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Abréviations :

6-DMAP; 6-diméthyl-aminopurine.

A Androgénes.

~ ACTH : Adrenocorticotropic hormone.
ADNc: acide désoxyribonucléique codant.
AMH : hormone anti-Miillérienne.
13MP-15: Bone Morphogenetic Proteinls.
CRBG: corticostéroides bending globulin.
CL. CJl: Corps jaung.

CRIF - Corlicotrope releasing factor.

DA : Dopamine.

DFE " Pominance fonctionnelle.

DM : Dominance morphologique

2. M: I'éminence médiane.

2 Ocstradiol 7[5

12CM: extracelbular matrix.

EGE: epidermal growth factor.

ERE : Estradiol Regulatory Elément.

ET, TE: Transfert embryonnaire.

FAD : flavine adénine dinucléotide.

I'D : Follicule dominant.

FGIE: fibroblast growth factor.

FSH - Follicle stimulating hormone.

FSH: hormone loticulo-stimulante.
GABA : y amino-butyrique acid.

GADP:  Gonadotropin releasing  hormone
Associated Peptide. :

GnRIH : gonadotrophin releasing hormone.
GnRET: gonadotrophin-releasing hormone.
GP : globule polaire.

hCG : gonadotrophine chorionique humaine.
KMG : gonadotrophine  de la lemme
ménopausee

HRE: horimone regulatory ¢lément.

hsp 90 : Licat schok protein 90,

[A. Al : Insémination artificielle.

IGF: insulin-like growth factor.

IGFBPs: IGF binding proteins .

IGIFs: insulin-like growlh factors.

Insl.3 - I’ insuline-like hormone 3.

V1« Fécondation in vitro.

LAP: Latency-associated peptide.

LM : horinone lutéintsante,

L1 : Luicinizing hormone.

LH-RIE: Luteinizing  Hormone  Releasing

Hormeone.

ME : Mortalité embryonnaire.

MEP : Mortalité embryonnaire précoce.
MIS : Meiosis Inducing Substance.

MOLET ¢ Multiple ovulation and embryo

trunsier.,

MPT"; Maturation Promoting Factor ou Meiosis
Promoting Factor.

MPGF: Male Pronucleus Growth Factor.
ARNm ou mRNA: acide ribonucléique
message.

MST: Meiosis Stabilizing Factor

MTOC : Centre organisateurs des microtubules
NADPH: nicotinamide dinucléotide phosphate.
NF : Non féconde.

NPY: le neuropeptide Y.

OMI : Qocyte Meiosis Inhibitor.

OVLT: Organe vasculaire de la lame
terminale.

P4 - Progestérone,
PACAP,  Piitary
Activating Polypeptide.
PBS : Phosphate-buffered safine.

PKA : Protéine Kinase A.

PMSG/eCG: Pregnant Mare Sérum
Gonadotrophin.

Adenylate  Cyclase

. POMC : précurseur de.la p Lnd.

SBP ou SHBG: stéroide bending plasma.
T : Testostérone. '

TGF: transforming growth factor.

TNF: tumor necrosis factor.

P End : } Endorphine.

VIP ; Peptide Vaso-actil intestinale.

CRE : Cyclic AMP Responsive Element.
FRP: Follicle Regulatory Protein.

1FSP: FSH Suppressing Protein.

CRIT :Curticutrepin Releasing Hormone.

¢« MSH: Alpha-Melanocyte  Stimulating
Hormone.

EOP: Endogenous Opioid Peptides.

BE : Bouton embryonnaire.

MC1 : Masse cellulaire interne.

IFNz : Interféron t (tau) ou trophoblastine.
oTP : Trophoblastine ovine. -

fBST : STH bovine reconbinnante.

IM : Intra Musculaire.

IV : Intra Veineuse.

SC : Sous cutané.

DMSO : diméthylsulfoxyde.

[ETS - International Embryo Transler Society.
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La superovulation est une biotechnologie qui a pour but, de produire plus d’embryons ou
d ovocyles a partir d’un animal de haule qualilé génétique, que ceux normalement produits durant un
cycle cestral ; ce cycle physiologique est sécable en deux phases : lutéale et folliculaire, le tout d’une
durée de 21 jours environ chez une vache parfaitement cyclée. Lors de la période folliculatre {environ
4 jours) la vache non superovulée ne produit qu'un seul ovocyle trés rarement deux, alors que lors
d"une hormonothérapie adéquate visant une superovulation, la femelle traitée en produit plus
d embryons ou d’ovocyle (moyenne 5 & 6). Ainsi fa superovulation est considérée comme un moyen
pour amplifier le nombre d’ovules émis durant la période oestrale, shuntant le processus de sélection et
de dominance principale responsable de I"atrésic des follicules subordonnés d’une cohorte pendant une

vague folliculaire.

L objectifl principal de notre élude est la maitrise, la mise en ceuvre dans notre pays de
celte biotechnologie. Notre expérience a concerné 12 vaches laitieres parmi elles 7 génisses ¢t 6
primipares, fractionnées en 4 lots de 3 animaux. Un traitement par PLUSET® (gonadotrophines
hypophysaires FSHp/LHp) a é1é appliqué aux 4 lots ; selon un planning ¢t un Liming rigoureux sur un
cycle maitrisé griice au PRID® (spirale de progestérone). des doubles inséminations artificieties en
employant deux paillettes & chaque fois onl €té faite a 56 h et 68 h de Pinjection de PROSOLVIN®
(PG 20 de synthése) et du relrail des spirales de progestérone ; ensuite une récolte non chirurgicale
«Flushing » el une évaluation puis une classification sous microscope des produits a été pratiquee. La
réponse au traitement superovulatoire a ét¢ inventoriée en premier lieu via {e fouillé rectal dont la
palpation ovarienne, pour rechercher et compter les corps jaunes, ces derniers élaient supérieurs a ceux
rencontrés physiologiquement 74 — 77 versus ~12 pour [2 vaches sans traitement sauf, que les
résultats sur les produits de récolte €taient défavorables environ 8 ovocyles non fécondé et 3
embryons dégénérés pour les lots 3 et 4. Une exploration compléte des diftérents facteurs influengant
fa réponse superovulatoire qui soit intrinséque ou extrinséque doil étre envisagée. Ainsi leurs contréles
et maitrises apporterait plus de lumiére & la superovulation, en faveur des résultats plus positifs
cependant d’autres expérimentations doivent étre fait dans ce sens pour une amélioration des données
de base surtout celles qui concerne notre pays, celles-ci constitueraient la fittérature scientitique
manguante chez nous, de se fait une infrastruciure pour le développement de ces biotechnologies
embryonnaires modernes qui constituent actuellement la condition sine qua non pour "amélioration et
le développement ’une industrie d*élevage.

Mets clés : Superovulation, atrésic, ponadotrophines, Flushing, facteurs intrinséques et
extrinséques, biotechnologies de 'embryon.
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Abstract

The superovulation is a biotechnology whicli aims, to produce more embryos or ovocyles
[rom animal of high genetic quality, which those normally produced during an ovstrous cycle : this
physiological cycle is divisible in two phases: uteal and folticular. the whole of one fasted about 21
days of perfectly cycled cow, during follicular period (about 4 days) the cattle wasn’t superovuled
which produce only one oocyte and very rarely two, while during an adequate hormono-therapy
aiming al a superovulation, the female treated produces of them more embryos or ovocytes (average 5
- 6), so the superovulation is considered as a means to amplify the number of ovums emitted during
the oestrous period, shunting the process of selection and dominance, which are a principal responsible
for the atresia of the follicles subordinates of a cohort during a follicular wave.

The main objective of our experimental study is mastery and the implemented in our
country of this biotechnology, for this intention the expericnce concerned 12 dairy cows among, them 7
heifers and 6 cattles in first factation (primipares), split in 4 share of 3 animals, a teatment by
PLUSLET® (ponadotrophin, ESHp 7 LEp from the hypophysis) was applied to 4 shares, according to a
schedule and a rigorous timing on a eycle controlted due to (e PRID® (progesterone’s spiral), double
artificial inseminations by using two straws each time were made at 56 hours and 68 hours from
injection ol PROSOLVIN® (synthesis's PGF2e) and of the withdrawal of the spirals of progesterone,
then a non-surgical recovery procedures “Flushing” and an evaluation then a classification under
microscope of products was practised, the response to the superovulation treatment was inventoried
first per rectum with the ovaries palpation , to seck and (o count corpus luteum. were superior in this
mecting physiologically 74 - 77 versus ~12 for 12 cows without safe treatment, these last ones of
which results on the products of harvest were unfavourable about 8 ovocytes not fertitized and 3
embryos degenerated for shares 3 and 4, a complete investigation of various factors influencing
responce of superovulation treatment which is intrinsic or extrinsic has to be (o envisage, so their
controls and masteries would bring more light to the superovulation, in favour of more positive results;
However the other experiments must be made in sense for an improvement of the basic data especially
those that concerns our country, these would constitute missing scientific literaiure Lo us. ol makes an
inlrastructure for the development of these modern embryonic biotechnotogies which establish at
present indispensable condition for the improvement and the development of the livestock industry.

Keywords: Superovulation, atresia, gonadotrophin,  Flushing, intrinsic factors and
extrinsic, biotechnologies of the embryo.
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El lo abstracto

El superovulation es una biotecnologia que apunta, para producir mas embriones u
ovocytes del animal de calidad genética alta que aguéllos normalmente produjeron durante un ciclo del
oestrous; este ciclo fisiologico es divisible en dos fases: el luteal y follicular, el todo de uno durd
aproximadamente 21 dias de perfeclamente vaca del cycled, durante el periodo del follicutar
(aproximadamente 4 dias) el ganado no era superovuled que produce sOlo un oocyle y muy raramente
dos. mientras durante una hormono-terapia adecuada que apunta a un superovulation, I hembra
tratadda produce de etlos mas embriones u ovocyles (¢l promedio 5 - 6). para que ¢l supereovulation es
considerado como un medios para amplificar el namero de ovums emitidos durante el periodo del
oestrous. mientras desviando ¢l proceso de seleccion y dominacion que son un principal responsable
para el atresia del foliculo subordina de una cohorte durante una ola del follicutar. :

El objetivo principal de nuestro estudio experimental es dominio y los llevamos a cabo en
nuestro pafs de esta biotecnologia, la experiencia involucrs 12 vacas de la lecheria entre ellos 7
vaquillas y 6 ganados en primera lactacién para esta intencion (el primipares), hiéndase en 4 porcion
de 3 animales, un tratamiento por PLUSET® (el gonadotrophin, FSHp / LHp del hipofisis) se aplico a
4 porciones, segtin un horario y un cronometrar rigiroso en un ciclo la deuda controlo al PRID® (la
escalera de caracol de progesicrone), las inseminaciones artificiales dobles usando dos pajas cada
tiempo estaban hecho en 56 haras y 68 horas de la inyeccion de PROSOLVIN® (¢l PGF2a de sintesis)
y del retiro de las escaleras de caracol de progesterone, entonces un procedimientos de la recuperacion
non-quirirgicos “Vaciando™ y una evaluacion entonces una clasificacion bajo el microscopio de
productos era el practised, la contestacion al tratamiento del superovulation se inventario primero por
¢l recto con el palpation de los ovarios, buscar y contar ¢l futeum del cuerpo, era fisiologicamente
superior en esta reunion 74 - 77 confra ~12 para 12 vacas sin el tralamiento seguro, estos altimos ones
de que los resultados en los productos de cosecha cran desventajosos aproximadamente 8 ovocytes no
fertilizaron y 3 embriones se degeneraron para comparte 3 y 4, una investigacion completa de varios
factores que influyen en responce de tratamiento del superovulation que es intrinseco o extrinseco
ticne que ser mirar a la cara, para que sus nandos y dominios (raerfan mas ligero al superovulation, en
el favor de resultados mas positivos; Sin embargo los otros experimentos deben hacerse sobre todo en
el sentido para una mejora de los datos basicos aquéllos que las preocupaciones nuestro pais, éslos
constituirian extrafiando la literatura cientifica a nosotros, de hechuras una infraestructura ‘para el
desarrollo de estas biotecnologias embrionarias modernas que establecen la condicion indispensable
en la actualidad para la mejora y el desarrotlo de la industria del ganado. '

Las palabras claves: Superovulation, el atresia, el gonadotroplin, Vaciando, los
factores intrinsecos y extrinseco, biotecnologias del em brion.
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Introduction générale :

Le cheptel bovin Algérien est représenté par 6,07% de Ielfectif folal de tétes soit 1,36
mitlions de tétes dont 75% est constitué de femelles. Les vaches laitieres avec un ellectif de 642 000
(étes représentent 53,27% de I'ensemble des femelles bovines et 47.24% du cheptel algérien. Ce
cheptel est fortement présent dans la zone littorale et la zone Lellienne du nord (tell, littoral, les plaines
du tetl et les régions montagneuses) représentées par 816 000 tétes bovines dont 607 000 Létes bovines
femelles soit 74% de I"effectif national bovin tolal (Source : Ministére de Pagriculture, 1996).

‘L objectif primordial dans un cheptel bovin, devrait &tre de produire un veau par vache
annucllement. Le degré avec lequel un producteur peut aticindre cet objectif influencera ses bénéfices
(Hamilon et Stark, 1990). Un facteur essentiel dans la production efficace d'un veau demeure un haut
niveau de fertilité pour chacun des animaux reproducteurs la femelle par sa santé reproductrice, fe
méle par sa bonne semence conduile grice & IIA. Etant donné que si un probléme touche "une des
deux parties, un impact plus important sur Iz productivité du troupeau se fera seatir par les problémes
de fertilité chez fa femelle (augmentation de I'intervalle vélage). Ces deux causes entraincinl une
sérieuse perte économique pour te propriétaire du troupeau.

Les procédures modernes nommeées biotechnologies de la reproduction  pourraient
accélérer le développement agronomique de 1" Algérie el réduire la dilapidation des revenus nationaus
car notre pays gaspille des mitlions de dollars US pour I"importation des produils animaux et feurs
dérives en téte de liste le lait. Ces biotechnologies indissociables les unes des autres, sont actuellement
A I"apogée de leur utilisation dans les pays développés. On citera I'une d’elles et qui a fait I'objet de
notre étude ; la superovulation qui est une méthode d’induction d’une poly-ovulation chez fa vache
(espéce mono-ovulatoire) pour produire plusieurs ovocytes ou embryons (la vache durant sa carricre
de reproductrice produit environ 6 veaux) et de ce fait multiplier les rejetons de vaches d élites, qui ne
seront pas nécessairement portés jusqu’a terme par fa vache donneuse (mére).

Cette superovulation est produite grice 4 un lraitement hormonal  a base  de
gonadotrophines naturelles ou de synthéses celles-ci shunt la phase de sélection et de dominance
folticulaire qui sont une conséquence naturetle et physiologique de Iespece pour limiter le nombre
d*ovocytes ovulés & un seul. La superovulation bien maitrisée, ainsi induite donne en moyenne 3
embryons viables par vache (Scriban, 1999). Les embryons frais ou congelés issus de la
superovulation sont soit transplantés A des vaches présélectionnés comme receveuses grice au transfert
embryonnaire qui permettrail la diffusion des animaux d*¢lites dans un (roupcau de ce fait de réduire
le temps de PPamélioration génélique en réduisant Pintervalle de généralion d'aprés e MOET
cmidtiovidatory embryo iransfery - ou soit d’exporter ses embryons et done ouveir un nouveau marché
international.

En effet, le transfert d’embryons a toutefois permis une avenue plus pratique pour
Pexportation ou !’importation d’espéces désirées. Le principal avantage vient du fait que c’esl le
moyen le plus sécuritaire du point de vue sanilaire pour lutler contre Pintroduction de nouvelles
maladies dans un pays, souhaitant tout de méme Pintroduction de meilleures lignées génétiques ou de
nouvelles espéces animales.
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Problématique :

[l est judicieux d’isoler et de découvrir les problémes d’élevage dans sios cheptels bovins,
¢t de les extirper pour mieux les comprendre. 11 n"est pas SOuMois que nolre pays comme tout pays en
voie développement, soullre d’une dépendance extérieure alimentaire, comme celle des produits
laitiers et ces dérivés, denrée animale & large consommation par unc démographie grandissante. en
plus de la viande qui est retrouvée sur le marché a des prix exorbitants. Ceci incite le pays i recourir a
I'importation de ses produils élémentaires. a travers des pays dévcloppés. en citant la CE communaute
associant les plus grands exportateurs surtout pour I’ Algérie. Cette voie de compensation pése (res
lourd sur le budget de I’éat puisqu’elle est évaluée & 486.2 millions de doHars US pour Fimportatton
du lait et ses dérivés et 35,1 millions de dollars US pour la viande et ceci durant Pannée 2002,
(Statistiques fournis par la Direction Générale des Douanes), ces probiémes trés handicapants sont
cités ci-dessous :

Il est connu que la production laitiére locale est de quantité et de qualité médiocre ceci
est du a fu nuravaise gestion des élevages, et les races Panimanx utilisés, on citera :

l.es problemes pathologiques en recrudescence.

Les infertilités et le Repeat-Breeding dans nos cheptels.
L’indisponibilité de I*aliment bétail et sous alimentation des animaux.
Les races bovines inadéquates (inauvaises lailieres).

1 absence de professionnalisme chez les éleveurs.

Investissement insuffisant dans les €levages.

1.’absence programme de reproduction.

Absence de recherche biotechnologigue en reproduction vélérinaire.

-

Alors le pays a reconru i Uimpaortation des animaux amdliords mais ceci 10'est pas sans

risque, on ciferd

Les risques élevés d’introduction des maladies transmissibles tel que la BSE, 1PV,
Prédisposition aux maladies a cause du slress de transport. ,

Les taux élevés de mortalités des animaux importés, pendant le transport et dans les lazarets,
Les installations et les infrastructures coliteuses pour I’ importation.

L’inadaptation des animaux adultes & leur nouvel environnement el au régime alimentaire

dilférent.
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Objectifs :

On déduit de ces dilférents et nombreux problémes cités précédemment. qu'il est
nécessaire de trouver des solutions plausibles et tangibles a la crise agronomique nationale, qui
accable notre pays, par le gaspillage énorme de ces revenus pour combler la demande croissante de ces
citoyens en denrées animales, le rendant de plus en phus dépendant, de ce lait, il est de notre devoir de
rechercher de nouvelles issues a ces problémes. Ceci par fa recherche de modéle extérieur comme
cerfains pays sous développés ayant eu les mémes difficultés dans la production animale et puis de
saisir les solutions qui ont été employés pour les résoudre, comme Papplication du MOET au Kenya
(Mutiga, 1992) et au Brésil (Nohner et Hahn, 1994) ¢t dont les résultats ¢laient satisfaisants, ceci par
I'introduction de la bistechnologic comme outil moderne de production animalc.

Les biotechnologies de la reproduction gui sont la superovdation et le transfert
embryonnaire, connaissent durant ces derniéres décennies un développement inégalable el un
summum inimaginable, ceci par leur apport au nombre important de solutions pertinentes pour
I*élevage moderne « livestock industry », qui est la piece manquante A nos plans agronomiques. Ainsi
dire il nous incombe de rattraper le grand retard dans ces sciences nouvelles. par un investissement
scientifique et matériel ceci dit par un travail coopératil de toute fes équipes de recherches, vu yue ces
biotechnologies exigent une synchronisation de tout les autres champs de recherches, pour leurs
introductions et leurs applications en Algérie.

En effct notre pays doit impérativement rattraper son retard dans la production animale de
qualité el de quantité, maitris¢ ses ¢volutions scientifiques, les rendre applicables duns les programmes
el les plans agronomiques pour enfin arriver a ses objectifs. 1. 7insémination artificielle, la
superovulation et le transfert embryonnaire comme biotechnologie de la reproduction apporteront
“ncontestablement une véritable révolution agraire longtemps souhaitée, comme celle apportée au
continent occidental aprés la deuxicme guerre mondiale.

Notre étade a pour objectif d’amener un inférét soigné pour la superovadation ent tant
que Biotechnologie de reproduction, pour cela on a ciblé les points suivants :

1. Approfondir notre connaissance théorique sur le phénomene de superovulation.
2. Lapplication d’un protocole de fa superovulation sur notre cheptel.

3. Etude de la réponse el de son application sur le terrain.
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CHAPITRE I:
1. LA FOLLICULOGENESE.

L’ovaire organe pairc est la gonade spécifique du sexe femelle, cest a dire que ¢est e ficu de tous
les processus de Ja reproduction aboutissant a ta production de la gaméte femelle | appelée ovocvle. ce
phénomene a été déerit pour fa premicre fois en XVIE™  siecle par lanatomiste hotlandais Reinier De Graal
dans son ouvrage intitulé «De mulierin organis generationt inservientibus (racius novass. Les caracléristiques
générales du follicule ovarien (Hanzan et al . 2000), depuis, beaucoup de points sombres dans le mécanisime de
[a folliculogenése, furent enlevées et leurs énigmes résobues. Ces connaissances nouvelles ont é1é décisives pour
fes autres moyens de controle et de maitrise de la reproduction des animaux domestiques surtout Tes animaux &
intéréts économiques, et tout ceci fat permis par Phistologie et Ta dissection folliculaire /o Vitro et également /n
vivo par endoscopie, laparotomie. le marquage @ IPencre de chine el récemment par I*échographie (Saumande,
1991).

De toutes les données recueillis, il est actucllement admis que la fonction de folliculoyendse
reprsente le pivot de la reproduction femelle ceci a travers Povaire, Ce temple Tolliculaire est Te siege de tous
les phénoménes de fa folliculogunese. de Ja phase foetale, pré cl post puberté, gestalion ¢t post partum. Il est
connu ¢galement, que te potentiel folliculaire se fait bien avant ka naissance chez Nensemble des manimitéres, un
maximum de cellules gaméligues cst atteint aprés une premicre phase de division et de multiplication aux
environ du centieme jour i wtero chez la vache ¢l commence & décroitre progressivenient jusqu’a fa naissance
i celte phase succéde une phasc de croissance folliculaire © dans celle-ci, on comple Ly crotssance. régufation,
I"ovulation et la lutéogenésc.

{. La dynamique de la croissance folliculaire :

Au cours du cycle sexuel et selon les especees, la ou les vagues: de croissance folliculaire sont
observées uniquement pendant la période préovulatoire chez la femme, la ratte et la truie. Chez la vache et la
jument, au contraire, on en observe ¢galement pendant la phase dicestrale du cycle (Fortune, 1994).

Chez la vache. une & quatre vagues par cycle ont ¢i¢ déerites. Habitucllement et cependant. un
cycle ne comporte que 2 ou 3 vagues, fe follicule préovulatoire éant issu de la dernicre vague {Ginther el al.,
(980 - Driancourt ¢t al., 1991a ; Lucy et al., 1992 ; Fortune, 1993). Si trois vagues sont obscrvies, elles débulent
labitueliement aux jours 2, 9 et 16 du cycle, si celui-ci n’en conporte que deux. elles apparaissent aux jours 2 el
11 du cycle (Ginther et al., 1989 : Lucy e al.. 1992 Van De Leemput, [998).

La présence de 2 ou 3 vagues de croissance falliculuire entraine des différences cliniquement
décelables. Le cycte (21,5 vs 197 jowrs) et la phase lutcale (18,0 vs 16.7 jour) sont allongés si trois vagues de
croissance folliculaire sont obscrvées. De méme dans ce cas lu deuxieme vogue de croissance lolliculaire
apparait plus précocement (9.4 vs 1.7 jours), fe diamétre du follicute dominamt e la premiére vague cst
moindre (12.8 vs 144 mm) el Nintervatle eatre fe moment ou dmerge le follicule dominant de la troisieme vague
et Fovulation est plus court (7 vs 11jours) {Lavoir et al, 1990 : Ginther et al., 1989}

1I. Les phases de la folliculogenesc :

La mise en place du potentiel folliculaire se fait bien avant la naissance, chez les mammiféres. Le
nombre maximal de cellules gamétiques contenues dans P'ovaire, est atteint aprés une premigre phase de
multiplication, aux environs du centieme jour de gestation chez la vache et décroit progressivement ensuite,
jusqu’a la naissance. A cette premiere phase succéde une phase de croissance et une phase de maturation, celle
derniere concernant surtout "ovocyle. Cette évolution ne concerne gu’un nombre réduit de follicules, la plupart
d’entre eux subissant P'atrésie. La croissance folliculaire présente deux caractéristiques, elle se manifeste sous la
lorme de croissances et de régressions successives de phusicurs follicules appelées vagues. Chacune d’entic clles
consiste en I'émergence, tous les 7 a9 jours caviron, de plusicurs follicules de diametre ¢gal ou supéricur 4 Smm
parmi lesquels, apparaitra le follicule dominant ; celui-ci constituée de dilférents types de cellutes d’un ovocyte
haploide, c’est a dire @ n chromosomes, c’est lui aprés son union avec un spermatozoide « pamete mate », qui

Page 18



Partie Bibliographique Chapitre 1

restitue le nombre diploide de chromosaines, spécifique & espece. el donnera un zygote puis apres une
succession de plusicurs division mitotique constituera "embryon.

1. La phase feetale :

Les cellutes germinales souches aprés leurs migrations vers les ébuuches ovariennes vont se
multiplier entre le 60™ ct e F70™ jour de gestation (Wandji et al.. 1992). 11 se forme ainsi pendant la
gestation, un stock de 2 millions d’ovogonies qui, une fois Ja phase mitotique terminde, entament tne diviston
méiotique qui se treuve bloquée en prophase | - elles se transforment ce faisant en ovocyte primaire. L"induction
de la méiose serait contrdlée par un facleur d’origine mésonéphrotique appelé MIS (Meiosis Inducing
Substance), synihélisé par les cellules mésenchymaleuses de Povaire. Le conlact des ovogonies avee les cellules
d"origine mésonéphrotique est donc indispensable pour assurer leur (ransformation en ovocytes primaires.
I importance du stock follicutaire ainsi constitué dépend de 'espece (16 000 chez fa brebis, 235 000 chez la
vache) de la race, de Pindividu, de Iage et du niveau hormonal ou du statut de reproduction (Driancourt et al.,
19914 - Pelers. ‘1976 : Cahill, 1981). Cette réserve lolliculaire décline progressivement au cours de la vie de

Ianimal. Chez la vache, le nombre de follicules primordiaux a été estimé a 40 000 vers ige de 243 ans el &
2500 entre 12 et 14 ans. '

2. La phase pré-pubertaire :
A la naissance. l¢ stock d’ovogonics est dans espéce  bovine  denviron 250 (00.
Macroscopiquement, les ovaires ne présentent aucun follicule cavitaire. Leur nombre augmenle progressivenent
de Ta 27 3 Ta 144%™ semaine, puis demeure constant jusqu aux environs de la 34" semaine.

3. La phase pubertaire ou adulte :

Les étapes du développement des follicules sont au nombre de truis : la phase de multiplication, fa
phase de croissance et la phase de maturation. Elles sont indissociables du développement de Tovocyie gu'ils
renferment. L’étude descriptive de la folliculogenése serait incompléte si elle n'envisageuit pas également un
processus qui concerne la majorité des follicules présents 4 la naissance sur I"ovaire, & savoir Patrésie folliculaire
(fig. 1-1).

Figure 1-1: Les dilférentes étapes de la folliculogenése (Monniaux et al., 1999).
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a) Phase de croissance @

Celte phase de croissance ne concerne que 0% du stock folliculaire. Comprise entre Ie moment ot
te follicule quitte Ja réserve folliculaire et celui de "ovulation, elle est particuliérement longue ct variable selon
les especes. Chez la ratte, clle a é1é estimée @ 21 fours soit 17 jowrs pour atteindre fe stade cavitaire et 4 a 5 jours
pour atteindre le stade ovulatoire. Chez fa brebis, elle serait de 6 mois soit 130 jours pour atteindre le stade
anteal puis 50 jours jusgu’a Iovudation,

Cette phase s¢ caractérise par des modifications gui concernent Lout a la fois le folticule et
lovoeyte quiil renferme. Le développement folticulaire est continu et comprend les stades de Tollicule
printordial, primaire et secondaire, constituant les foflicules préamtraux, puis les stades tertiaire et de De Graal
représentatt les follicules antraux (Hulshof et al., 1994}

Le follicale primordial : Centeé par Povocyle [oest entouré de guelques cellules follicutaires
endothéliformes. Son diamétre moyen est de 40 pm, Habitellement focalisé en périphérie de Tavaire, il
représente le stade folliculaire quicscent. L'ovoeyte, de diameétre compris entre 20 ¢t 35 p, se trouve blogué au
stade diploténe de la prophase de sa premiére division méiotigue (ovocyles primaires} par un polypeptide produit
par la granuleuse des follicules primaices et secondaires : I'OMI{Qocyle Meiosis Ithibitor).

Le follicule primaire : Se caractérise par I'augmentation din volume de Novocyle el par
Pagencement 4 sa surface d’une couche réguliére de ceflules cubiques, C'est durant cetle période que Fovocyte
synthétise, el séercte les elycoprotéines qui donnerond naissance a une enveloppe hyaline poreuse: la zone
pellucide. Diune épaisseur d’une dizaine de microns, elle est constituce @ 95% de wois glycoprotéines,
orgamisées en longs [Haments interconnectés. appelées ZP1, ZP2, ZP3. La ZP3 forme avec la ZP2 des filaments
gui sont pontés par la ZP1. Seuie fa glycoprotéine ZP3 est reconnue par le spermatozoide et déclenche la réaction
acrosomique (Yanagimachi, 1994},

Le follicule seconduire : 1 ovocyle ich atieint son volume maximal. 1 s’cst entouré d'nne pellecide
bien diliérenciee el de deux ou tois couches de celiules cubiques formant fa pranulosa. Lensemble est limite
extéricurement par fa membrane hasale qui s”est transiormée en membrane de Slavjanski constituce de collagéne
de type 1V, de fibronectine, de laminine el de protéohéparune sulfale.

Le fotlicule tertiaive : 1 est dit cavitaire ou antral en raison de Papparition au sein des couches de
cellules folliculaires de petites cavités résultant de Paceumulation dun transsudat plasimatinue et de la séerétion
des cellules de la granulosa. Ces cavilés finissent par confluer pour former Pantrum. Le développement progres-
sif de 'antrum entraine la séparation des celiules de lu granulosa en cellules du cumulus cophorus. Celles-ci se
différencient en corona radiata, couche cellulaire entourant directement 'ovoeyte. Ces celliles du cumulus el de
la corona présentent de nombreuses zones fonctionnelles (GAP junction} qui conslituent autant de thoyens de
communication entre Povoeyte et la cavité foliiculaire. Chez la vache, le nombre de follicules antraux est de
manicre constante, compris entre 25 et 50. 11 dépend du nombre de follicules entrant en phase de croissance, du
taux de croissance de ces follicules et du nombre de follicules, qui s'atrésies (Armstrong, 1993} A ce stade, el
chez ous les mammiléres, le follicule cavitaire s’entoure, en dehors de [u membrane de Slavjanski, d une double
enveloppe constitlude par la theque interne, faite de cellules interstitielles riches en ARN el en enzymes
nécessaires A la stéroidogenése, et par la théque externe formée d’un tassement de tissu conjonetif du stroma
OVHIen.

Le follicule mitr ou follicnle de De Graaf : Représente la phase lerminale du développenment
folliculuire. Cette phase ne concerne qu'un follicule sur 1000 cntié en croissance (Saumande, 1991). Le Tellicute
miir s¢ caractérise par une taille muximale de t0mm chez la brebis et la truic et de 25mm chez fa vache, par un
nombre maximal de cellules granuleuses et par une aclivité mitotique minimate de la wanuleuse. Gonlle de
liquide (fig. 1-2). te folticule alflcure en surface de Povaire. Lovoeyte demeure cifermé dans un massif’
cellulaire formé de la corona radiata ¢t du cumulus oupliorus, T.es théques interne et externe sont bien dilféren-
cides et la membrane basale est bien visible entre Tes cellules Tolliculaires et la théque interne. La théque interne
est une glande & part entigre, La théque externe est de nature fibyeuse. Une fois Fantrum formé, Fovocyte culre-
tient des échanges métaboliques uvec le liquide folliculaire via les cellules du cumulus el avee te sang via les
cellules de la granulosa et de la membrane basale. Chez Ta vache. il fant 42 jours pour qu'un follicule de 0, [3mm
atleigne la taille préovulatoire. En effet, 'activité mitotique se rdduit progressivement pour céder la place a une
différenciation cellufaire plus importante.
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Figure 1-2 : Follicule mir de e Graal (Scriban, 1999).
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b) Phase de maturation :

Elle concerne surtoi "ovoeyte. Cette phase represente Fensemble des modilications cylologiques
el métaboliques permettant Facquisition par [Povocyle de Faplitwde & ére reconnu €l fusionné ave un
spermatozoide, & assurer la formation des pronuclei paterne! ¢ nuternel et a permellre, griice d ses réserves
(ARNm. ribosomes, prot¢ines claburds pendant la phase de croissance], le debut du développement
embryonnaire. Elle est induite par le pic ovulatoire, Elle implique des modifications nucléaives. cylopiastigues
¢t membranaires de ovocyte; lorsque Povocyte a atteint 80% de sa taille fimale, i a acquis la compétence ou
I"aptitude & réaliser sa maturation nucléaire proprement dite, crest-n-dire [a reprise de fa méiose

Acquisition de la compéience des ovocytes @ Pour pouvoir étre fecondable, Fovoueyle, longtemps au
repos dans son lollicule ovarien, doit acquérir une «compétence » d la fécondation appelée maturation. Elle
s'accompagne d’un certain nombre de medifications morphologiyues, biochimiques el physiologiques. On peut
distinguer trois sortes de transformations : la maturation nucléaire qui correspond a la capacité du novau de
Fovocyte (de n chromosomes) & reprendre sa méivse en expulsant son premier globule polaire (GP). La
maturation cytoplasmique caractérisée notanunent par la possibilité du cyloplasme a décondenser le novau du
spermatozoide el @ le transformer en pronoyau mile capable de s'unir au pronoyau femelle o la maturation
membranaire qui permet a la membrane pellucide de Povocyte de reconnaitre spécifiquement les spermatozoides
de son espice.

»  Maturation nuclénire de 'ovocyte :
Aspects morphologiques (fig. 1-3). La maturation de lovocyte ost catactérisée globalement par
Fexpulsion du ler globule polaire (GIP1) et Parrét de sa division en 2% nétaphase. On observe apres la
croissance de Iovocyte, la différenciation des crétes mitochondriales, le dépdt de vitetus. b synthése ¢’ ARNm
et surtout fa disparition des centrinles. Seul persiste le malcriel péricentriolaire qui forme une masse
filamenteuse, appelée centres organisatenrs des microtubules (MTOC) qui jouent uiv role essenticl dans fa
formation des luseaux méiotigues.

