

La séparation de la phase liée et de la phase libre est
réalisée par la méthode du double anticorps en phase solide
que préconisent Den Hollander et Schurso ( 1971 ). Ce
systéme "D.A.S.F. ( Double Antibody Solid Phase ) consiste
en la précipitation du complexe hormone-anticorps par la
liaison sur immunoabsorbant, cellulose-anti® globuline.

L'immunoabsorbant est préparé par la fixation d'anti
globulines de lapin produites par un mouton sur de la cellulose
microcristalline selon la technique de Wide et al ( 1S61,196¢ )
reprise par Dérivaux et al ( 1974 ). Le comptage des anti-
globulines & la cellulose nécessite l'activité de celle-ci
par addition de bromure de cyanogéne & pH = 11,
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Le traceur hormonal est obtenu par marquage 2 1'I des

gonadotropines de rat. La méthode utilisée est celle de
Hunter et Greenwood ( 1962 ) et Greenwood et al ( 1963 ).
Cette technique d'oxydation par la chloramine T a été modifiée
par Ectors et al ( 1974 ) suivant les recommandations du
N.I.H. L'hormone marquée est ensuite purifiée par chromato-
graphie sur colonne de Sephadex G.50 médium. Le chromato-

gramme de la radioactivité élevée présente deux vics.




SCHEMA DE TRAVAIL

animal étudié hormone ovine hormone de rat I1.G.G. de lapin cellulose
prise de Adj. + Freund Adj. + + C.N.B.2
sang dilution injecte a arquage Presnt 1ok
un lapin . J-
a un mouton
plasma courbe standard antisérur: hormone marquée A.R.G.G. cellulose activée
*
He A.S. H Conplage
fixation 6 h. immunosorbant A.R.G.G.-cellulose
compétition 16 h.

fixation 4 h.

séparation de la fraction liée

|

comptage du culot

calcul des résultats
fig.12a : Résumé général des étapes nécessaires a la préparation et a la réalisation du dosage radio immunolologique des

gonadotropines.
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Le premier pic correspond @ la fraction protéinique

marquée et le second aux résidus aminés 2 l1l'iode 125.

Les manipulations s'opérent de la fagon résumée dans

le tableau 3. Dans un tube de cristal de polystyréne d'une
contenance de 3 ml on dépose premiérement cent microlitres
d'échantillon; ensuite on ajoute cent microlitres d'anti-
sérum. Une incubation de 6 heures permet une bonne fixation
de H° sur AS. Aprés cela, on ajoute cent microlitres
d'hormones marquées. Il se produit donc une compétition
H°—H* qui se poursuit Jjusqu'a équilibre rendant les seize
heures que dure la seconde incubation. On additionne ensuite
cing cents microlitres d'immunoabsorbant et on laisse
incuber pendant quatre heures. Cependant cette derniére
incubation nécessite une agitation & va-et-vient pour
maintenir 1'immunoabsorbant en suspension.

Le mélange est centrifugé dix minutes & 2C00 g, puis
le surnageant est éliminé au moyen d'une trompe & vidc. Le
culot est lavé par deux millilitres de tampon phosphate de
wide albumine ( pH = 7,5 ) et centrifugé & nouveau. Aprés
aspiration du surnageant, le culot est passé au compteur de

radiationvy .

Tableau 3 : Schéma des manipulations nécessaires au dosace
Ordre Substance déposée Quantité Temps d'incubation
dans le tube
échantillon 100 M1
antisérun 100 ul 6 heures
hormoge 125 100 ml 16 heures
marquee I
4 immunoabsorbant 500 M1 4 heures
A.R.G.G.celluose
5 centrifugation, clavage, isolement de la

fraction liée




L'échantillon ( tableau 4 ) est formé soit d'une
solution hormonale de concentrations connues destinée &
1'établissement de la courbe standard, soit d'un plasma
de référence ( quality control ) fabriqué rar le mélange
de différents plasmas et destiné a comparer les valeurs
obtenues d'un dosage & l'autre, soit du plasma & analyser.

De plus, chacue dosage est accompagné d'une estimation
de 1l'activité résiduelle ( B.G. = Back Ground ). Cette
analyse est réalisée comme une analyse d'échantillon & 1la
différence cue 1l'échantillon et 1'AS sont remplacés par
du tampon.

Nous ajoutons aussi au comptage deux tubes ne contenant
que 100u1 d'H* de fagon & mesurer extemporanément
l'activité totale ( T.C. ) ajoutée lors de l'analyse de
chaque échantillon ( tableau 4 ).

La mesure de la radioactivité est effectuée par un

analyseur & passeur d'échantillon L.K.B. - Wallac 1280
Ultrogamma II.

Le comptage des échantillons est programmé d'apreés les
rayonnements cu'ils émettent dans les fenétres d'énergie
24 et 33 du spectre.

Le spectre d'émission ¥ de 1'iode 125 est donné par la
figure 12 b.

Nous obtenons ainsi un rendement assez élevé ( 50% )
tout en éliminant au maximum les émissions parasites
( bruit de fond de 7 + 2 cpm. ).

Le temps du comntage est fixé a deux minutes, ce qui
perrmet d'obtenir une préc:sion de la mesure de la radio-
activité de l'ordre de I ¥ au moins. Les résultats sont
enregistrés sur une imprimante Télétype modéle : 3320/3VWI
Friction Feed.

La courbe standard est approximée a une droite par la
méthode log-logit, soit la conversion des cpm en logit de

cpm (B - B,) (B, - B,)

logit = 1n et de 1la

-(B-B_) (2 -2
1~ (B o (2, .
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concentration en hormone par le log.

( conc.en hormones

Tableau 4 : Liste des tubes dont l'activité est mesurée au
compteur ¥ et réactifs que nécessite 1l'analyse
R.I.A, de la 1H.
But de Dénomination Composition(ml)
1l'analyse d'exemvlaires

Mesure de l'acti-
vité totale

Mesure de l'acti-
vité résiduelle

~tablissement de
la courbe standard

Comparaison
interdosage

inconnues

ﬁnalyse des teneurg

C ng/10C 1

0,2
0,4
0,6
0,8

5,0
10,0
20,0

Flasma de

ref.

Plasma N°1
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La qualité des dosages radioimmunologiques dépend de
leurs caractéristiques de spécificité, de sensibilité, de
précision, de revrroductibilité et d'exactitude, caractéris-
tiques que les calculs de l'ordinsteur nous permettent de

mesurer.

La spécificité ou capacité de détecter la seule hormone

que l'on veut doser, dépend principalement de la qualité
de 1l'antisérum.

Le déplacement de la LH” par la T.S.H. ou la F.S.H. est
inférieur 2 0,5% de ce qu'il est par la B.L.H.

La sensibilité est la plus faible cuantité d'hormone

cue l'on puisce mesurer. Notre méthode de calcul qui établit

les limites de confiance & P< 0,25 nous montre que des doses

de 0,1 ng de LH/100/11 sont significativement différentes des
doses de O ng[/tl. Ces valeurs varient avec la frafcheur et

la précision des pipetages, spécialement celui de 1'AS.

La précision reut 8tre estimée par la dimension de

l'intervalle de confiance par rapport & la dose estimée.
Dans la partie utile de la courbe standard, l'intervalle

de confiance s'étend de chaque c8té &2 20 - 30 % du taux
calculé ( pour P< 0,25 ).

La reproductibilité est la mesure de dispersion des

résultats obtenus en répétant plusieurs fois le dosage d'un
méme échantillon.

Dans un méme essai, la variation du nombre de cpm pour un
méme plasma analysé est de 2 &2 3 %, ce qui donne une variation
de 1l'ordre de 10 % dans l'estimation des taux hormonaux.

L'exactitude est la qualité d'un dosage dont les résultats

correspondcent effectivement au taux réel d'hormones présentes
dans l1l'échantillon. Cette caractéristique dépend donc de
1'absence d'interaction entre les composantes plasmatiques
lors du dosage.
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3. Dosage de la progestérone

L'analyse des teneurs plasmatiques en progestérone est

réalisée par un dosage radioimmunologique schématisé dans

le tableau 5.

Les standards utilisés ont été fabriqués aprés pesée

précise de progestérone cristalline ( Merck 24614 ).

L'antisérum provient du laboratoire d'hormonologie de

Marloie. Ses caractéristiques sont reprises dans le tableau €.

Tableau 5 ¢+ R.IJ.A. Progestérone H3

Extraction 1.

Dosage 1.

Extraction de 0,3 ml progestérone ( dans tube

en verre ) par 3 ml d'hexane, secoué pendant

10 min au vortex.

Centrifugation pendant 5 min & - 10° C a 2000 g.
Prélévement de deux fois 1 ml ( dans tube en verre
Evaporation & sec dans étuve sous vide & 40° C

( 1 h. ) nécessite tube en verre.

Adcition - de 200 M1l de solution de tampon
phosphate de wide albumine & pH = 7,5
- de 100 M1 de P
- de 100)41 d'AS
Incubation 1/2 heure a 37° C et une nuit & 3° C,
Addition de 500 M1 de charcoal a 31° C.
Agitation - incubation pendant 10 min 2 3° C.
Centrifugation 10 min a 0° C.
Comptage pendant 5 min 2 l'analyseur de 400 1
de surnageant dans 4 ml de Luma - gel ( liquide
scintillant ) contenu dans des mini - fioles.
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Tableau 6 : Caractéristiques de l'antisérum

Spécificité Stéroides % de cross. réaction.
Progestérone 100 %
21 hydroxy progestérone 3,16 4
17, hydroxy progestérone 1,90 %
Pregnenolone 1.8 %
11a hydroxy progestérone 1%
17a hydroxy progestérone 0,08 %
Dehydroépiandrostérone 0,08 %
Testostérone 0,08 %
Cortisone 0,05 %
Dexamethasone 0,05 %
Prednisclone. 0,05 %
Cortisol 0,05 %
17 Oestradiol 0,05 %
Cholestérol 0,05 %
Corticostérone 0,05 %
Titre final 1/7000.000
Le trac consiste de 1 té tritiés
e tr egr onsiste en de la proges erone\\fj;i/f;///

{ 1,286,718

80 ci/mmoles; fournie par International plec.

progestérone ) d'activité spécifique =

La technique nécessite une extraction préalable de la
progestérone plasmatique par de l'hexane.

La fraction liée est testée pour sa radioactivité par
scintillation liquide dans un compteur BECKMAN & passeur
d'échantillon.

D. Méthodes d'interprétation des résultats.

1. Identification du Eulse et éautres fluctuations.

L'identification du pulse varie selon les ditftérents

auteurs. Pelletier et al ( 1980 ) observent que le pulse
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de LH est une valeur de LH qui est au moins supérieure a
trois fois le taux de base. Un pulse est une valeur de LH
qui est trois fois plus grande que la concentration précé-
dant .et suivant le pulse ( Strickler et al, 1977 ). Pour
Platt et al ( 1983 ), le pulse doit avoir une concentration
supérieure de 50 % au point précédent. Toutes valeurs supé-
rieures a deux fois le coefficient de variation de dosage

( Andrews et 0jéda, 1S¢1 ), & trois fois le coefficient de
variation du dosage ( Ireland et Roche, 1983 ), & cuatre
fois le coefficient de variation du dosage ( Wright et al,
1923 ), doivent 8tre considérées comme un pulse.

I1 nous paralit surprenant gque certains auteurs emploient
le coefficient de variation dans leurs critéres de détermi-
nation des pulses, comme s'il s'agissait d'une valeur de con-
centration hormonale, alors qgue le coefficient de variation
est un nombre pur souvent exprimé en %, indépendant des
unités de mesure et donnant une mesure relative de la
dispersion ( Feytmans, 180 ).