Activation de la muturation nucléaire © le MPF (Maturation Promoting Factor ou Meiosis
Promoting Factor) (annexe 1). Ce facteur a d’abord €1¢ découvert chez un batracien, le xénope, Un traitement par
la progestérone stimule la production de MPF qui provoque ka reprise de la méiose, d’oii aussi le nom de Meiosis
Promoting Factor. Injecté dans des ovocytes stimulés par la progestérone, le MPF induit immédiatement la
condensation des chromosontes, Ja rupture de Penveloppe nuctéaire et ta formation de deux fuseaux méiotiques.
Le MPF nest pas spécifique d’espéces et contrdle ka mitose de toutes fes cellules somatiques, aussi bien des
batraciens que des mammiferes. 11 est done trés bien conserve au couws de VEvolution LEGF (Epidermal
Growth Fuctor) qui a été impliqué i I fois dans Ta maturation de ovocyle et dans les premiéres divisions du
zygote induil fa phosphotykation de MAT kinase (MAPK) dans plusieurs types cellulaires. Fn elfer, un certain
nombre d’éléments initiaux induits par la fixation de I'FEGE & son réeepleur comime i"awephosphorylation du
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récepleur et la stimulation de plusicurs kinases ont ¢ déerits. Plusieurs substrats de MAPK tels que e récepteur
A TEGE. les MAP, le proto-oncogéne o-fos onl déja ¢lé impliquds (Hanzen et al.. 2000)

Stabilisation de Povocyte en métaphase H : c-mos ol MSE (Meiovis Stabulizing Factor) Le blocage
de Fovocyte en métaphase 11 jusqua Ta fécondation est divau prochiil eyloplasitivoe du profo-oncogéne c-mox, le
MSF. Loactivation de lovocyle dépend a la fois de mécanismes impliquant des phosphory lations-
déphosphurylations multiples (inhibées par la 6-DMAP, G-dimdthyl-aminopurine) et des syntheses protéiques
(inhibées par la puromycine). Ces deux drogues peuvent bloquer indépendamment la condensalion des
chromosomes et, par suile, la reprise de la méiose. Chez les manmmileres (vache, brebis, lapine, truie), excepté la
souris, ces synthéses protéiques exigent la production d"ARN Fintérieur des cellules e la corona radiata,
permetiant notamment la synthése dune cycline (Moor et Galli, 1991}, On comprend done pourquoi ta couche
de cellules folticulaires péri-ovocytaires est nécessiire & la reprise de ka mésose in vitro chez la plupart des
mammileres autres que la souris (Hlanzen et al, 2000).

Figure 1-3 : Maturation nucléaire de l'ovocyle de mammilere : Ex @ Ruminants drapres Bzolost (1991),
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*  Maturation cytoplasmique :

Migration des granules corticaux @ Cetle matutation du cytoplasme est caractérisée puar la
migration des granules corticaux i partir de appareil de Golgi. contre la membrane plasmique (fig. 1-4, fig. 1-
5). i1s jouent un réle prépondérant au moment de 1a fécondation, aprés entrée du premier spermatozyide, en
s'opposant & la pénétration des autres pour éviter la polyspermic. Présents dans Povocyte de tous les
mammiltres. ils sont fixés a la membrane plasmique par une protéine du cylosquelette. la calpactine. qui
imtervient dans les mécanismes d'exocylose. D'ailleurs, la libération des pranules corticaux entraine un
durcissement de la membrane pellucide défavorable @ fa fecomdabilit¢ wliérieure de Tovocyle, ce qui est
[ondamental dans le mécanisme de [écondation de 'ovocyte par un seud spermatozoide. La maturalion
cyloplasmigue comporterait acquisition d’un facteur protéique mal identifié : le MPGE (Male Pronucleus
Growth Factor), responsable de fa décondensation de la chromatine et des madilications des protéines nucléaires.

Maturation membranaire » Cest la propricié de la mwembrane pellucide 4 reconnaitre
specifiquement les spermatozoides cipacités de son espéce. Ce serail essenticllement. FMacquisition de parties
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ulycosylées des protéines de la membrane pellucide (ZP5 84 Kdaty qui seranen rexponsables de celte premiere
reconmiissance du gamete mile. La inaturation de la membrane petlucide est asses lardive et serail sous le
controle de ka corona radiata chez les rongeurs.

Figure I-4: Maturation Cytoplasmigue de "ovoeyte {Scriban, 1999),
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Figure 1-5 : Molecutes modulatears dans la maturation cytoplasmique de P'ovocyte, (stomalatenr +
Er infribitenr <) les factenrs FGF, TGEN et IGF-1, JGF2 ne sont pus représentds (Drivicowrt of af., 1998).
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¢) Phase de recrutemneit :

Clesl en 1980 que Di Zerega et Hodgen ont, pour fes primates. propusé les concepts de
wrectutement, sélection et dominance». Leurs études histologiques in vitro onl par la suite é1¢ confirmees in vivo
che, la vache par échographie el chez la brebis par marquage 4 Pencre des follicules.

Le terme recrufenient s applique a tout follicule qui a dépassé e stade auquel habituellement la
phipart des Toblicules deviennent atréliques (Fortune, 1994). H concerne done touwt un ensemble de follicules
entanant dans un environnement d'inlluence gonadotrophique une maturation susceptible de les conduire 2
Povulation, Ce n cst pas un phénomene isolé oy li¢ au hasard, Habituellement, il concerne ¢hez les ruminanis 2 a
5 follicules de taille comprise enue 3-el 6 mm (Drioncourt et al. 1994a). Le recrulement d’un nombre de
follicules supéricur & celui néeessaire constitucrait unc garantie quau moins un follicule se trouve dans les
conditions optimales de développement et de sensibilité I"action de concentrations minimales de FSH (Forlune.
1994). 11 a en effet éé démontré que L destruction d"un follicule dominant au début ou en lin d'une vague de
croissance Tolliculaire retardait dans le premier cas huvégression dus follicules de taillz directement inféricure et
entrainait daas Ie second cas un recrutement plus précoce des [oHicules lors de la vagne suivante. La disparition
du Toliicute dominant se traduirail par une réangmentation de I"hormone FSH qui permettrait wu second lollicule
de devenir dominant 4 son tour (Fortune, 1994) (annexe 13, 12, 15).
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d) Phase de sélection :

La sélection, fail 1éférence au processus par lequel parmi fes nombreus follicndes en croissance,
seuls arriveront au slade préovulatoire des follicules en nombre caractéristique de Pespéee ou de la race. Cette
notion trouve sa confirmation dans la constance du nombre Jovutations maleré L divessité quantitative et
qualitative de la population folliculaire entre individus. L'ateésic joue un rile esseatiel dans cette sélection
(anncxe?).

Cette phase, la sélection se caractérise par une diminution de la concentration de fa FSH et par une
augmentalion progressive de la synthése dastradiol (annexe 12}, résultat de "augmentation de la fréquence des
décharges pulsatiles de I’hormone LH responsable de la synthése accrue d'androgenes par la théque infeme
(Driancourt et al., 199la). L’augmentation de Pwestradiol et plus précisément du rapporl entre cestradiol et
androgénes constitue une caractéristique de la dominance fonctionnelle du follicule en croissance {Sunderland et
al.. 1994). On observe également une augmentation dans le liquide folliculaire de 1a concentration en inhibine.
La rétroaction de 'inhibine et de Paestradiol sur fa I'SI1, variable seton les espéces. entraine la réduction de
synthise de la FSH et est responsable du processus de sélection. Ainsi, 1 a 5 jours aprés e recrutement, les
concentrations en FSH alteignent des valeurs inféricures a celles induisant e recrutement, celui-ci sarréte et
I"excédent de follicules s’atrésic {Drinncourt et ak, 1991a).

¢) Phase de dominance :

La notion de dominance a ¢1é particulicrement bien déerite dans Fespéee bovine, Elle est {oute 4 la
fois morphologique et fonctionnetle (Lavoir ol Fortune, 1990). Flle est qualiftée de morpholegique (DM) parce
qu'clle est exercée par fe plus gros lollicule présent sur I'un ou Fautre ovaire. [lle est ¢gnlement fonctionnelle
(DF} parce que le follicule dominant ¢st le seut qui soit capable de provoyuer 1a régression de Follicules en
croissance ou d’inhiber la croissance d’autres follicules (Sirois et Fortune, 1991) et d'ovuler dans
environnement hormonal approprié (Rouiller et al., 1989 Gong et al., 1993a) Ginnexe £3),

Au cours de la phase de sélection, le follicule doninant croit de maniére linéaire penda;u plusicurs
jours jusqu’a atteindre la taille de 9mm environ (Ginther et al.. 1989 : Guilbautt et al., 1991). Celie premiére
phase de croissance dépend du stade du cycle auquel elle est ohservée. Elle est plus courte pour les follicules
dominant avant initié leur croissance aux jours 4 et 16 du cycle {2 jours) que pour les follicules dont la
croissance a débuté au 12 jour du cyele (4 jours). Une fois ce diameétre atteint par le follicule, cefui-ciest a ce
moment 2 méme d’exercer sa dominance morphologique et (onctionnelle. Cest au cours de fa phase de plateau
(6 jours) (Ginther et al., 1989) alors atteinte par le follicule en croissance que ce dernier perd progressivement sa
dontinance fonctionnelle. Lors de la deritre vague de croissance folliculaire, le follicule dominant poursuit sa
croissance en réponse aux facleuss hormonaux: responsables de Fovulaton, Lots des premiéres vagues de
croissance follicukaire, le follicule dominant ne pourra ovuler que st lu régression dii corps jaune est induite par
une injection de prostaglandines. Si cette injection est réalisée apres la fin de dominance fonctionnelle, e
follicule morphologiguement dominant subira Patrésic et une nonvelle phase de recritement sinitiera (Kasletic
et al, 1990 ; Savio et al., 1990a ; Driancourt ¢t al., 1991h).

Le plus gros follicule présent sur les ovaires n'est done pas nécessabrement d’un point de vue
fonctionnel te follicule dominant. Cliniguement, la présence sur les avaires de plus de 10 follicules de diamétre
compris entre 3 et $mm permet d’exclure celle d un follicule fonctionnellement dominant (Bungartz et Nienuuin,
1994). Plusieurs expériences onl démontré que fa dominance morphologique est plus tongue que ld dominance
fonctionnelle (Lavoir et Fortune, 1990 ; Fortune et al., 1991 Savio et al., 1990 ; Kastelic ef al.. 1990 ; Kastelic
et Ginther, 1991). Cette derniére s’ exercera done surtout au cours de la phase de croissance du follicule dominant
et pendant les deux premiers jours suivant. La phase de domitance morphologique et fonctionnelle peul élre
artificiellement prolongée par I"administration de progestagénes (Sirois et Fortune, 1990 ; Savio e al, 1993). Cet
eftet dépend néanmoins de la dose du progestagéne administrée. A a différence d’une dose élevée. une faible
dose entrainera la persistance du follicule et 1'augmentation de son diamétre. Elie n'empéehera pas ["ovulation
mais sera responsable ce faisant d’une réduction de fa lertilite.

1) Atrésic folliculaire :

Encore appelée involution (olliculfaire, elle conslitue le devenir de Ja majorité {99,9%) des
follicules présents dans Povaive des mammiferes. Elle joue done indirecteent un réle important dans la
régulation du taux d’ovulation. Sa durée, ses causes el son mécanisme sont encore mal connus laute d’une
délection précoce et fiable. Cytolugiquement, elle west identilinble que chez kes follicnles primaires, secondaires
ou terliaires par la mise en évidence de pycnose (grains de chiomatine condensie) (Hirshiield, 1989) vu
d’apoplose (corps apoptotiques) dans les cellules de la granubeuse (Hughes et Gorospe, 1991} ou par
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I'identilication de processus dégéndratily (opacilication) at nivean de Tovoeyte, Biochimiguement (fig. 1-5), elle
s"accompagne d'une augmentation des canteitralions en enzyncs dynosomules ¢l en glyensuminogiycans ainsi
que d'une dintinution (1ab 1-1) des concentrations ¢n estradiol, ’ I ‘

La granulosa disparait progressivement ¢l le cumulus se dissocie (fig. 1-6). L ovocvie dégéndré
reste la derniére celiule identifiable. Sur le plan lonctionnel. la distinction entre les follicules airéliques ou non
peut élre réalisée par la délermination du rapport de leurs concentrations en wstradiol/progestérone (Ireland et
Roche, 1982), ou mieux encore, par le rapport de leurs concentialions en wstradiol/vtytotine. La réceplivité &
I'hormone LH des follicules de la vague préovulatoire cst comparable. & celle des follicules des vagues
meleestrales ou dicestrales mais leur concentration en strogénes et androgénes est plus élevée (Driancourt et at.,
1990 : Ircland et Roche, 1982). o : ' R L ' : '

Diflérentes éludes ont précisé e moment préférentiel d'apparition de I"urésie (Hirshiield, 1991). .
Elles sont basées sur I'analyse du_temps nécessaire pour doubler e nombre de cellules de la granuleuse visibles
au travers de fa-plus grande coupe d'un Tollicule (notion de géndration ou cycle celliilaire). Deux faits essentiels”
ont ainsi ¢lé identifiés. La durée des eyeles diminue avee lenr nombre. Ainsi ¢hez le rar. I'intervalle entre la
premiére €t la troisiéme génération est de plus de 30 jows tandis gu'elle n'est que de 4 jours entre la 6™ ¢t Ja .
79" pénération (Hirshfield, 1991), Par ailleurs, fa fréquence des follicules atrétigues augmenicavec fe nombre de -
eycles de multiplications .celiulaires, Elle est maximale au mioment- de fa formation de Faiunum chez la ratte
fandis que chez Ja femme ct la varche si figquence est Ta plus Elevde mi cours des stades suivant I [grimation de
Fantrum (fg. 1-6). Cé nombre dépend davantage de la taille du follicule ovalatoiie que de fa raille du Tollicule
~aral. En cffet, le diamétre du lollicute antral_ est comparable chez la ratte. o vache o la fenuite “soit 0:2 a
0.4mm mais le diamétre du follicule ovulatoire est de 0.9 - 10mm chez la ratte ¢t colitjuis entre 15 et 20min chez.
la vache el la femme. Les raisons de ces différences Sonl encore pen connucs. ) ’

ot L atrésic folliculaire touche 99.9 % des folliciles involutifs. L'atvésie conesporid a la icgression i
follicule jusqu'a sa disparition compléte dans le stroma ovarien. Dais les priinaires pi'ézinlrniix.}felig debiié par.
- Ientrée en apoplose de I'ovocyle, cn revanche dans fes follicttles & dntruh, Cest ic adgriéntation dis ik
d"upoptose des cellules de granulosa qui est le premier signe observable d’atrésie (fig. 1-6). Dans les cellulles de
fa granutosa, scule la phase finale de apoptose, la fragmentatipn de 'ADN, csl réeticirient visible sous foriie
© daeréeats d'ADN. les grains de pycnose. Le stade ultime d'involidion du follicile st caractérisé pat séh -

Pt =

éerasement et I'invasion de Pantrim par des fibres conjonctives (Thibadlt et al., 2001).

“Tableaw 1-1 ¢ Les changements inélaboliques el biochimiques iors de 1'atrésie {Moiiatix et al., 1999),
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Figare -6 2 atrésie follicutiire au nivean cellulaire { Fhibanlt el al., 2001).

GRANULOSA
g 1GFBP-2

- —— .

\

* M
] -
Y -
! ~ // nmatrice
' RS extracellykaire
~
} AN
- i ~
S - 1 . //
: L7
~ AN
o, ~
RN g .
\ e __‘:"(,/' ~ .
' e -~ connexine 43~ ]
P ~. _tonau < ~ .. FSII-R
! e — RN |
O-f el e e e e TR e e N LY |
' R I I _
t
H
A | I
X FHEQUE
I "
() - }— - — = e y JGFBP-2
e - - =~ e S - e JGTBP-A
1 ~ - -
[} = ~ \"
| ~ s
~ - -
{ R A
i L™
i 7 ~
]
| ’ LES
50 - : ; N
{ . ~
1 ’ \ e
. , N -~
| . - | .
1. ~ ~ . LIR
--------- 1 . .

Ce— = P4SNCT

=
s = ioms 22 A is iatnva P

LIQUIDE FOLIICULAIRE

PP E
b

100 = - b o e = 1GFBP-2
t . b N zinme— e SIGEBP
i | ;7 N /
' ;' . \ _ /ptoléogiycatics
e A :
i _ Ut .
' S MM /_\’.\
50 - : ) y
R JrO
b o \
| I - +
L e - \ tiliopéiies
0- : N .estrogénes

J T L LR N

progression de Vafi-ésie

alrésie
ARRILIINYS

début
Wiatrésic

o T

disparition des mitoses

iPage 26



Partie Bibliographigque

Chapitre 1

Figure 1-7 : Le phénomene de Fatrésie folliculaire (Monniaux e al., 1999),
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CHAPITRE II:

2. LAREGULATION DE LA
FOLLICULOQGENESE.

I. Larégulation de la folliculogengse :

enx plmsés doivent étre distinguces en ce qui converne les régulations formoriales ainsi que le
mécamisme dUelfer de divers Factenrs sTexercant sur la folliculogenése au cours du cyele el du post-partum. La
premiere phase, qualifiée de «gonadotrope indépendanten, est placée sur le contrdle do facteurs intra-ovariens au
nombre desguels on comple activine. Ville concerne chey la vache. les Tollicules de taille intérieure & 5 mn. La
seconde phase est plus complese et dépend tout a Iy fois des hormones gomadotropes. utropine et follitropine.
mais aussi de nombreux facteurs intra- ou extra-ovariens (Drion et al., 20003 Gmnexe 14) qui, selon leur nalure
sont impliqués dins ke recrotement, i sélection v fa domimance foliculaire

1. Phase gonadotrope indépendante :

Chez les mammiferes, les facteurs déclenchant Fentrée en croissahee des follicules primordiaux
restent mal connus. Chez la brebis. Uhypophysectomie n"empéche pas les follicules tle croitre jusqu’a atieindre
ane tailie de 2mm. Chez ta vache, Uinhibition de ta libération de I"hormone FSH (FFollicle Stimulting Hormone)
par I"administration & long terme ("agonistes de 1a GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone), n’enipéche pas
certains follicules d'évoluer jusqu'd un diamétre compris entre 6 ¢t 7 mm {Webh et al., 1994). Ces deux
observations confirment Pabsence de rile essentiel des hormones gonadotropes pendant les premiéres étapes du
développement folliculaire ; & ce stade, clles agiraient probablement davantage st la régulation des capacités de
symhése ¢l de maturation des cellules de la granuleuse que sur la croissance folticuliire proprement dite
(Drianconrt et al., 1991a). Celte phase de développement foltictdnire serait en lail cssentiellement assurée par
des Tacteurs de croissance produits focalement par les follicules {(Bendell et Dorrington, 1990) et agissant de
maniére paracrine. Parmi ceux-ci, ictivine serail te candidal potentiel (annexe 10).

2. Phase gonadotrope dépendante :
Celle phase, également qualifide de folliculogencse fonique par opposition A la précédente appelée
folliculogentse hasale (Driancont 19910). commence chez Ta brebis et chez Ta vache, lorsgue les follicules o
atteint une tailie Timite caractéristiyque de espece (200 pn chez souris, 2 nun chez. la brebis el 4 mm chez la
vache). L'acquisition de celle tilie correspond 1 diverses modiftcations histolopigues el hormonales du
follicule: il acquiert une théque viiscularisée qui awlorise davantage d”échanges avee Peovironiement ovariei du
follicule, sa capacilé stérofdogéne augmente et se raduit par une augmentation de la synthése d"@stradiol
(annexe 3,4, 5, 12, 15 et 16), la vitesse de multiplication des cellutes de la granuleuse s’accentue puis se réduit
lorsque te follicule atteint le stade préovalatoire. ‘

Ces divers mécanismes résultent des ieractions synergiques et/ou anlagonisles entre, d’une part,
les hormones gonadotropes d origine hypophysaire FSH ¢t LIV et, d’autre parl, des substances polypeptidiques.
les unes exergant une action stimultrice (1GFs, activine, TG F-f3 ( Transforming Growih Factor)) et les anties une
action inhibitrice (1IGFBPs {Insulin Growth Factor Binding Proteins), follistatine, inhibine, interleukine-6, TNFe
(Tumor Necrosis Factor)) (Momniaux ¢t Monget, 1997). Leffet de ces substances est a la fois indirect - ¢lles
excreent upe rétroaction négative -ay nivean hypophysaire - et directe, de fype paracrine, au nivedy ovarien
(Larson et al. 1991, Le réle des diverses tormones impliguées est cependant plus complexe. Il s exerce en ellet
d une par sur'les mécanismes impligués dans le nombre de vaguies de croissance (GHreutaire au cours du cycle
et d"autre part sur les divers aspeets d’une vague de eroissimee follicutaire 2 savoir le recrutement, 1a sélection et
L dominance (fig. 2-1).

3. Controle hormonal durant lé recrutement :

Le recrutement de plusicors follicules est essenticHement jmputable & hormone 'SH. Des
différences entre espéees onl néimmoing €é constitées. Chez la vache, différentes observatioiis ont confirmé la
relation entre Phormone FSH et 1a phase de recrutement. Chagpic vague de croissance folliculaire est précédée 2
& 4 jours plus (81 d"une augmentation de FSH (Sunderland et al.. 1994), celle-ci apparaissanl, en ce (Ui concerne
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la premiére vague. le jour de I’ovulation. Enfin, I'inhibition du pic de FSH le jour de I’ovulation par du liquide
folliculaire renfermant de I'inhibine retarde Papparition de la premiére vague de croissance folliculaire et du
follicule dominant de 1,9 et 2,7 jours respectivement et augnetife, ¢t fisant, le noinbre de cycles hetotipyHant
que denx vagues de croissance folliculaire {Turzillo et Fortuie, 1990). Cet effet est d’autant plus net que
I"administration de liquide folliculaire est précocement réalisée au cotirs du cycle {Kastelic et al., 1990 ; Drioi et

al., 2000},

Figure 2-1 : Cycle oestral chez une vache avec le profile hormonal sérique (Ennuyer, 2000).
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a) Role de la FSH :

La FSH hypophysaire slimule I'activité de I’aromatase des celtules de Ia granulosa (Erickson et
al.. 1978), favorisant ainsi 'aromatisation des androgénes en cestrogénes. L’aclivité de cetie enzyine est pltis
importante dans les follicules dominants que dans les follicules domings.

Les espéces présentant des vagues de croissance folliculaires en phase meistrale ou dicestrale. le
recrulement pourrait &tre déclenché par une élévation moins conséquente de ld FSH ou &tre le résuliat de
I*amplification de son action par des facteurs de croissance. Une telle augmentation de la FSH avant chaque
vague de croissance folliculaire a été observée chez la vache. Il lui fait suite une phase de sélection peridaiit
taquelle, la conceniration en FSH diminue.

Le rdle de la FSH peut, pour une espéce donnée, dépetidre de la taille du follicute. Il 5’exetceriit
davantage sur les follicules de diamétre supérieur 4 2 voire 3 ou 4 inm que sur les plits petits follicules ptésetits
au sein de la méme cohorte de recrutement (Lussier el al, 1994). De¢ thénie, lors d’uit {rdticinent de
superovulation, I'effet de la FSH se manifeste davaniage et de inatiiere plus précoce siit les follicules de taille
comprise entre 2 et 4 mm ou entre 5 et 9 mm que sur les follicules de diameire sipérieur 4 10mni.

b) Réle de la GH :

L’ hormone de croissance (GH : Growth Hormone. STH: Somatotropic liorittone) ot ses dnalogties
recombinants, bien connus chez la vache pour leur ulilisation en vue d’augihenter 1a production lailiere,
améliorent la croissance des plus gros follicules (Lucy et al., 2000) el ieur synthiése d’astradiol (De La Sotd &t
al.. 1993). Ne inodifiant pas les taux de gonadotrophiries hypophysaires, I'action céllulaite de la GH s’exetce dl
niveau ovarien par ’activation de la sécrétion de IGF-1 par le follicuié; et par une atigméntation plobale du lailk
d’ovulation, ainsi que par une augmentation de production de progeslérone et d’IGF-1 pat le corps jaure.
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L augmentation de la fréquence des gestations sémellaires associée a utilisation de la bST {Bovine
Somatolropin). Corrobore son eflet sur la croissance folliculaire.

¢) Réle des facteurs de croissances :

Les facteurs de survie, de prolifération ou de différenciation lollicufaire identifiés au niveau
ovarien sont multiples. Leur étude est difficile compte tenu, d'une part de leurs divers mécanismes d action
(effel via des récepteurs ou en tant quagents modulateurs de I"activité ou de la disponibilité d autres facteurs} ct.
d autre part. de leur structure moléculaire fort apparentée, voire semblable a celles de leurs protéines de taison
comine les IGFBPs (Monget, 1995). 1ls se distinguent également par leur site d'action. Hs peuvent en effet agir
sur les cellules responsables de leur synthése (autocrinie), ou sur d’aulres cellules du follicule par la voie locale
(paracrinie) ou sanguine (endocrinie}. Par ailleurs, ils peuvent également agir par des mécanismes additionnels
tels, la juxtacrinie (activation de récepleurs sur la cellule adjacente via des facteurs de croissance attachés a la
membrane cellulaire) et Pintracrinie (stimulation de ta cellule o0 le facteur de croissance est produit sans
production préalable de ce facteur de croissance). Cependant la part respective de leurs sites d action restant
ancore a déterminer, il est sans doute plus exact de parler de systemes de facteurs de croissance que d’un facteur
de “croissance proprement dil. Quatre systémes sont a ce jour classiquement distingués: 'EGF (Epidermal
Growth Factor), I'GF (Insutin like Growth Factor) (Hammond et al., 1991). les TGF (Transforming Growth
Factors) et fe FGF (Fibroblast Growth Facter) (Findlay et al., 1990). Plusicurs ligands ont par ailleurs éte
identifiés dans chacun de ces systemes.

Il & é1é démontré qu'in virro la plupart des facteurs de croissance stimulent a fa fois la survie el la
prolifération des cellules de ia granulosa. Par contre, certaing om un effet de stimulation (IGFs, activine) el
drautre un effet d'inhibition (follistatine, TNF-a) de Vactivité de la granulosi, évaluée par la présence d'une
stéroidogenése active ou de récepleurs A la LH. Cette dualité d action peut dépendre des conditions de culture in
vitro. de la nature des facteurs qui v sont présents, du degré de différenciation cellufaire aw moment de la
stimulation ou encore de la concentration intracellulaire des facteurs de transceription (Monniaux et Mongel.

1997).

Le role du systéme IGF-1 au niveau ovarien a davantage été éludic ; synthétisé par les cellules de
la granuleuse (Mazetbourg et al., 2000), il constitue, in vitro, un puissant stimulant de prolifération et
différenciation des cellules de la granuleuse de différentes espéces telles que la rate. l truie, la vache, la brebis
et la fomme (Monniaux el Pisselet, 1992). ) constitue également un des plus importants facteurs de régulation de
la dominance Tolliculaite. 11 stimule Paromatase des cellules folliculaires en augmentant ainsi fa production
Fastradiol. 11 stimule fa stéroidogenése des cellules (hécales el il joue un réle autocrine sur sa propre sécrétion
par les cellules de granulosa. Enfin il augmente la sensibilité des cellules folliculaires & fa stimulation des
horimones gonadotropes en amplifiant leur synthése de récepteurs a ces hormones (Spicer el Echterkamp, 1993).
Son action se limiterail aux follicules de petite taille ¢est-a-dire de diamétre inférieur a Smm (Gong et al.,
1993b).

L' IGE-1 powrrait enfin étre Pagent médiatewr de Peffet de Fhormone de croissance sur le
développement folticulaire. En effet, Uinjection de fa b5T entraine dans ley 48hcures Paugmentation de la
concentration de UIGF-1 et de I'insuline. non seulement dans fe plasma, mais ¢galement dans I'endométre et fe
liquide follicutaire (Herrler et al, 1994). Enfin, comme rappelé ¢i plus haut. une relation positive entre la
fréquence des gestations gémeklaires el une concentration plus ¢levée d'TGF-1 dans le sang et dans les follicules a
&1¢ mise en évidence. Par contre, il semble que Maddition in vive d"IGF-1, directement au nivean ovarien, aliére
la croissance folliculaire el les concentrations en cestradiol au niveau du liquide folliculatre. Ainsi, Spicer el al.
(2000), plagant des mini pompes osmotiques délivrant de PIGF-1 humaine recombinante (2 mg/h pendant 7
jours), chirurgicalement & intérieur d’ovaires de vaches cyclées, onl constaté que le traitement augmentait
significativement la concentration en estradiol mesurée a I"intéricur du liquide folliculaire des plus petits folli-
culcs. Par contre, ni fa concentration en astradiol dans le liquide folliculaire des grands follicules, ni les concen-
trations en progestérone, androstenedione ou IGFBP dans les deux types de follicules n’ont ét¢ augmentées (fig.
2-3).

4. Controle hormonal durant Ia sélection :

La nature exacle du factewr qui détermine le caractére dominant d’un follicule est 4 ce jour
inconnue. Deux hypothéses ont néanmoins ¢lé avancées. La premiére supposc l'existence d'une protéine
régulatrice (FRP: Follicle Regulatory Frolein) el n’a pas été confirmée. La seconde envisage la sécrélion par le
follicule dominant ou par les follicules appeiés a le devenir. de substances inhibitrices de la synihese
hypophysaire de P'hormone FSH et done responsables de "atrésie folliculaire de 'ensemble des follicules ispi-
ou hétérolatéraux au follicule dominant, Cet elfet ne concernerait pas le follicile dominant, le seul qui puisse
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continuer a se développer en présence de concentralions minimales de FSH, hormene toujours indispensable
pendant la phase de dominance (Turzillo et Fortune, 1993). Récemmen. if a €1¢ observé que la sélection du
foilicute daminant se faisait 36 a 48 heures aprés le débul du recrutement. Bl est temporeliement Liée & ['ex-
pression par ke follicule de I"ARN messager des vécepieurs a I'hormone LH. Le premier fellicule qui acquiert
des récepteurs @ 'hormone LH devient le follicule doniinant car ses cellules de granuleuse sonl cupables de
répondre aux lormones LH et FSH (Bao et Garverick, 1998) (fig. 2-2).

Figure 2-2 : La concentration FSH et P4 durant une vague ovularte (Ennuyer, 2000).
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Outre Poestradiol (Bo et al. 1995) plusieurs substances onl €l¢ proposées pour jouer le rble
Jinhibition de a sécrétion FSH.. an cite Plnhibine ; Paction de Minhihine semble se Taire de deux manieres : La
premiére s’exercerait au niveau du follicule ou P'inhibine limiterait, de miniére autocrine, fa conversion
d’androgénes en strogénes en agissant sur Paromatase responsable de cette transformation. La seconde
sexercerait de maniére périphérique par inhibition, de maniere endocrine, de Ia sécrétion de FSH et par consé-
quent de la croissance d’autres follicules. La croissance du follicule dominant en Fabsence de FSH est rendue
possible grace & Pintervention de IGE-1, synthélisé cn grande concentration par le follicule dominant, I'VGF-1
amplificrait Peffet de la FSH. L'I1GI-1 stimulerait I"aromatisation des androgénes en wstrogénes. L. wslrudiol
ainsi produit stimulerait en retour la production d'IGP-1 (fig. 2-3). Ce double rétrocontrole expliquerait
i"augmentation rapide de I'@stradiol dans le follicule dominant. A Pinverse, les follicules dominés ne dispusant

pas de ce mécanisme compensatoire sont voués a "atrésie (Findlay 1993),

La follistatine (FSP; FSH Suppressing Protein) esl un polypeptide isolé du liquide folliculaire
porcin et bovin (Ueno et al., 1987). Bien qu'ubiquiste, sa synth¢se est surtout assurée par les cellules de la
granulosa sous le contrdle de la FSH (Findlay, 1993). Elle serait impliquée de manitre autocrine dans les pro-
cessus de lutéinisation et d’aeésie du follicule {Xiao et al,, 1991). En présence de FSH, elie inhibe Maclivité
aromatase des cellules de la granuleuse el leur production d'inhibine tout en favorisant ta synthése de pro-
geslérone, s'opposant en cela aux cffets de Pactivine. Elle est répertoriée comme «activin binding protein»
antagonisant I'effet de I'aclivine au niveay piluitaire (Nakamura e al., 1990). '

5. Contréole hormonal durant la dominance :

La phase finale de lu période de dominance, voire la phase finale de Ta maturation folticutatre
amiment par une augmentation trés netle des wstrogénes. Celte synthése
Ia thegue et de la granulosa et Iintervention des hormones gonadolropes
ion dandrogencs par fa theque interne et la FSH assurant Faromatisation
ssus présente fa particularité de

préalable a 'ovulation, se traduit not
suppose la coopéralion des cellules de

LIT et FSH, la LH induisant la Tormat
de ceux-ci en estrogénes par la granulevse (fig. 2-3). Chez la vache, ce proge
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pouvoir Clre observé a des moments différents du cycle, ¢’est-a-dire en présence ou en I"absence d’une
imprégnation progestéronique (Drion et al., 2000).

Dans le premier cas, la synthése d’androgéncs el leur aromatisalion en cestrogénes ne se prolonge
pas au-deld du g™ yoire du 10 jour du cycle en ce qui concerne le follicute dominant de la premiére vague
(Sunderland et al., 1994). Cet effet. limité dans le temps, est imputable a IPaugmentation de la progestcrone dont
on comail I"effel inhibiteur sur Iactivité de Taromatase. La fin de la phase de dominance du follicule est
précédée de la perte par ce folticule, de sa capacilé a supprimer Peffel FSH et & produire des wstrogences, de
méme que par la perte de ses récepteurs & LH et FSIL Celte périnde coimeide avee I'¢mergence d une nouvelle
vague de croissance folliculaire 4 nouveau précédéc par une augmentation transitoire de fa FSH (Roche et al,
1997).

A Pinverse, la lutéolyse induit une augmentation drastique de la synthése d’androgénes et de leur
aromatisation en cestradiol dans le follicule dominant. Cette augmentation résulte d une sensibilité accrue de la
théque & ’action de Phormone L dont la concentration basale et la pulsatilité coincident avec la diminution de
la progestérone. Ce changement de la concentration de "hormone LH en présence de concentration basale en
ST est essentiel pour le devenir ovulatoire du follicule dominant (fig. 2-3). It apparait donc que cest la
réduction de la pulsatilité de "hormone LH qui serait responsable de Patrésie des follicules dominants de la
premiére et suriout de la deuxiéme vague de croissance foiliculaire (Lucy et al., 1992).

Figurc 2-3: Stéroidogenese dans un follicule en stade immature puis mature (Roche, 1996).
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D'Occhio et al. (2000), ont vérifié la possibilité de contrdler la cycticilé des femelles dans des
exploilations bovines exiensives au moyen d'implant libérant un agoniste de la GnRH. Le principe, déja
Jargement wtilis¢ en médecine humaine dans le traitement de différentes maladies hormono-dépendantes,
pendocrinologie de fa reproduction, la fertilisation in vitro et le transfert d’embryons (Hanssens et al., 2000;
Tzafeltas, 2000), consiste en induction d'une «Down- Régulation» des récepteurs a la GuRH - vne réduction de
leur nombre et une désensibilisation vis & vis de Phormaene stimulatrice (présents sur les celluies gonadotropes
hypophysaire), une desensibilisation de Uhypophyse antérieure & la GuRH endogéne et conséeutivement, une
diminution de la sécrétion endogéne pulsatile de LM ; appliqué a des génisses, ce traitement prévient arrivée
d’un pic préovulatoire de LH, empéchant ainsi I’ovulation. Un (railement a base d’agonistes de GnRH durant 4 a
6 semaines restreint la croissance folliculaire a celle de follicules jusqu’a une taille de 2.4 4 mm (D’ Occhio et
al., 2000; Dufour et al., 1999). Les traitements a long terme quant & eux, contrdleni 1a cyclicité, plulde par un
manque consécutif en hormones gonadotropes que par une action directe de 1'agoniste au niveau ovarien. Ainsi,
it est possible de faire redémarrer une croissance folliculaire normale chez des génisses ayant subi un de ces
traitements a long terme (6 mois) et ne présentant au niveau ovarien que des follicules d’unc taille comyprise
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entre 2 et 4 mm. par des injeclions soutenues de FSH suivie de LH. Plus récemmient, ces implants ond été
introduits dans les protocoles de superovulation et de (ransfert d’embryons chez les bovins afin de permettre un
meilleur controle de la croissance folliculaire sur base de FSH exogéne et de décider du moment d*ovulation par
Pinjection de LH (D'Occhio et al., 1998). :

II. Les facteurs influencant la folliculogenése :

A ce jour, 4 groupes de fucteurs peuvent étre distingués. Le premier, el sans doute le plus essentiel,
le second, est spécifique a la vache alluitante, le troisiéme est 1i¢ & I'imprégnation progestéronique alors que le
dernier est fe plus innovateur. La nature des lacteursrégulateurs ainsi que leurs interactions sont loin d’avotr été
completement identifis. D’importantes découvertes ont néanmoins €té réalisées. Elles concernent plus
spécifiquement les opioides endogenes, Pinsuline, et la leptine (Drion et al., 2000).

1. Effet de Palimentation :

a) Effets sur la eroissance folliculaire :
~ Diverses observations conlirment la multiplicité des influences de Ta balance énergétique sur la
croissance folliculaire au cours du post-partum. Ainsi, doivent étre pris en considération, P'aspect quantitatif
(modérée ou sévére) de la balance énergélique, Peffet sur le recrutement ou la phase terminale du
développement folliculaire, fa durée de fa période entre le vélage ct le moment ou le défict énergétique est
maximal et la durée de la balance énergétique négative.

Une étude échographique a démontré que tes vaches en lactation témoignant d’une balance
énergétique positive présentaicnt un nombre plus réduit de follicules de diamétre compris entre 3 et 5 mm ou
entre 6 et 9 mm et un nombre plus élevé de follicules de diamétre compris entre 10 et 15 mm. De méme des
vaches de race laitiére non trailes présentent un plus grand nombre de follicutes cavitaires que les vaches traites
(De La Sota et al., 1993). A I'inverse, une balance énergétique négative n'empécherail pas le recrutement de
follicuies au cours des 15 premiers jours du post-partum. (Beam et Butler. 1997 & 1998). Se succéderaieit ainsi
I 2 9 phases de croissance el de régression de follicules dont le diamétre maximal irail croissanl jusqu'ad
moment de IPovutation (Mc Dougall et al. 1995). En cas d’insuffisance modérée de I'apport €nergétique, une
injection de GnRH est susceptible d’induire I"ovulation des plus gros follicules (diamétre > 10mm) présents 24
jours en moyenne aprés le part (Mc Dougall, 1994) dans les 24 a 48 heures, une activité cyclique réguliere
n’étant que raremend observée par la suite.

Une balance énergélique négative modérée affecterait done davantage les stades terminaux de la
croissance folliculaire. Le pourcentage de follicules dominamts qui ovulent est plus élevé lorsque leur
développement débute apres, plutdl quavant, fe moment ol la balance énergétique négative est maximale
{75%> dovulations vs 24%) (Beam el Butler, 1997). De méme, Povalation du Tollicule dominant sera-t-elle,
plus [réquemment observée si I'intervalle entre le vélage et le moment ot la balance énergélique est minimale
est court (6,9 jours), que s’if est fong (15.5 jours) (Beam et Buller, 1997 & 1998). Un étal de sous-nutrition avanl
ou aprés le part allonge de 4 & 6 jours le moment ou le follicule dominant atteint sa taille maximale (14 vs 10
jours). 11 retarde également de-4 a 6 jowrs le moment de Pémergence de 1a deuxieme et troisieme vague de
croissance folliculaire. 11 en résubte un allongement de 3 semwiines de intervalle entre le vélage et la premiére
ovulation (77 vs 51 jours) (Jolly et ab.. 1995). Enfin, il a été démontré que "intervalle emtre le vélage et la pre-
micre ovulation est d’autant plus courl que le diamétre du second fotlicule dominant est grand (Mc Dougall ei
al., 1995).

Si au cours du dernier trimesire de la gestation ou au cours du post-partum, le déficit énergétique
est sévére, il est fiéquent de constater I'absence de follicules de diameétre supérieur a 8 voire 5 mm sur les
ovaires sans que pour autant la stéroidogenése des folficules de petite (2 a 4 mm}) ou de taille moyenne (5 a7
mm) en soil affectée (Ryan et al., 1994).

b) Mécanisme Paction ¢

Il est bien difficile a I'heure actuelle de proposer un modele définitil pour expliquer les effels de
Palimentation, en général et de la balance énergélique en particulier, sur la croissarice Folliculaire ati couirs du
post-partum. Elles ont fait 'objel de plusieurs syntheses (Jolly et al., 1995).

= Gonadolibérine ¢t ponatdotrophines :
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D'une maniére générale, il est bien démontré que des états de sous-nutrition s accompagnant de
périodes d’ancestrus plus ou moins prolongées, et sont assocides & une réduction de fa libération de la GnRH par
I’hypothalamus ¢t de la pulsatilité des hormones hypophysaires LI et FSH. Les effets de la sous-nutrition sur
"hormone LH ont davantage é1é démontrés que ceux sur I"hormone FSH. La sous-nutrition retarde la reptise
d"une libération pulsatile de I'hormone LM naturelle (Wright et at. 19923 ou iduite par Pinjection d’cesteadiol.
Chez la vache laitiere normalement nourtie, la pulsatilité de 'hormone LH coincide avec le moment ou la
balance énergétique redevient positive, Comparant deux groupes de vaches, MacDougall (1994) observe pour un
stade du post-partum donné, une concentration en wslradic] Ju follicule dominant plus faible chez les vaches en
ancestrus que chez celles normalement cyclées, sans que le vapport enlre cestradiol et testostérone en soit affecté.
Celte observation semble démomtrer que la sous-nutrition affecterait davanlage une réduction de la synthese de
la testostérone par la LH que 'aromatisation de cetle horinone en wstradiol: La reprise d une libération pulsatile
de Phormone LH est une condition nécessaire mais non sufTisante au développement [olliculaire normal, il est
vraisemblable que le processus de libération de la GnRH soit également affecté, celte libération étant indis-
pensable pour assurer une libération maximale de LH el done 'ovulation {(2rion et al.. 2000).

»  L’insuline:

En début de lactation, la présence d’une balance énergétique négative associée @ Iutilisation
importante de glucose pour la synthése de lactose se traduit par une hypoglycémie globale, L'implication du
glucose dans la fonction de reproduction est réelle. L administration d’un inhibiteur de son métabolisme
empéche I"apparition de I'aestrus et la formation dut corps jaune. De méme, "induction d'une hypoglycémie chez
des vaches en lactation s’accompagne d’une réduction de I'amplitude des pics de LH. L hypoglycémie
saccompagne d’une part, d’une hypoinsutinémie, et, dautre pat, d’une activatioh de I'axe corticolrope et de ld
synihése de glucocorticoides atiribuée & une &évation de la Curticutropin Releasing Hormone (CRH) et donc de
ACTH. L hypoinsulinémie excree divers elfets, dirccts sur le métabolisme, et indirects sur la physiologie de
Ihypothalamus et de Povaire. Elle se traduit par une augmentation de la lipolyse et done de fa concentration en
acides gras libres et corps cétoniques. Ces derniers. en associution avec les beta-endorphines, libérées
notamment en réponse 4 la stimulation de Iappétit par tes actdes gras libres, réduisent fa pulsatilité de la GnRH
hypothalamique. ‘

L’hypothése d’une action directe de Pinsuline sur Phypothalamus a é1¢ avancée mais reste
controversée. Celte hormone est. cependant capable de modifier expression du géne ou la fibération de diverses
substances hypothalamiques intervenant dans la régulation gonadotrope tels gue I"IGF-1i et le neuropeptide Y ;
I"hypoinsulinémie s”accompagnant drune réduction de la tibération de lhormone LI (Nestler, 1997). Une action
directe de insuline sur 1a fonction ovarienne ne peul éure exclue. Ainsi, soft wilisation lors de superovulation
saccompagne d’une augmentation du diamétre des foilicules et des concentrations en cestradiol. Elle est
également connue pour stimuler la prolifération des cellutes de ta sranufosa. Les mécanismes de cette action ont
fait 'objet d"une synthése récente (schéma 4 -1). L’insuline réduirail Tes taux intrafolliculaires de I'IGF-binding-
protein | (IGEBP-1). Cette proiéine de liaison est connue pour inhiber Pactivité biologique de I'IGF-{ sur les
cellules thécales a savoir la transformalion des androgeénes en estradiol, I'insuline favorisant ta transformation
de la progestérone en androgénes par les mémes ceHules. 1l en résulterait qu une diminution des coicentrations
en insuline en débul de lactation serait de nature a rendre les follicules moins sensibles a une stimulation par les
hormones gonadotropes (Drion et al.; 2000). '

« L’Insulin Growth Fuctor :

De multiples études ont confirmé la médiation possible par I'Insulin like Growth Factor des eflels
de la balance énergétique sur Iaclivité ovarienne au cours du post-partum (Spicer et al., 1990). Ce [acteur
dorigine hépatique est connu pour stimuler la stéroidogenese des cellules de 14 graiulosa et des théques. Sd
concentration plasmatique augmenle iégulicrement au cours du post-parttin {Spicer el al., 1990). Elle est
inversement proportionnelle au niveau de production faitiere 1nais positivemenl cofrélée avec le sivedu de la
balance éneraétique (Spicer et af.. 1990). Une réduction de sa concentration s’dcedinpaghe de ceile de libération
des gonadotrophines hypophysaires lout comme de celle de la progestérone du cours des premiers cycles dil
post-partum (Spicer et al,, 1990 Drion el al., 2000).
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* Laleptine:

Protéine apparcniée 3 la famille des cylokines (Hoeseriecht et al,, 1998), 1a leptine (du grec feplos:
ince) st synthétisée et sécrétée principalement par les adipocyles inais atissi par les tissus placeitlaites,
mammaires el hépatiques (Keisler et al., 1999). L’expression du récepicur de l4 leptirle a €t¢ identifide datis de
nombreux tissus cérébraux ou périphériques renfermant des adipocyles: ovaire, titérus, pahictéas, lesliciile, hite
prostate (Zamorano et al.. 1997). Sa concentratioh sanguine es corrélée avec la quantité H adipocyles el
I"importance des réserves corporelles en graisse (Saad el al., 1997). Agent satidlogéuc. clle iégule ia prise de
nowrriture el est de ce fait largement impliquée dans toute unc séric de processis nidtaboliqiies lels 14
thermorégutation et le métabolisine du glucose on, fonctionnels, comme la reproduction, ia croissarice, 1 "aclivilé
de la corticosurrénale ou du pancréas (Kiess ef al., 1998: Keisler cl al., 1999; Brunean ct at., 1999).

La démonstration de son action régulatrice sur la fouction de feproduction a fail I"objet de
nombreuses expériences, chez la souris notamment (Bruneau ef af. 1999). L'hypothalainus conslilie soii Site
d’action privilégié. Son action sur la sécrélion de ld GnRH s’exercerait selofi ttois inécahisines. La lepitiiie
s'opposcrait 4 Finhibition dc ta GriRH par le neuro-peptide Y. Elle pourrait également inhiber les effels de
I'alpha-MSH (Melanocyte Stinmlating Horntone) et des endorphiries, niolécules inhibitrices de fa libératioft de
I’hormone LH. Enfin son action passeiail également par ta CRH dont, la diéte cliez le rat, entraiiic la (ibération
ol dans un second temps Ia suppression de ’aclivilé di GnRH puis de la LH, Yictioii directe de 14 leplitic st
I’hypophyse est également possible puisque la présence de récepteuis spécifiqires ¥ a éi¢ déhionlice, chéz le
mouion notamment (Dyer el al.. 1997). Enfin, unc actioh ovarieiine ne peut 8irc éxclue puisque, chez ld vaclie,
in vitro, 1a leptine constilue un facteut d'inhibition de Ia stéroidogenése des celltiles de la pranilosd (Spicet et
Fransisco, 1997 ; Drion et al., 2000). <t

2. Effet de la succion du pis:
_ De nombreuscs observations hormionales ou zootechniques ont conliting Ieffel inhibiteitr dé 1a
succion du pis sur la reprisc d'uiie activité ovarieric au cours du post-pdtitiiti (Hdnzen, 19?6;_ 'Hiiiiibibl &t
Grimard, 1996). L'ailaitement se traduit nolamunent par uné rédqciion de 14 sécrétion de GiRH el de ia
sensibilité hypophysaire & 1'action 8lismulatrice de ceite demidte. Le sevrage s'dccomipagiic d*titic séctélion

.- we 3
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acerue de la LH, effet qui dépendrait néanmoins du niveau d’apport alimentaire. Cliniquemenl, en ce qui
concerne la vache allaitante, Humblot et Grimard {1996) ont dentifié trois situations possibles : Dans le premier
cas, I'animal ne présente aucun follicule de diametre supérieur a 10 mun. Dans le second, ces foilicules sont
présents mais n’ovulent pas. Dans e troisieme enfin, la croissance des follicules présents se poursuit et aboutit &
uné ovulation (10% des cas). Chez la vache laitiére par contre, le follicule de vrande taille apparail non
seulement plus précocement, mais ovule dans 70 % des cas (Savio et al., 1990a}. La succion du pis semble donc
interférer davantage avec la phase terminale de la croissance folliculaire et Povulation, gqu'avec la présence
potentielle de follicules cavitaires.

Le mécartisme hormonal de 1'effet de la succion est loin d’étre clarifié. 1l ne semble pas cependant
que la FSH, la prolactine ou les corticoides puissent ére considérés comme des facteurs essentiels. L inhibition
de D'effet rétroactif positif exercé par les wslrogénes sur la fibération de la LH | a gealement €18 avancé.
L'imptication de la LH est davantage démonlrée el surtout ses relations avec les peptides opioides endogénes
. (EOP: Endogenous Opioid Peptides) (Drion el al., 2000).

3. Lifet de Pimprégnation de la P4 pendant Ia gestation :

Le contrdle hormonal &'une reprise de ['activité ovarienne aw cours du post-partum est
éminemment complexe et implique tout & la fois les hormones hypothalamiques, hypophysaires. ovaricnnes
voire surrénaliennes. De nombreuses éludes se sont attachées, dans un premier temps, a identifier les principales
variations hormonales chez la vache laitiére et allaitante et par la suite 4 identifier le mécanisme d’effet de deux
facteurs impliqués dans la durée de Pancestrus physiologique du post-partum: I’état en lactation ou allaitant de
I'animal, d’une parl, et son état corporel, d’autre part.

Sur le ptan hormonal, il est classique de distinguer deux périodes au cours du post-partum: la
premiére ou phase | s*étend de la parturition jusqu’a la tibération préovulatoire de Phormone LI La seconde,
ou phase 2, est comprise entre le moment de cetle libération et le retour a une cyclicité normale {Drion et al,
2000). '

4. Le caractére dystocique,
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CHAPITRE III:

3. L’AXE HYPOTHALAMO-HYPOPHYSO-
GONADIQUE.

I. Introduction :

1’ensemble des mécanismes de reproduction est conditionné par un équilibre neuroendocrinien
dans fequel interviennent les hormones hypothalamo-hypophysaites, les stéroides ovariens et les prostagiandines.

Ceci cxpliquerait que la biosynthése et la libération des gonadotrophines hypophysaires, LH et
FSH. sont sous la dépendance directe d'un petit nombre de neurones peptidergiques du systeme nerveux central :
les neurones a GnRH, dont fa fréquence de libération est presque exclusivement pulsatife. Toutefots, il existe une
dissociation des profils plasmatiques des deux hormones & différentes phases du cycle, ce qui implique une
autonomie partielle des systéemes de contrdle. Cette régulation différentielle est assurée pour Pessentiel par des
rétroactions d’origine gonadique, agissant directement au niveau hypophysaire, bien que {"existence d’un facteur
FSH-RH spécifique ne soit toujours pas totalement exclue (annexe 6).

En conséquence, la compréhension de ces différents mécanismes de régulation revél une

importance particuliére puisque les sécrétions gonadotropes et, d’une fagon plus générale, la reproduction elle-
méme, dépendent en grande partie de la fréquence d’apparition des pulses de GnRH (Caldani et al., 1993).

I[I. L’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien :

La fonction de reproduction repose sur {'inlégrité des interactions existant au sein de l'axe
hypothatamo-hypophyso-gonadique. Les diff¢rentes composantes de ce systéme se différencient trés tot au cours
du développement embryonnaire et élablissent des relations fonctionnelles in wtero qui s’avérent nécessaires
pour assurcr la maturation sexuelle (annexe 6).

1. Développement embryonnaire de I’axe hypothalimo-hypophysaire :

L'hypophyse est composée de 3 lobes, appelés antérieur, intermédiaire et postérieur. L’ensemble
des Tobes antérieur et intermédiaire constitue I'adénohypophyse.

Dans toules les espéces, Porganogenése de I'hypophyse est extrémement précoce. Pendant
longtemps, il a éé admis que I'hypophyse antérieure se développait a parlir de {’ectoderme oral. Cependant, ce
concept a été remis en question au profit d'un modele selon lequel I’hypopliyse prendrail naissance au niveau des
crétes neurales ventrales du tube neural primitif (Thibault et al.. 1991). Ce modéle s’accorde avec 'existence des
fiens morphologiques étroits entre hypothalamus et hypophyse el met en évidence origine coinmune des 2
composants de I'axe hypothalamo-hypophysaire puisque le diencéphale dérive de la méme région.

2. L’activité de I’axe pendant la période adulte

Chez tout les animaux, 'initiateur et le régulateur fondameital de ta fonction reproducirice est fa
GnRH (gonadotrophin releasing hormone ou gonadolibérine), qui est synthétisée et libérée par les neurones de
{’hypothalamus. La GnRH se lie alors aux récepteurs specifiques situés sur les cellules gonadotropes de
I"antéhypophyse, ce qui provoque la synthese et la tibération des gonadotrophines, 1"hormone follicule
stimulante (FSH) et Phormone lutéinisante (LH).

Les principaux lacteurs internes qui régulent la séerétion de GnRH sont les hormones stéroides
ovariennes, la progestérone et oestradiol (fig. 3-1). La progesiérone agit sur les neurones de la GnRH pour
diminuer la sécrétion de GnRI en abaissant la [réquence des décharges de GnRH, tandis que les effets de
Poestradiol sur la femelle dépendent de la dose adminisirée et de la présence ou de Pubsence de concentralionis
de progestérone durant la phast lutéinique. Lors de la phase lutéinique oil les cohcentrations de progesiérone
sont élevées, I'cestradiol agit en synergie avec la progestérone pour diminuer la sécrélion de GnRH par
I’hypothalamus, ¢'est-a-dire qu'it y @ une rétroaction hégative sur la GoRH. Lors de la phase folliculaire, en
I"absence de progestérone et en présence de fertes concentrations de GnRH, I'wstradiol sécrété par le follicule
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pré-ovulatoire a une rétroaction positive sut la GnRH, ce qui provoque fa prolongation d'une sécrétion ¢levée
responsable des pics pré-ovulatoires de LH et de FSH.

{’action de la GoRH sur Pantéhypophyse peut également étre influencée par des hormones
spéciliques produites par le follicule. La phis intéressante de toules est I'inhibine. Cette hormone Supprime
sélectivement la libération de I°SI1 par I'antéhypophyse sants affecter la sécrétion de LH. L’ activine guant a elle,
stimule aussi la synthése de FSI alors, P'équilibre entre ces deux facteurs peut déterminer e nivean de sécrétion
de FSH. Les structures de sécrétion des deux hormones sont extrémement différentes; cependant ces deux
hormones sont produites dans la méme cellule sous le contrdle d’une seule hormone libératrice,

La libération différentielle de LH et de TSH par la méme cellule gonadotrope requiert des
mécanismes de contrdle intracellulaires différents a Pintériewr de la cellule. Les gonadotrophines synthétisées
sont stockées dans des granules séerétoites a Pintéricur du cytoplasme, et sont sécrétées par action différenticlle,
par exocylose. Il apparait que le stockage de LH se prolonge durant e cycle estral. mais le stockage de FSH esl
bas ¢t de courte duré, ka teneur en FSH dans Pantéhypophyse des brebis représentant seulement 2 & 3% de la
teneur en LH. Durant le cycle cestral de la brebis, jusqu’d 50% de FSH est libérée chaque jour tandis que
sealement | a 5% de LH est libérée, Par contre, jusqu'a 70% de la LH lotale est libérée durant la montée
préovulatoire. 11 est a présent évident que la LH est étroitement régulée par la GnRRH. mais que la FSH n'est pas
seulement affectée par ta GnRH, mais aussi par un contrdle local via les interactions de Dinhibine et de
I"activine.

La LH est sécrétée de fagon pulsatile. La fréquence des décharges de LH est régulée par Ia
sécrétion de progestérone durant fa phase lutéinique. le déficit énergétique de la vache en post-partum, et par le
stimulus de ajfaitement du veau. Chez la vache en post-parium, les trois facteurs qui diminuent la fréquence des
décharges de LI et empéchent pur consequent I"ovulation sont les suivants : '

«  Mauvais étal corporel de Panimal et nutrition (perle sipérienre 2 10% du poids corporel apres le vélage).
e Allaitement de 4 — 6 semaines aprés le vilage,
o Progestérone durant la phase lutéinique du cycle.

Les trois principales fonctions de la LM Sont la stimulation de fa maturation linale du follicule
dominat par la stimulation de la production d'wstradiol, Finduction de Povulation, et la stimulation de ia
séerétion de progestérone par le corps jaune.

La sécrétion de FSH se produit par pics, mais d’une fagon moins marqude, el est régulée par la
sécrétion d'eestradiol et d’inhibine par les follicules. L importance relative de [eestradiol et de {"inhibine dans la
régulation de la FSH n’est pas chcore évidente mais on a actuellement tendance & penser que "cestracliol est un
régulateur dynamique de la FSH, tandis que 1'inhibine pourrait jouer un role plus chronique. Le role de la FSH
est de stimuler la croissance folliculaire pour atteindre le stade de follicule dominant. Alors, on déduit que fa
GnRH joue manifestement un rdle pivot dans I"initiation, fa régulation et la suppression de la fonction
reproductrice.

a) Les rétrocontrdles de Paxe et la cyclicité :

Deux types deffets lui sont attribuds : une rétrouction posilive «Feedback positify, dont la mise en
route est responsable du déclenchement du pic préovulatoire de gonadotrophines observé dans le sang de tous les
mammiferes, et une rétroaction négative «Feedback négatifs, qui peut étre modulée par diftérents facteurs
comme la nutrition ou la photopériode. L étude des rétroactions des stéroides sur le GnRH est particuligrementl
ithportante pour la compréhension de la physiologie de la reproduction. En effet, les événements ovariens, par ld
cinétique de leurs sécrétions, vont faire varier les hornmonhes gonadotropes, réalisant ainsi les boucles de
régulations qui président 4 fa cycticité chez la femelle.

»  Feedback négatif :

Les stéroides : Actuellement, I'eestradiol el la progesiérone chez la femelle, semblent ére fes
stéroides sexuels impliqués dans les rétrocontrdles (fig. 3-1). La progestérone peut agir sur des récepteurs
membranaires spécifiques, des neurolransmetteurs tels que les acides aminés excilateurs ou inhibiteurs, et
pourtait participer par ce biais aux rétroactions. '

L’une des premiéres notions a introduire est I"absence de récepleurs a Ieestradiol sur les neurones a
GnRH. Que la rétroactien soit positive {préovulatoire) ou négative, cest au travers dc systémes intermédiaires

.
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neuronaux, voire de cellules glinles, que s'exercent les rétrocontroles stéroidiens. De plus, les récepteurs & la
progestérone -sont géncéralement induits par I'eestradiol, et vice versa, ce qui peut expliquer la synergie ot la
chronologic des rétroactions stéroidiennes.

L aestradiol active les systémes catécholaminergiques, et notamment ceux wtilisant la dopamine qui
est inhibitrice de la fréquence des émissions pulsatites du GnRH, {.’cestradiol agit en modulant I'activité
enzymatique de ces systémes © en talentissanl fa dégradation du neurotransmelleur par inhibition de la
monoamine oxydase, et en stimulant I'enzyme de Pétape limitante de sa biosyntheése. la tyrosine hydroxylase.
(Combarnous. 1997).

La rélroaction néuative de la progestérone sur 'activité gonadotrope s'exerce au travers d’une
interaction avec un autre sysiéme peptidergique, la p-endorphine.

»  Fecdback posifil :

Les stéroides : L'aestradiol, aprés une période d’inhibition. induit une trés forte stimulation de la
sécrétion de GnRIH entrainant la décharge préovulatoire de gonadotrophines (fig. 3-1). Alors que la sécrétion de
la GuRll est exclusivement épisodique pendant loutes les autres phases de la vie reproductive, elle devient
continue pendant fe pic préovulatoire. Comme pour le feed-back négatif, I'absence de récepteurs a Peestradiol
sur les neuroncs @ GnRH pose fe probleme crucial du site et du mécanisme par lesquels le stéroide induit en
quelques heures le pic préovulitoire de GnRI1.

Quelques heures avant le pic chez fa brebis ou In rate, il existe une activation des opiacées
endogénes, et plus particuliérement de ta B-endorphine, qui permettrait une accumulation de GnRI dans les
terminaisons neuronales (Domanski et al., 1991). Puis, & ta chule de B-endorphine, succéderait une activation des
systémes adrénergiques cl noradrénergiques. conduisant a la libération préovulatoire de GnRIL Le pic
préovulatoire de GnRH résulte donc d’une cascade complexe de différentes rétroactions dont la misc cn rouie
temporelle est programmée par [*évolution des concentrations de stéroides gonadiques. ’

Figure 3-1: L’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien et ces différents Feedback. (AR Peters & P.S.H Ball, 1994).
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CHAPITRE IV:

4. LE CYCLE (ESTRAL.

[. Introduction :

La vache est une cspéce polyosstrienne de type condinu avec une durée moyenne de cycle de 21/22
jours chez la vache multipare et de 20 jours chez la génisse. Lactivité sexuelle débute & la puberté, quand
Fanimal a atteint 40 4 45 % de son poids adulle, puis elle esl marguée par cetle activité eyclique. caractérisée par
Papparition périodique de 1'eestrus. L oestrus ou chaleur est da période d’acceptation du madle et de la saiflie,
C’est la période de maturité foiliculaire au niveau de "ovaire, suivie de Povulation. Cet oestrus dure de 6 a 30
heures, et se caractérise par des manifestations extérieures : excitation, inguié¢tude, beuglements, recherche de
chevauchement de ses compagnes cl acceptation passive de la monte par un faureau ou une autre vache,
écoulement de mucus, L'ovulation ou punte ovulaire a lieu 6 a4 hoaprés [a [in de Peestrus el est suivie par la
formation du corps jaune et Uinstallation dun éat prégravidigue de utérus, correspondant a la période
d’installation de la fonction lutéale,

1. Mécanisme endocrinien du cycle sexuel :

L’annexe 7 et 9 illustrent 'exemple de la vache ; courbe des profils plasimatiques des hdrmones
hypophysaires (LH, FSH), des hormones ovariennes (eestradiol 170 ou E2 séorété par les follicules ndrs, la
progestérone Pd sécrétée par le corps jaune) et de la sécrétion pulsatite de la prostaglandine F2u d’origine utérine
{dosage de mélabolite sanguin stable). En abrégé, la sécrétion de horimone ovulante LH, est stimulée par la
GnRI qui subit une rétroaction «feedback positives par 'aesiradiol et «négatives par la progestérone. La
séerétion de FSH est a la fois stimulée par fa GnRE et contrdlée au niveau hypophysaire par principalement une
rétroaction négative due a Pinhibine (INI1), séerétée par les follicules ovariens en croissance.

Un dialogue hormonal trés coordonné s”instadle durant un cycle eestral, puisqu’au début d'un cycle,
I'hypothalanius sécréte Ja gonadolibérine GnRH qui stimule, juste au-dessous de fui la sécrétion par Phypophyse
de FSH et L. Ces deux hormones se répandent par le sang dans "organisme. Réaction de I'ovaire : un lollicule
{ou plusicurs} s¢ développe et sa théque inlerne commence i séeréter eestradiol. Cetle sécrétion d'cestradiol
« prévient » "hypothalamus qu’il doit intensifier sa sécrétion de GnRH (Hormone découverte assez récermment
par Guillemin et Schally vers 1971), ce qu’il lait aussitdt : I"hypophyse a son tour renforce ta production de FSH
el LH {la FSH est ensuite inhibé par une substance appelde inhibine sécrétée par le folliculé dominant chez la
vache alors que la LLH n’est pas influencée), et la theque interne du fellicule intensifie sa sécrétion d’eestradiol
wfeedback positifs. I1 arrive un imoment ot ce renforcement mutuel {cestradiol - GnRH - FSH et LH) aboutit 3
une telle montée du taux de FSH et LH (montée qui sur une courbe forme deux « pics ») que "ovulation se

produit {annexe §).

A la place du follicule s'installe donc le corps jaune, qui se met & sécréter activenient fa
progestérone, et aussi I'estradiol. Mais cetle fois, c’est Paction de la progestérone qui domine : alors que
Poestradiol excitait I'hypothalamus, la progestérone freine la séerétion de GnRH d ol diminution des taux de
FSH et LH. L ovaire, de ce fail, diminue sa sécrélion d'eestradiol et de progestérone : le corps jaune régresse.
Lorsgu™it a suffismmment régressé, le fiein qu’exergail 1a progestérone sur {"hypothalamus se desseire, et la
production de GnRH reprend @ it nouveau cycle se met en roule,

S’il y a fécondation. embryon sécréte une hormone Jeffel comparable d celui de LH : le corps
jaune cst stimulé et devient corps jaune gestatil. ECau boul d’un mois, ¢'est le placenta qui prend le relais des
ovaires en sécrétant progestérone et cestrogénes (saul pour la vache ou sa séerétion est insuffisante alors que le
corps jaune persiste jusqu’a la [in de la gestation chez cetle espéce).

2. Le cycle oestrien :

Alors que la spermatogenése du mile est permanente, e fonctionnement sexuel de la femelle est
cyclique, exemple la vache, tout au long de Pannée (la vache 15°a pas de rythme saisonnier), ["appareil génital de
la vache, des ovaires aux voies génilales, subil des transformations au cours d’un cycle de 16 4 24 jours, en
moyenne 20-21 jours. On distingue dans ce cycle quatre phases :
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Le Pro-wstras ¢ correspond au développement, sur ovaire, d'un ou de plusieurs follicules. el 4 la
sécrélion croissante d’oestrogénes (surtout I'eestradiol). Le pro-cesirus dure en moyenne 3 jours.

L'wstrus @ (wstrus, du gree oistros, fureur, transport de désir. astrogéne: signifie donc « qui
provoque Passtrus ». Clest I"hormone qui stimule le désir sexuel). Ou « chaleurs ». correspond & la maturation du
follicule ct.a ta sécrétion maximate d'oestrogénes. 11 dure en moyenne | jour.

Le Post-wstrus @ Débute par Povulation et se caractérise par la formation du corps jaune el Ia
séerétion croissante de progestéronc. hormone qui « prépare la gestation ». 11 dure en moyenne § jours. Enfin, en
cas de gestalion, Pembryon et le placenta peuvent sécréter des hormones & action LH, qui entretiendront [a
sécrétion de progestérone par le corps jaune. On dit que ces hormones sont futéotropes. Chez certaines cspéces,
le placenta sécréte également des acstrogénes et de la progestérone, allant jusqu'a prendre le relais du corps
jaune. C’est le cas chez la femme, mais également la brebis, et dans une moindre mesure chez les autres espéces.

Le Di-aestrus : Voit la régression du corps jaune faule de gestation, et la chule de sécrétion de fa
progestérone. H dure lui aussi environ 8 jours.

3. Lecycle utérin :

Au cours du cycle, sous I'effet de Pacstradiol puis de la progestérone, ka mugueuse interne de
“Putérus ou endométre, et celle du col, évoluent aingi

Pendant fe pro-astrus, Vépithélivm de I'endométre s'épaissit. se vascularise {des vaisseaux
sanguins minuscules s’y développent) et sc garnit d’abondantes glandes tubulaires. Dans le col, largement
entrouvert (fem de diameétre) un mucus particulier, le mucus cervical {ou glaire cervicale) commence a se
liquéfier. : )

Pendant Pestrus, 1'ulérus se poursuit sa congestion, surtout au niveau des cotylédons. Le col
s’ouvre davantage (2 cm environ) el le imucus cervical liquéfié apparait & P’extérieur de la vulve de la vache eh
fongs filaments. Pendant le pro-estrus et surtout I'astrus, la paroi musculaire de I"utérus est parcourue de
contractions qui deviennent maximales sitdt I"ovulation. Ces contractions ont pour but de favoriser la temontée
éventuelle des spermatozoides.

Pendunt le post-wstrus, action de la progesiérone acceniue les modilications utérines dues a
I"stradiol : la muqueuse de I'endomeétre se développe au maximum. En fin de période, les glandes tubulaires de
I"utérus sécrétent un liguide blanchtre, Te kit utérin, dont la sécrétion s”intensifiera s'il y a gestation, particulier
aux ruminants. joue un role dans la nutrition du feetus. Dans le col qui se ferme, le mucus cervical s’ épaissit ef ne
coule plus. A mesure que la progestérone prédonine sur tes astrogenes, les contractions de I'utérus se caliment,
et disparaissent en fin de période, condition nécessaire pour I'éventuelle nidation de Pembryon.

Pendant fe di-wstras, enfin, la chute du taux de progestérone entrdine ld régression de endoritétre,
mais sans ruplure. Celte chule de fa sécrétion de progestérone par le corps jaune est accentude en fin de cycle par
une décharge de prostaglandine PGF2a séeréiée par Putérus. (La prostaglandiite PGF2u est l'une des
nombreuses prostaglandines, une quinzaine propres a chagque espece. Leur nom « prostaglandine » vient du fait
quetles ont été primitivement isolées dans la prostate.) Le col se ferme hermétiquement par un botichon de
mucus cervical épais, qui, en cas de gestation, prend la consistance du caoputchouc.

4. Les manifestations de chaleuts :

Les progrés réalisés ces 20 dernieres anndes en matiére de maitrise de la reproduction sont
considérables. Certes, la reproduction. « naturelle » avec le minimum d’intervention de Phomme persisie-t-elle
dans certains élevages. Mais des techniques nouvelles, des plus simples aux plis sophistiquées, sont venues
modificr les conditions de reproduction des animaux. Ces techniques, trés nombreuises, tous pouvons les classer

ainsi :

®  Lus fechniques de détection des chaleurs et daccouplement.
o les procédés de groupage des chaleurs et de désaisonnement.

o Linsémination arificielle.
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¢ La transplantation embryonnaire.

e Les techniques accompagnant la gestation et la mise bas : diagnostics de estation, conduite de 1a gestation.
conduite de la mise bas. ‘ .

e Les techniques de contedle et d’amélioration de la fécondité et des autres critéres de Ia reproduction
(prolificité, fertilité).