La plupart des auteurs sont cerendant d'accord sur deux
points:

1. - le pulse est caractérisé par une montée bruscue et par
une décroissance exponentielle qui est étalée sur plus ou
moins deux heures;
| 2. - le pulse a une concentration d'au moins 1 ng/ml.,
» ; Pour ce travail, nous décidons que chaque valeur supérieure
! a2 la moyenne des concentrations, d'amplitude supérieure & 1 ng
et qui présente une augmentation brusque et une décroissance
i exronentielle est un pulse.
L'échantillonnage réalisé toutes les 15 minutes est géné-
ralement trouvé comme adéquat pour déterminer les pulcscs de LH
et spécialement si le nombre de pulses observés est faible.
La fréguence des pulses est probablement légérement sous-esti-
mée lorsque le nombre des pulses est trés élevé: cela est df
a la brieveté des pulses et & la grande incidence des pulses

de petite amplitude ( Martin et al, 1983 ).
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En plus des pulses, nous observons des petites variations

d'amplitude ( inférieures & 1 ng/ml ),surtout lorsque la

fréquence des pulses est faible.

2. Amplitude et fréguence du nulse.

L'amplitude d'un pulse est la différence entre la concen-
tration de LH au moment du pulse et le taux de base. Elle
traduit la quantité de LH cqui est secrétée lors d'un pulse.

L'amplitude est assez variable, cette variabilité étant
partiellement due aux deux erreurs d'échantillonnare suivantes:
1. = sous-estimation de la concentration du pulse due & des
changements rapides dans les concentrations de LH au début
du pulse;

2. = sur-estimation des niveaux de base Juste avant le pulse,
et cela spécialement si les pulses sont fréquents, car la
valeur de LH la plus basse se trouve entre les échantillons.

Une estimation sur ordinateur de l'amplitude maximum des
pulses nous permet de remédier quelque peu & ce probléme.

Les valeurs de LH plasmatique sont ajustées & une expo-

nentielle du typey (t ) =k + a x e p(t-h ).

a = 1l'amplitude maximum estimée;
k = le taux de base estimé;
h = le moment de la décharge maximum,

Cette estimation n'est 1:alheureusement pas possible pour
tous les pulses car un nombre minimum de dix points par pulse
est nécessaire.

3. _Niveau de base.

Le niveau de base de la LH est la période de sécrétion
faible et constante sérarant les pulses et qui est estimée

par la concentration moyenne des dix valeurs de LH les plus
basses ( Martin et al, 1983 ).
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4.  Temps de demi-vie __

Le temns de demi-vie d'une hormone est le temps nécessaire
pour que sa concentration dans le sang diminue de moitié.,

Lorsque nous avons ajusté les valeurs de LH plasmatique
sur ordinateur & une exponentielle du type y(t) afin d'esti-
mer 1l'amplitude maximum,nous avons pu calculer le temrs de

demi-vie ( ty = In2/p ).

5. Datation du cycle.

Le cycle est classiquement daté de O 2 8 et de -8 2 +1,
le jour O étant le jour de la décharge de LH, le jour =1.

celui précédant cette décharge.




III. Résultats expérimentaux.

A, Dates d'oestrus.

Le tableau 7 nous donne les premiéres dates d'oestrus et les

dates d'oestrus lors de 1l'échantillonnage.

Tableau 7: Prenmiéres dates d'oestrus - Dates d'oestrus lors de

1'échantillonnacre.
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Brebis N° Premiéres dates Dates d'oestrus lors de
d'oestrus 1'échantillonnage.
18 08-10-83 14=10-83
86 04=-10-83 21=10-83
91 01-10-83 23=-10-83
1495 04=10-83 20-10-83
211 06-10-83 23=10-83
239 30-08-83 17-10-83

L'étude de ce tableau nous montre deux choses:

1. = dés le début du mois d'octobre,les six brebis étaient en

cycles;

2. - lors des prélevements sanguins, les six brebis étaient toutes

en période d'oestrus.

B, Zvolution générale des concentrations de LH et de progestérone

et jour O du cycle.

Les firures de 6 & 11 nous donnent 1l'évolution générale des

concentrations de LH et de Progestérone, la figure 13, 1'évolution

des concentrations moyennes de ces hormones.

Sur ces figures, les points de 1 & 18, donnés en abcisse,

représentent les dates du 11 au 28 octobre, les petits signes ¥,

le Jjour de l'oestrus.

A partir de ces figures, nous pouvons déterminer les dates de

décharge de LH et les dates du taux minimum de progestérone

( tablezu 8).
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Tableau 8¢ Dates des décharrses de LH = Dates du taux minimum

de progestérone.

Brebis N° Dates des décharges Dates du taux minimum
de LH de progestérone
18 13=-10-83 13=10-83
86 21=-10-83 21=10-83
91 23=10-83 23=10=-83
115 20-10-83 20-10-83
211 22-10-83 22-10-83
239 valeur manguante valeur manquante

Ces valeurs, en plus des valeurs données dans le tableau 7,
nous permettent de fixer le Jjour du cycle.

Par convention, le Jjour de la décharge de LH est considéré
[comme étant le jour O du cycle. Mais comme le pic de LH est assez
bref ( de 8 & 20 heures ), lorsque nous faisons une prise de sang
par Jour, il y a une probabilité elevée de ne pas enregistrer ce
| pice En plus de 1l'évolution des concentrations quctidiennes de LH,

celle de la progestérone va nous permettre de fixer le Jjour O du

cvcle, le concentration en progestérone étant minimum ce jour.

llous pouvons remarquer que nous n'avons pas enregistré le pic
de LE chez la brebis 239, Ceci est dfi au fait que les dosares de
1'échantillon du Jjour O n'ont pu &tre réalisés. Mais grfce au
tableau 7 et a la figure 11, nous pouvons dire que la brebis 239
est au jour O du cycle le 16-10-1683, En effet, cette brebis a
été en oestrus le 17 octobre et ce jour, le taux de progestérone
est le plus faible du profil mais est quand m&me presque égzl 2
0,3 ng/ml, tandis que chez les cing autres brebis, il est de plus
ou moins 0,22 ng/ml. La chute de la concentration de progestérone
entre les jours +1 et 47 est moins forte que chez les autres brebis,
ce qui laisse supposer gque la valeur manquante est la plus basse.

Le 17 octobre, nous n'enregistrons pas non plus de pic.
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C. Evolution de 1l'émission de LH en dehors du pic préovulatoire

( émission tonigue ).

A partir des dates du jour O, repris sur les figures 6 a 11
nous avons situé les dates des différentes prises de sang sériées

( tableau 9 ).