Les ehaletrs de lo vache @ (18 heures) La vache est une espéee a cyeles indépendants de 1a saison.
a ovulation spoatanée, c’est-a-dire indépendante de I'accouptement, et a ancestrus de factation plus ou noins
pronencé, ¢est-a-dire dont Tes cyeles ne reprennent pas sHOt fa mise bas. Chez Ia génisse. les premiéres chaleurs
débutent entre te 7™ et 10°™ mois, fa précocité sexuelle variant selon les races. L apparition de la cyclicité chez
les génisses laitieres est conditionnde nolamment par le poids. Différentes études mantrent que 95% des génisses
sont cyclées lorsque le poids de 400 kg est atteint, '

Les cycles de la génisse et de la vache sont en moyenne de 21 jours, avec des chaleurs de 18
heures en moyenne. dont le déroulement peut élre divise en 3 phiases '

a) Phase de préparation (de 6 3 10 heures)

La vache mange peu, flaire les autres vaches el cherche a les monder. Dans les troupeaux allaitants
elle cherche & se rapprocher du taureau, imais ne se laisse monter ni par le taured ni par d'autres vaches. La
vulve est légerement gonflée, plus rouge et humide, el peut laisser s’écouler de longs filaments mugqueux
translucides a jaune clair : c’est la glaire cervicale obturant fe col de utérus, qui se liquélie.

b) Phase de chaleurs vraies (de 16 @ 18 heures) :

Mémes manifestalions, mais avec agitation plus prononcée. La vache metigle. cherche a -
chevaucher les autres vaches ¢l se Taisse monter par elles ou par le taureau. Si elle est en lactation, sa production
laitiere diminue légérement @ ¢'ust action inhibitrice qu’exerce la Tolliculine sui fa prolactine, hormoiie de la
sécrétion du lait.

¢) Phase de fin de chaleurs :
La vache continue a flairer les autres vaches mais ne se laisse plus chevaucher. L’écoulement
mugqueux peut devenir moins clair, avee parlois des stries de sang. : :

Donc, on délinit astrus comme 'ensemble des modilications physiologigques accompdgnants
Povulation, alors que les chaleurs sont les manifestations extéricures de I"estius, manifestations visibles ot noh
par I'éleveur. Selon les espéces, les chaleurs se manifesient dilféremment, d’ou le grand intérét de celle gude
pour la mise & la reproduction naturetle (moente) ou drtificielle (inséminalion). ’
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CHAPITRE V:

5. LE DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE
| PRECOCE.

1. L’Ovulation :

La durée totale de la croissance folticulaire excéde de beaucoup la durée d’un cycle sexuel dans
toutes les espéces (annexe 10). Si la croissance des follicules preantraux est trés lente, le développement
terminal des follicules s'effectue en quelques jours, voire quelques heures. Arrivé au lerme de son
développement, en réponse a une forle élévation de gonadotrophines (la décharge ovulante), Te follicule s’ouvre
¢l libere Iovoeyte ; Povulation se produit - H - 12 heutes apres chez la fapine, 12 - 13 h chez la sourie. 23 -35h
chez 1 brebis. 29 - 31 1 chez la vache, 35 - 36 h chez la femme et 41 - 43 b chez la truie (Thibault etal,, 2001).

La croissance terminale du follicule s'accompagne d’importants changements fonctionnels au
niveau des cellules folliculaires et de Favocyte. Cest pendant cetle phase que le follicule devient capable
d ovuler en réponse 4 une élévition brutale des concentralions circulantes de gonadotrophines, et que I'ovocyle
acquiert de fagon trés importante, aboutissunt & une sécrétion massive & aestradiol par fe follicule préovulatoire
(annexe 8). La perte de prolifcration des cellules de granulosa obsetvée au cours de la croissance finale du
foHicule 4 antrum cotrespond @ Pacquisition progressive par ces cellules d'un étal terminal de dilférencialion,
caractérisé par une forte expression des enzymes de la si¢roidogengse (cholestérol side-chain cleavage et
aromase), une plus grande sensibilité a Naction de FSH el acquisition de récepteurs de LI Parallelement, ofi
observe e développement, dans les cellules de la théque, de Péquipement enzymalique nécessaire a la synthése
d’androgénes (cholestérol side-chain cleavage. |7 hydroxylase, C17-20 lyase) ; précurseurs des westrogénes, its
sont sécrétds par les cellules de granulosa. Ces changements fonctionnels soint sous fa dépendance étroile de
{action des deux gonadotrophines, FSH et LH. (Combarnous, 1997).

Dans la majorit¢ des cas, "ovulation se situe en aénéral 30 hewres (29 — 31 heures) apres Ia
décharge ovulante, de I’hormone hypophysaire LH, soit 10 &4 [2 heures aprés la fin de ['cestrus, plus
fréquemment sur Povaire droit que sur le gauche. L ovule demeure fécondable 8 a 12 heures aprés Povulation,

le sperimatozoide restait fécondant 24 & 48 heures dans les vuies génitales femelles.

. Modification cytologique lors de Povulation :

La theque externe devient oedémateuse par diffusion du plasma sanguin. les faisceaux de fibres de
collagéne de la theque externe el de 'albuginde se distant. Les cellules du cumulus subissent fes mémes
transformations que les cellules de la granulosa mais conune elles scerétent abondamment de ['acide
hyaluronique leur dissociation est totake, "ovocyte pilote cetle sécrétion : le cumulus sans ovocyle ne produit
plus d'acide hyaluronique. A Dinverse des autres especes, la corona radidta disparait rapidement chez les
rumninants, elle ne jove done aucun role dans fa fécondation (Thibault et al., 2001).

Peu avant, ta rupture folliculaire, la lame basale séparant la granulosa de la théque disparait par
endroits ¢t des vaisseaux sanguins néoformés pénétrent dans la granulosa entrainant des cellules de la théque
interne préparant ainsi la formation du corps jaune. Au niveau de PPapex les changements sont les suivant :

e L ¢pithélium ovarien s’étirent et s’aplatissent accompagnant Fex(ériorisation du Fotiicule 4 la surface de
I"ovaire, puis se détachent.

e Les cellules sous-jacentes de la granulosa, des théques et de Ialbuginée se dissocient complétements puis
disparaissent (apoptost el nécrose).

o Lo tiquide folliculaire s’échappe entre fes cellules, puis la rapture du follicule s’achéve par désintégration
compléte de Papex. par contre, Pexpulsion de "ovocyte résulte de 1a contraction du follicule en réponse 4 Ia
chute de fa pression hydrostatique (Thibault et al., 2001).
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7. Modification vasculaire au cours de Povulation :

Peu apres la décharge ovulante (ou Pinjection de LH/RhCG) se produisent

e Unu asgmentation du flux sanguin ovaricn associ€e a une hyperhémie due & une vasodilatation : e diametre
des vaisseaus el la surface des capillaire doublent dans la théque iderne (brebis et ratte).

o Une avgmentation de fa perméabilite vasculaire par exsudation du plasma sanguin et apparition de
fenestrations dans les parois capillaires par ot s’échappent ¢galement des cellules sanguines.

o Peu avant Fovulation se produit une vasoconstriclion principalement sur I"apex (stigma) o Uischémie est
totale, Favorisant la nécrose de celte zone el done sa fragilité (Thibault et al.. 2001).

1. La Fécondation :

La fécondation ayant Ticu dans 'ampoude de la trompe. que Povule atteint dans les 6 heures apres
Povulation. Pinsémination artilicielle doit avoir lieu dans la deuxiéme partie des chaleurs pour que les
sperntatozoides aient le temps d'atleindre celle zone. La pénétration du spermatozoide dans I"ovule se fait grice
a un mécanisme enzymatique (hyaluronidase). L'ovule, resié en métaphase de la seconde division méiolique,
reprend sa division cellulaire pour former le pronucléus femellé et le second globule polaire. L. weuf descend vers
I"utérus et y arrive au bout de 4 jours au stade 8 3 16 cellules {marula).

Durand celte phase, On distingue les principales élapes suivantes de la fécondation :

1. L’accouplement :

Durant cetle phase b femelie accepte le mile, el s'immobilise lors de fa monte, ce phénoméie est
caractéristique des élevage extensil, puisque e laurcau détecte la vache qui est en chaleurs et s’accouple avec
elle. L accouplement se fait cnn générale en 4 phases | le taureau s'approche de la femelle en chaléur it {a flaire ;
puis fa vache s’immobilise pour permetire atr male de monté, celui-ci chevauche la {emelle, son pénis peénétre
dans Te vagin de la femelle et finalement d’un coups de rein il gjacule a I'intérieur des voies génitales femetle,
es deux derniére sun trés rapide chez les buvins il ne dure que quelgues secondes.

Celle opération du faite de ses risques pour la femelle a été délaissée en favelr de Iinséminalion
artificielle largement répondac dans les élevages laitiers a litre d’exemple 100% des vaches de races laitiéres
sont inséminées au Danemark. Pour les risques des montes nafuretles on citera :

e Le risque des maladies sexuellement fransniissibles ; puisque un taureau pourrail infecté un grand nombre
de fermelles d”un cheptel ; puisqu’il peut saccoupler avec de nombreuses vaches.

o Le risque de fracture de Ta lemelle lors de fa monte, surtout par les taureaux lourds.
o L entretient fourd d'un taureau puisqu’il ne produit rien et il n’est utilisé que peidant [a satllie.

o Laqualité génitique souvent médiocre des taureaux géniteurs.

2. La capacitation des spermatozoides :

Les spermatozoides éjaculés ne sont pas direclement fécondants. lls dcquierent leur fécondiice
s0it, in vive, dans les voies genilales femelles, soil in vitro, apres diverses manipulations. En génétal, in vivo,
Pétaculat est déposé dans le vagin chez la grande majorité des manmiféres ; les spermatozoides quitteni alors le
plasma séminal en traversant le col utérin. Cependant, chez certaines especes (verrat, étalon, chien), i*éjaculai
élant déposé direclement dans Futérus, les spermalozoides s’en libérent complétement dans ["isthme tubaire.
Celte maturation progressive du sperme peut toutelois éire oblenue dans les voies génilales d une autre espéce
(sperme de taurcau chez la brebis, par exemple). Les mécanismes de la capacitation dans les voies génitales e
sont qu'incomplétement compris, ce qui explique les méthodes semi empiriques wilisées in vitro. Ont sait que le
plasma séminal présente des substances inhibitrices de la motilité des spermatozoides, d’oit la nécessité de
Iéliminer. Par exemple chez e taureau, il contient une protéine sécrélée par les glandes annexes qui fixe les folis
Cad-+ nécessaires 3 la motilité. Les ions Znt+, sécrétés par la prostate, bloquent Pactivité membrandire
phospholipase A2 du spermatozoide utile & la formation de produits déstabilisatetirs de ta membrane telle que fa
phosphatidylcholine.

Des modifications importantes de la membrane du spermatozoide sont épalemen{ observées au
cours de Ta capacitation qui a lic, i vivo, en S a 10 b (laureau, belier, verrat) et, in vitro entre 2 et 8 h a partir de
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sperme ¢jacuté (hontme 1 2 h 1 taureau, belier, verral @ 6 I : lapin : & h). La motilit¢ des spermatozoides est
nettement modifiée. Leurs mouvements de cisaillement deviennent phus favorables a la peénétration mécanigue
de la zone pellucide. On assiste & la transformation d’un mouvement linéaire du spermatozoide en mouvement
de rotation, Ces changements concernent le flagelle et la picce intermédiaire. La perméabilité au Cat+ est
neltement augmentée par ouverture des canaux foniques apres disparition de protéines de revétement et perte de
cholestérol, L activation d’une adénylate cyclase — Cat+ dépendante augmente la disponibilité en AMPc qui

phosphorylerait la lubuline.

3. Pénétration du cumulus oophorus :

Chez la plupart des mammiferes (dont I'lhomme). Fovocyle ovulé est encore entouré de son
cumulus oophorus, constilué de plusieurs assises de cellules folliculaires et d’une matrice riche en acide
hyaluronigue. Mais chez certaines espéces, comme chez les ruminants, les cellules folliculaires sont rapidement
dispersees duns Mampoule de Foviduete et les spermatozoides entrent directement en contact avec la membrane
pellucide de Movocyle. Lorsquil est présent. nolamment apres maturation ovocytaire i1 vitro, le cimulus n’est
fraverst que par les spermatozaides capacitcs gui sont capables de sécréter de la hyaluronidase.

4. Fixation du spermatozoide et la réaction acrosomique :

Draprés ce que 'on connait chez la souris, le spermatozoide se lixe d’abord par des liaisons
glycosylées de sa membrane acrosomique externe, c'est-d-dire 4 la protéine ZP3 de la membrane pellucide de
Povocyle. Celle protéine a ta propriété d'induire la réaction acrosomique du spermatozoide en se fixant 4 un
réceptenr spécifique de la membrane acrosomique externc. Celte linison glycosylée ligand-récepteur est propre &
Pespéce, vu qutil a été démontré que des membranes peliucides dissoutes induisent in vitro la réaction
acrosomique de spermatozoides homologues (souris, vache, femme). Cette liaison ligand ZP3-récepteur
activerait une tyrosine kinase et provoquerait une cascade de phosphorylations-déphospliorylations  qui
entrainerait trés rapidement (5 - 10 mn} des modifications profondes du spermatozoide aboutissant & ld réactioh
acrosomique caraclérisée par la formation de vésicules membranaires el la libération d’enzymes acrosomiques
par cxocytose : notamment la hyaluronidase et I’acrosine. Aprés avoir traversé la membrane petlucide, les
samétes mile ct {emelle fusionnent leurs membranes cyloplasniiques ay niveau du segment équatorial du
spermatozoide (fig. 5-1). Au moment de la f¢condation de 'ovoeyte, les granules corticaux sonl déchargés par
exoevtose dans 1'espace périvitelin et provoquent des hydrolyses enzymatiques de la membrane pellucide qui la
rendent impropre a la pénétration des autres spermatozoides, Moguant aihsi toute polyspermie.

5. L’activation de ovoceyte :

La lusion des gametes provoque immédiatement (en 10 - 30 s} une décharge massive de Ca++, &
partir de compartiments intracellulaires de 'ovocyle, puis un accroissement de la perméabilité membranaire es
K-+ des vagues d’hyperpolarisation avee diminution progressive du poteniiel de base : - 20 4 - 40 mV chez
Povocyte de hamster. La vague de Cat+ débute au niveau du point de pénétration du spermatozoide. puis se
propage daits 'ensemble de 'eeul en quekgues secondes. Elle est suivie, 3 quelques minules d’intervalle.
d'dutres vagues de Cark+. On peut dailletrs activer des ovocyles de lapin sans fécondation en induisant, par des
stimulations électriques pulsatiles, I'entrée de Ca++ extracellulaire : on obtient ainsi rés régulierement (100%)
des embryons parthénogénétiques jusqu’au stade blastocyste. On peul encore obtenir une mobilisation de Cat+
intracellulaire en injectant dans Povocyle de I'(P3 (invsitol-i-4-5-triphosphate) {Scriban, 1999). L7injection, dans
IPovocyte de hamster ou de lapin. d*extrails cyloplasmigues de spermatozoides provoqie également Uhe série
d'hyperpolarisations imembranaires et Loules les mantifestations de P'activation ¢

H semble donc, qu'aprés la fusion des membranes du spermatozoide et de Povocyte, qu’un facteur
cytoplasmigque soluble, appelé récemment oscitlogéne (Scriban, 1999), activerait direclement, et sans alfecler
Paugmentation d'1P3, la mobitisation du Ca++, probablement, par une cascade de phosphoryldtions-
déphosphorylations qui aboutirait & la décondensation du noyau du spermatozoide. A Pachévement de la 2t
division méiotique el expulsion du 2 plobule polaire, une migration des pronoyaux au centre de la cellute,

puis fusion el divisions successives par activation du MPE s'amorcent (Meiosis Protnoting Factor) (annexe 1).

I11. Développement embryonnaire durant stade libre

, Celte phase ce sitve entre la [¢condation el la imigration du zygote a Pintérieure des trompes
wérines, en d'autre terme la période qui précéde la nidation et la fixation du blustocyste sur la paroi de
rendométre en d'autre {erme ce stade correspond & 1"élape morula. Chez la vache, si deux ceufs sonl pondus par
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le méme ovaire. w seul survivea dans la come utérine correspondante. Si les deux ovaires ont pondu en méme
temps un ovule, ces deux ovules peuvent survivie, Fun dans chaque corne. Il y aura geslation gémellaire (rare).
Figure 5-1 : Les différentes étapes de 1a (écondation et I'activation ovocytaire (Croset et al, 1991),
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Liceul résultant de la fécondation commence aussildt a se diviser : deux, guatre, huil. puis seize
cellules, toujours entourées de la zone pellucide. Ce petit amas qui n'a fait que diviser le cyloplasme de "ovule
sans augmenter de volume ressemble, au microscope, & une petite mdre, morula en latin, Ce stade est atteinl au
bout de 3 a 4 jours tandis que I'ceul descend fentement Foviducte vers Putérus, poussé par les mouvements
cilinires ot les contractions. 1l Patteindra (ol ils atteindront sils sont plusicurs) au bout de 2 a 4 jours chez la
brebis. 4 & 5 jours chez la vache. Durant les |5 & 30 jours suivants, selon les espéces, I'ccul va vivre libre dahs
Putéris. Durant cette vie libre, I'ceuf se nourrit A partir du « lait vlérin » sécrété par les glandes de Feidometre
{annexe 1),

La premiére différenciation (le stade blastocyste) :
Aprés ces premicres divisions a Pintérieur de ta zone pellucide. cclie-ci s’amincit puis disparait, el
I'ecuf continue & multiphier ses cellules. Biemdt les cellules, jusque 14 toutes semblables, vont se différencier et
s’orgatiser

¢ Quelques cellules plus volumincuses se groupent en une pelile masse, le bouton embryonnaire, premieres
cetlules de Pembryon, Tutur organisiie,

o Les aulres cellules, plus petites. se placent d la, périphérie formant une couche appelée trophoblaste (de
traphein, nourtir, et hlustos, bourgeon) @ ces cellules donneront naissance aux enveloppes chargées de
powrrir Pembryon (En fait seule enveloppe externe ou chorion provient du trophoblaste. L enveloppe
interne ou amnios s¢ forme, comme le factus, 4 partir du bouton embryonniire).
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e . cnsemble embryon plus lrophoblaste se creuse dune cavité remplie de liguide et pread le nom de
hlastocyste {de blastos, germe, baurgeon, et cpstis, vésicule). L’ceuf devenu blastocyste poursuil sa
cruissunce. e bowton embryonnaire se développant en embryon, le trophoblaste se développant en
enveloppe. '

a) Les premicrs stades de Pembryogenése :

Aprés Ta fécondation, I'eul ou zygote se segmente. Cette premiére division au stade 2 cellules
survient entre 10 et 20 h selon les espéces de mammiferes, ce qui est relativement lent si Von considére que 3 h
apres Ta [econdation, Peeuf de xénope comple 8 cellules e la drosophile 6 000 cellules. Chez ta vache, le slade
morula a licu au 5™ jour de gestation et le stade blastocyste au 6"™ jour. Le développement précoce d'un
embryon humain est en avance d’environ | jour par rapport a celui des ruminants (blastocyste 15) et celui de
lapine ou de sourts d’environ 2 jours (moruta 13, blastocyste J4). La deuxiéme division (stade 4 cellules) est

A

légérement asynchrone et se traduit par Pexistence d’un stade intermédiaire de 3 cellules pendant 1 ou 2 h.
Jusgu’au stade 8 (8 cellules), les divisions sont égales, mais s’effectuent sans régularité (Seriban, 1999).

A partic du stade 8 chez la souris, 16 - 32 chez fa vache, des contacts s'établissent entre les
blastomeres. Des jonctions sont de plus en plus étroites, I"embryon devient une morula compactée & 32 cellules
chez les ruminants. On ne distingue plus alors netlement les blastomeres. Chaque blastomere présente un axe de
polarit¢ qui dépend des contacts et des communications intercellulaires et acquiert une perméabilité sélective
aux ions. Du liquide commence a s’accumuler & 'intérieur de 1a morula de 80 & 100 cellules chez la vache: ¢’est
le débul de la formation du blastocyste (fG) avec sa cavilé, le blaslocoele. C est aussi le moment ol se forme le
trophectoderme & parlir des cellules polaires (externes) qui assurent un transport actif de liquide. alors que la
masse cellulaire interne ou lutur embryon & partir des cellules apolaires {internes) {fig. 5-1).

) La totipotence embryonnaire :

Burant les premiers slades de scgmentation de I"emibryon, les blastoméres sont dites : totipotentes,
¢est-a~dire quelles sont capables de se dilférencier en n’importe quel tissu de 1"organisme. Au stade 2 cellules
chez la souris et 4 cellules chez la brebis, la vache, la chevre et fa jument, chaque celtule blastomere isolée puis
introduite dans une membrane pellucide évidée peut reformer un blastocyste et, aprés transfert, donner un
nouveau-né viable. Ces premicres manipulations cellulaires, a I’aide d’un appareillage de micromanipulation (de
Fombrune, 1949), ouvraient la voie au clonage embryonnaire des animaux domestiques (Scriban, 1999).

En revanche, dés le stade 8 cellules, ces résultats ne soit possibles qu’exceptionnellement. Par 1a
suile, celte totipotence absolue fait place & une totipolence fonctionnelle. Chez la souris, c’est le cas jusquiau
stade 16 (I3 - J4, morula), nwais déja au stade 32 cellules {J4), toutes les blastomeres ne sont pas équivalentes
selon leur position dans 'embryon : seules les ceflules de la masse cellulaire inlerne, conservent une totipotence
voire une mulipotence.

¢) La compaction embryonnaire :
le phénomene de coinpaction des blastomeres est une phase trés importante car il caractérise la
_premicre élape de différenciation des blastomeres internes el externes correspondant a la séparation de deux
lignées cellulaires qui donneront naissance & 12 masse cellulaire interne el au trophectoderme. Ce phénomene se
produit 4 des stades différents selon les especes : 8 cellules chez ta souris, 16 - 32 chez le pore, 32 chez la vache,
32 - 64 chez la brebis. : '

d) Les facteurs de reconnaissance d’une gestatioft

Vers le 9 - 105" jour; le blastocyste sort de sa zone pellucide, comimience sa pré-iniplantation giti
durera jusqu’au 335 - 40*™ jour chez la vache ol elle sera définitive. Crest Pembryon qui indique sa présence &
Iorganisme dés le 1 1™ jour suivant la fécondation en sécrétant la troplioblastine (Interféron tau) qui empéchera
Putérus de sécréter 1a prostaglandine F2a et permettra ainsi au corps jaune cyclique de perdurer et de devenir
corps jaune de gestation actif jusqu’en {in de vestation (Chene et al., 1996). ‘

l.a période crilique pour ke maintien de la gestation se situe avdit 'implantation ol ilidation
définitive. 1a mortalité embryunnaire précoce (75 % des cas) a liew avant le 16°™ jour et se traduit par un retdur
de chaleur normal 21 - 24 jours aprés Pinsémination artificielle, Une mortalité embryonnaire plus tafdive (25 %
des cas). entre 16 et 45 jours, se traduit par des relours en chaleurs irrégulicrs, et fie correspondant pas & n
cycle. Aprés 45 _iourS. Ja nidation est effective, le foctus a de lortes chances d’aller jiisqu*au bout de 14 gestation.
Les avorlements sont plus rares que la mortalité embryonnaire ; d’ailleurs la lrés srande majorité des
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avortements embryonnaires ont tiew durant la phase libre de 'embryon, c’est-a-dire jusqu'a "implantation (J16
chez Ta brebis, 119 chez la vache) et pendant la période péri-implantatoire {de J16 a 122 chez Povin, J19 a J25

chez le bovin).

Donc. le contrdle de 'environnement progestéronigque utérin, qui est absolument nécessaire au
développement de tout embryon de mammilere, a 6té depuis longleinps appelé par les anglo-saxons «wmaternal
recognition of pregnancy » qui veul dire ; la reconnaissance maternelle de la gestation (Chene et al.. 1996). Des
models ont é1é proposés avant et maintenant ils ont €€ conlirmés par "avancée technologique dans la détection
des facteurs dans le sang @ des doses infmitésimales, le mode de « sauvetage » du corps jaune cyclique et sa
transformation en corps jaune gestalill esventie]l a P'élablissement de la gestation. Cette régulation a €€
particulierement étudiée chez les ruminants, principalement chez la brebis. Mais, les résulitats obtenus dans celte
espéee sont globalement trés généralisables a la vache et ta chévre, a quelques détails prés.

En dépit des quantités de publications scientifiques relatives 4 ce sujet, les mécanisimes intimes
d’inhibition de la lutéolyse ne sont pas encore totalement compris en raison de leur extréme complexité.
Néanmoins, des résultats décisifs ont é1é obtenus ces derniéres anndes et peuvent expliquer, en partie, les
difficultés que le praticien peut rencontrer dans la maitrise de la reproduction, selon les animaux, en raison des
trés nombreux niveaux de régulation.

Le trophoblaste embryonnaire sccrete une proléine antilutéalytique, la trophoblastine (Martal et al.,
1979} ou interféron-t (IFNt), qui est capable de bloguer, par un mécanisme local, la sécrétion pulsatile de
prostaglandine F2u maternelle, responsable de la régression cyclique du corps jaune. Le corps jaune, ainsi
maintenu, peat done conlinuer & produire de fa progestérone (P4) indispensable ati dévetoppement du conceptus
(comprend 1"embryon ou bouton embryonnaire « BL » ou masse cellulaire interne « MC1 », et ces enveloppes,
dont ¢ rophoblaste ou trophectoderme ¢l I"amnios. le sac vitellin et I'altantside, ces derniers proviennent des
cellules de Ja MCI qui donnera aussi le fetus, alors que le lrophoblaste constitue ["essentie! du placenta (ou
chorionY (Chene et al., 1996). o

Done. le conceplus ainst formé produil une protéine antilutéolytigue & effet hormonal local
(paracrinc), d’abord appeléc irophoblastine (Marlal ct al., 1979) ou oTP (trophoblastine ovine ; découverle pour
la premicre fois chez de la brebis, le trophoblaste trés allongé du blastocyste wprévient» ’endoméire de sa
présence cn sécrétant uite hormone, Ta trophoblastine, qui s’est avérée &re un interféron (IFN7)). Ce signal évite
la régression endométriale et permet 'implantation vers le 21%™ jour aprés fécondation) ; cetle production est
courte, pendant environ 10 jours (de J9 a J21 chez ta brebis, de J9 & )24 chez les vache) (Chene el al., 1996),

Injecté dans 1'utérus de brebis cyclées a partir du 1077 . 129 jours. la molécules d'1FNL,
provoque e maintient du corps faune ct sa sécrétion de P4. En plus, elle réduit le nombre des récepteurs
endométriaux a I"ocytocine (fig. 5-3) (Chene et al., 1996). '

Figure 5-2 : Le développement embryonnaire précoce chez le bovin (Scriban, 1999).
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Figure 5-3: Dialogue mére embryon (Scriban, 1999},

GF: Growth factors
CYK:Cytokines

OT: Ocytocine

"R: Récepteur Qvaire

Utérus

Page 49



Partie Bibliographique , ; Chapitre 6

CHAPITRE VI.

6. LA SUPEROVULATION.

L. lntrotluction :

La stimulation ovarienne par les hormones hypophysaires permet d*obtenir une augmentation de la
quantité de follicules préovulatoires el par suite, une augmentation du nombre d’ovulations. Cette technigue est
surtout utilisée pour obtenir davantage d’embryons lors des transferts embryonnaires. Les lhonmones
gonadotropes sont injectées chez la vache pendant la phase lutéale dont la durée est contrdlée par la PGI2u,
chez les ruminants, a la fin d'un traitement progestalif et chez la jument durant la phase folliculaire, On a
tongtemps utilisé de ta PMSG a forte dose chez les ruminants ; actuellement, on préfére "administration
d’extraits hypophysaires dont le rapport FSH/LH est contrdlé. Chez la vache, on obtient en moyenne 3 embryons
wlilisables par donneuse traitcée, mais la variabilité individuclie des réponses reste considérable : 30 % des don-
neuses ne produisent aucun embryon utilisable en raison d’une mauvaise maturation follicutaire (Scriban, 1999}).

Le niveau de réponse ovarienne est ié au nombre et la taitle respective des follicules présents sur
Povaire au monient de la stimulation : la présence d’un ou deux gros follicules « Follicule dominant » {vache :
10 mm ; petit ruminant : 6 mny) étant défavorable, puisquon a remarqué que la réponse de superovulation était
de 50% inférieure en leurs présences. L administration d’un agontste de la GuRH (Buséréline) pendant une
longue durée (2 - 3 semaines) ¢limine tous ces gros foilicules. Au moment du traitement de superovulation, tous
les petits follicules (3 - 5 mm) pourront élre ainsi slimulés, ce qui permelttra une répense accrue et une variabilité
réduite (Scriban, 1999).

II. Définition :

On définit le phénomeéne de superovulation comme une réaction ovarienne produisant un
développement ¢t un nombre d’ovutation au-dela du standard moyen de I'espece, a titre d’exemple un taux
Jdovulation > 2 chez les bovins, de ce fait, on comprend que ce phénomene esl provoqué artificiellement. Pour
ce faire et spécialement, chez fes ruminants domestiques, et plus parliculigrement chez les bovins, on a recours
aux hormones sonadotropes hypophysaires essentiellement {utitisalion de FSH pour obtenir la superovulation
en vue du transfert embryonnaire chez des lemelles au potentiel génétique intéressant (Nibart, 1991 ; Saumande,
i9935). ' '

111. Les différentes méthodes de superovulation @

" Deux grandes approches sonl exploitées pour donner plus d'embryons, la premiére consiste par
[utifisation des hormones pour induire une superovulation chez les génisses post-pubéres, des vaches adultes et
occasionnellement des véles, la seconde consiste quant & elle, par la récolte, fa maturaiion et la fécondatioi des
ovacytes recueillis directement des ovaires, Ta premiére méthode est fa plus employce, sustout pour la prodiction
d’embryons & but commercial (ET) la deuxiéme cincore & Fexpérimentale arrivera bientdt sur te terrain. (Gordon,
1996).

La stimulation de vaches pour produire une superovulation a €té sujette a plusieurs recherches
durant ces cing derniéres décennies, ces technigues toujours corrigées pour le développement d'une technologie
(ET) commercialement acceptable dans Pespéce bovine, & titre d'exemple les descriptions de la technique de

“superovulation de Smith et Engle en 1927, qui ont enregistré une amélioration du taux d ovulation aprés
Cutilisation d'extrails & antéhypophyse de souris el de rat. (Gordon, 1996},

En définitive, deux grandes méthodes hormonales sont employées sur le terrain, ces deux méthodes
généralement applicables pour la superovulation des bdvins, sont basées sur des traitements hormonaux et ceci,
grice & deux gonadotrophines différenies. L une des plus simples, est d’administrer par voie intramusculaire
(IM). unv injection de 1800-3000 Ut (habitucllement 3000 - 2500 UL de gonadotrophines chorioniques équines,
nommeées PMSG (fig. 6-1) ; actuellement appelée ¢CG (equin chorionic gonadotrophin, exlraite du sérum de
juments en gestation} le traitement esl suivi d'une dose lutéalytique de prostaglandine F2 alpha (PGF2u) en IM
ou d'un analogue synthétique tel le Cloprosténol, el ceta 2 & 3 jours plus tard ; 12 - 24 heures apres le premier
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PGF2u on peut redonner une deuxiéme mjection , qui- parait améliorer fa production d’embryons. (Seidel et al.,
F991).

La deuxieme méthode de superovulation est de donner huit & dix injections de folliculine (FSH) en
sous-ctitande ($/C.) ou IM i Tintervalle d’une demi-journée (chaque 12h). Llinjection intramusculaire est
préférée car clie est beaucoup plus fiable @ comme avec la PMSG, la prostaglandine F2u est donné 48 - 72
heures uprds Pinitiation du traitement. c’est a dire d la 55 6 ou [y 77 injection de FSIL Le régime 1St e
plus commun st 6 -6, 4- 4,2 -2,2--2mga intervalles d'une demi-journée, en plus d'une prostaglandine
F2a donnée a ka 6eme ou la 7 injection de FSH, par contre, 20 % de plus de gonadotrophines, devraient étre
données aux  vaches qui pésent plus de 800kg. Quelquefois, de plus hautes doses sont ulilisées pour les deux
premiers jours, tandis quon donne 5 mg pour les doses suivantes (Ag. 6-3) (Seidel et al., 1991).

Ces dernicres années, la FSH a surpassé la PMSG comme méthode de choix pour superovuler les
vaches : dans la plupart des Cludes comparatives des deux procédures. le raitement par la FSH a donng un
nombre plus élevé d’embryons utilisables que celui a base de PMSG. Ceci dit, ces résultals sont en rapport avec
la demi-vie élevee de la PMSG (5 jours) par rapporl & quelques heures pour la FSH . produisant ainsi, un
recrutement folliculaires continu apres Povulation (Seidet et al., 1991).

1. PMSG comme agent super ovulatoire :

Il v a quelques anhées, Cole et Hart au USA onl démontré la capacité du sérum de juments
gravides 4 induire une augmentation du taux de I"ovulation chez fa rates, établissant ainsi les bases de son
utilisation éventuctle el qui est devenue le traitement le plus utilisé pour la superovulation des animaux de ferme,
tels les ruminants. Le sérum de juments pravides contient une gonadotrophine de structure glycoprotéique
présente dans fe sang de juments entre le 40 el 130 jour de gesiation (PMSG). qui est I'unique hormone
possédant les deux activités biologiques de la FSH et de la LM, de plus acluellement il est connu qu'elle est
sécrétée par des cellules spécialisées du trophoblaste qui envahissent I'endométre maternel entre le 36 et le 40°™
jour d"oit le nouveau nom de eC'G récemment propose. (Gordon. 1996).

Beaucoup {éludes, entreprises sur la PMSG (eCG) durant les années 1970 ont conduil & déceler sa
présence dans la circulation de la vache apres Povulation, celle-ci a é1é néfaste pour les embryons et lewrs
qualités lors de [a récolte. De plus on a trouve une concentration plus élevée ’oestiadiol E2 chez les vaches
superovulées avee la PMSG que celles superovulées avec les préparations de FSH, ceci est du & augmentation
de Pactivité de la 17a-hydroxylase dans les petits et les grands fotlicules (Soumano et Price, 1995). On a aussi
enregistié que la concentration d’oestradiol est maintenue & des niveaux élevés mais, variable autour du 4 - 5
jours aprés oestrus chez la vache. en relation avec la demie- vie relativement élevée de la PMSG. (Gordon,

1996).

a) L’utilisation du sérum anti-PMSG :

[f est connu depuis quelques temps que ta PMSG peut induire la formation d anticorps, d’ici ont
démarré des Cludes permettant de trouver la possibilité de prévenir une stimulation excessive de I'ovaire
(contenant de nombreux follicules anovulatoires) et secondairement de réduire le taux d’oestradiol par
Futitisation de 1anti-PMSG. Donce pour stopper I'action profongée de ta PMSG, beaucoup de travaux ont tilisé
Padministration du sérum ami-PMSG aprcs le début de I'a:strus chez les donneuses superovulées avec la PMSG

(fig. 6-1, 6-2).

De meitleurs résultats ont €16 rapporié, quant & Futilisation du séram anti-PMSG entre 5 - 6 h
apres e pic préovulatoire (Dicleman et al., 1993} la neutralisation de la PMSG a n’importe quel moment
avant le pic de LH inhiberait fc lonctionnement normal el fa stimulation folliculaire (Vos et al., 1995). Pour ces
raisons domner de l anti-PMSG a un temps fixe refatif a Putilisation de PMSG, en plus de I"injection de
prostaglandine ou en relation avec le débui du comporlement a I"oesteus (chaleurs) est hon satisfaisant & cause de
la variabilité du timing du pic de LH en relation avec ces événements.

Au Canada, Gonzalez et al {199da) ont administré de Panti-PMSG 48 ou 60 h apres la
prostaglandine {donnée 18 h aprés les 2500 Uf de PMSG) et ils rapportérent que le nombre d'embryons
transférables é1é significativement plus élevé que ce du lot de control. De plus, plusieurs rapports attestent que le
temps d’administration de I'anti-PMSG est crucial si on veut qu’il soit effectif et ceci fait que les applications de
ces méthodes la rende commercialement difficile sur terrain. (Gordon, 1996).
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Figure 6-1 : Protocole de superovulation par fa PMSG et Anti-PMSG fors d'uid eycle normal, d'aprés Nibart
(1991). :

Superovulation par la PMSG +
anti-PM.SG

Cycle normal;

1500 4 2000 Ul 1A
PMSG
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8 - 14 jours _
1 2 34 5 6
. JO
Figure 6-2 ¢ Protocele de superovulation par fa PMSG et Anti-PMSG lors d'un cycle maitrisé, d'aprés Nibart
(1991). .
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b) L utilisation combinée de la PMSG et la prostaglaiidinie !

Aupnravmﬁ, on avail superovlé les vaches en injectant les gonadotrophines (PMSG) durant les
phases folliculaires du eycle vestral, seulement des variabilités sont apparues entres les traitements, donc oit
devail trouver un traileiment capable d’anticiper la régression lutéale aptes {utilisation du protocole de
superovulation. 1%ici est venue I'idée d’utilisation combinée de la PGF2u avee la PMSG veis les ahhées 70. ce
protocole convertionnel, encore ulilisé sur Fadminisiration de 2000 3 2500 Ul de PMSG en dose uitigue, ou pat
les doses décroissantes de FSHp el cela durant ta moili¢ de la phase lutéale du cycle oestral, suivie 48 3 72 h
aprés, d'une injection d’une dose lutéelytique de PGF2d ou d’un anatogue. '

Avee la PGF2a. adminisirée aprés 48h de Pinitiation du traiteinent de la superovulation, les
donncuses devrant exprimées les signes de chaleurs aprés 2 jours, affirmation que PPintervalle est de 4 jours entre
le début du traitement de superovulation et le début de P'oestrus.

1
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En synchronisant toujours avec fa PGF2u, des donneuses avec des receveuses, on permetlrait un
transfert d'embryons frais seulement il faul savoir que V"apparition des chaleurs est précoce pour les premiéres
alors qu'clle est lardive pour’ les secondes puisqu’il se situe au 3™ jour (72 h) aprés I'injection de la PGI2q.
(Gordon, 1996).

2. Follicule stimulating Hormone FSH:

La variabilité de réponses de superovulation représenlait le probléme crucial dont il fallait le
résoudre. L'un des lacteurs déterminant, élail les préparations d"hormones utitisées dans les protocoles de
superovalation. De ce fait, il ¢tait évident que des éludes relativement récentes ont montré de trés bonnes
réponses aux traitements de superovulation lors de I"utilisation de préparation de FSH que par 'wtilisation de
PMSG. Actuellement, ces préparations sonl largement commercialisées exemple du FOLLTROPIN
(Vetrapharm Inc.), FSH-P (Shering Corp.) ¢t PLUSET (Calier Inc.): les trois préparations sont hypophysaires
d’origine porcine (fig. 6-3), les réponses résultantes de ces préparations sont meilleures, seulement la qualité
dembryons produite est sous influence de la composition de cetles-ci (Mapletoft et Pierson, 1993).La
gonadotrophine ménopausale humaine (HMG) peut aussi étre utilisée comme agent superovulateur chez .la
vache, comme il a été indiqué par les nombreuses recherches de Mantovani et al. (1994), Des résultats de cing
différentes préparations de gonadotrophines (Folltropin, FSH-P, Laborclin, Antrin et Folitropina) ont montré une
similitude de réponses sur des vaches de races Holstein rappoité par Larocca et al. (1995).

Figure 6-3 : Protocole de superovulation par la FSH-p dans un cycle normal, d*aprés Nibart (1991).
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1 2 3 4 5 6
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De plus on a démontré que le ratio FSILH était important puisque les i€ponses étaient différehtes
selon ce méme ratio. Actuellement, toute commercialisation de préparation de FSH sont issties de pituitaires
d'animaux de ferme (généralement le pore) et contiennent des taux différents de LH. Ceci dit, Pamélioration des
préparations de FSH, réputées moins contaminges en LH que les usuelles, onl ét¢ favorables d’apres des études
(Tribulo ctal., 1991) sur la qualité d’embryons issus de la superovulation. :

Un ensemble dauteurs ont montré que 1'utilisation des extraits de FSH avec un ratio FSH : LH
détini pouvait étre bénélique pour éliminer I"importante source de vartabilite. Mapletoft et pierson (1993) ont
suggéré que le nivean maximal acceplable de contamination par ta LH dans les préparations de FSH serait entre
15 ¢t 20 %. {(Gordon, 1996).

Les doses totales préconisées varient de 28 mg pour les génisses & 40 mg pour les vaches, en
injections biquotidiennes a doses décroissantes (Chupin et Procureur, 1983 ;1ab. 6-1).
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Tableau 6-1: L'importance de la répartition des doses de pFFSH par injection (Chupin et Procureur, 1983).

Doscs par Nombre Cotps jauncs Embryons Embryons  Embryons de
Injection d’animaux {mzsd) récoltés  dransférables qualité
{imxsd) {(mzsd)
Constantes 28 93+706a 58+ 604c¢ 24+306a 41%
Décroissantes 26 13,9+ 1500 122+£123d 53+£0620 43%

avs b P<005 ¢ vs,d P< 0,01 Dose totale 32 ou 50 mg injectée en 4 jours, 2 Jois par jour.

a) Sources, doscs et purification de la FSH :

La FSH est obtenue 2 partir d’extrails hypophysaires généralement issus de Despéce poreine
(pFSH) et rarement d’hypophyses d’origine ¢quine (eFSH) ou ovine (oFSH). Les doses peuvent s'exprimer en
me équivalents du standard Armour, ou e g de FSH pure (1 mg correspond & 15 pg de pFSH pure : Chupin.
1988). Les nombres d’ovulations et d’embryons collectés augmentent en méme temps que la dose lotale,
jusquaux alentours de 30 mg (450 ng de pI'SH pure), pour atteindre ensuite un plateau. Le nombre d’embryons
transférables est maximum pour cetle dose car le pourcentage d’embryons transférables est plus laible pour les
doses les plus élevées (lab._6-2 el 6-3 ; Chupin, 1988 ; Donaldson, 1984).

Tableau 6-1 : Effet de la dose FSH INRA-SANOF! sur le taux d'ovulation et la production d”embryens
rans{érables chez les bovins (Chupin, 1988). .

N

Dose totale* Nombre Corps jaunes Embryons Embryons Embryons
(mg Armour) d’animaux récoltés transférables de qualité
16 18 4,8 2.9 2,2 76,9 %
32 _ 17 15,2 13,4 8,1 60,4%
48 S ¢ 14,7 11,5 47 41,1 %

*Dase injectée en 4 jonrs, 2 fois par jour

Les premiers extlrails hypophysaires étaient pattiellement purifiés (la plupart des hormones
hypophysaires étaient présentes) el contenaient des quantités variables de LH avec des rapports FSH/LH variant
de 0.1 & 1,5 (Lindsell et al.. 1986). Wilmotl ct al. (1990) et Mapletoft (1993) ont montre qu’une meilleure
purification en FSH des exlraits hypophysaires permetirail d’augmenter le nombre et fa qualité des embryons.
En effet, avec de leiles préparations, lorsque les doses injectées sont supérieures atix doses optimales citées
précédemment, la réponse ovarienne n'est pas augmentée par rapport alix résultals obtenus 381 avec des exlraits
moins purifiés, mais la qualité des embryons n'est pas diminuée. L effet détériorateur des forles doses de FSH
sur la qualilé des embryons serait donc dd essentiellement anx fortes concentrations en LH dans des extraits
insuffisamment purifiés (Mapletolt, 1993). '

Tableau 6-3 : Effet de la dose de FSH BURNS-BIOTEC sur la production d’embriyons chez les bovins
{Donaldson, 1984). '

Dose tolale * Nombre Embryons Embrystis Embiyons de
(mg Armour) d’animaux récoliés transférables glalité

20 20 2,6+2.8 2,1+2,8 72%

28 20 10,1+ 7,1 39427 47%

40 , 20 8,779 2,5+3,4 35%
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60 20 6,3%06,0 0914 16%

*Dose injectée en o jours, 2 fois par jour

b) Mecilleurs résultats :

Les réponses de superovulation les plus fortes, sont obtenues par une succession d’injections de
préparations riches en FS11, de lagoi a conduire d Favulation la cohorle entiere de follicules a amtrum. Le
souticn de FST doit ¢ére donné jusquau moment de la déclarge endogene FSH/LH. pour surpasser les
processus de sélection et de dominance. qui survienneal normalement a la fin du cycle (Saumande. 1991
Purwantana et al. 1993). La mesure de la réponse ovarienne peut €tre eHecluée au cours du traitement de
superovulation par le suivi de Ja croissance folliculaire griice, a4 Péchographie journaligre des ovaires
(Purwantana et al., 1993 ; Kcita, 1995). De fagon constante, une augmentation systématique du nombre de
follicules moyens esl constatée chez les femelles traitées par la FSH. Les observalions effectuées sur les pelits
ou gros follicules sont plus inconstantes, Les maodifications hormonales faisant suite & Iadministration de FSH
permettent d'estimer également celte réponse. Chez les Temelles superovalées en phase lutéale, 'intervalle
PGF2u - pic de LI est voisin de 45 heures (44,1 + 8,5). Lorsque Ja superovulation par FSH est effecluée au
cours d'un traitement progestatif, 1intervalle entre le retrait de ce dernicr et le pic de LH est proche de 24 heures
(26.3 + 5.1 ; Nibart et al., 1988). [l n’y a pas de différence dans les concentrations maximales des pics de FSH et
de LI par rapport i celles d*animaux cyclés non superovulés, '

Cependant, les femelles ayant bien répondu (> 10 cotps jaunes) présentent, aprés I’injection de
PGF2u, des pics préovulatoires de FSH et LH plus précoces que celles ayant peu répondu (2 corps jaunes). En
outre. tous fes animaux répondant aux raitements de superovulation présentent un pic de FSIH et de LM au
moment des chaleurs (fig. 6-4). Chez les animanx ne répondant pas, les pics de FSH et LH sont le plus souvent
absents (Nibart ¢t al, 1988). Labsence de décharge de LH peut s'expliquer par un défawt de réponse
hypophysaire malgré la croissance de nombreux follicules et des niveaux élevés d'cestradiol ou, plus
fréquemment, par absence de crossance folliculnire et absence de stimulation de "hypothalamus (Nibart et al.,
1988a). Lnfin, une partie des femelles ne répondant pas, n’onl pas une lutgolyse normale aprés traitement par
PGF2u ef ceci expligue Pabsence de décharge ovulante de LH (Nibart et al., 1988 : Humblot et al., 1994).

Les concentrations d'cestradiol augmentent dés 24 h aprés injection de FSH. Le maximum est
observé 36 - 52 h apres injection de PGF2u et le retour au niveau de base 12 N apres le pic de L. Apres
stimulation par FSH, les valeurs maximales varient de 50 4 70 pg/ml. Les concentrations plasmaliques de
progestérone (5 & 10 ng/mi) augmentent apres Pinjection de FSH en fonction des quantités de LI presentes dans
les préparations, Celles-ci baissent 24 & 48 h aprés injection de PGF2a chez les femelles superovulées au cours
de 1a phase lutéale et ont le plus souvent disparu avant le retrait du progestagéne {Keita, 1995) chez celles ayant
requ FSH au cours d’un cycle maitrisé. Les concentrations de progestérone au moment du pic de LH (j0) ne
différent pas selon les modalilés de trailement (0,46 ng/ml en moyenne, selon Nibacl et ak., 1988). On remarque
une augmentation de ces concentrations, 48 heures aprés le pic de LH chez les donneuses présentant une bonne
réponse. aprés 72 heures chez celles dont la réponse est Faible (< 2 corps jaunes) alors que celle-ci survient apres
132 heures au cours du cycle normal (Combarnous, 1997).
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Figure 6-3 : Courbe des concentrations plasmatiques périphériques d’oestradiol, progestérone, LH, chez une

vache ayant répondu au traitement de superovulation par la FSH-p (Nibart et al., 1988).
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¢) I'SH recombinante bovine :

De récents progrés, on permit de produire de fa bI'SH (bovine FSH) avec des niveaux de pureté
de I'ADN recombinante (absence de contamination de proléines et/ou autres
it commercialisable. La bFSH recombinante a démontre qu’elle possédait une

élevée grice, a la technologie
valuation-de doses faite par Beflow et al. (1991) chez la vache 3 viande, en

sonadotrophines), éventuelleme
haute aclivité bivlogique d aprés i’

réponses de superovulation, seulement les varialions ovarienhe el
s aulres préparations de

induisanl chez celle-ci d excellentes
lors de traitement par la bFSH  était similaire a ceux rapportés pour le
clu aussi que les grandes performances de la

embryonnaire
gonadolrophines connues & nos jours. Wilson et al. (1993} onl con
bISIT Clatent similnires aux résultats rapportés avee les extrails pituitaires.

3. Le timing de la superovulation durant le cycle vestral :
e cvcle

Le temps le plus favorable pour le trailement, est celui qui peut élre initié durant |
¢. coincidant avec la période d’interphase entre le jour ou te pre

maximal et celui de I"émergence du second follicule dominant (9 et 13

d’une uénisse ou d’une vach
dominant arrive 4 son diamctre
le jour de I'vestrus est le jour 0}
une régression lutéale, afin qu’il
(1993), ont indiqué que la longueur du cycle est capil
temps appropri¢ et commence le protocole de superovu
23 jours, le traitement devra commencer au gime jour, al
a 20 jours, le traitement commencera au FO™™ jour. (Gordon, 1996).

vestral

mier follicule

e

jour si

. De plus une injection de PGF2a a 48 h, aprés fe début du traitement induirai

y ail une ovulation et manifestation oestralé (lab. 6-4). Mapletoft et Pierson
ale el doit étre fournie avec exactitude pour choisit le

lation, exemple chez les vache dorit le cycle est de 20 &
ots que celfes dont le cycle est-plus court, c’est-a-dire 18
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Tableau 6-4 : Programme de superovulation utilisé chez la vache d-apres Mapletoft ([986).

Jour Temps Traitement i Traitement 2 Traitement 3
10 AM 2500 Ul PMSG 5 mg FSH 5 mg FSII
‘ P.M 5 mg FSH 5 mg FSH
11 AM 4 mg FSH 5me FSH
M PGI2u pour les receveuses 4 mg FSH S5mg FSH
12 AM PG 2a pour les donneuses 3 me FSH 5mg FSH
PM ' 3 mg FSH 5 mg FSH
13 AM 2 myg FSH 5mg FSH
P.M 2 myg FSH 3 mg FSH
14 AM .
P.M IA tA 1A
15 AM A dA 1A
P.M FA A 1A

4. TAfet du follicule dominant sur les réponses de superovulation :

, Il est clair maintenant par un ensemble d’études el rapports que le follicule dominant est une
contrainte non négligeable, dont on doit tenir compte. lors d'une superavulation, et gu’une diminution des
réponses est palpable lors d’un protocole de superovulation avec FSH, en présence de folticule daminant
(Lussier et al., I‘)‘)S). C

Un étude faite au Canada. par Guilbault (1991} qui uotilisa un suivi échographique du
développement folliculaire, montrant que la présence d’un follicule dominant au méme temps qu’il y a initiation
du traitement de gonadotrophines. réduisail les réponses de superovulation de 40 4 50% . Huhtinen et al. (1992)
en Fintande. ont montré lors de absence du follicule dominant dans "ovaire au méme temps de la stimutation
des ponadotrophines, que les vaches produisaient le double du nombre d’embryons (ransférables comparé aux
animaux traités en présence de follicules dominants ; au Canada. Nasser et al. (1993) a montré aussi
Pimportance du statu des vagues folliculaires chez les donneuses et son influence sur la réponse de
superovulation,

En Hollande, De Ruigh et al (1996) ont rapporté que I'élimination du follicule 38 4 46 b avant le
trailement de superovulation par aspiration follicutaire ou OPU (Qvum pick up, Clesi-d-dive, ponction
Jolliculaire échognidée) augmenté de fugon significative le rendement embryonnaire par comparatson a un lot
control (9,1 versus 6,7). Par ailleurs, des lenfatives om &t¢ Faites pour développer des routines de superovulation
en présence de follicute dominant, el sa aw méme temps que FOPU ; 1'une de ces voies a menée & la GnRH.
Ainsi au Canada, on a montre qu’un traitement avec la GnRH peut étre utilisé pour synchroniser 1'émergence
d"une nouvelle vague folliculaire, et done exposé le follicule dominant & une ponction ultérieure (4 jours aprés la
injection de GrRRH) ; indifféremment de la phase vestrale, lutéale ou folliculaire Te jour de I"injection de la
GnRIH. (Gordon, 1996).

5. Synchronisation des vagues folliculaires :
De nombreuses lematives ont éié faites pour induite une superovulation aprés I'induction d’une
synchronisation lotlicudaire, par différents moyens chez fes vaches, parmi eux Uutilisalion de GnRH mentionnée
ci-dessus (Kohram et al./ 1996).

Au Canada, Bergfelt et al. (1994) onl testé avec succes, cn induisant une synchronisation
w’importe qu'etle phase du cycle oestrale et uu hasard, avec Putilisation d’une injection d oestradiol, | jour aprés
le début d’un traitement avec des progestagénes ; de ce fait ifs ont noté qu'un tel protocole éviterai la détection
des chaleurs el Pattente de commencer le traitement de superovulation au milieu du dioestrus ; le traitement
progestatif' a é¢ fais avec dus implants (fg. 06-3). Néanmoins des traitement moins traumatisanls existent
acluellement, ek les spiralés ou fe CIDR, avee de Poestradiol de courte action (oestradiol-17[3). -
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Figure 6-4 Profocole de superovulation par ka FSL I-p dans un cycle maitrisé, d’apres Nibart (1991).

Superovulation par la FSH-p

Cycle maitrise:

1 Bmigg - Bmg
2 5mg -5my
3:3mg - Img
4 Zmig - 2mg
FSH-p
32myg
Antilutéotrope H

Implant T
NORGESTOMET PGF2agea JO
g jours
Il est connu qu'il en résulte une suppression du follicule dominant et ['émetgence d’une nouvetle

vague lolliculaire aprés environ 4 jours du début de Pinjection (Bo et al, 1995). Le traitement de superovulation
est initié 4 jours aprés le fraitement d'oestradiol chez les vaches implantées, quant aux résuiltats, il était
comparable 4 ceux traitées par les gonadotrophines de la fagon classique, ¢’est-a-dire au milieu du cycle vestral.
Le recrutement des follicules pour a superovulation a été disculé par Mapletoft et al. (1994), qui ont suggéré
quil était possible de synchroniser (pat induction de Patésie des follicules antraux existants) et d'induire
I"apparition d’une nouvelle vague folliculaire, visant une réponse lors du traitement de superovulation, ces
autcurs ont mentionné le besoin d’études - ci-dessous - pour déterminer la période optimale entre Iinjection
d"cestrogene et Iinitiation du traitement de gonadotrophines dont fe but d’une réponse maximale et d’un nombre
supéricur d’embryons viables.

En Irlande, Dufly et al. (Gordon, 1996), ont administré Smg benzoate d’eestradiol au méme temps
quil y ait initiation du traitement de progestagénes (PRID/CIDR) est I’administration de 2000 Ul de PMSG 4
jours apres Pinitiation, 1l éte cvident que le benzoate d’cestradiol diminue e nombre de follicules larges, lors de
la récolte dembryons, la qualilé est améliorée - il est visiblement claire que e hombres de rappotrts sur
Putilisation de progestagenes combinées avee le benzoate d’oestradiol font mention d’utilite sur le contrdle et ia
synchronisation des vagues folliculaires el aussi une voie future qui pourrait étre trés utile pour améliorer
eilicacement les protocoles de superovulation. {Gordon, 1996),

6. Effet du follicule dominant chez les vaches de lactation :

[l y a certaines conditions ou les réponses de la supergvulation ne sont pas affectées par la présence
de Tollicule dominant ; en Suéde, Machel el al. (1995) rapportaient des résultats montrant que la superovulation
chez des vaches laitieres au milicu d'une lactation tardive n’était pas affectée par la présence de follicile
dominant ces auleurs onl suggeéré gue le critere définissant la dominance ou la non dominance (olliculaire
devrait étre redéfini sur fes vache de lactation, 4 qui les réponses de superovulation apparaissent in fluencees par
d antres nombreux facteurs.

1V. Les différents protocoles de superovulation :

1. Traitement de Priming FSH :

Selon différentes ¢tudes, un prétraitement Ya FSH avant application d’un traitement de
superovulation. vise a modifier le niveau sanguin de FSH précocement durant la phase lutéale d'une donneuse
d'embryon, ceci scton les uns serait bénclique, puisque il apportera plus de follicules en croissance avant Ia
superstimulation. Dans ces prétraitements. I'objectif initial est de stimuler la croissance folliculaire el débuter un
cycle. Bien que quelques ¢ndes (Petr et al.,, 1990) trouvent évident Ieffet positif du traitement, d'autres
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observations montrent qu un tel prétraitement de gonadotrophines en général, réduisait plitdt que d avgmenter
les réponses de superovulation (Calder et Rajamahendran, 1992), donc il apparait que ce prétraitement avec fa
FSI au débul du cycle est désavantageux puisque durant ce traitement, on induit une augmentation du
développement folliculaire, il en résule une angmentation de la proportion des [ullicules anovulatoires,

actuellement la cause n’est pas bien comprise. (Gordon. 1990).

2. Traitement avec la FSH :

Une ¢tude faite par Roberts et Echternkamp (1992) Gui ont évalué la réponse d’un traitement
sandard de superovulation, initié au début du cycle oestral (1 — 4 jours aprés estrus), torsque la dominance
folliculaire ne §'est pas encore élablie. bien que le taux d’ovulation accompli est normal pour la superovulation,
Je taux de fertilisation et le rendement embryonnaire était bas. D autres études faites par Roberts et al.. 1994
appliquant § injections de 'S deux fois pur jour au début du cycle oestral (2 - 6" jour) ou au milieu du cycle
oestral (10 — 11 jour). Cus résultats ont montré que fa superovulation au début du cycle, augmentait la
proportion d’eiubryons iranslérables par rapport a 1awtre période du traitement (8,0 versus 5.4) (Gordon. 1996).

Les exlraits hypophysaires de 'SH soit génératement injectés 2 fois par jour pendant 4 jours par
voie intramusculaire pour obtenir un ¢lTet optimum sur la réponse ovarienne. En effet. la demi-vie de Ta FSH est
wes courte (70 min), d'ol la néeessité ¢injections mulliples, permettait de maintenir des concentrations
suffisantes dans ka circulation périphérigue (Chupin, 1988). ‘

Des résultats récents démontrent que certaines préparations commerciales (Follitropine N.D.,
Vetrephann ; Superov N.D., Ausa international) peuvent étre injectées également par voie intramusculaire, mais
seulement une fois par jour, pendant 4 jours. Des résultats équivalents a ceux obtenus avec 2 injections par jour
ont été observés par Bungartz et Niemann (1994). Une injection unique par voie sous cutanée en arrigre de
I"¢paule o démontré son elficacité chez les animaux de type viande (Hockley el al.,, 1992) et chez les zébus
(Tribule ct al.. 1993). La présence d"une abondante quantité de graisse sous cutance & ce niveau chez ces
animaux peut expliquer un re-largage fent de 1a FSH dans la circulation générale. Récemment, des résultats
équivalents @ ceux présentés précédemment ont ¢1¢ obtenus apres I’injection par voie intramusculaire d’umne dose
unique de FSTE dituée dans le polyvinylpyrrolidone {Suzuki et al., [994).

La FSII peut élre injectée cn phase futéale (entre 19 et 313 J0 = chaleurs) d’un cycle naturel ou
induit. Duns ce cas, a la §¥™ M injection de I'SH, une administration d’un analogue de PGF2a entraine la
tutéolyse et permet les ovulations. Il est possible également d’injecter I"hormone de stimulation simuttanémenl
avee la PGF2u au cours d'un trailement de mailrise des cycles basé sur [utilisation de progestagénes
(CRESTAR® N.D., intervet ou PRID® N.D.. Sanolt). La PGF2a peul éire injeclée 24 & 48 v avant le retrait du
progestagéne (Combarnous, 1997).

Selon certains auteurs, la production d’embryons viables est semblable chez des femelles
donneuses superovulées en milieu de phase lutéale ou au cours d'un traitement progestatif. L utilisation du
traitement progestatif associé a méme eté recommandée Torsque 1a superovulation est effectude chez des vaches
sub-fertiles (Nibart et al.. 1988). Ces résultats ont &té confirmés globatement par Boland et Roche (1993) mais
ces auteurs ont obtenu plus d’embryons congelables chez les femelles superovulées en milieu de phase lutéale
que chez celles ayant regu un progestatif: En outre, Keita (1995) a obtenu un taux d’embryons viables plus élevé
quand le traitement progestatif associé au traitement de superovulation par FSH était iititié en milieu de cycie
(J9) piutdt gu'en fin de cycle (116). Ces demiers résultats sont en faveur de Phypotheése selon laquelte la qualité
des ovulations induites est meilleure lorsque la dure pendant laquelie Fanimal reste sous I"effet de a

progesiérone n'est pas trop longue. .

a) Réduction du nombre d’injections de FSH :
De nombreux auleurs, oni simplifié les procédures d'administeation de FSH ; au Danemark,

Purwantara ct ab.. (1994a), ont ulilisé deux lols, avec une dosc totale, soit environ 35 mg de FSH, seulement en
une seule prise quotidienne, pendant 3 jours pour un lot et deux prises quotidieune pendant 4 jours pour I"autre,
la prostaglandine élait donner 72 haprés ta premiére dose de FSH. Les autetnrs wont pas trouvé de différences

entres les deux groupes, dans leurs dynamiques folliculaires et te rendement embryonnaite (Gordon, 1996).

b) Traitement en une seule injection de FSH :

Les effets du régime des doses et les voies d’administration, employées dans les différentes
préparations de FSH, ont été rapportés par de nombreux chercheurs, sur la race taurine (Staigmiller el al., 1994)
et sur des Zébu (Tribulo et al., 1993), bien que la réduction du nombre d’injections dans les circonstances
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normales pourrait résulier dune diminution des réponses de superovulation d'apres de nombreuses équipes. Au
Japon. if a ¢l¢ montré quiavee certaine formulation, qu'une seule injection peut étre utilisé avec succés plutdt
que drutilisé les 8 - 10 conventionnelles, pendant 4 - 5 jours ; une telle simplification serais particulierement
importante dans Papplication pratique sur les cheptels bovins et z6bus. surtout si on considére que la contention
des animaux pour de mulliples injections est une source imporlante de siress (Mapletolt et Pierrson, 1993
Rodriguez et al.. 1994 ; Gordon, 1996} :

»  Formule du polyvinylpyrrolidone :

La demie vie de la FSH chez la vache est d’environ 3 I, ¢est donc pour cette raison (ue on utilise
de multiple injection pour la superovulation. Pour cela une équipe japonaise a cmployé une macromolécule le
polyvinylpyrrolidone (PVP) qui prolonge I'action de fa gonadotrophine (FSH) (Suzuki et al., 1994 ; Yamamoto
et al.. 1995}, ceci ont aussi moniré que la FSH porcine dissolvait dans le PVP el utilisation d'une seule
injection de ce dernicr en sous cutané étail capable d’induire les mémes résultats que la FSHp en multiples
injections. lls conclure que Putilisation du PVP comme véhicule (excipient) pour la FSHp est une méthade
pratique pour induire une superovulation chez la vache. {Gordon, 1996).-

= Formule d’oxyde de silicone : .
En Ukraine, Davgopol et al. (1995) ont rapporté lors de Putilisation d'une injection en sous
cutanée  d'une préparation de FSH (Prolongone) constituée  doxyde de silicone, que les résultats de
superovulation fournis Ctaient tres satisfaisants.

»  Pulsed Delivery System @

Une élude de Jimoh et al. (1993) appliquée awx USA, par Iutilisation d’un procédé rés développé,
d’unc microcapsule implantable ef qui libere la FSHp de fagon pulsatile chez la vache donneuse (cetle appareil
était capable de libéré 8 pulses de FSH durant une période de 4 jours) a donng des résultats suffisammnient
promelieurs pour Irapplication de ce procéde et le raffinement du systéme dans le luture. S

«  GnRH est Ia Down-regulation hypophysaire :

La down régufation hypophysuire par des GnRH agonistes, pour la stimulation hypophysaire,
largement employée depuis quelques années dans les programmes d'IVE humain. De tels traitements visent &
permettre fa croissance folliculaire uniforme en réponse aux traitements de superovulation (FSH), en Aberdeen,
Birnie el al. (1995) utilisés e traitement de GnRH chez des génisses sur une période de 2 semaines avant
d entamer Minduction de Ta superovulation, se traitements de GaRH se faisail a un intervalle de 24 h, il était
évidant que les réponses Elaient améliorées (dans e nombres d’ovulations et d’embryons) ; il serail juste et utile
dexplorer 1'¢lendue et de tenter cette Down-regulation chez ta vache. (Gordon, 19906).

= Utilisation de Ia Somatotrophine recombinante Bovine :

La STH (Somatotrophine ou Growth hormone, GH) est une des hormones sécrétées par
I"hypophyse aniéricure ou Pantéhypophyse, son tole tres important et évident pendant le jeune age de la vache
elle induit la croissance lincaire des os longs, et en phis de son action de croissance sur fes épiphyses des os
plats. 1l est conny que la plupart des effets de la GH sont indirecte et done D'existence d’un médiateur difecte
isolé, appelé I'GF-I (Insuline Growth Faclor 1} sécrété principalement par le foie en réponse 4 1a libération de la
GH. La somatotrophine bovine recombinante (rBST) est devenue disponible ces derniéres années ef a permis
une meilleure compréhension du mode dPaction de 1'hormene surtout dans les processus de reproductions (Webb

et al., 1994).

Il y a dilférentes raisons de croire que la GH joue uh rdle important dans la biologie de
reproduction, il y a en méme ceux, qui d’aprés de nombreuses appréciations, pouvait fegitiment classer ceile
hormone comme une gonadotrophine, évidence actuellement applicable, quoique cette activite gonadotrophique
ne se ferait qu’en présence de gonadolrophines conventionneltes FSH/LH, pour cette raison un terme récemment

ulilisé : Cogonadotrophine était plus approprié.

Willard ¢t al. (1995) ont examing des changement de G durant le cycle oestral bovin relalive au
développement follicutaire, ils ont trouvé wit rale potentiel de la GH dans le recruternent el le développement
folliculaire chiez la vache ; cette capacité de la rBST a mené & son utilisation comme co-lraitement  avec la FSH
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Bien que certains lravaux, ont trouvé que sa rehaussez les réponses de superovulation. et le
rendement embryonnaire chez la vache (Niemann, 991 ; Herrler ot al., 1994) sauf, que st n’est pas tout les
auteurs qui Pavantage (Gray et al., 1993).

»  Hormone de eroissance cf action de PIGF-}:

I} est maintenant clair, que la rBST stimule Ta synthése de I"IGF-1, pas seulement dans le fote mais
par de nombreox aulres tissus, Dans [ovaire, par exemple ["IGF-1 a €1¢ trouve en grande concentration dans e
fuide Tolliculaire, particulicrement dans le follicule dominant. Des études de Spicer et Geisert (1992) ont monté
que fes petits Tollicules vésiculaires contenaient significativement moins d'IGF-1 que les moyens et les grands
follicules © nempéche que Forigine nest pas claire, si ¢’est une augmentation de ka biosynthése locale ou
augmentation de la diffusion de ce peptide & partie du sérum ; it élait évident de suggérer 'existence d'un
systemie d’IGF-1 intra-ovarien complet avee des ligands, récepteurs et de binding proteins (protéines de
transports). Donner de la rBST stimulerait PIGE-1 ovarien qui lui méme stimulerait les fonctions cellulaires de la
granufosa, il n’est pas déraisonnable d'altendre que celte hormone modifierai et influencerai la réponse de
superevulation.

Dnutres observations faites par Gong et al, (1991} par exemple ont montré que le traftement avec
rBST, permet de doubler I'asgmentation de la population de lotlicules vésiculaires de 2 - 5 mm de diametre
chez les geénisses. Les autcurs conclurent que la rBST agissail probablement via ["augmentation de la
conceniration périphérique de UIGF-1, bien que dans leur subséquent travail (Gong et al.. 1993a) un effet direcl
dans I'ovaire n'a pas été exclu . Des information rapporices ailleurs (Langhool et al., 1991) prétent Pidée que la
/BST aurait un elfet direct sur P'activité ovarienne chez la vache; les cellules de la granulosa des petits et grands
follicules augmentaient la synthése des protéimes en réponse & la rBST. Des récepleurs fonctionnels de
Ihormone de croissance, ont ¢galement éié trouvés sur les cellules de ta granulosa humaine expliquant, I'effet
direct de la GH sur Povaire (Gordon, 1996),

V. La méthode de PIA pour les donneuses sitpergvulées !

Apres Uapplication du traitenient de superovulation, la seconde €lape 4 faire est le contréle de
Poestrus des vaches superovulées, cest-i-dire le début et la durée de 'oestrus, qui sont des parametres
importants pour déferminer fe moment de I'IA. H est aussi évident qu'ils permetient d’évaluer I'intensité de
Poestrus chez ces vaches, ce qui refléterait aussi intensité des événements préovulatoires chez U'animal traité
(Callesen et al., 1993) : celle-ci est spécialement impottante lorsgue des donneuses montrent de faibles signes
d’oestrus ; ef puis des lors cerlaines vaches seronl classées mauvaises donneuses d’embryons.

Bien quit y ait cu une tendance précoce dans I'étude de la superovulation au travers de "'hypothése
d'une reproduction normale avec une insémination adéquate. ceci pour accomplir un taux de production
embryonnaire inwportant, estimées sur ces donneuses (lors de fa détection de Poestrus), les recommandations
habituelles sont une insémination a 12 h d’intervalle, commencgant 12 h aprés I"observation du début d’oestrus.

L’usage de la prostaglandine pour le TE en clinique. pour contrler le timing des périodes de
chaleurs permet justement avec une précision de donner des recommandations sur la fagon dont I'TA doit étre
faite. Les donneuses sonl attendues pour rentrer en oestrus a envirod 2 jours aprés Padministration de la
prostaglandine. 11 serail pratiquement norimal de suivre une importante régle de 1'1A, stipulant que 1A doit se
[aire le matin et le soir, & condition que les vaches ont montré des signes de chaleurs 16t dans la journée ; mais, si
Ioestrus se produisail plus tard, alors Iinsémination ce fera I'aprés-midi, en plus du lendemain matin.