239 f f f f

211 e e e &

115 d d d d
91 Cc C C C

86 b b b
18 a a a a

O 1 +2 43 +4 45 +6 +7 kB )-8 F7)=6 =5 =k =3 =2 -1

4

0]

Nous pouvons ainsi remarquer gque les Jjours O, +8 et =7, nous

n'avons aucune valeur; sinon nous avons au moins une valeur par

jour du cycle.

1. Evolution de la concentration en LH,

Les figures 14 3 12 retracent 1l'évolution de LH chez les

Ll
de ces figures ( de 1 & 41 ) représente le nombre de pri
sang effectuées au cours de la journée, soit toutes les
de 8 heures 30 & 18 heures 30,

Ces figures permettent de déterminer, pour chaque
1'amplitude des pulses et leur fréguence ( tableau 10 ).

six brebis lors des quatre séries de prises de sang.

abcisse
ses ce

15 minutes,

série,
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Tableau 10; Taux de base - Frégquence - Amplitude Tiovenne

( selon les jours du cycle chez les six brebis ).

Jours du cycle Taux de base | Fréguence Amvlitude
( brebis ) ( ng/ml ) ( pulses/10 heures) ?oyenﬂe
) ng/ml

+1 (91 ) 1,06 10 4,59

( 239 ) 1,40 6 1453
+2 (211 ) 1,20 3 1470
+3 ( 86 ) 1,59 8 9,02

( 1) 1,78 7 e .

( 239 ) 1,69 9 3,27
+4 (18 ) 1,50 6 1432

( 115 ) 0,70 7 3,20

( 211 ) 1,20 6 1,91
+5 ( 86 ) Pyl o 5408
+6 ( 18 ) 1,05 7 1,46

( 115 ) 1,48 5 3,06
+7 ( 23¢9 ) 0,61 1 18,4
-8 ( 239 ) 1955 4 10,40
-6 ( 18 ) 0,84 3 10,50

( 91) 1,78 6 1457
=5 ( 211 ) 1,29 3 1,04
-4 (18 ) 1,80 8 3,62

( 86 ) 1505 4 1,84

( 1) 1,58 2 1537
=30 115 ) 1,49 4 1,75

{ 291 ) 1523 4 1,40
-2 ( 86 ) 1,46 9 1,60
-1 ( 115 ) 1,72 9 1,55
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2. Taux_de_base_en _fonction du_jour_ du_cycle ( figure 20 ).

Le taux de base ne semble pas varier au cours du cycle,
Les valeurs de taux de base se situent & peu prés toutes
entre 1 et 2 ng/ml.

Nous remarquons le jour +5 chez la brebis 86, un taux de
base qui est trés élevé ( 3,2 ng/ml ) par rapport aux autres
Jours du cycle et aux autres brebis. Le taux de base moyen :
pour la brebis 86 est de 1,82 o 0,94 ng/ml, ce qui ne différe
pas trés fort du taux de base moyen des cing autres brebis.
Les taux de base moyens des brebis 18, 91, 115, 211 et 239
sont respectivement de 1,29 z 0,45, 1,55 - O,44, 1,33 : 0,39,
1,23 £ 0,04 et 1,26 % 0,46 ng/ml.

Si 1'on regarde attentivement la figure 20, on peut voir
cependant qu'a partir du jour -3,le taux de base semble
augmenter pour les brebis 86 et 115, Pour les quatre autres

brebis, nous n'avons pas de valeur pendant cette période.

Nous remarquons que, au fur et & mesure que l'on se rap-
proche du jour +8 en partant du jour +1, la fréguence des
pulses semble diminuer, Par contre, du Jour =8 au Jour -1,
le nombre des pulses semble augmenter, notre graphe ayant une
allure de V droit. A

Si nous prenons par couple de deux valeurs pour une m&me
brebis, cdu Jour +1 au jour +8, les couples des brebis 86, 91
et 115 présentent une diminution au fur et 2 mesure que 1l'on
se rapproche du jour +8., Du jour =8 au Jjour =1, la tendance
a 1l'augmentation est plus évidente: en effet,quatre couples
de valeurs sur cing représentant respvectivement les brebis

18, 86, 115 et 211 s'entendent pour une augmentation.

L'examen de la figure 22 donne une impression contraire

de 1'étude de la figure 21. En effet, sur cette figure,
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il nous semble gque du jour O au Jjour +8, l'amplitude des
pulses augmente pour atteindre une valeur trés élevée le
jour +7, et que du Jjour -8 au jour =1, l'amplitude des
pulses semble diminuer. La figure 21 ayant l'aspect d'un V
droit, la figure 22 a tout & fait l'aspect contraire: un V
renversé,

Aprés 1l'examen des figures 21 et 22, il nous est paru
intéressant d'établir un graphe avec l'amplitude en abcisse et
la frégquence en ordonnée, afin de voir s'il existait bien

une relation inverse entre ces deux points.

Comme le suggéraient les figures 21 et 22, la fréguence
et 1'amrlitude des points varient en Séﬁ? inverse. Nous avons
calculé le coefficient de corrélation (/y ) qui est égal &

- 0,31 ( S avec P € 0,05 ) S

Notre corrélation, quoique‘gigﬁffféative, est inférieure
& celle trouvée dans la littérature ol les coefficients de
corrélation sont d'environ - 0,50,

I1 faut cependant remzrguer ocue le profil de la figure 23
est prescue essentiellement basé sur cuelgues points. Un
plus grand nombre de prises de s=ng sériées, étalées sur plus
de Jjours, nous aurait donné guelgues profils en plus & analy-
ser et donc des couples de valeur fréguence et amplitude plus
nombreux.

(_figure 24 ).

L'étude de cette figure nous paraft intéressante. En effet,
il est logique de penser que lorsque la fréquence des pulses
est élevée, la LH a peu de temps pour revenir & un taux de
base faible,

L'examen de la fipure 24 ne contredit pas ce point bien
que nous ayons un coefficient de corrélation r = + 0,23 qui
est NS, Ceci peut s'expliguer par un manque de données.
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(_figure 25).

L'examen de cette figure nous parait aussi intéressante,
car il est logique de penser que lorsque l'amplitude des pulse:
est trés élevée, il faut plus de temps & la LH pour revenir
2 un taux de base faible.