Ut travail en Virginic par Canseco et al. (1992) suguére que Ja division des 25 mg de Ta dose de
prostaglandine en deux injections, induirait une augmentation des réponses oestrales (87% versus 79%%), en plus
d'un raccourcissement de Dintervalle du début de chaleur, quavec le traitement conventionnel avec une seule
injection. De plus, une semyence congelée vst généralement employée en utilisant deux paillettes de 0,25 mi,
aprés la détection des chalewrs, plus. une @ deux autres paillettes apres 12h Goulding et al.(1994) : dou Fintérét
d’utiliser fe protocole d'insémination avec une semence {congelée ou fraiche}, pour assurer un haut rendement et
done une meilleure qualité d’embryons. Des cludes onl perimis de conslater que deux paillettes lors d'[A
suffisent pour inséminer des pénisses superovulées (8 -~ 12 h dprés le débul de I'oestrus et une deuxiéme 12 h
apros). '

En pratique, le paraméire & prendre en considération, ¢'est d’éviler dans la mesure du possible
dinséminer des donneuses en retard ct aprés la fin de 1"apparition de "oestrus, cela influerait défavorablement
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sur la récolie d'embryons 7 jowrs plus fard. En France, Slimane et al. (19935} ont rapporté, qu'ils ont retrouve
plus d"embryons quand les donneuses superovulées ont €té inséminés deux fois pendant I”oestrus, ou quant elles
sont insémindes en une seule fois, & plus de ¢ heures aprés que le pic préovulatoires de LH atteint son maximum
(détermingé par LH enzyme immunoassay. LISA) que celle notée lors. d’une seute trisémination des donneuses
pendant la période des chaleurs. {Gordon, 1996).

V1. Les caractéristiques des follicules préovulatoires et des
ovocytes aprés superovulation :

Les caractéristiques cytologiques des ovocytes récoltés & partir des vaches superovulées, ont €té
rapportés il y a plus de 30 ans ; aucun eftet contradictoire sur le modéle de maturation nucléaire n'a ét¢ rouve ;
cependant, il est devenu gvident que beaucoup d'éfudes subséquentes sur fe traitement de superovulation
employés sur des vaches compromeltrail la qualit¢ d'ovocytes ayant ovulé. Des observations faites sur des
vaches superovulées, onl montré des résultats anormaus de stéroidogenése folliculaire, avec une maturation et
ovulation prématurée, en plus d'une déviation des profils hormonaux systémiques. En dépit de tels problémes. i
est a noter que des milliers d’ovocytes produisent des embryons et des veaux en bonne santé chaque annce.

{Gordon, 1990).

1. Asynchronisme interfolliculaire :
iy a eu des études, qui ont montré guun tiers (1/3) d’ovocyles aspirés en période préovalatoire a
partir d’ovaires de vaches superovulées, ont une maturation nucléaire anormale (Hyttel et al., 1991 ; Bousquet et
al., 1993, sans oublier aussi les elTets indésirables opérés fors du transport du sperme ct 5a survie. De Loos el al.
(1991} ont examin¢ e niveau de progestérone et oestiadiol folliculaire chez la vache supetovulée, concluant que
Povocyte el le développement folliculaire était hors phase, dans certains exemples, ce qui explique les
défaillances déceices sur quelques ovocyles.

En Hollande, Dieleman ¢t Bevers (1993a) ont enregistré que fes follicules préovulatoires
contenaicht plus de quatre fois la concentration d'oestradiol chez les vaches superovulées, que ceux nof
superovulées. Un Lel environnemen endocrinien inappropri¢ influencerail négativement sur fa qualité
d’embryons récoltés. Quelques lentatives pour le contrdle de la libération de la LH, afin que plus de follicules
soit capables d’ovuler avec des ovocyles normatx ont été effectué ce par U"application de progestagénes sitivi
par la GnRH, (Vos et al,, 1993) . Les résultats ont mentré Pexistence d’ovocyles 4 potentiel de développement
en cmbryons viables réduit, ceci est du a I"elfet du traitement des progestagénes sur environnement oviductal
pltdt yue sur les ovocytes cux-mémes. ' :

2. Défaut dans la prématuration ovocytaire :

Au Danemark, Greve et al. (1995) avaient montré durant la période avant la maturation {phase de
prématuration), gue des ovocytes produits durant et aprés la régression lméale, n'achevaient pas lewrs
modifications nucléolaires de  fagon normale {maturation nucléolaire) chéz les vaches lraitées  aux
gonadotrophines, Ce défaul proviendrait de la FSH qui agirait comme suppresseur de la production de LH et
done induirait une stéroidogenése anormate impliquant et/ou un raccourcisseinent de P'intervalle de P'injectian
de prostaglandine jusqu’au pic de LH. altime ou 'ovoeyte doit achever sa maturation normale.

Roberge et al. (1995) ont montré aussi ne suppression dans la fréquence et "amplitude des
pulsatilités de la sécrétion de LH, chez les vaches superovulées durant la période du fraitement gonadotrophiquie
et aprés Padministration des prostaglandines. L’injection comniercialement disponible de gonadotiophines
n’induit pas en clle-ménie Ieffet suppresseur sur la sécrétion pulsatile de la LH, vraisemblablement uné telle
suppression de LH, serait causée pat une augmentation sibstantielle de Peestradiol préovulatoire, produit par de
nombreux follicules en croissance. Le niveau anormal de stéroides résulterait d’une production précoce de tous
les évenements préovulatoires, incluaid. le développement folliculaire el la maturation ovocylaire (Gordon,

1996).

3. Caractéristigues des follicules préovulatoires !
' Ces caractéristiques chez une vache normale ont éte décrites dans te sens de la production des
stérotdes et les dimensions folliculaires. '
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Les caractéristiques des follicules ovulatoires el des ovocyles aprés les différents traitements de
superovulation ont été dirigés par Laurincik et al (1993a), puisque fa premiére image chronologique de la vague
d*ovulation chey, fes vaches superovulées avait €1¢ fournie par Laurincik et al (1993b), lesquels ont montré que
Povulation se produisait sur une période de 8 h. et dont ta plupart du temps dans tes 4 premiéres heures.
Purwantara ¢t al (1994b) ont enregistré une périvde d"ovulation dans I'intervalle de 4 ~ 12 h. proportionnelle au
nombre G ovulation, la plupart de ces ovulations se produisaient dans les 4 premiéres heures, indépendamment
de la position de ovaire (ovaire droit versus gauche) ou de la parité {génisses versus vaches).

4. Défaut du pic préovulatoire de LH :
Un des grands problémes observes avee le protocole de  superovulation, ¢'est I'absence du pic
préovulatoire de LH chez quelques vaches donneuses, celui-ci €lait une des causes de défaut de maturation
ovocylaire el done une anomatie entbryonmaire importante.

Pour cette raison il a €(¢ cilé, que cettains investigateurs ont employé la GnRH dans 'effort était
d’améliorer fa réponse ovulaloire et/ou le timing du pic de LH relative dans fa cycle du développememt
folliculaire. Habituelement, une dose de GnRH est administrée le jour de I'oestrus ; cependant, it n’est pas jugé
nécessaire lors de la libération de LH, quelle soit dans sa forme caractéristique de pic ; ces auteurs ont employé

. des kit d'ELISA pour des lests rapides sur la LH (chaque 3 1) déterminant ainsi 1"apparition Hu pic de LH et le
moment d’insémination des vaches donneuses qui se faisait 12— 15 haprés fe pic.

il ¢st connu que la fiéquence des pulses de LH, se réduisail dans les 8 — 32 h aprés Pinitiation du
fraitement de fa superovulation (wilisant la PMSG ou la FSEI) et que durant ceci, il n’y a pas de changement
dans les niveaux de progestérone (Gosselin et ak, 1995). Dans le cas ou le traitement de gonadotrophines a une
action directe sur fa glande pituitaire dong, sur la libération de la LH, alors il serait utile de le considérer comme
un facteur influengant e pic préovulatoire de LI (Gordon, 1996).

VII. La répétition du_traitement de superovulation :

Des contradictions dans ta littérature au sujet de la répétition du traitement superovulatoire chez la
vache, onl é1é rapportées sur sa [aisabilité sur fa méme donneuse, telle que celle de Christie et al (Gordan, 1996)
qui avaient pris un groupe de 14 génisses, soumises & maintes reprises dans un intervalle de 6 semaines a un
traitement stancard de superovulation (2000 Ul de PMSG avec PG aprés 48 h) ; plusieurs génisses ont répondu
dune maniere satisfaisante et de fagon identique du 26 ay 108" traitement.

L utilisation de I'une ou de "autre molécule (FSH ou PMSG) avait des réponses similaires au sujet
du nombre d'ovulation et des embryons recueillis, ceci entre le 1< et le 45™ traitement de superovuiation ; de
tels résultats sonl équivalents a ceux trouves dans des travaux réalisés en Allemaghe, montrant que la production
des anticorps anli-PMSG ; virluellement, ne causant aucun probléme chez la vache (Gordon, 1996).

La répétition du traitement de superovulation :

Au Brésil. on a constaté que e nombre d’embryons collectés duiant 7 {ois (intervalle de 30 - 120
jours entre les récolles) étaient similaires chez la vache z¢bu superovulée ; Hackett et McAllisler au Canada
{1992) avaient trouvé qu'une récolte d"embryons élait faisable en deux fois successivement dans 112 jours post-
partum chez les vaches laiticres superovulées, el ceci sans aucune alTectation dans la production laiticre ou dans
kes taux de gestation.

En Hollande, De Ruigh et al. (1995) ont enquélé sur les factetis influencant les réponses de
superovulation chez les vaches Jaitieres traitées de fagon répélée, et ils oni trouvé que le rendement
embryonnaire ¢lait principalement affecté par la vache donneuse elle-méme. 1ls ont noté que ltorsque le
traitement de superovutation commengait le 175" jour, le nombre ¢'embryons viables tend & augmenter que
quant le traitement commengait dans les autres jours, et que le pourcentage d’embryons viables tend a diminuer
avec I"augmentation du nombre de lavement. (Gordon, 1996).

VIill. Le rendement embryonnaire lors de¢ la superovulation i

La litérature a rapporté que le niveau plasmatique d’oestradiol et de progestérone étail en relation
avee la réponse de la superovulation chez Ta vache. 1l serail évident el intéressant & ce que le programme de
translert cmbryonnaire, chez. fa vache, soit capable de prédire la réponse de la superovutation, c'est-a-dire apres
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avoir donné le traitement de gonadotrophines ; des études Pakistanaises rapportées par Mchmood et al. (1991)
suggerent que les concentrations des wstrogénes et de la progestérone peuvent élre utilisées pour prédire le
rendement embryonnaire aprés traitement, il est important alors, destimer fe niveau des stéroides dans tout le
cycle superovulatoire. :

Au Royaume Uni, Scolt (1993) suggéra qu'explorer ovaire des vaches donneuses el voir la
répartition des follicules qu’il contient, pendant quelques jours avant "administration du traitement de
gonadotrophines, serait trés utile pour prévoir le rendement embryonnaire et a réponse de la superovulation.
Une autre étude faite au Japon, Kawamata (1994) qui a échographi¢ (real time ultrasonics) el rapporté e
nombre de follicules de wille 3-6 mm sur les ovaires de vaches llolslein juste avant le traitement
superavulatoire et de ce fait. il a prédit sa réponse. En Aberdeen, une autre étude faite par Singh et al. (1995 n’a
pas trouvé de corrétation entre le nombre initial de follicules avant le {raitement et le nombre d’ovulation apres
le traitement a la FSIL Au Canada, Desaulniers et al (Gordon, 1996) ont conclu que le développement
folliculaire scanné avant le traitement était une valeur lmité dans la prédiction de la qualité d'une donneuse
d’embryon. )

IX. Les facteurs influencant les réponses des traitements de
superovulation :

i. Sélection de donneuses potentielies :

De nombreux travaux oil rapporté des méthodes qui sont employées pour choisir des vaches
potentiellement donneuses d'embryons, avant méme qu'elles soient acceptées pour le (raitemenl de
superovulation. En Allemagne, Herrler et al. (1990) ont utilisé un lest rapide de progestérone dans le lait comne
outil de sélection des futures donneuses, classées par velles qui avaient le faux de progestérohe te plus bas dans
e lait et donc moins de corpus lutéal que celles avec un niveau simildire ou plus que le standard (10,5 ng mi').
Au canada, Desaulniers et al. (1995) (rouvent que suivre le développement folliculaire et le profil endocrinien
sur des vaches matures (non utitisées pour la production du lail), gtait un moyen trés linité pour prévoir ia
réponse de superovulation, ils ont aussi trouvé que la superovulation a révélé des désordres endocriniens et
[olliculaires chez fes vaches matures superovulées, qui seratent imprévisibles lors d"un cycle normal {Gordon,
1996).

2. Intervalle post-partum :
1y a eu certaines indications gue les réponses superovulatoires et la fertilité des vaches seraient
influencées par "ampleur de I'intervalle post-partum. Au fapon Sahara ef al {1994), avaient utilisé I"échographie
sur Povaire des vaches & viande et ils ont noté que les follicules de diamétre > 4 min diminués d'une fagon
marquée au 92" jour. Chez la vache laiticre Holstein — Frisonne, Kruip et al. (1995) avaient nrarqué une
attention sur la période parliculiere aprés le parl (pres du vélage autour de {00 jours). lorsque {a Holstein éait
particulierement nroins sensible au traitement superovulatoire que durant d’autres périodes {Gordon, 1996).

11 semble qu’un intervalle de 60 jours entre le vélage et la collecte soit le miniminn & respecler pour
que 'utérus ail subi son involution et pour que fes ovaires répondent au traitement FSH de superovilation
(Nibart, 1991). [>’autres €tudes nont pas rapporté de différence quant du nontbre moyen d’embryons totaux et
viables chez les vaches fertiles collectées de 60 & 90 jours ou plus de 90 jours apres vélage, (Combarnous, 1997).

I y a eu une évidence de fa part de I'étude de Hoekstra (Gordon, 1996) qui montré uite bonne
fertilité et un haut rendemnent des vaches Raitigres entre 50 et 70 jours posl-parlum, avec wie diminution entre
90™™ ¢ 1 10 jour et le refout 3 la normale apres le | FO™ jour posl-partum.

3. Repeat breeders et les problémes chez la vache :

La superovulation et la récolte embryonnaite non chirurgicale, sur des vaches laitieres normales et
repeat breeders en lreland, ont montré une diminution sighificative du rendement embryonnaire chez les repeat
breeders, suggérant qu’une telle diminution de fertilité étail due a Penvironnement utérin hostile ; en accord avec
ces derniers auleurs : Hill et Kuehner (1996) ont observé apres ponction folliculaire, que les ovocytes et i
production d'embryons issue des donneuses i problemes superovulées, étaient souvent viables, apres fa récolle.
les mémes travaux ont démontré qu'il y a augmentatidn sighificative du rendement, chez des vaches fentiliié

apres ponetion folliculaire, 2 jours avant Padministration de gonadotrophines {Gordon, 1996).
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4, L'age:
: 1l est admis que 1Age des donneuses influence la production d’embryons el d’embryons viables.
Une anatyse des données sur lu superovulation de Holstein, dgces de 16 mois a 17 ans rapporlée par Hasler et al.
(Gordon, 1996), a révélé une différence non significative entre le laux d ovulation, la viabilité des embryons
produits et "age. Ces valeurs mentionnemt que les ovaires chez les bovins, acquierent leurs quotas d’ovocytes
pour fa vie, avant la naissance dans Iovaire feetale d'une génisse, et le poal d'ovocyles conimence & diminuer
presque dés qu’il est établi. 1] est connu que le nombre de follicules primordiaux (chacun contient un ovocyte)
diminue réguliérement au cours de fa vie jusqu’au point z€ro atteint vers 20 ans environ il n’y a pas de raison. a
penser que fe nombre de follicules en déclin durant la vie reproductive normate d’une vache jusqu’au point zéro,
compromettrait fa réponse des donneuses aux traitement de superovulation.
! .

Des chercheurs tel Lerner (Gordon, 1996). ont afftrmé que la réponse maximale de superovulation
chez les vaches { folstein se situe vers 5,6 ans d*dge, les mémes auteurs notent gu’une augmentation de la dose de
FSH parmi les veilles donneuses Holstein, les aident a augmenter leurs rendements d’embryons, mais sahs
corriger complétement les effets négatifs de 1age. La cause de fa faible réponse chez les vaches figées confirmée
par Desaulniers ct al. (1995) du Canada, qui ont essay¢ d’améliorer les réponses chez ces derniéres. Ces auteurs
ont concly que ¢’est div au nombre élevé de désordres dans la fonction reproductive, qui ne sont pas évidents
durant un eycle non stimulé (cycle normal) {Gordon, 1996).

5. Pathologie :

Lapparition d"élats pathologiques (état infectieux. structures ovariennes kystiques, maladies
métaboliques) peuvent également interférer avec la réponse & la superavulation, d’apreés les dommées qui ont éé
oblenucs essenticllement at cours de traitements 3 fa PMSG, Les processus génératix en cause Jaissent supposer
que les effets détériorateurs de ces facteurs sur la réponse s'exprimernient de la méme fagon fors de la
superovulalion avec la 'SH. :

]

.
6. Espcces et races :
La race ne semble pas jouer un réle sur la production et la viabilité des embryons. Seulement, aux
USA. Breuel et af. (1991) ont enregistré un rendement important d’embryons transférables chez des donneuses
de race Simmental comparativement & ceux de races Angus, Charolaise et Polled Hereford, en accord avec des
études précédentes, de ce fait, ils ont spéculé que [a Simmental était plus sensible aux gonadotrophines que les
autres races.

Dans le but d’avoir des comparaisons entre espéces, Rodrigiies et al. (1988} ont mentioriné une.
différence significative qui est en faveur des vaches taurines sur le nombre total d’embryons récoltés apres
superovulation comparé entre B. Taurus et B. Indicus au Brésit. Avant de conclure 4 la sensibilité génétique aux
traitcment superovulatoire, il faut noter qu’il y a ceux qui disculent, que I'usage de la superovulation
systémaliquement, ménerail & "augmentation de fa fréquence des naissances muliiples et spontanées, due au
changement génétique dans Ta sensibilité ovarienne aux ponadotrophines (Liboriussen et al.. 1995) : sauf que
plus loin, aveune évidence factuclle & Fapput d'une telle étude ne parail avoir été rapporté.

Globalement, pour les races laiticres, on obtient un embryon viable de moins avec les dgénisses
“qu'avec les vaches. Chez les fenelles de races laitieres. il e semble pas exister de différences dans la réponse a
la superovulation par FSH entre les vaches & différents hiveaux de production laitiére,

7. Nutrition et effets des saisons :

Peu d*Cludes ont été conduites pour évaluer Pincideiice exacte de I'alimentation sur fa Féponse au
traitement de superovulation. Cependant, des recommandations pratiques oii été proposées par Scaramuzzi et
Murray (1994) pour Pétablissement du régime alimentaire et par Atlierton (1994) pour évaluer I'iriflueiice des
éléments minéraux de la ration. Par ailleurs, Delacharlerie et al. (1995) ont obtenu moins d’embryons de bonne
qualité chez des vaches de race montbéliurde superovulées par FSH aprés uhe alimenlation de type extensif, a
base d'herbe, que chez des femelles de méme race, alimentées de facoh intensive (a base d’cnsilage d'herbe cu
de wmais). Unfin, Mantovani et al. (1993) ont monté, chez des génisses de race & viande, que "alimentation des
donnecuses a aide d'une ration riche en concentré (ad libitum) et pauvre en fibre pendant les 75 jobrs précédant
Ta superovulation par Ta FSTEnavail pas d’influence sur la réponse ovarienne et le nombre d’embryons collectés
mais pouvait provoquer une diniinution importante de leur viabilité. (Combarnous, 1997 ; Gordon, 1996).
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Des ctudes ont permis de conclure que la population ovarienne de follicutes antraux chez les
bovins, pouvait élre influencée par le niveau énergétique, iiposé pendant le cycle vestral. Des recherches ont
conclu séparément, que les donneuses engagées dans les travaux du transfert embryonnaire. Etaient
aléatoirement gérées, aulre que e niveau adéquat de nourriture, bien qu'il puisse y avoir des cas ou des vaches
trés précieuses soient en mauvaise condition corporelle. & cause de quelques-unes des maladies affaiblissantes.
de blessures et de vieiliesses. Scaramuzzi et Murray (1994} notérent que des publications dans ka littérature & ce
jour, révélent un manque de renseignements sur la relation entre |2 nutrition et ta superovulation.

8. La variabilité individuelle :

Selon Chupin (1985), la femelle elle-méme est responsable de plus de 50 % de la variabilité de la
réponse ovarienne et de la production d’embryons. Celle variabilité peut avoir une origine physiologique ou
génétique. Géndralement. le taux d*ovudation et la production d’embryons sont relativement constants chez le
méme individu (Mapletoll, 1993). On pourrait ainsi, apres plusieurs collectes successives, classer les donneuses
e mauvaises, moyennes ou en bonnes productrices d’embryons (Chupin, 1988). Ces résultats ont été confirmé
ensuite par de nombreux auteurs (Van der Schans et al.. 1991 ; Mapletoft, 1993 ; Keita. [995). H serait méme
possible de choisir la donneuse avant de commencer e traitement de superovulation cn fonction du nombre de
follicules de 3 - 8 mm de diamétre comptés par échographie (Bungartz et Niemanmn, 1994 ; Combarnous, 1997),

9. L’effet du follicule dominant :

Chez les bovins, quelques follicules ovariens de 3 mm et plus se développent et régressent en 2 ou
3 vagues successives au cours du cycle sexuel (Ginther ef al., 1989). A chaque vague, un follicule est sélectionné
pour devenir le follicule dominant (8 - 13 mm de diamélre) tandis que les follicules subordonnés de la cohorte
. subissent Patrésie {(Ginther et al., 1989 ; Guilbault et al., 1991).

Selon Grasso et al. {1989), Lavoir et Forlune (1990). Giiilbault 6t al. (1991), Savio et ak. {199 1),
Hubtinen ot al. (1992), Bungartz et Niemann (1994), la présence d’un follicule dominant au momenl de
Finitiation du traitement de superovulation. strtout en phase de croissance rapide, a un effet népatif sur la
croissance dautres follicules @ antrum. Eeftet stimulant des traitements gonadolropes sur le développement de
la cohorte de follicuies en début de croissunce active pourrait €tre amélioré par la suppression du lollicule
dominant {Mapleiofi, 1993).

X. Laséléction des donneuses:

En général, fe choix des animaux repose sur I'absence ou la réduction dus différents facteurs
inNluengant la réponse de superovulation (sus citées). Ets résumé, deux criteres généraux sonl employés pour
sélectionner les futures donneuses d'embryons, et cela dans [a plupari des programmes de transferl
embryonnaire :

1. La supériorilé génétique des animaux sélectionnés, comme donneuses d*embryons ; qui contribueraient atix
objectifls génétiques d’un programme de sélection.

2. Une probabilité élevée de iécolter un grand nombre d embryons utitisables ; ¢’est a dire une sélection plus
rigoureuse sur une excellenle donneuse d’embryon. :

Une différence réside dans les pays développés, est que la supétiorilé étant déterminge par la
puissance de leur marché, par exemple. des donneuses sélectionnées produisant une progéniture de choix qui
peut élre vendue @ un prolit et des bénclices énormes. Evidemment, c'est peu approprié de produire des
antimaux, qui ne scront pas vendus el acceplds par les feriniers, surtout lors de I"iniroduction de nouvelles races
bovine dans une région donnde,

Dins certains cus. le seul critéve de sélection pour le transfert embrionnaire est d’atigmenter le
pombre d'animaux disponibles ; cela peut &tre exigé pour délerminer si time nouvelle rdce sera incorporée dans
un environnement. Pour e cas de conservation des espéces indigénes par eryopréseivation d embryons (banques
embryons), on peul souhaiter une sélection aléatoire d’écharitillon de doiineuses (el peres) ou s’assurer qu’une
gamme de phénotypes dans Fespéce est favorisée. ‘

Dans beaucoup de cas, les mesures objectives de la supériorité génétique peuvent étre utilisées, &
titre d’exemple : la production de lait, sa composition, le taux de croissance des ahimaux, le vélage facile et 1d
résistance aux maladies : sauf que la supériorité phénotypique n'implique pds forcément  une supériorité
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génétique, il st habitucllement désirable de demander Paide & un personnel cualifier dans F'élevage baviti,

spécialement les généticiens qualifiés qui détermineraient fes meilieurs donneuses. 9

41k

La sélection de donneuse en vue d’une production d’embryon est soumise A des critéres draconicris

- en effet, Putilisation du transfert d’embryon pour circonvenit souvent & des troubles de fertilité chez les

grandes reproductrices et qui est le plus souvent un parameétre important de la sélection, Bien que la prodiction

embryonnaire qualitalive et quantitative, doil étre secondaire A la supériorité génétique, elle devrait étre
considérée sériensement. On peut citer d'autres critéres de choix : .

Des vaches, saincs, cyciées et hautement fertile.

Des animaux sans probiémes de vélage, tel que la rétention placentaire.

Des donncuses qui sont 4 deux mois au moins du partum.

Les animaux malades ne produisent pas beaucoup de bons embryons.

Les jeunes vaches paraissent donner des embryons, légérement plus utilisables que les génisses (Hasler et

al.. 1987).

6. La lactation chez les vaches A viande ou les vaches lailiéres ne diminuent pas réponse de ta superovulatio
condition que les vachés soient cyclées cl qu’elles ne perdent pas du poids.

7. Les vaches trés grasses sont dc faibles donneuses d'embryons, car elles répondent mal au traitemeit de

superovulation, de plus leurs tractus génital est plus difficiles & manipuler.
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_Fréquemment, tes facteurs décrits ci-dessus, sont au-defa du conirdle du persoiine! giii trabaille
dans un programme de transferi cmbryonmaire, mais les suivants sonl suffisants poui ce genre de progiainine :

| L-utilisation de donneuses intrinséquement fertiles, 4 au moiris deux mois du post-pattum, aiitresiieil 'dif {jiié
bonne santé de leur fonction reproductrice. ' =»!

2. Encourager la gestion pour minimiser et cerner les probl2mes potenliels, genre animaux qui pagiietit, b
perdent du poids lors du transfert cimbryonnaire. B

Développer des stratégies pour corriger les problémes induits par le prograniine dii traristert

cmbryonnaire lui-méme, par exemple, répéter la superovulatiori sur la méie donbeuse sans pertutbet ie tcle

annuel de reproduction (Seidel et al., 1991).

La gestion des donneuses :

Les domncuses peuvent élre concentrées soit dans des fermes sous des conditions de ptodilclioh
soit au niveau de centres pour lc transfert embryonnaire, mais fréqueinment eites sont sous fa gestioli ibletisite

dans des lennes. RN,

RN
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Les deux situations ont des avantages et des inconvénients ; les donneuses gardées dans la ferme,
colitent moins chéres ; sauf que leurs entrées en production et leurs suivis par le personnel du transfert
embryonnaire est plus ou moins difficile, surtout si les donneuses sont en lactation. Cependant, il est
extrémement important d’avoir une bonne coordination entre le personnel du suivit des donneuses dans la ferme
et le personnel du transfert embryonnaire donc travail complémentaire ; dans la plupart des cas. le personnel
spécialisé des centres de transfert embryonnaire, visitera la ferme pour récolter tes embryons ; néanmoins. les
donneuse peuvent &ire transportées au centre du transfert embryonnaire & condition que sa ne diminue pas le
taux de sucees et ce en évitant le stress de transport | en principe 3 - 4 heures de voyage, dans des camions ou
des wagons ne paraissent pas étre un probléme. 1l est important que des installations convenables soit disponible
dans la ferme pour ce {ype de programme ; cela inclut :

Le wnatériel pour manier le bétail,

Un réfrigérateur pour garder les médicaments,

Un emplacement approprié pour travailler avec les embryons |

Le personnel 4 la ferme doit avoir une certaine compétence et en plus de son extréme minutie.

Des compétences dans [insémination artificielle sont aussi exigées.

Des compétences dans la palpation pour déterminer la présence des corps jaunes quand les donneuses sont

superovulées.

S B —

Selon la nécessité, le personnel du transfert embryonnaire peut aller fréquemment a la ferme,
soumise au protocole de transfert embryonnaire et cela pour exécuter la plupart des étapes, mais, I'avantage
financier d’avoir des donneuses dans la ferme serait alors perdu. En moyenne, le succes estinié avec les
donneuses dans ce genre de ferine est moindre que si les donneuses sont dans les centres spécialisés du transfeit
embryonnaire, parce qu’elles sont suivis au centres plus atlentivement ; nédnmoins, le succés estiiné sur
quelques fermes est aussi bon ou mieux que ce des centres du {ransfert embryonnaire, évidemment, le stcees est
en (rés grande corrélation avec la compétence et la bonne gestion du fermier. Dans la plupart des cas 1d récolte
des embryons dans la ferme, exige des installations et des capacités de gestion surtout pour les receveuses.

Si un nombre raisonnable de donneuses (moyenne de 25 - 100) sont réunies dans iine insiallation
centrale, la récolte d’embryons, le traitement et le transfett, peuvent tre faits efficacement ; il est clair, que sous
ces circonstances, des installations pour un grands nombres de donneuses (et receveuses) sont exigées. Sauf quie,
la concentration du bétail par cette voie prédispose les animaux aux maladies, cela est exacerbé lorsque les
animaux sont issus plusieurs sources, ce qui peut introduire des maladies transportées avec eux de leurs régions
d’origine ; la solution est qu’une grande attention doit étre dirigée sur la gestion sanitaire des troupeaux, pour ta
prospérité du programime, €n particulier quand le bétail impliqué est trés précieux, cela inclut la quarantaine
d’animaux qui entre dans le cheptel soumis au programme de I'ET, la vaccination systématique et les
programmes de dépistages ; si tout se fait méthodiquement et minutieusemenl, pour la santé du troupeau, alors
les programimes de transferts seront efficaces (Seidel et ai., 1991). '

XI. Récolte d’embryons :

En bref, la donneuse est conditionnée ou non par un iraitement horimonal dans le but d’induire
plusieurs ovulations ; inséminge avec un male ou de maniére artificiefte. Selon les espéces, les enibryons ainsi
produits sont récoltés par un lavage de I'utérus de la donneuse entre e 5éme el le 7éme jour suivant
I’insémination. '

1. La récolte non chirurgicale (Flushing) :

Des travaux de recherche faits pendant les débuts des anndes 70 sur les vaches supero’vulées, ont
abouti & des appareils utilisés pour fa récupération non chirurgicale des embryons. Cependant, il était nofrial de
prendre en considération la santé animale, et les risques encouru lors de a procédure chirurgicale et suttout les
problémes trés fréquents d’adhérences (environ 3 fois) sur le nombre possible d’interventions chirurgicales lors
de la récolte des embryons, attachant une grande attention au début des années 1970, pour développer des
procédures non chirurgicale. 1l est aussi clair, que la procédure non chirurgicale, est une méthode atraumatique,
facilitant amplement la pratique du TE dans les fermes et spécialement sur certaines catégories de vaches
donneuses d’embryons qui sont les vaches laitieres hautes productrices (risques opératoires et post-opératoire
accrus). Ces méthodes non sanglantes ont été développés-et employés sur ce type de vaches hautes productrices,
ainsi il était impératif de remplacer les anciennes méthodes a savoir la méthode chirurgicale, par des méthodes

pratiques, facilement utilisables sur les vaches superovulées (Gordon, 1996).
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a) Estimation des réponses 4 la superovulation :

Beaucoup de chercheurs ont actuellement montré que le taux de récupération d’embryons est
comparable & ceux accomplis avec la méthode chirurgicale, donc I'efficacité de la récolte non chirurgicale est la
méme, a condition que les manipulations adéquates sont respectées, en plus des compétences acquises. Par
contraste avec la récolte chirurgicale, le taux de récupération d’embryon n’est pas toujours précis, c’est a dire au
méme nombre des corps jaunes palpés par voie rectale, qui est la méthode principale. utilisée pour estimer le
nombre d’ovulations induites. Une élude faite par Robertson et al. (1993); sur des donneuses superovulées par
un traitement a base de PMSG, a permis de conclure que la présence de follicules futéinisés réduisait
Iexactitude a identifier des structures dans les ovaires de vaches superovulées.

b) Filtres et cathéters :

La plupart d’unités commerciales de PET sont favorables 4 la récolte autour de 17 qui cofncide
avec le temps d’arrivée des embryons dans la partie supérieure des cornes utérines. H a ét¢ mentionne a cette
date aussi que les récoltes non chirurgicales ont été faites sur des donneuses non superovulées avec succes (aux
alemtours de 70% d'embryons récoltés).

Actuellement, les méthodes de récolte non chirurgicale sont basées sur un type spécial de cathéter,
elles peuvent étré, un systéme a 2 voies ou a 3 voies mais toujours avec un ballonn€ gonflable. Dans le systeéme a
2 voies (exemple : La sonde Rusch, et la sonde de Foley), le milieu de récolte est introduit et recueilli vid la
méme voie, alors que les systémes 2 trois voies ont des canaux séparés pour I'introduction et la récupération du
milieu de récolte d’embryons lors du favage utérin (Sonde de Cassou). Les liquides récupérés aprés ringage, sont
mis dans des bocaux stériles et sous une température ambiante convenable (fempérature cotporelle). Quelques
bocauy, sont mis prés du sol, elles sont surélevées & environ un pied au-dessus de niveau de la terre pour faciliter
Iécoulement et done le drainage du milieu de récolte contenant les embryons hots de I'utérus de la domieuse
lors de Putilisation de la sonde de Cassou. Pendant les années 1980, des appareils de filtrage ont vu .le jour,
pour retenir les embryons apres passage des liquides de récolte issus de I'utériis des donneuses, -en jaissant
passer beaucoup de détritus cellulaires. Cette caractéristique bénéfique I'a introduite commercialenient dans la
scéne de 'ET ; de tels filtres étaient particuliérement précieux pout accélérer isolemetit et I'identification des
embryons sous microscope.

Plusicurs descriptions du matériel congues pour la récolle d’embryons chez les vaches
superovulées, sont dans la littérature. En I'Allemagne de T'Est des chercheurs ont fourni de fagon illustiée
différent type de sonde, telle la sonde automatique du Buhner ; congue pour la récolte embryofinaire par voie
transcervicale : cet appareil a donné un taux de récupération du milieu de récolte de 81 a 100% (Gordon, 1996).