Le coefficient de corrélation r = 0,24 est NS, Comme
précédemment, ceci peut s'expliquer par un mangue de données,
quoigue dans la littérature, il ne soit fait nulle part allu-
sion & ce ogui concerne la relation du taux de base en fonction
de l'amplitude.

Des figures 24 et 25, nous ne tirons aucune conclusion.
En effet, le taux de base variant trés peu et le nombre de
données dont nous disposons étant faible, il ne nous est pas
possible de conclure sur la variation du taux de base.,

I fzut cependant remarquer que les observations des figures
20 et 21 se rapportant au taux de base et & la fréquence
vont toutes dans le m&me sens:
- le tazux de base semble augmenter du Jour =8 au Jjour =1
( figure 20 );
- du jour =& su jour -1, la fréquence augmente ( ficure 21 ).
8. Variation du_taux _de base_en fonction des_concentrations
taux_de_base_est mesuré_( fig. 26 ).

————————————————————————— e - —

Le coefficient de corrélation ( r = -0,079 ) est beaucoup
trop faible gque pour suggérer une relation.

Le taux de base n'est pas dépendant des ccncentrations
en prorestérone guoique,lors de la gestation,lorsque les
concentrations en progestérone sont tres élevées, la LH a un
taux basal trés faible et parfois mé:ie indétectable ( Niswen-
der et al, 1948 ),
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Nous examinens cette relation car, plusieurs fois dans
la littérature, il est dit que la progestérone réduit la
fréquence des pulses et de plus, les brebis ovariectomisées
présentent une fréguence de pulses trés élevée., Des injec-
tions de pro-estérone réduisent significativement cette
fréouence ( Goodman et Karsch, 1980 ).

Quand nous regardons la figure 27, il semble, en effet,
que lorsque la concentration en progestérone est élevée, 1la
fréquence se réduits: 2 points sur 4 pour la brebis 18, 3 sur
4 pour la brebis 86, 2 sur 4 pour la brebis ©1, 3 sur 4 pour
lz brebis 115, 2 sur 4 pour la brebis 211 et 3 sur 4 pour 1la
brebis 239 confirment ce fait.,

Cependant,notre coefficient de corrélation r est égal
& -0,25 et est non significatif.

10. Variation de 1l'smplitude en fonction des concentrations

Comme nous avions examiné la variation de frégquence en
forniction de laz prorestérone et qu'en anoestrus la procestérone
semble réduire l'amplitude des pulses, nous avons analysé
l'effet de la progestérone sur l'amplitude.

De la firsure 2&, il ne ressort pas grand chose et,de plus,
le coefficient de corrélation est NS ( r = 0,22 ).

11. Etude approfondie de certains pulses.

De tous les pulses repris dans les figures 14 a 19, un
certain nombre est ajusté sur ordinateur & la fonction y (t)
afin de calculer le temps de demi-vie. Car lorsque nous

effectuons les prises de sang, nous ne les effectuons pas 2a
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la valeur maximum du pulse ou au minimum du taux de base.

En fait, la probzbilité de tomber sur ces valeurs est faible.
C'est pourquoi, lorsque le pulse est défini par au moins dix
points, nous l'estimons.

Les dates et le nombre de pulses pour lesguels nous avons
calculé le temps de demi-vie sont repris dans le tablezu 11.
Les petits sirfnes [ sur 1les figures 14 2 12 indiquent les
pulses estimés. Nous avons aussi estimé, en plus de la demi-
vie, 1'amplitude maximum ( a ) et le taux de base ( k ). Ces
valeurs sont reprises dans le tableau 12. Le tableau 13 compare
les valeurs de a et k estimées et calculées. La valeur estimée
est la valeur obtenue sur ordinateur aprés avoir évalué le
moment de la décharge maximum. La valeur calculée est celle

mesurée sur les figures de 14 & 19,

Tableau 11: Dates ( jour du cycle ) - Nombre de pulses estimés.

Brebis N° Dates ( jour du Nombre de pulses estimés

cycle ) :
18 19-10-83 ( +6 ) 1
8¢ 17=10-83 ( =4 ) 1
26=10=83 ( +5 ) -,
01 19-10-83 ( =4 ) 1
24=10=83 ( +1 ) 1
26-10-83 ( +3 ) 2
115 26-10-83 ( +6 ) 1
211 19-10-83 ( =3 ) 1
26-10-83 ( +4 ) 1
239 24=10-83 ( +7 ) 1
26-10-83 ( -8 ) 1




12, Tableaud2: a = k = té'

Brebis N° a (ng/ml )|k ( ng/ml ) t% ( minute )
(jour du cycle)
18 ( +6 ) 2,49 0,87 18,20
86 ( =4 ) 2,80 1,60 18, 20
( +5 ) 11,80 3,42 18,50
( +5 ) 16,06 3,90 9,04
91 ( =4 ) 2,94 1,79 4,76
(+1) 3,95 1,41 19,31
( +3 ) 5,60 2,90 9,80
(%3 ) 16,50 3,06 9,90
115 ( +6 ) 7,42 1,29 10,70
211 ( =3 ) 2,86 1,04 20,70
¢ 4 2,58 1,51 9,20
239 ( -8 ) 19,79 1,44 19,60
( +7 ) 36,84 1,41 10,02

+

t% moyen = 13,64 - 5,64

42




Le tableau 13:compare les valeurs de a et de k estimés avec

les valeurs de a et de k calculés.

Brebis N° a ( ng/ml ) k ( ng/ml )

( Jour du cycle ) calculé estimé calculé estimé
18 ( +6 ) 1,52 2,48 1,05 0,87
86 ( =4 ) 2,49 2,80 1,58 1,60

( +5 ) 8,90 11,80 3,20 3,42

( +5) 9,80 16,06 3,20 3,90

91 { »& ) 1,47 2,94 1,58 1,7S
( +1 ) 3,24 3,95 1,06 1,41

( +3) 4,82 5,60 1,78 2,90

( +3 ) 9,12 16,50 1,78 3,06

115 ( +6 ) L, L8 7,42 1,42 1,29
211 ( =3 ) 2,06 2,88 1,23 1,04
( +4 ) 1,80 2,58 1,20 1,51

239 ( =8 ) 16, 20 19,7¢% 1,35 1,44
( +7 ) 19,20 36,84 0,61 1,41
¥=6,546 X=10,13 X=1,54 X=1,97

De ce tableau,nous pouvons voir que l'amrlitude estimée

des pulses est toujours supérieure a2 l'amplitude calculée,
ce qui montre bién que lorsgue nous effectuons la prise de
{ sang, la LH sanguine n'est pas & son niveau le plus élevé.