¢) L’anesthésie Epidurale : , _

L anesthésie épidurale caudale (basse) est induite en injectant § - 10m! d’arialgésique (2% Procaine
ou d’hydrochloride de lignocaine} dans 'espace intervertébral entre ia 19 et fa 2™ vertébre coccygienne. Des
soins doivent &tre pris pour ne pas injecter une dose excessive 4 la vaché récoltée (overdose) autrement elle
pourrait perdre le contréle de ses membres postérieurs, le rectum complétement vidé, la région vulvaire est lavée
avec des antiseptiques topiques, ensuite la région est essuyce a alcool chirurgicdle puis séchée (Gordon, 1996).

d). La procédure de récolte « Flushing » :
Les considérations suivantes doivent étre prises pour la récolte de dohneuses :

e Le fluide administré doit arriver a la pointe de la corne utérine ; possibilité que la plupari des embryons
. soient en 19 semaine post oestrus.
e Tout le milicu de récolte mjecté dans la corne utérine devra &tre récupére. _
e La récolte devra toujours étre faite avec un minimum de stress et de trauma cliez les donneuses.
e Le succes d’une récolte est en rapport direct avec le succés de récupération du fluide de récolte ; tme récolte
efficace devra faire retourner 90 & 100% du fluide initialement introduit. '

Une bonne récolte a pour but de retrouver des embryons au stade blastocyste de développement,
qui coincide normalement & J7 post chaleurs (fig. 6-5). Quelques auteurs ont rapporté que la différence dans le
taux résultant de la récupération d’embryon était insignifiant entre la récolte séquentielle des cornes titérines et
la récolte utérine totale simullanée (Hay et al., 1990).
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¢) Ditatation cervicale chez les génisses :

Un probléeme qui fait face & la récupération non chirurgicale. 4 cause de la difficulté rencontrée
lors des tentatives de passage des sondes & travers le cervix des donneuses pendant la phase lutéale du cycle
ocstral, en particulier chez les génisses. Donc une dilatation mécanique simple s impose, gricc a un outil nommé
dilatateur cervical. sauf qu’il ne fournit pas toujours une solution, en plus des risques de traumatisme ; pour de
tellcs raisons, il y a eu des essais de dilater le col avec des appareils spéciaux ou par I’application de plusicurs
agents, comme le carbachol, celui-ci a démontré son efficacité, par sa facilité d’administration et son colt

relativement bon marché (Gordon, 1996).

Figure 6-5 : Développement embryonnaire précoce chez la vache superovulée d'aprés Mapletofi {1980).
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Figure 6-6 : La sonde de Folley {(sonde & 2 voies).
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f) Principe de lintervention :

Cette procédure plus ou moins récente a permis de faciliter 1a récoltc embryonnaire pout les
praticiens du TE, en plus dec la réduction des risques de complications chez la donneuse {complicaliohs
opératoires et postopératoires) : (Gordon, 1996).

1. Latoute premitre étape de cetle lechnique est la palpation ovarienne pour estimer le nombre de corps jaunes
sur chague ovaire et donc d’évaluer la réponse superovulatoire (dans certaines circonstance les donneuses
qui ont mal ou pas répondu, ne sont récoltées).

2. Une ancsthésic ¢épidurale, est recommandée pour la procédure de récolle non chirurgicale. La zone
délection pour I'anesthésie épidurale est la base de P'insertion de la queue avec le sacrum (¢pidurdle basse
se fail entre la 1" et la 2™ vertébre coccygienne alors que fa haule se fait entre la 2" veriebre sacrée et la

I coceygienne), celle-ci est tondue puis lavé avec du savon iodé et ensuile badigeonné avee de 1'alcool 2
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70° pour prévenir les infection spinale. 11 faut éviter d’injecler une trop grande dose d’anesthésie qui fera
perdre a I’animal son équilibre et donc, le forcé a se couché ; une quantité de 5 ml d’une solution stérile de
2% de procaine est suffisante, une aiguille neuves pour chaque animal ; une bonne épidurale se constate par
fa flaccidité de la queue. :

3. Lorsque P'anesthésie prend effet, la queue est attachée sur un coté, arridre-train de la vache est nettoyé de
1a bouse el de la boue, le rectum est vidé de toute matigre fécate qui génerait la manipulation.

4. La zone vulvaire est nettoyée entiérement, par un bon lavage au savon iodé puis un ringage abondant est

pratiqué, enfin elle est badigeonnée avec de Ialcool chirurgical & 7€° puis séchée avec du papier

hygiénique, surtout au niveau des lévres vulvaites pour éviter lors de P'insertion de matériel de récolte que
celui-ci introduit avec lui de alcdol dans Putérus, vu que tes désinfectants en général sont extréimentent
toxigues pour les embryons.

Il est préférable d’utiliser un difatateur cervical pour ouvrir le cervix avant d'introduire la sonde de récolte.

6. L'opération proprement dite commence par Pintroduction de la sonde de Foley entre les levres vulvaires

puis le passage de ceile-ci & travers les anneaux cervicaux, I'opération est entiérement guidée par I'autre
main, placée dans le rectum. Lors du passage de la sonde Foley dans I"utérus ; on a le choix entre deux
approches pour positionner le ballonnet ; celles-ci sont nommées « Flushing » du corps ou des cornes
La premiére se fait en gonflant le ballonnet juste aprés le cervix, 10 — 20 CC d’air suffisent avant de le
clamper {certain le font gonflé avec du sérum physiotogique mais il est préférable d utiliser de 1"air). Un
excés dans le gonflage peut provoquer la rupture de i'endometre .
La deuxiéme se fait pour une corne a la fois, le ballon positionné a l'entrée de la corne juste apres ia
bifurcation, Pavantage de ce lavage ¢’est I'utilisation de petite quantité de liquide de récolte donc, on entend
de cela un petit volume a traiter et une récupération de liquide plus élevée avec mioins de perte, tii seule
désavantage c’est fa durée de [’opération.

7. Latechnique se résume & injecter le liquide de récolte préalablement chauffé & la température du torps puis
le récupéré (la récupération se fait automatiquement pour les sondes 4 trois voies «capillaritén, car la voie de
drainage est différentes de la voie dinjection des liquide de récolte, alots que la sonde d 2 voies, s faitavec
aspiration des fluides par la méme voie d’administration gréce 4 une grosse seringue, (fig. 6-6Y) ; 50nil ou
moins de liquide de récolte est introduite puis retir¢e en 2 a 3 fois (selon ld distension utérine fessentit pdr
I'awtre main, pour éviter des dommages au niveaux de I'utérus). Un massage utérin durant Iopération est
préconisé pour délacher d’éventuels embryens accrochés ou piégés sur la parot. ,

8. Les liguides récoltés sonl envoyés au laboratoire et ils sont laissés pour décompter ou siiton filtrés a travers
des filtres spéciaux pour embryons de la taille de 75 um ; le culot ou le sédiment résultanits est exdiming

sous un bon binoculaire.

(W)

7. L’influence de la semence male « tatireau » :

Le taux de fertilité chez les vaches donneuses d’embryons, apres insémination avec une seinence
congelée serail influencé par le choix du taureau (sa semence) et cela d’une fagon miarquée. Bien qiv'il v dil urie
variation normale dans la fertilité des taureaux d’un cenlre de I'1A, il paraitrait que de telles différences sont
accentuées dans les élevages de vaches superovulées (Gordon, 19906).

3. Défaut d’exhibition des signes de ’oestrus chez les donneuses :

Quelques études ont montré qui peut y avoir de faible réponse ovulatoire, avec un rendement
considérablement inférieure des embryons transférables chez les vaches doniieuses (superovulées) doit leurs
oestrus n’a pas été détecté aprés le traitement de prostaglandine, avant la superovufation (Walsh et al:, 1993). H 4
é1é montré aussi, qu'un traitement de 7 jours avec te PRID®, peut étre employé chez de tels atiimaux pout
réaliser des réponses de superovulation satisfaisantes (Gordon, 1996). Ea . C

4. Lleffet de Pallaitement sur la qualité d’embryons

. Lors d’une étude menée par Brown (Gordon, 1996) au pays de Galles (Waies), il a enregistré une
trés faible qualité d’embryons, produite au moment ol les donneuses type viande, allditaienl. Daits une
comparaison ultérieure contrdlée, entre un lot de vaches & viande tarie et en lactation (Browh et ak., 19913, ont
démontré Ueffel nuisible de I"allaitement sur qualité de I'embryon chez les vaches superovulées.

5. Récolte embryonnaire aprés abattage :

Occasionnellement des embryons sont aussi récoltés apres [*abltage de vaches doiineuses. En
Hollande, De Leeuw (1992) a trouvé que de telles récolles produisaient une qualité d’embryan considérablement
plus pauvre que ceux récoliés par la procédure non chirurgicale conventionnelle. L auteur a suggéré que la faibie
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viabilité étail causée par I"augmentation du PH des fluides utsrins apres 1"abattage des donneuses (Gordon,
19963,

6. Traitement par la Prostaglandine aprés la récolte :

En Espagne ; Lopez-Gatius (1995) a conclu que la récolte et le lavage wiérin o' induisaient pas la
lutéolyse chez la plupart des génisses superovulées; les embryons qui restert dans Putérus étaient capables de
produire une gestation normale jusqua terme d’ou la nécessite d’un traitement hwtéolytique post-flushing
(prostaglandine) (Gordon, 1996). '

7. Fertilité aprés la superovulation :

Linfluence de la superovulation sur la fertilité des vaches laitiéres était le sujet d'une élude par
Bonnet et Manciaux (1995) en France; ils ont enregistré que 85,2% des vaches qui ont été observés en vestrus
dans fe mois aprés le vélage et que 73% étaient gestantes aprés une premiére el une deuxieme insémination. lls
ant trouvé aussi que la fertilité des vaches n’a pas eté affectée par le traitement de superovulation et que
I"intervalle moven entre la récolte et la conception était 54 jours. Une certitude est que la superovulation et la
récupération d’embryons n’affectent pas la performance reproductrice subséquente 1el qu'it a été montré chez
des vaches Portugaises allaitantes, par Lopez da Costa ct al. (1995).

XII. Classification des embryons bovins :

Celle phase sirccédant la récolle, est décisive car elle permel déliminer les embryens défectueux
(morts ou gravement 1ésés) et de ne garder que les bons ; les meitleurs sont orientés vers ta congélation. pour un
transflert uitérieur.

1. La terminologie embryonnaire :

Chez les mammiféres, les gamétes femelles sont appelées ovule, 1¢ terme correcle dctiiellement
employé pour ces gameétes récemment ovulées, est oocyte (ovocyte) ; aprés le fécondation par une gamates
méles (spermatozoide), ['ovocyte se transforme en une cellule embryonnaire, appelée zygole, qui est un
embryon a une seule grosse cellule, cetle embryon commence une série de division mitelique, produisant 2, 4 et
g cellules. au stade 16 cellules I'embryon prend le nom de morula (du latin mére).

Les (rois 1% divisions embryonnaires sont appelée clivage, engendrant 1 &4 § cellules
embryonnaires (phase de clivage) ; durant ce femps Pembryon diminue de poids et c’est seutement au stade
morula que celui-ci commence & augmente de poids. Durant le stade morula, les cellules changent de forine
sphérique & polygonale ; ce phénomene est appelé compaction, pendant ce processus des jonctions spécialisées
se forment entres les cellules permettant & celles-ci de communiquées entre elles. Fréquemment, 1a morula
compactée est appelée morula compacte « tight morula » {la morula compactée est plus petite que ["'embryon
pré-compacté), le phénomene de compaction est un excellent signe de développeinent embryoniidire normal ; le
défaut de compaction d’embryon de vache, de 6 jours post-oestrus, indigque un retard de développement. Quant
la morula poursuit son développement en blastocysle (une cavilé se forme}, ce stade blaslocysle est aussi un
indicateur du développement embryonnaire continu et normale : inversement, un défaut de formation du
blastocoele du 7éme au 85™  jour de 'oestrus, signifie un retard de déveluppement '

La zone pellucide est une capsule gélatine-like, qui entoure Fdvocyte et Uembryon durani ces
stades précoces. Elle contient des récepteurs pour les spermatozoides, ceux-ci sobt désictivés aprés la
fécondation ; elles permet de garder les cellules embryonnaires pré-compactées ensembles, et proiége ces jeunes
cellules du systéme immunitaire el des agents pathogeénes, si la zone pellucide est enlevée lors de la pré-
compaction embryonnaire, les cellules vont se séparer lors du transfert et €lles deégéngrent. Lorsque le
blastacoele devient trés large, I'embryon sallonge (normalement 8 a4 9 jour aprés ['oestrus) diminuant
I"épaisseur de la ZP, donc on remarquera son amincissement, cette phase est nommée stade blastocysle en
extension «expended blastocyst» ; aprés un jour de plus son expansion est si grande que I'embryon éclos tiors de
7P (peut éure aider par des enzymes). Le blastocyste éclos est de forme elipsoidal au 11° - 13°™ jour post-

oestrus, celte élongation devient plus marquée le 148 | 6éme jours posi-oestrus (tab. 6-5).

2. Les procédures d’évaluation et ces étapes !
I

Pour le deébutants dans 1"évaluation, elle leurs apparaitra comme Gile opémtinn' trés délicate, se
pasant sur la morphologie des embryons; évidemment il nest pas profitable .de transférer un ovocyte hon
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fécondé ou d’un embryon dégénéré, ni dont abandonner les embryons parfaitement normaux. ces deux erreurs
sont conunune si fes personnes débutent dans I'expérience de Pévaluation, alors quelles sont peu fréquentes
quand le personnel plus expérimenté prend des décisions hatives : it y a 3 élément qui font de I"évaluation
embryonnaite une réussite: {entrainement, ['expérience et I"équipement appropricr.

L’entrainement inclus ; Papprentissage correcte de le morphologie embryonnaire a différente
période post-oestrus et les déviations de fa morphologie normale tésultanle : I"étude doit comporter aussi la
manipulation et 'examen de I’embryon ; I'expérience quant a elle, est acquise avec I'examen de beaucoup
d’embryons a différents stades de développement, I’idéale une centaines d’embryans a éldic sous la régie dune
personne expérimentée dans se domaine : les photographies. les dessins et les shides (diapositives) sur de
sombreux et de différents embryons sont d’un grand intérét pour la formation. Cependant, ils ne peuvent
substituer que partiellement fes vrais embryons, une personne expérimenté peut évaluer plus de 95% des
embryons correctement griice a un bon stéréomicroscope sous des grossissements de 30X et 40X ou moins,
seulement un petit pourcentage d’embryons requiérent un microscope combing. (moins de 10X sur I"objectif et
8X 4 20X sur oculaire) ; les microscopes composés utilisés dans Vévaluation sont spéciaux, (il important de
savoir que beaucoup ne sont pas fais pour Pévaluation et examen embryonnaire car la distance: embryon —
objectif est fréquemment petite, génante pour les manipulation).

L’embryon récollé au 6™ jour post-oestrus, doit élre en post-compaction appelé morula compacte
« tight morula ». it doit contenir 50 — 80 cellules, bien qu’il est impossible de compter les celtules avec précision
en post compaction, sans produire des dommages sur I'embryon. 11 est plus intéressant de faire une estimation
du nombre de cellules ; Pembryon doit étre généralement sphérique ou ovoide, ni de couleur trop claire ni trop
sombre. avee des cellules de taille uniforme ; une déviation & [a normale inclus : une irrégularité de taitle des
cellules ; de grandes vacuoles a I'intérieure des cellules ; des zones de dégénération dans Membryon ; quelque
cellules non compactées avec la masse cellulaire principale (englobées sous le terme de blastocytes expulsées ou
exclus) et enfin une ZP endommagée.

Presque, 20 4 30% des bons embryons ont quelques anomalies détéctables dans leur motphologie,
plusieurs de ces défauts sont responsables du grade de classement des embryons, si une partie de Iembryon
apparait dégénérée mais que sa plus grande partie apparait normale, alors il #tra d'excellentes ¢hances de
développement en un veau normal, imais une morphologie anormale ne donrerd pas tun veau ariormal ; notant
que le taux de gestation des embryons hissectionnés est incontestablement tout & fait bor. ce qui expliquerait
qu'une partie de "embryon peut dégénérée sans diminuer de fagon marque le laux de gestation.

Les embryons prélevées a J7 sont des jeunes blastocystes. ils contiennent une cavité
blastocoelique, a 18 'embryon a un énorme blastocoele et il devrait élre en expansion, alors le diamétre devra
augmenté et la ZP s'émincée. Au le laboratoire du Colorado une évaluation d’environ 15 000 embryons bovins
se fait par an, 1/3 d’entre eux sont non fécondés ou trop dégénérés i une des seules taches difficile pour les
personies de I'évaluation et la classifications des embryons, est de différencier entre une jeune morula et un
ovocyte non fécondé (le terme d’embryon non fécondé est faux et contradictoire). & cause de la grande
similitude dans 1a taille et de la fexture ; leurs diflérences est que [ovocyte non fécondé & une membrane
cellufaire parfaitement lisse alors que la morula « tight morula » & une apparence légérement en écaiile. Avec de
I’expérience ces 2 lypes peuvent étre facilement distingués, surtout sous uri microscope combing niais parlois
is sonl incorrectement classés méme par des experts, qui ne prenneit pas suffisatniment de temps pour
I'évaluation correcte de I'embryon (5 — 10 secs). Une seconde etreur beaucoup plus rare dans le classement,
quand I’ovocyte non fécondé dégéncre en son centre et devient suffisamment clair, ressemblant & un blastocyste
au premier coup d’eeil. Plusieurs echelles de classifications des émbryons seloit fe degré de dislinction sont
utilisées, parmi elles: bon, juste (moyen) et pauvre, élaborée par tn ekceliént lrailé sur Ta moiphologie

embryonnaire ovine de Wintenberger Torres et Seveliee, 1987 ; Wtilisée de la niétie fagon pour les ermbryois
bavins, en elfet les embryons bovins et ovins ont une morphologie presque identique.
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Tableau 6-5 : Les stades de développement embryonnigue norinale en fonction du jour de "oestrus d’une
donneuse (Seidel et al., 1991).

Stade de développement Jours aprés le début de oestrus
1-cellule 0 2
2-cellules I -3
4-cellules 2-3
8-celiules 3. 5%
16-cellules 4 .- 5%
Jeune morula 5-6
Morila compactée “tight moruia™ 57
Jeune blastocyste 7-8
Blastocyste 7-9
Blastocyste expansif g&-10
9-11

Blastocyste éelos

* Embryon en général se déplace de Moviducie vers Ietérus du stade 8 au 16 celfules.

La procédure convenable pour des embryons, est de les isoler puis d’enfever tout les débris autour
(efle se fait automatiquement lors du processus de favage ; le standard c'est 3 lavages), ensuite sépare les
embryons en groupes, un groupe pour les transférables (utilisés aussi pour la congélation et la bissection) et
enfin un groupe non transférable (non fécondsés et dégénérés), pour cela chaque embryons doit élre bien examiné
de facon individuel, par un grossissement faible, fort (dans certain cas on le fait rouler sur le fond de la boite a
pétris grice A une pipette ou par agitation de la boite) ; une classification incorrecte serait de ne pas plater les
embryons dans le bon groupe, dans les cas échéant I’embryon es exploré grace au microscope combing.

Quelques uns des laboratoires ont un classement de 6 niveaux ; pour ceux, classé congelables ou
transférable est fondé sur une classification finale avant congélation ou (ransferl, cette étape ce fail par
remplissage d’un formulaire a point, détaitlant quelques critéres suivants : I'age (jour aprés P oestrus), noimbre de
cellules, couleur du cytoplasme, zone de dégénérescence, nombre de balstomeres expulsées, taille de [espace
périvitellin, stade de développement einbryonnaire et le nombre de jours de refard s’il existe par rapport a la
normale (exemple : un embryon de 4 cellules récolté a 5 jours aprés I'oestrus durait 2 jours de retard), aprés
cette notation, les embryon son placés dans les 6 catégories stivarties

1. Excellent : parfait embryoen pour son slade.
2. Bon ; imperfections insignifiantes tel que une ZP ovale el un petil nombte de celluies expulsées. ou une

forme légérement asymétrique. -

Maoypen ; anomalies peu nombreuses a titre d’exemple : un nombre modéré de cellules expulsées, petite

taifle. un peu de dégénérescence ou un retard de développement d'un jour.

4. Pauvre ot Faible ; dégénérescence considérable, cellules vésiculées, graide variation de taille des celiules,
défaut de compaction, trés petite et/ou un retard de 2 jours. '

5. Ddgénéré ; de sévére dégénérescence sans valeur transférable.

6. Non fécondés ou embryons de 2 - 3 celfules.

L

H est souvent impossible de déterminer si un embryon est trés dégénéré ot ¢’est un ovocyte non
fécondé, méme si 'embryon contient 2 ou 3 cellules, paice que, uir ovocyte noii fécondé peut étre lragnienté.

Le tableau (tab. 6-6) fournit une classification des embryotis selgit 4 Catégories d’embiyons
wransférables, évaluant le meilleurs taux de gestation pour chaque groupe. I} est ¢lair qué ce type de systéine de
classification des rangs d’embryons est raisennable, puisqu’il se base sut des données statistiques.
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Tableau 6-6 : Les taux de gestation des embryons classés dans 4 groupes basés sur la morphologie(Seidel et al.,
1991). ‘ '

Classification ' Nombre Pourcentage Taux de gestation
d’embryons '
Excellent 275 54 63"
Bon 153 30 58°
Moyen 42 8 31"
Pauvre 42 8 12°
o b

Faux de gestation avec différenticls P<0.05.

3. Evaluation d’embryons de vaches superovilées :

Lévaluation est une partie non amputable de la technotogie de I'ET: dans les annces 70. il était
reconnu que le taux -optimal d'achévement de la pestation estimé chez les.vaches receveuses. élait
particulierement renseigné lors du développement chronologique et morphologique de 'embryon bovin
transplanté (fig. 6-7). Les embryons de vaches ont été décrils pour la premiére fois en 1931 et les:
renseignements sur le développement chronologique précoce de ces embryons ont été fournis par des chercheurs
du Royaume-Uni et par la suite la France. Durant ces années, beaucoup de méthodes d*évaluation sur la
normalité et la viabilité précoce des embryons bovins ont été rapportées. beaucoup de ces méthodes sont
contrées autour des critéres morphologiques de 1'embryon lui méme. tel Vuniformité de ses celluleés, la forme de
l’embryon, la couleur et les dimensions totales.

Lianalyse chromosomique : I'analyse de la chromatine, d’embryons récoltés sur des vaches
superovulées a ¢té traité par plusieurs chercheurs. Sur les bases de donhées publiées. Sreerian el Diskin (1987)
ont considéré Tinvraisemblance d’une grande anomalie chromosomique héiilée; Gui serait & Iorigine de totite
augmentation des pertes d’embryons aprés transfert embryonnaive. Cependant. in fravaille récent fuit ai Canada,
a montré une plus haute fréquence d’embryons anormaux récoltés sur des vaches Holstein superovulées
proportionnelle & ceux normalement altendu.

Paramétres moiphologiques et morphoiétrigires : Aux USA, e systenie de classification des
embryons de vaches sur une base morphologique, a été propos¢ par Lindner el Wright (Gordon, 1996) ; ces
auteurs onl classé des embryons en quatre catégories : excelleiri, bor. moyert et pauvre, les laux de gestdlion
associés 4 chaque calégorie aprés transfert sur des receveuses laient 45%, 44%; 27% et 20%. respectivenieit.
Leurs rapports ont aussi fourni un guide visuel utile & I’évaluation [ilorpllolbgijcitié des emibryons, peérinettant aux
embryons d'étre classées selon le stade du développeiment et leur qualité, daiis des marges pérliciiiiéres. En
Irlande, cing points d'aprés une échelle ont €té utilisés pour répartii moiphologiquement fes enibryonis de vaches
avant et aprés une cryopréservation, celle-ci a été proposée par Kennedy et al. (1983) les détails de ce sysleme
de classification sont montrés dans le tableau 6-7 ci-dessus.
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Tableau 6-7 : Notation d’embryons de vaches sur des bases et des caractéristiqgues morphologiques ('aprés
Kennedy et al., 1983).

Le nivenn La qualité Caractéristiques typiques des embryoits

Grade | Excellent L’embryon parfaitement symétrique, montrant de la granulation égale et
un contour précis, distinct ; aucune expulsion du blastomere.
L’embryon devra élre i I"étape atlendue de son développement par

rapport a son age.

Grade 2 Bon Embryon montrant une granulation égale avec un contour precis el
distinet, quelques blastomeéres expulsés et un nombre mineus de
blastoméres dégénérées ; parfois de forme un peu asymétrique,

Grade 3 Moyen Les embryons sont intacts mais avec un contour brumeux par endroits;
défauts évidents et apparent tel que des cellules expulsées,
vésiculisation et quelques-uns des blastomeres dégénérés.

Grade 4 Pauvre Les embryons montrent de la granulation irréguliere, un contour
brumeux; beaucoup d’expulsion de blastoméres et une dégéngrescence
évidente ; quelquefois de forme anormale.

Grade 5 Dégénéré La dégénérescence est donc prononcée avec une impossibilité de
déterminer le stade exact de développement ; quelquefois de forme
anormale.

Les plus importants critéres de tout schémas de classification des embryons, doivent étre Basés sur
les caractéres morphologiques facilement reconnaissables, et devront €lre retenus en relation aux taux de
geslations estimes, et attendues pour chaque grade. Hasler et al (1987), par exemple, ont travaillé sur un grand
nombres de vaches, rapportant des taux de gestation de 83%, 75%, 63% et 46% aprés transfert d'uir seul
embryon frais par vaches classées auparavant selon le grade I, 2, 3 et 4, respectivement..Les études de Farin et
al. (1995), qui ont mesuré pélendue de 1a classification des embryons, en accord aux expérimentations antérieur
des autres chercheurs dans I'évaluation des embryons de vaches. Ces derniers ont montré un exceltent standard
de classification lors du 7" jour du stade de développement embryonnaire, ou le niveau de qualité est exliéme
durant cette période, malgré qu’il y avait moins de consonance dans répaftition de degré des cdractéres
anormauy : une échelle de triage simple (niveau 1, plus haute qualité d’embryons ; hiveau 2, embryons avec une
morphologie anorimale; niveau 3, embryons dégénér¢) a accru le niveau d’accord patmi les chercheurs.

En Hollande, De Leeuw (1996) a enquété sur I*uniformité des gradés de classement des embryons
bovins, sur un ensemble de transfert embryonnaire fait, par plusicurs équipes de transfert, celui-ci a utilisé des
enregistrenents vidéo | de tels enregistrements étaient utiles dans I'évaluation de la capacité des personnes a
classer les embryons en plus de la possibilité de recyclage fourni; le résultat sont deux facteurs considérés
comme essentiels pour répartir visuellement ’embryon bovin aprés récolte:

[. Son apparence générale, observée pour telle caractéristique comme la présence de cellutes irrégutiéres ou
dégénérées;
7 Le stade de développement embryonnaire relatif 4 son age estimé.

La morphologie et la taille de I’embryon bovin, récoilé aprés superovulation, orit été décrites par
plusieurs avteurs. Le diamétre total de Pembryon bovin est estimé entre 150 et 190 pm. y compris une épaisseur
de la zone pellucide de 12 — F5 pm approximativement. Le diamatre reste pratiquement inchangg entre le début
de I"étape zygote jusqu’a I’étape d’expansion du blastocyste. '
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Figure 6-7: Différentes phases embryonnaires, A: Ovocyte non fécondé, B : Morula compaclée, C:
Blastocyste, D : Blastocyste en éclosion. (Seidel et al., 1991).

Les différents stades de développement de I'embryon bovin, aprés les étapes précoces de clivage
(fig. 6-7) sont donnés par Lonergan, 1992 dans le tableau 6-8 suivant :

Tableau 6-8 : Les critéres employés dans I"évaluation des embryons de vaches d aprés les Lraits morphologiques

(Lonergan, 1992).

Le stade de developpement

Les caractéristiques typiques

Morula

Morula compacle

Jeune Blastocyste

Blastocyste ou blastocyste

d'age moyen

Blastocystes en expansion

Les blastomeres individuels sont difficiles & discerner I'un de
I"autre. La masse cetlulaire de "embryon occupe la plupart de
I'espace périvitellin.

Les blastoméres individuels se sont unis, formanl une masse
compacte. La masse de I’embryon occupe 60 - 70% de I'espace
périvitellin,

C’est un embryon qui a formé une cavité remplie de fluide ou
blastoceele avec une apparence générale d'un cachet rond
d’estampie. L'embryon occupe 70 - 80% de I'espace perivitellin.
La différenciation visuelle entre le trophoblaste et les cellules de la
masse interne (le bouton embryonnaire) est possible 4 ce stade de
développement.

La différencialion prononcée de la couche du lrophoblaste externe
et de la masse cellulaire interne plus sombre, plus compacle sont
évidentes. Le blastoccele est trés proéminent occupant la plupart de
I"espace du périvitellin de Pembryon.

Le diamétre total de I'embryon augmente terriblement (1.2 - 1.5X).
et en méme temps un amincissement de la zotie pellucide a envirott
un tiers de son épaisseur d’origine.
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Blastocystes éclos Les embryons subissent le processus d*éclosion et donc ils
‘ commencenl 4 sortir complétement leur zone pellucide.

Blaslocystes éclos en expansions Une ré-expension embryonnaire avec un grand blastoceele.
d’apparence trés fragile et parfaitement ronde dans la forme

allongée.

a) La variabilité du stade des embryons récoltés :

La majorité des embryons bovins sont au stade morula plus tardif ou au stade jeune blaslocystes, il
peut y avoir des cas de récolte d’'embryons beaucoup plus jeunes. Au Canada, par exemple, Bousquet et al.
(1993) ont montré que des blastocystes en culture, en retard de croissance (8 - 16 cellules), récoliées au 7% jour
sur des donneuses superovulées, peuvent étre viables et capables de produire une gestation aprés congélation et
décongélation. L’inconvénient dans les estimations morphologiques de la qualité de I'embryon est la viabilité,
surtout quelle est lige & des facteurs subjectifs, en plus d’une grande exigences d'un personnel trés compélent et
trés qualifié, malgré tout ceci, les résultats de laboratoires comparant une évaluation embryonnaire entre des
individus égaux sont trés difficiles.

Plusieurs auteurs ont fait des rapports sur les stades cellulaires, relatifs a I'age des embryons bovins
récoltés, sur des vaches superovulées ; en Tchécoslovaquie, Holy et al. (1988) ont récolté au 7 jour des
embryons et enregisiré parmi eux 18,7% qui étaient en morula tardive (vieilles morulas), 47,7% étaient des
blastocystes trés jeunes, 20,5% étaient des blastocystes jeunes, 9,5% ¢taient des blastocystes en expansion, 2,1%
blastocystes entrains d’éclore et 0,5% de blastocystes qui ét¢ éclos. En tenant compte du fait que les ovulations
chez les donneuses superovulées peuvent s’étendre sur une période de 8 h (Laurincik et al., 1993b), des degrés
de variation dans la progression du développement peuvent étre possibles .

1

b) La culture In Vitro, secoure des embryons :

En effet, les embryons issus des donneuses superovulées et qui ne sont pas arrivées a Pétape ol ils
peuvent étre congelés sans risque, peuvent €tre secourus actuellement par les méthodes de culture in vitro pouir
les ramener & I'étape ot ils peuvent étre congelés, En Hollande, Nauta et al. (1994) ont rapporté cette possibilité
de sauver des embryons récoltés par cette voie (i vilro) ; 13 embryons a I'élape morula non - compactés étaient
cultivé sur le foie et la rate bovine (BRL), conditionné pour 48 h jusqu’a I'étape blastocystes avec succés.

4. La superovulation et le développement de embryonnaire :

11 est admis actuellement que la fréquence d’embryons anormaux soit plus élevée chez les vaches
superovulées que chez les animaux a ovulation spontanée. Au Danemark, Callesen et al. (1995), ont récolté 4 J7
post-oestrus, (495 embryons transférables & partir de vaches et de génisses superovulées, aprés les avoir classés
selon cing stades de développement et quatre niveaux de qualité. Ces chercheurs ont suivi certains facteurs
parmi ces facteurs analysés : les donneuses, la race des donneuses, la parité, la préparation des gonadotrophine
utilisée, sexe de Pembryon, I'IA « les miles », la personne qui évalue ces embryons et 14 saison de la récolie de
ces embryons, seule les facteurs évaluation et la donneuse ont été jugé qu’ils avait un effet considérable.

a) Le nombre cellulaire :

1l a été rapporté, que les blastocystes bovins contiendraient approximativement 100, 120 et 160
cellules au stade jeune, en expansion et au stade blastocyste aflongé, respectivement. Selon Betteridge et
Flechon (Gordon, 1996), les jeunes blastocystes bovins contieniient 100 cellules et les blastocystes aulour de
I"éclosion contiennent approximativement 160 cellufes. Quelques auteurs ont enregistre des nombres telatifs des
cellules dans 1a masse cellulaire interne (ICM) et le trophectoderme ; dans ui rapport, établi sur des embryons,
récollés de vaches superovulées, que te nombre cellulaire moyen dans les blastocystes au stade tardif est de 140
approximativement, dont 93 cellules étaient des cellules de trophoblastiques et 47 étaient des cellifles de {CM

(ratio 2:1).

b) L’éclosion comne mesure de la viabilité des embryois :

Occasionnellement, au laboratoire quant il est nécessaire de caleuler la viabilité des embryons ait
stade blastocyste aprés congélation et décongélation, I’éclosion est utilisée car c’est un événement clé du
développement embryonnaire, qui se produit vers 8 — 10 jours apres Fovulation et fécondation chez Id vache ;
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beaucoup de données dans la littérature onl montré que les embryons de vaches superovulées sont capable
d’éclore en culture in vitro.

¢) Index de viabilité des embryons bovins :

La technique utilisée pour calculer la viabilité embryonnaire d’apreés Overstrom (1996), et en
accord avec d’aulres auteurs, grice & la disponibilité des moyens de mesuies objectives et non dangereuses potr
I'embryon ; celle-ci jouerait un rdle important dans la classification embryonnaire future, le schéma 8-1 des
méthodes employées est le suivant :

éspiration
iie

R

Daprés : Gordon, 1996

Métabolisme
embryonnaire

XIII. | Augmentation de la qualité et du nombre d’embryouns :

i. Ponction du follicule dominant sous échographie :

Une reprise de la croissance des petits foflicules (Bungartz ¢t Niemann, 1994} est indnile lots de
1’élimination physique du follicule dominant par ovariectomie unilatérale, De méme que son aspitatioii
transvaginale sous échographie, selon la méthode déctite pour I'OPU (ovum pick up) par Pieterse et at (1991),
semble &tre une méthode de choix (lab. 6-9), puisque, la ponction répétée de follicules ovariens ne seinble pas
diminuer la fertilité ultérieure des vaches (Pielerse et al., 1991),

Bungartz et Niemann (1994) ont rapporié que les nombres moyens d’ovulations, d embryons
totaux el d’embryons viables étaient significativement plus élevés chez les femelles dont le follicule dotitinant
avail été ponctionné 2 jours avant le deébul du traitement de superovulation que chez celles dont le follictile
dominant n*était pas ponctionng.