/ B welgues fois cependant, nous voyons que la valeur calcu-
! lée se rapproche trés fort de la valeur estimée, ce qui indi-
!
1

z oue que nous avons fait la prise de sang presque au maximum
% de la concentration en LH lors du pulse.
Nous pouvons voir que, quelgues fois, les taux de base
estimés et calculés correspondent plus ou moins., D'autres
fois, ils sont tout & fait différents, soit plus grands, soit
plus petits. Cela s'explique par le fait que, lorsque nous

estimons un pulse et si ce pulse est suivi rapidement d'un
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autre, nous n'avons gque quelgues points pour 1l'estimer. Il en
résulte que nous avons peu de valeurs en dehors du pulse pour
estimer le taux de base. Si ces valeurs sont les cing plus
basses du profil, le taux de base estimé sera plus bas que le
taux de base calculé. Par contre, si ces valeurs ne font pas
partie des dix points les plus bas, le taux de base estimé

sera supérieur au taux de base calculé.

a. Amplitude estimée en fonction du jour du cycle ( fig. 23 ).

2 8 06 0 00 0 00O 00 0O O 0B 00O 0O OO OO0 OO SO OO OO OO OO OO0 OO0 SO SR O e 00

Cette figure est tout & fait en accord avec la figure
représentant l'amplitude ( calculée ) en fonction du jour du
cycle.

I1 semble donc gue,au fur et 2 mesure que l'on avance dans
le cycle a partir du jour O jusgu'au Jjour +8, l'amplitude des

pulses augmente pour diminuer aprés le jour +8.

be. Evolution du temps de demi-vie en fonction du Jour du

@ 0 00 00 0060 000 000600000 00 0000000000000 00 0C0OOISOSIEOSIOROEPOSEPOIEOSIETPOLEDSITPOOE

cycle ( figz. 30 ).

ceescsesssssscess
L'étude de cette figure nous montre cue le t% ne semble

pas varier au cours du cvcle. Nous obtenons des temps de

demi-vie aussi bien €élevés que bas en début, en mi ou en fin

de cycle,
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IV, Discussion.

A, Profil hormonal de la LH.

Le profil hormonal gque nous avons enregistré est celui décrit
par un grand nombre d'auteurs:
- une émission tonique qui est le résultat d'une sécrétion pulsa-
tile autour d'un niveau de base;
- une décharge cycligue de LH, dite préovulatoire, de trés courte

durée et de grande amplitude.

1. Emission_tonigue.

a. Taw: de bese.

Les valeurs de taux de base que nous avons enregistrées
présentent de faibles variations individuelles entre les animaux.
I1 est de 1,23 ng/ml chez la brebis 211 de 1,83 chez la brebis 86.

Bien que ces valeurs soient assez basses par rapport a
celles données par certains auteurs ( Thibier, 1981, observe un
taux de base de 3 & 5 ng/ml, Bister, 1580 de 5 ng/ml ), elles se
trouvent dans la norme de celles dcnnées par d'autres. Foster
et 21, 1¢74, décrivent un taux irnférieur & 71 ng/ml; Pelletier et
Thimonier, 1¢6C, donnent une valeur de 2 ng/ml.

En fait, c'est entre les taux de 1 & 5 ng/ml que se situent
les résultats de la plupart des auteurs ( Baird et al, 1S76;

Nett et al, 1¢74; Pelletier et Thimonier, 1969 ).

I1 faut aussi noter que le dosage R.I.A. s'appuie sur des
préparations hormonales de référence dont le degré de purifica-
tion varie vraisemblablement d'un laboratoire & l'autre, ce qui
introduit un facteur supplémentaire de variabilité.

En phase préovulatoire ( J =2 et J =1 ), nous avons observé

une légere augmentation du taux basal de LH et cette augmentation
correspond & une fréquence de pulses plus élevée.En effet,

le jour =2, nous observons 9 pulses chez la brebis 86 et 9 pulses
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chez la brebis 115 au jour =1, Cela confirme la théorie de
certains chercheurs ( Baird et Neilly, 1¢81; Hauger et al, 1977;
Legan et Karsch, 1¢77 ). Cependant, d'autres auteurs n'observent
pas cette élévation du taux basal en phase préovulatoire ( Bindon
et al, 1¢79; Pelletier et Thimonier, 196G ).

En phase postovulatoire, nous n'avons pas observé de varia-
tions du taux de base contrairement & Baird et Neilly ( 1c€1 ),
Hauger et 21 ( 1977 ) et Leran et Karsch ( 1977 ).

b, Pulse.

e e 000

Les variations des concentrations de LH dans le plasma sont
dues & des sécrétions répétées de LH par l'hypophyse. Les méca-
nismes régulant de telles décharges pulsatiles ne sont pas encore
connus.

I1 est raisonnable de suggérer que cette émission peut &tre
due 2 une stimulation pulsatile de 1l'hypophyse par la LHRH.
Depuis que l'on a démontré que la LHRH fluctuait dans le sang
porte-hypophysaire d'un singe ovariectomisé, diverses études ont
montré que le pulse de LH résulte d'une sécrétion épisodigue de
GnRH par l'hypothalamus ( Rasmussen et lMalven, 1982 ) et gue des
injections de GnRH de maniére non pulsatile ne provoguent pas de
pulses de LH ( Rahe et al, 1980 ).

b.. Exréguence,

1% eeeessscas

Tous les auteurs s'accordent pour affirmer que la fréguence
des pulses de LH change au cours du cycle ( Thibier, 19&1; Baird
et coll, 1976; Rahe et coll, 1¢80 ).

En phase folliculaire ( J =2 & J +2 ),nous avons enregistré
une moyenne de 7,4 pulses par 10 heures tandis qu'en phase lutéale
(J 46 &8 J =6 ), nous avons une fréquence de 4,33 par 10 heures.
La fréquence de nos pulses diminue de moitié quand on passe de la
phase folliculaire & la phase lutéale.

Ces deux valeurs se trouvent dans la norme des valeurs
donnée par les différents auteurs. Yuthasastrakosoll et coll

( 1977 ) observent que le nombre de pulses par 24 heures est de
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l'ordre de 16,2, trois jours avant ou aprés les chaleurs, pour

un seul par 24 heures en phase lutéale. Baird ( 1978 ) observe
gue la fréquence de ces pulses est de 1 par heure en phase folli=-
culaire et seulement de 1 par 3 heures 33 en phase lutéale.

Rahe et al ( 1980 ) notent que le nombre de pulses est de 20 & 30
par 24 heures en phase folliculaire pour 6 & 8 par 24 heures en
phase lutéale, mais chez la vache.

Le critere de détermination du pulse pourrait expliguer
partiellement la variabilité existant entre les différents nombres
de pulses chez les différents auteurs. Cependant, Thibier ( 1981 )
note que divers paramétres encore mal appréciés ( facteurs géné-
tiques et de milieu, race, latitude, etc.. ) sont également capa-
bles d'interférer avec cette fréqueﬁce.

Four la plupart des auteurs, les modifications de fréquence
sont & mettre en relation avec la variation des concentrations
en progestérone au cours du cycle., Lors de la phase folliculaire,
lorscue les taux de progestérone sont les plus bas, la fréguence
des pulses est élevée et en phase lutéale, lorsgue les taux de
procestérone sont les plus élevés, le nombre de pulses est minimum
( Yuthasatrakosoll et coll, 1977; Baird, 1978 ). Notre corréla-
tion nézetive entre la concentrztion en progestérone et la fré-
guence ve a2ussi dans ce sens mais est melheureusement non signi-
ficative: un plus grand nombre de données nous aurait peut-&tre
confirmé ce point.

Wheaton et Mullet (1983 ), Pant et Ward ( 1973 ) et Wright
et al ( 1978 ) montrent que la progestérone diminue la fréquence
des cycles en réduisant la sensibilité de 1l'hypophyse & la LHRL.
Reeves et al (1971 ) ont montré aussi que l'hypophyse était moins
sensible &2 la LHRH pendant la phase lutéale.

b2. Amplituge,

Les pulses gue nous observons ont une amplitude moyenne
de 2,15 ng/ml en début et en fin de cycle ( J =2 &8 J +2 ) et de
7,65 ng/ml & mi-cycle ( J =6 a4 J +6 ).
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Nos résultats confirment les valeurs obtenues par les
différents auteurs. Rahe et al ( 1580 ) observent une amplitude
moyenne de 0,3 & 1,3 ng/ml,en début et en fin de cycle, et de
1,2 8 7 ng/ml & mi-cycle. Bien gque l'amplitude moyenne que nous
observons en fin de cycle soit légérement supérieure a celle
donnée par Rahe et al ( 1980 ), elle se trouve dans les normes
d'amplitude données par Thiber ( 1980 ).

I1 est facile d'expliquer les différences obtenues par
les différents auteurs : le moment ou sont effectuées les prises
de sang influence trés fortement 1l'amplitude, comme nous l'avons
démontré lorsgue nous avons comparé l'amplitude mesurée et
estimée ( tableau 1%5).

Toutefois, il apparait aprés la lecture des articles que
ce n'est pas la valeur absolue d'amplitude qui est importante,
mais plutdt le profil des concentrations en LH au cours du cycle
et nos profils d'amplitude, aussi bien mesurés qu'estimés, sont
en accord avec tous les auteurs.

L'étude de la relation entre le taux de base et 1l'ampli-
tude nous a donné une corrélation nérative non siznificative.

I1 est probzble que si nous avions eu plus de données, nous aurions
obtenu le m8me résultat cer, dans la littérature, il n'est fait
nulle vert allusion & une reletion existant entre 1l'amplitude des
pulses et le taux de base. Parfois cependant, un taux de base
€levé est le reflet d'une amplitude plus importante -des décharges
pulsatiles, mais ce fait n'est remarqué que lorsque 1l'échantillo-
nage est réalisé a de grands intervales de temps.

Goodman et al ( 1280 ) notent que les variations d'ampli-
tude au cours du cycle sont & mettre en relation avec la concentra-
tion en oestrogénes. Ces auteurs montrent, aprés expérience sur
animaux ovariectomisés, que les oestrogénes et spécialement
l'oestradiol 17.p réduisent l'amplitude des pulses. En phase
folliculaire, l'oestradiol limiterait 1'élévation des concentra-
tions de LH gui résulte du retrait de la progestérone et, en phase
lutéale,l'oestradiol, en plus de supprimer 1l'émission tonique
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de LH, rehausse les effets inhibiteurs de la progestérone ( Good-
men et al, 1680 ). La relation inverse existant entre l'amplitu-
de et la fréquence des pulses s'expligue d'elle m&me, puisque les
oestrogénes sont surtout sécrétés en phase folliculaire ( moment
du cycle ol nous avons enregistré une amplitude basse ) et la
prorestérone en phase lutéale ( lorsque nous enregistrons la fré-

quence la plus basse ).

c. Autres fluctuations.

En plus des pulses, nous avons observé de petites fluctua-
tions d'amplitude inférieures & 1 ng/ml.

Rahe et al ( 1983 ) considérent ces fluctuations comme des
pulses mais, pour les autres auteurs, ces fluctuations ne sont
pas des pulses.

Nous observons ces variations de base surtout lorsque 1la
fréguence des pulses est faible.

Ces fluctuations n'étant pas dues & la précision du dosage,
car elles sont bien réguliéres, ne pourrait-on pas émettre l'hypo-
thése cu'elles sont dues 2 une sécrétion de LH non précédée d'une
émission de GnRH hypothalamique?

é. Temps de demi-vie.

Le temps de demi-vie des pulses gue nous avons enregistré
( 13,25 min., : 5,64 ) est inférieur & celui décrit par Bister en
1¢80 ( 22,4 min. % 8,8 ).

Nous avons mesuré nos temps de demi-vie en oestrus, tandis
que Bister ( 1980 ), en anoestrus ol les pulses sont moins fré-
guents. Ce qui voudrz=it dire que des temps de demi-vie plus
courts autoriseraient une plus grande fréaguence des pulses?

Cependant, lorsque nous rezardons nos résultats, le Jjour +7
chez la brebis 239 ou nous n'avons gu'un pulse, son t% est de
10,02 min. Et le jour +1,chez la brebis 91 ou le nombre de pulses
est élevé ( 10 pulses ), notre t% est de 19,31,

La fonction y(t) servant & estimer le pulse est la mme que

celle utilisée par Bister en 1280,
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La différence s'explique, soit par des variations indivi-
duelles, ou peut &tre par le fait que nous n'avions pzs assez
de points pour estimer le pulse.

Dans la m&me condition expérimentale, c'est-a-dire une prise
de sang par Jjour, la valeur maximum du pic enregistrée chez la
brebis 18 atteint 66,68 ng/ml, alors qu'elle n'est que de 45,80
chez la brebis 115, de 12,10 chez la brebis 86 et de 11,80 chez
la brebis S1.

Ces différences peuvent 8&tre dues & la briéveté de la dé-
cherge ovulante. En effet, comme nous ne faisions qu'une prise
de sang par Jjour, nous avions une probabilité de ne pas enregis-
trer le pic, vu que sa durée est de 8 & 20 heures ( Land et al,
1673; Pelletier et al, 1277 ), mais des variations individuelles
ne sont pas a exclure.

I1 faut cependant noter que le taux de 66,68 ng/ml concor-
de avec les valeurs de la littérature ol l'on releve des valeurs
se situant fréguemrment entre 50 et 150 ng/ml. INiswender et al,

( 1968 ), Pelletier et al ( 1968, 1977 ) et Bister ( 1S80 ) en-
reristrent des nivezux de 1l'ordire de 200 ng/ml chez la trebis
Texel, niveaux cque nous n'avons pas relevés et gque nous aurions

eu de fzibles chances d'enregistrer s'ils avaient existé. ngrLﬂ).

Bien que la détection du comportement d'oestrus concorde
avec le jour de la décharge de LH chez les brebis 86,91 et 115,
il n'en est pas de m8me pour les brebis 18,211 et 239 : pour ces
derniéres, la détection a lieu le lendemain. Cela s'explique
aisément : en effet, comme nous n'avons fait qu'une prise de sang
par Jour, nous ne surveillons les brebis que pendant environ
15 minutes, soit le temps nécessaire 2 la prise et & la centri-
fucation du sang. Il se peut trés bien qu'aprés notre départ,
1le bélier détecte le comportement d'oestrus et, comme nous ne

evenons que le lendemain, nous relevons ce comportement
vec un jour de retard. - .0 bkt ot de

LOAL O e A oA
{ (
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Wheatley et Radford ( 196S ) montrent que le pic de LH se
produit 12,9 heures avant la fin de 1l'oestrus et 25,7 heures
avant l'ovulation. INeis dans la plupart des cas, la décharge

de LH débute entre O et 10 heures aprés le comportement d'oestrus.

B. Profil hormonal de la procestérone.

Notre profil des concentrations en progestérone correspond
en tous points & celui décrit par les différents auteurs, si ce
n'est des valeurs un peu plus faibles en phase lutéale, mais des
varistions individuelles ne sont pas & exclure.

Ce profil nous a satisfait en ce qui concerne la détermina-
tion du Jjour O et il nous a m@me permis de déterminer ce jour
chez le brebis 239 pour laqguelle nous n'avions pas enrecistré de
pic de LH.

Nous avons dosé la progestérone une seule fois par jour,
car elle ne présente pratiguement pas de variation quotidienne,

La chute de prozestérone que nous observons vers les
jours =3, =2 contribue a élever la taux d'oestradiol en augmen-
tant la sécrétion toriigue de LH ainsi que la réponse du follicule
& cette élévation de LH ( Goodman et 2l, 1980 ) en lui faisant

cquérir une plus grande disponibilité vis a8 vis des pulses

~~ M

Bzird et lic Neilly, 1¢57 ).

C.

8

£sumé et conclusions.

Notre but est de décrire le profil de concentr=tion en
prorestérone et en LH au cours du cycle de la brebis Texel.

Four cela, prendant une période correspondant & un cycle,
nous evons réalisé une prise de seng par Jour chez six brebis
de race texel afin de donner une évolution générzale des concen-
trations en progestérone et en LH.

Nous avons effectué des prises de sang tous les cuarts
d'heure pendant dix heures & gquatre moments différents du cycle,

afin de décrire de maniére plus précise ]1'émission de LH.
Le profil de la procestérone est caractérisé par une érission

fzible pendant la période préovulatoire; elle augnente
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pro:sressive ent vers les Jours +1, +2 du cycle, pour atteindre

un pleteau en ph-se lutéale. Ce tzux diminue brutzlerent & partir

des Jjours =3, =2, pour atteindre son minimum le Jour 0.

Le profil de 1= LH est caractérisé par un pic important en
oestrus ( émis ion cyclique ), et pour le reste par une émission
bzszle mon*tr: t des variations appelées pulses ( émission toni-
que ).

Nous avons anslyse trois aspects de 1'émission tonicue ¢
- le t=ux de base ne semble pas vsrier zu cours du cycle, szuf

peut-2tre une légéere eugment:-tion =vant le pic préovulztoire;

- le frécuence varie zu cours du cycle : le nombre de pulses est
élevé -v'nt et aprés le pic préovulztoire, et est minimum le
jour +7 du cycle, c'est-=-dire en phase lutézale;

- 1l'amrlitude varie aussi au cours du cycle, mais de maniére
inverse ¢ 12 fréguence : elle est minimum =svant et aprés le pic

réovulatoire, et est maximum le Jjour +7.
«H/ L'étude des relations entre ces trois carcctéristicues

//nous & montré qu'il existait une corrélation négative entre la

[ fréouence et l'amplitude. Parmi les relations étudiées, c'est

la seule gui est significative.
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