Tableau 6-9 : Influence de Ia ponction du folticule dominant sur 1a production d’embryons, viables el
congelables, par des génisses charolaises superovutdes par FSH (Stimufol, RM) (Coinbarnous etal., 1997). o

Critéres S T Trae¥ T Témioins**
Le nombre moyen d’embryons. 8.2 45,1 7.646.2
Le nombre moven d’embryons viables. 4,0+4,1 3,143.1

Le nombre moyen d’embryons congelables. 22+£26 2,123

* Ponction di follicule dominant 2 jonrs avant le débnt de la superovulation. ** Pas de ponction

2. Traitements hormonaux :

L'injection d'hCG 4 J7 du cycle provoque ta lutéinisation ou I'oviilation du foiticule dominaiy,
ceci a €16 testé pour améliorer la réponse ovarientie, thais sans succeés (Rajamahendran et Calder, 1993).
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L’injection d’westradiot sous forme de valérate (Smg) a 12 (J0 = chaleurs) du cycle provoque
["atrésie du follicule dominant de la 1 vague de croissance folliculaire, mais cette action n’est pas réalisée si
I'eestradiol est injecté & 15 ou J7 du cycle (Bo et al., 1992). Ces résultats ont conduit Bo et al. (1994) & contrdler
et synchroniser la vague de croissance folliculaire 3 'aide d’un traitement associant stradiol-17p +
progestagéne (Crestar N.D.). Lorsque I’implant est posé a J2, 15 ou J8 du cycle et Poestradiol- 170 injecté un jour
apres, les auteurs observent I’émergence d’une nouvelle vague de croissance follicutaire environ 4 jours plus
tard. Par examen échographique, ils ont montré également que fe diamétre des plus gros follicules diminuait
durant les 5 jours suivant 'injection d’estradiol. Cependant, Mapletoft (1994) n"a pas constaté d'amélioration
des réponses apres un tel trailement. L’utilisation de traitements associant wstradiol et progestagénc peut tre
une approche possible pour synchroniser les vagues folliculaires, mais des expériences complémentaires sont
cependant nécessaires pour confirmer leur efficacité dans les conditions de tetrain. (Combarnous, 1997).

La réponse au traitement de superovulation par FSH west pas augmentée aussi par des injections
de GnRH effectuées aprés I'injection de PGF2q. Cependant, des résultats plus favorables sont oblenus avec des
injections précédant la mise en place de ta superovulation par FSH (Saumande, 1995). Il a été montr¢ chez les
ovins que P'inhibition temporaire de la croissance folliculaire suivant de tets traitements semble amélioter la
réponse ultérieure & la FSH, ces résultats sont en faveur de Phypothése d’un effet favorable de la suppression du
foliicule dominant sur fa réponse de FSH (Briois et al., 1992), mais les effets de tels protocoles nont pas encore
816 testés chez les bovins {(Humblot et Saumande, 1993}

3. L ‘OPU (Ovum pick up, ou Ponction Folliculaire Echoguidée) :

Les premicres estimations du colit d'un veau produit par ponction folliculaire échoguidée
d’ovocytes (OPU) associée a la FIV étaient deux fois celui d’un veau issu d’embryons produits in vivo (Nibart et
al., 1995). En 1998, il a pu étre diminué a prés de 1,2 fois de celui du veau issu de TE classique (Colleau et al.,
1998). Le codit de la production d’embryons bovins in vitro va donc vers une diminution progressive griice aux
systemes d’organisation de Ia production et aux améliorations technologiques.

Figure 6-8 : Protocole canadien de la superovulation associée & la I"OPU (Guilbault et al., 1996)

Methodes Canadienne:  Association Ponction du FD et FSH

Traitement de Superovulation pour OPU tous les 14 jotirs,
{AETE 1908 Guithault et al}

it Ponction Panctien
FD OPL gy FD OP s
Alpslea Al
o bd e
+ + B j * * + i ¥ ¥
‘ VoS DL Me Mc vooos D 1 Me
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[ERTL
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% s mpotte quel moment du oyele,

La technique d’OPU, qui dérive directement de 1a méthode de prélévement d’ovocytes pratiquée
en routine dans I’espéce humaine lors de « FIVETE », a permis de faire des progrés considérables dans la
collecte des ovocytes bovins par comparaison & la méthode encore largement utilisée de lavage utérin. La
collecte est réalisée & I'aide d’une aiguille introduite dans le cut de sac dorsal du vagin. La sonde échographique
permet de visualiser les follicules ovariens de stadie 111, de 2 & 6 mm, qui seront ponctionnés.

Les sondes wiilisées chez les bovins sont généralement des sondes vaginales prévues pour la
collecte d'ovocytes chez la femme (sonde sectorielle de 5 ou 7,5 Mhz) : la sonde est insérée dans uhe gaine de
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prolongation et équipée d’aiguifles trés longues (30 cm) ou d’un systéme de prolongation d’aiguille. L'animal
recoil un tranquillisant et souvent une anesthésie épidurale. La sonde est introduite par le vagin et I'ovaire est
saisi par voie rectale, puis amené face A la téte de la sonde, les follicules sont alors visibles sur I'écran de
Pappareil d’échographie puis placés face a P'aiguille qui traverse alors la paroi vaginale puis celle des follicules.
Un systéme d’aspiration dans du tampon phosphate (PBS) et de Phéparine permet de recueillir le liquide
folliculaire el l'ovocyte entouré de son cumulus oophorus, constitué de cellules folliculaires. La ponction
transvaginale sous guidage échographique est une technique peu invasive. Elte ne nécessite pas de ptéparation
hormonale de la donneuse. Elle permet la répétition des collectes & une fréquence élevée (jusqu'a deux par
semaine pendant 5 mois). Elle permet d’obtenir environ 5 ovocytes par collecte et environ 30 % de blastocystes
transférables in vitro.

Le protocole canadien (fig. 6-8) illustre les progrés en OPU dans la superovulation, facilité par le
développement en paralléle des autres biotechnologie tel que la maturation ovocytaire in vitro (MIV), FIV et le
développement embryonnaire in vitro (DIV) jusqu’au stade J8, les blastocystes ainsi produit sont donc
transplantables. L’OPU peut étre faite dans les trois premiers mois de gestation des génisses ou des vaches. En
pratique, elle est réalisée soit une fois par semaine avec des animaux superovulés, soit deux fois par semaine
sans superovulation. Elle permet aussi d’obtenir des blastocystes & partir de femelles considérées comme
infertiles ou n’ayant pas répondu a des traitements de superovulation. ‘
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CHAPITRE VII:

7. LE TRANSFERT EMBRYONNAIRE.

I. Introduction :

Le transfert d’embryon consiste & transplanter dans une femelle porteuse (appelée receveuse) un
embryon issu d’une autre femelle (dite donneuse). En élevage, cette méthode de reproduction est utilisée pour
augmenter la descendance d’une donneuse sélectionnée pour ses qualités génétiques, & laquelle on fait produire
plusieurs embryons, qui seront portés chacun par une receveuse. Les recherches sur la transplantation d’embryon
ont été initices a2 'TNRA dans les années 60 et les premiers veaux issus de mére porteuse ont été oblenus en
1971. Chez les bovins, cette technologie a connu un développement rapide, cetie extension du transfert
d’embryons a nécessité la résolution de nombreux problémes biotogiques et technigues, notamment la mise au
point de la congélation des embryons.

Cetle maitrise de la transplantation, de la conservation, puis de la culture in vitro des embryons a
ouvert [a voie 2 toute une série de manipulations, telles que le clonage et le sexage des embryons, ou le transfert
de génes (Heyman et al 1996).

II. Le concept:

La transplantation d’embryons est une méthode de reproduction qui consiste a faire naitre par des
vaches porteuses (receveuses) des veaux issus d’une méme mére génétique, sélectionnée comme donneuse
d’embryons, dans le bul d’augmenter sa descendance. Chez les bovins, cette technologie est devenue familigre &
bon nombre d’éleveurs, qui I'utilisent désormais. Environ 30 000 transplantations d’embryons sont maintenant
réalisées chaque année en France. Si I'on considére qu’il y a seulement une vingtaine d’années les veaux nés de
transplantation embryonnaire se comptaient encore sur les doigts de la main (Chupin 1985).

III. Les différentes procédures du transfert d’embryons :

1. La manipulation des embryons chez les bovins :

Des ¢tudes sur les embryons bovins manipulés dans les laboratoires ont montrées que les embryons
sont affrontés inévitablement & des contact avec la verrerie, les bottes a pétris, fes paillettes en plastiques et
autres objets de labos, donc 1'exposition aux facteurs toxiques doit élre toujours prise une considération. par
exemple, pour y remédier il est essentiel de fournir une aération adéquate aux paillettes apres leur stérilisation
pour enlever I'oxyde de P'éthyléne « antimicrobien puissant », Les autres chercheurs ont fait un rapport sur la
protection et la sécurité des embryons par toute une gamme de produils employée habituellement sur
Popérations d’E'l chez les vaches ; plusieurs articles font référence aux tubes en latex, silicone des sondes de
Foley et aux pistons des seringues et dont ils parurent posséder la plus grande capacité pour induire des effets
Loxigues.

2. La protection des embryons :

1l y a plusieurs problemes associés au transfert embryonnaire non - chirurgical chez la vache el qui
peut influencer le taux de gestation ; parmi eux on citera qu’a cause de sa dimension mictoscopique, il est
difficile de confirmer que I'embryon a été déposé dans la corne utérine et a son emplacement appropri¢ pour son
développement ultérieur. Bien que, dans un cadre de recherche, une paillette de transfert peut étre inspectée
aprés sa libération de son contenu pour s'assurer que 'embryon n’a pas été retenu, cette opération n’est pas
nécessairement une preuve de transfert, car Pembryon pourrait se déplacer loin de la paroi utérine ou adhdérer a
I'extérienr de fa paillette pendant son retrait de Putérus puis du cervix.

3. Le nombre embryons transférés :

1 s’est avéré, il y a quelques années & Cambridge que fe transfert chirurgical de 2 embryons plutat
qu’un seul produisait un taux gestation en générale, supérieur chez les vaches receveuses. En plus d'une autre
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observation sur un taux élevé de gestation lors de i’utilisation de deux embryons versus le transfert d’un seul
embryon (Gordon a utilisé des embryons congelés, montrant ainsi un taux élevé de gestation, similaire au
transfert ¢’un demi embryon). .

4. La technique chirurgicale du transfert embryonnaire :

Des (ravaux prospectant 'ET ont confirmé Iexcellent alibi de la technique chirurgicale. Une tliése
sur la procédure médio ventrale étudiée 4 Cambridge a montré que I"opération médio ventrale en générale se
faisait juste & la partie antérieur de I'utérus, alors on ramené la cormne utérine ipsilatérale au corps jaune olt une
petite ponction était faite pour accéder & la lumicre de la corne, la pipette est introduite puis I'embryori &
transférer est déposé. Bien que la procédure médioventrale se faisait sur des génisses, il était clair que la
procédure était d’usage clairement difficile en plus des frais élevés de la technique sur la vache, en plus élle
n'est pas convenable aux laitiéres. Beaucoup d’adeptes de la méthode chirurgicale préfére I’approche par le
flanc, avec une anesthésie locale (paravertébrale au niveau de la fosse sub-lombaire) et puis fe transfert
embryonnaire est fait au niveau de la corne utérine ipsilatérale ; seulement avant de pratiquer la chirurgie la
localisation par palpation rectale du corps jaune décidera du coté ot le transfert devrait &tre fait {le flanc droit ou
gauche). En comparaison avec la procédure médio ventrale, I'approche par flanc a été reconnue comme étre la
méthode la plus efficace, pratique et rapide pour exécuter les ransferts chirurgicaux, et cect avec un minimum

de matériels &’ installations et aussi d’efforts.

Une des raisons de Putilisation de la méthode chirurgicale est de donner a la receveuse et a
Jembryon de grande chance de gestation. D’apres Coultard (1991}, si embryon a été congelé puis décongelé
ou de classe 2, 10% d’amélioration dans le taux de gestation sont produis lors de Iapproche chirurgicale au
niveau du flanc, par comparaison avec les méthodes non chirurgicales.

5. La technique non — chirurgicale du transfert embryonnaire :

La voie chirurgicale, est une intervention lourde nécessitant un bloc opératoire pour gros animiax
et une équipe vélérinaire chevronnée. Des techniques de préfevement d’embryons et de réimplantation
relativement simples, utilisant les voies naturelles via le vagin et le col de 'utérus (cervix) étaient essentielles,
afin de pouvoir intervenir directement dans les élevages. Une premiére approche, via la voie transvaginale, pour
«court-circuiter » le passage du cervix, a permis de réduire considérablement les inconvénients de la chirurgie.
En effet if était alors communément admis que le franchissement du col utérin chez la vache était impossible en
dehors de la période des chaleurs, et que sa stimulation pouvait provoquer des conlractions de l'utérus
susceptibles de ré-expulser les embryons, une méthode entizrement non chirurgicale s’est imposee.

Bien que de nombreux instruments étaient congus spécifiquement pour Ie transfert non chirurgical
des embryons chez la vache, le pistolet de Cassou était Pun des candidats et du faite qu'il a amélioré 1'{A,
prouvant qu’il était la réponse 4 ce probleme particulier. Depuis la mi 70 ; de ce faite, plusieurs variantes du
pistolet standard d’insémination ont été vendu pour ET chez les vaches ; Coultard (1991) décrit sa procédure de
transfert au Royaume Uni, ot il a utilisé un pistolet d’insémination modifié avec une gaine spéciale doté de 2
voies el un axe métallique.

a) Les facteurs influengant le succes du transfert embryonnaire non
chirurgical :

11y a plusieurs facteurs maternels et environnementaux pouvant affecter les taux de gestation chez
les vaches receveuses, aprés que la technique de iransfert non chirurgicale soit faite (Sreenan et Diskin, 1987,
Hasler, 1992). Avec des receveuses comme génisses, par exemple, if peut y avoir environ 10% de piis de
difficulté, si ce n’est pas impossible, de faire PET via le cervix {Coultard, 1991}. L’embryon doit élre towjouts
ransféré dans la corne utérine associée a I'ovaire ovulatoire (corne ipsilatérale), ou les taux de gestation sont
plus élevés que dans la corme conirolatérale ; vraisemblablement parce que la reconnaissance maternetle de
I'embryon est plus positive quand ¢’est dans la corne ipsilatérale. Au Japon, Cerbito et al. (1994) ont trouve des
certitudes, que le taux de progestérone et sa distyibution au niveau de Putérus sont dépendantes de
Pemplacement et de la fonction lutéale du corps jaune; ¢’est peut-étre du au facteur influengant la srvie de
"entbryon lors de la reconnaissance précoce. En France, les effets de 1a saison ont été enregistrés par Lonergan
et al. (1995) avec une différence considérable entre le transfert d’été (52%) et celui fait en hiver (21%).

s Lleffet de la qualité des embryons :
C’est le seu! parmi la plupart des facteurs, affectant de fagon importante le succes du transfert,
surtout démontré par une étude en Allemagne de janowitz et al. (1994), qui ont fait une analyse portant sur 2478
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wransferls d’embryons frais et congelés. Un autre travail fait dans le méme pays par Piturru (1994), et qui a
enregistré des gestalions estimees 4 59% lorsque le transfert concerne des embryons frais chez la race Piedmont.

= La compétence de Popérateur :

Un facteur important, qui influencetait le taux possible de gestation; c’est la compétence et
Pexpérience de "opérateur du transfert, concerne surtout la maniére d*éviter de traumatiser 'endométre. Une
étude sur 6 ans par Park et al. (1991) ont montré qu'un programme ET peut dtre conduit par les propriétaires,
mais seutement aprés une formation antérieure appropriée. Dans ce sens, on ne doit pas oublier, que le transfert
est fait pendant un temps ou PPenvironnement utérin est d’une fagon trés marquée différent de celui d’une vache
en oestrus, par sa susceptibilité a IYinfection et aux blessures. Dans certaines espéces (par exemple hamsters), il
est connu que des taux bas de gestation aprés une ET, soient principalement dus aux traumatismes de

endomérium et a la libération consécutive de la prostaglandine.

« L’intérdt de Pasepsie :

Le succés du {ransfert non chirurgical dépend aussi du maintient d’une asepsie adéquate, pendant
fa déposition de Uembryon dans la corne utérine qui est beaucoup plus susceptible & une infection, en effet il
faut qu'elle soit au niveau plus bas dPinfection dans la semaine aprés I"oestrus, que au moment des chaleurs. H'y
a plus de 40 ans passées ou des chercheurs de Cambridge, ont attiré Pattention sur le facteur d’infections
utérines, qui pourraient s”installées aisément pendant ia phase lutéale et durant le cycle oestral de la vache, mais
qu'elles pourraient étre contrblées par une couverture antibiotique appropriée, lors du translert embryonnaire
cela veut dire aussi I"utilisation de certains antibiotiques : Ja pénicilline et la streptomycine dans les milieux de
transfert.

V. La synchronisation donneuses — receveuses @

Il est considérable et évident par le cumul d’information pendant ces derniéres annges, sur
Iimportance de la synchronisation des stades du cycle entre donneuses €t receveuses (fig. 7-1). La
synchronisation exacle doit étre le 1% objectif, mais les receveuses déphasces par = 1 jour peuvent étre jugées
comme acceplables, bien que quelques réductions dans les taux de gestations sont attendues. Les vaches qui ne
sont pas synchronisées par exemple : 2 jours de décalage, ne seront pas utilisées & cause des taux gestations
réduits ; une réfexion particuliere a éé faite sur le facteur de multi-ovulation (superovulation) chez les brebis
ayant des altitudes additionnelles a la désynchronisation et qui n'est pas retrouvée chez ceux ayanl une seule
ovulation. La méme discussion peut bien s"appliquer sur les vaches superovulées ; des chercheurs ont aussi noté
avec certitude que "ovulation unilatérate chez les brebis provoquée de grande perte embryonnaires que chez des
brebis ayant ovulé de fagon bilatérale ; une possibilité était que les embryons ovins migrant a travers "utérus

pourraient étre particultiérement sensible 4 la désynchronisation utérine, lors de leur rentrés vers la corne
controlatérat.

1. Son importance :

Des chercheurs 4 Cambridge, ont été parmi les premiers & montrer "intérét de la synchronisation
exacte entre I'dge de 'embryon, et la phase du cycle de la receveuse, qui induirait des taux de gestation
optimums avec un degré de variation toléré, entre la donneuse et la receveuse de £ 1 jour. Au début du transfert
chez le bovin et jusqu’a ces derniéres annces, I’objectif étant toujours la synchronisation exacte {Hasler, 1992).
La synchrenisation doit étre considérée comme essentiel parce que I’embryon et les tissus utérins maternels
formeront un systéme de communication complexe qui impliquera aussi bien des sécrétions de Pembryon et de
PPendométrium utérin, de telles sécrétions stimulerai et servirai de médiateur des changements précoce durant
gestation chez la vache. En Allemagne, dans une analyse par janowitz et al. (1994} sur 2478 transferls, ont
conclu que les événements d’oesirus chez les receveuses sont déviées de -48, -24, 0, +24 ou +48h (le sighe
moins indique que les oestrus chez les receveuses étaient précédés par ceux des donneuses) le taux de gestation
était de 23,8%, 52,2 %, 58,2 %., 49,5% et de 44%, respectivement.

9. La sélection et 1a gestion des receveuses :

Pour PET bovine, des génisses sont habituellement préférées pour ces opérations ; saines de tout
les genves de problémes consécutifs aux gestations antérieures, el en plus de tels animaux sont bon marché et
plus facile acquérir que les vaches. Cependant, sur les vaches il y a un avantage évident, Coulthard (1991} en
Grande Bretagne a enregisiré environ 10% des génisses receveuses qui rendent difficiles le transferts par la voie
cervicale (procédure de VET non chirurgicale). Au Danemark, Callesen et al. (1994) ont sélectionné des vaches
laititves pouvant étre de convenable receveuses d’embryons, bien qu’elles aient un taux de la gestation inférieur,

3
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mais lorsque fe veau survivait et ayant et pris en considération, le taux final de succés était le méme que chez
tes génisscs.

Figure 7-1 : Synchronisation donneuses-receveuses pour le transfert embryonnaire (Soltner, 1993).
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3. Les niveaux des hormones chez les receveuses :

La progestérone sécrétée par le corps jaune, est le stéroide majeur qui influencerait le stade
physiologique de I'utérus chez la receveuse ; cependant, le rapport entre fe niveau sanguin de progestérone et la
survie embryonnaire, aprés un transfert embryonnaire dans une vache, n’a pas bien été résolu. Il y a quelque
vérité, qu'un niveau bas de progestérone peut induire un trés fort mécanisme acquis prédisposant quelques
vaches a une perle précoce d’embryon (Lamming et Mann, 1993). Donc, il peut étre parfois utile de chercher a
s’assurer que les recevetses sont au stade prévu du cycle et que la progestérone est sécrétée en quantité prévue
durant cette péricde.

5 1
:

4. Les races indigenes, receveuses d’embryons importés :

Il y a actuetlement beaucoup d’exemples de race indigéne, utilisée comme receveuses, pour des
embryons importés de pays ctrangers, il a été estimé que dans 'année 2005, la population bovine de race
Frisonne espagnole sera remplacée par la Holstein; par I'ET chez la vache aussi bien que I'lA, jouant un rdle
signifiant dans ce type de changements radicaux,

Par ailleurs, ils pourront étre des moyens puissanis pour Pintroduction de races grandes
productrices de lait par exemple, dans un pays ol les races indigénes sont de faibles productrices : A Cuba, on
a conclu que I'utilisation de la vache Zébu comme receveuses d’embryons de races européens, fourniraient de
grandes opportunités pout le transfert embryonnaire sous des conditions tropicales. A I’Ouganda, Cumming et

“al. (1994) ont rapporté le transfert d’embryons importés Holstein sur des vaches receveuses synchronisées, de
race indigénes. :

V. L’intérét du transfert embryonnaiie :

Le commetce des animaux domestiques entre continents se pratique depuis plus de 100 ans et
continue d’étre trés présent dans tes activités internationales; le transfert d’embryons a toutefois permis une
avenue plus pratique pour I'exportation ou I'importation d’espéces désirées. Le principal avantage vient du fait
que c’est le moyen le plus sécuritaire du point de vue sanitaire pour lutter contre I'introduction de nouvelles
maladies dans un pays souhaitant tout de méme Pintroduction de meilleures lignées génétiques ou de nouvelles
espéces animales. Cet aspect est trés important pour le Canada qui, grace au trarisfert d’embryons, conserve un
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bas nivean de maladies contagieuses fout en permetiant Iintroduction de nouvelles valeurs généliquics
commercialisables.

Les avantages sont multiples (schéma 9-1). Sclon plusieurs recherches et I'expérience vécue par les
éleveurs. les receveuses n'onl aucun effet génétique sur le veau résuliant; ainsi, le transfert d’embryvons est un
excelient moyen de tirer avantage d’une fermelle A hautc valeur génétique, accouplée & un méle qui engendee lui
aussi des caractéristiques recherchées chez une race ¢n particulier. Un antre avaniage est certainement la survie
d’unc race cn permetiant la production d’cmbryons, qui sont transférés dans des femelles de race différente,
mais de méme espéce ou d'espéces compalibles.

Irrémédiablement. des tares soupgonnées, généralement héréditaires peuvent étre idenlifies plus
rapidement chiez des parents en produisant un certain nombre de sujets issus d'un croisement doung; si la tare est
idemtifide chez les rejetons, Ie parent responsable sera alors éliminé afin de ne pas propager cette tare dans Ia
race, évitant ainsi des pertes économiques imporiantes pour les éleveurs de race.

1. Aspect sanitaire du TE :

En raison de la diffusion mondiale de 1a tcchnologic de TE, il est de la plus haute tmpontance de
considérer les risques de contamiinations des antmaux receveurs par les embryons iransplaniés. D’aprés fine
étude synthétique de la Sociélé intemationale de TE, on peut considérer que Ja « capacité des cmbryons a
(ransmettre des maladics infecticuses est considérablement moindre que la probabilité de transmission pai ia
sernence ou par les animaux vivants ». Encore faut-il respecter les régles sanitaires de lavages des cinbrvons :
lavages. utilisation d’embryons dont leur zone peilucide intacle ¢t exemple de débris cellulaires. djout
d"antibiotiques aux milieux de collecte, de lavage el de transport des embryons. transplantation utérine dans de
bonnes conditions sanitaires. Un nombre suffisant de (ransferts a ¢1¢ cffectué avec des embryvons de dotiiieiises
infectées par le virus de la leucose bovine, de la rhinotrachéite infectieuse bovine et de lfa nialadié des
muqueuses, pour affirmer que ces virus ne sont pas (ransinis par les embryons, & conditiori qu'ils soient
manipulés correclement (Scriban, 1999).

2. Reénovation des schémas de sélection :

La transplantation embryonnairc mise au point chez les bovins depuis Ia fin des années 70 a créé
incontestablement. depuis tc début des années 1980, des opportunités nouvelles pour la rénovation des schéinas
de sélection. En cffel, malgré les handicaps dus au nombre relativement faible d'embryons utilisables par
traitement, ct malgré le fait qu'une partic des femetics donneuscs ne produit aucun embryon ; la techhique
contribue 3 augnienter de plus de 70 % la prolificité des femelles qui répondent ie mieux au traitetircii. Elle
permet aussi de réduire notablement I'intervalle de génération puisque fes collectes précoces d’embryons soint
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possibles sur des génisses de |5 mois ; alors qu'avec la reproduction naturelle, une vache produit en moyenne 3
veaux a I’age de 6 ans, ce méme résultat peut étre obtenu dés ’age de 2 ans avec la transplantation (Colleau et

al.. 1998).

La transplantation embryonnaire peut donc étre mise & profit pour intensifier la sélection des méres
des taureaux d'insémination. En effet, le rajeunissement des méres permet de tirer parti plus rapidement du
meilleur niveau génétique moyen des jeunes générations. L*amélioration de la prolificité permet de sélectionner
les méres plus intensément pour assurer les besoins de renouvellement. Au total, ces deux facteurs contribuent a
augmenter le progrés génétique annuel de Pordre de 20 a 30 % pour un critére comme la production laitiére
(Nicholas et Smith 1983, Nicholas 1996) et d’une proportion encore supérieure en ce qui concerne les
programmes de sélection des bovins allaitants.

Nicholas et Smith (1983) ont proposé d’utiliser la transplantation embryonnaire en apportant des
modifications aux schémas de sélection classiques : sélection des reproducteurs dans des troupeaux spécialisés et
sélection des taureaux a I’ge de 4 ans et non plus de 6 ans, & partir des performances de leurs collatérales (demi-
soeurs el pleines sceurs). En fait, ceci n’est justifi¢ que si le contréle de performances en ferme est peu fiable ou
s'il existe un traitement préférentiel des femelles (par exemple utilisation non déclarée d’hormones) ce qui est
encore peu fréquent dans les pays développcs (Lohuis 1995 ; Colleau et at., 1998).

a) Schémas de sélection génétique MOET :

Toutefois, ce n’est pas tant le nombre de transplantations effectudes qui donne aujourd’hui son
importance & cette technologie, que la place quelle occupe désormais dans la filiére de la sélection bovine : prés
de 95 % des taureaux laitiers actuetlement mis en testage sont en effet issus d’embryons transplantés (le plus
souvenl congelés). Ce chiffre illustre bien I'impact de cette biotechnologie dans la conduite des programmes de
sélection. Nicholas (1979) est fe premier & avancer le concept de I'utilisation du MOET en combinaison avec
I'1A. comme une nouvelle méthode de reproduction pour la vache laitiere, aussi il a ¢t¢ montré, que le MOET
utilisé dans la technologie du ET, fournissez un plus grand taux génétique que celui perinis par le progeny test.
Les principaux élément du schéma proposeé par la superovulation et I'ET, sont les génisses d’un troupeau de
lactation, avant que leur premiére lactation ne commence (méthode juvénile), des modifications de Nicholas et
Smith (1983) ont permis la méme chose pour les génisses qui ont complété leur | lactation (méthode adulte).

Ces schémas de sélection génétique, basés sur I'ascendance, ont €té proposés en France par
Colleau : il s’agit de créer des unités « noyaux de sélection » en élevage fermé, capables d'étre des sources
d’amélioration génétique, au niveau national. Des progrés génétiques rapides peuvent étre ainsi réalisés gréce &
fa superovulation des femelles donneuses & tester et la transplantation de leurs ovocytes. Ces vaches donneuses
sont sélectionnées sur leur ascendance. On choisit ainsi les meilleures reproductrices et on diffuse leurs
embryons. On observe un progrés génétique plus rapide avec ces schémas de sélection utilisant la superovulation
et le TE quavec les méthodes conventionnelles de testage sur descendance. L’intervalle de génération passe
d’environ 6 ans a 4 et 3 ans, voire 2 ans, selon les divers systémes MOET {(Scriban, 1999).

b) Les gains génétiques du MOET :

La technologie MOET en reproduction est actuellement utilisé, ainsi elle est déterminé par la
formation de troupeaux centraux d’élevage (troupeaux noyaux) ; avec une extensive superovulation des
donneuses sélectionnées aussi bien que des génisses que de jeunes vaches (Smith, 1990). De telles schémas de
reproductions dans les élevage seront vraisemblablement supérieures aux programmes traditionnels
d'insémination artificielle, en augmentant le taux d’amélioration génétique, ceci est permis par la I'intensité
glevé de sélection parmi les femelles, et par le rétrécissement de I'intervalle des générations. Selon, différent
_auteurs le taux de gain génétique peut s’élever de 30% a 50% avec Iutilisation du MOET chez les femelles
laitieres d’un an, pour la production de jeunes taureaux et potentiellement des taureaux issus de transfert
(Gordon, 1996).

Des expéricnces opérées sur le MOET dans les troupeaux Danois de vaches laitiéres pendant une
période de 6 ans, avaient été décrites ; autre utilisation du MOET a été dirigée en Australie, par Evans (1991).
Beaucoup d’auteurs ont décris I'utilisation du MOET sur Pélite du troupeau noyaux qui a aussi permis
substantiellement, une augmentation du taux de gain génétique chez les vaches 4 viandes; le MOET est
actuellement utilisé pour accéléré la génétique dans I'élevage Simmental au collége agronomique d’écosse a
Aberdeen, { Tregaskes et al., 1994).
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Au canada Lohuis (1995) a décris les avantages des technologie de manipulations des embryons
bovins. dans les programmes d’améliorations génétiques ; une simulation par ordinateur des programmes de
MOET a prédis des taux d’améliorations génétiques entre 8 — 9,5%, plus élevés que ceux des programines
courrant du progeny test. Les avantages de fa sélection de jeunes aussi bien que les taureaux adultes et les vaches
de stocke d’élevage, est prédis A 12%, quand la FIV est utilisée au méme temps, sur des embryons récoltés sur
des veaux de | — 5 mois, le taux d’amélioration génétique est de 22% d’augmentation, d’aprés ces mémes

prédictions. {Gordon, 1996).

3. Aspect économique du TE :

Le transfert d’embryons, qui s’est d’abord développé par transposition des méthodes chirurgicales
proposées par la recherche vétérinaire, n’est véritablement devenu une pratique d’élevage qu’avec la mise au
point d’une méthode de transplantation adaptée de I'insémination artificielle (1A}, consistant 4 déposer
Pembryon au-dela du col de I'utérus, par voie vaginale. Avec cette approche, en moyenne 60 % des femelles
deviennent gestantes aprés transfert d’un embryon et 56 % mettent bas, un rendement identique a celui de
I'insémination artificielle (52 % aprés une 1A, Boichard et Manfiedi 1995). :

Le nombre de transplantations d’embryons bovins connait ces derniéres annces une progression
réguliere en Europe et en France, mais ce nombre reste trés faible par rapport & celui des inséminations
artificietles (23 millions en Europe, dont 5 millions en France en 1995 ; Malafosse 1995). La transplantation
d’embryons est maintenant étroitement associée & la congélation, le plus souvent au stade blastocystes, par des
méthodes compatibles avec une décongélation réalisée juste avant la transplantation.

Le typage génétique des embryons avant leur transplantation peut étre réalisé en prélevant par
~ micromanipulation 1 &4 cellules sur des embryons au stade morula ou jeune blastocyste {J6 et J7). Le « sexage »
a pu devenir une réalité grice a I'isolement de sondes génomiques spécifiques du chromosome Y dont la
présence est délectée sur le génome des cellules isolées d’embryons méles. Le diagnostic du sexe peut étre porté
pour 95% des embryons biopsies et son exactitude est voisine de 100%. Deux facteurs limitent aujourd’hoi
I"efficacité de la transplantation : le nombre relativement faible d’embryons que I’on obtient aprés un traitement
hormonal de superovulation et la variabilité de production entre femelles traitées. '
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Conclusions :

Les biotechnologies de la reproduction représentent un enjeu économique majeur pour les progrés
de Ia biologie et de la médecine, parce qu’elles sont la base des technalogies les plus modernes du vivant. Elles
touchent ’'Homme dans son existence, dans son Evolution, Elles sont au ceeur de ta Vie et des mécanismes les
plus complexes de régulation, les applications les plus prometteuses dépendent souvent  la fois de nouveaux
développements des biotechnologies anciennes et des développements les plus récents, Elles sappuient sur des
avancées scientifiques fondamentales qui repoussent continuellement les limites de la connaissance.. Elles
reposent aussi sut quantité de petils bricolages qui permettent ou non le décollage de toute une scrie
d’applications. Les biotechnologies de la reproduction sont au carrefour de la biologie de la reproduction, de ta
biologie moléculaire, de "immunologie, de I'agronomie, de la médecine vétérinaire et humaine. Les
questionnements  philosophiques actuels au sujet du clonage ou de la transgenése, par exemple, sont le
recommencement de ceux déja rencontrés en 1939 ou 1946 sur 'insémination et qui avaient déclenché des

débats médiatiques passionnants.

Les progres de la maitrise du cycle sexuel ont ouvert la voie 4 des bouleversements
socioéconomiques considérables. Les points de départ étaient pourtant ta découverte du microscope, du
. spermatozoide, la description des cycles sexuels de la lapine et de la rate. La congélation du sperme a permis le
développement de ['insémination artificielle aprés Ia guerre mondiale de 39 - 45. Elle a autorisé un progrés
génétique tmportant en élevage et notamment en élevage bovin, permettant par ta méme de répondre a des
besoins alimentaires considérables de I’aprés guerre. Ces {echniques d’1A se sont développées depuis dans toutes
les especes en fonction des besoins économiques du moment. La technologie a €té maitrisée dans I'espéce
animale et humaine aussi pour résoudre des problémes de fertilite.
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[. Introduction :

Au cours de la vie reproductrice d’une femelle, il existe un gaspillage considérable entre
la réserve de départ et le nombre d’ceufs €mis. La superovulation permet de réduire fortement cet écart
et ainsi d'augmenter remarquablement la production d'embryons au cours de chaque cycle de récolte.
Actuellement la plupart des étapes du transfert embryonnaire sont bien mises au point. Toutefois,
I'induction de la polyovulation et le rendement en embryons viables ne sont pas complétement
maitrisés (Amstrong, 1993; Mapletoft et al, 1994), car les réponses aux traitements sont variables et
peu prédictibles et deviennent dés lors les principaux facteurs limitants les programmes de transfert

embryonnaire.

La maitrise de la folliculogenése pourrait représenter une étape capitale pour la réussite du
transfert embryonnaire. Ainsi de nouvelles méthodes rationnelles sur le contrdle de la crotssance
folliculaire (échotomographie, ponction du follicule dominant, traitements hormonaux) sont
actuellement appliquées lors des traitements de superovulation afin d’optimiser la production
d’embryons et d’atteindre des réponses prévisibles. La phase lutéale représente la phase pratique
d’intervention des (raitements de superovulation, étant donné que la date de la venue en chaleurs

pourrait étre maitrisée par I'injection de prostaglandine.

Le test des hormones gonadotropes sur fa moitié de la phase lutéale (J9 - J13) n’a pas
apporté de différence significative sur le taux d’ovulation des vaches. Il est également possible
d’intervenir sur cycle maitrisé par les progestagénes, oli des résultats similaires, en comparaison a des
traitements de superovulation effectués sur cycle synchronisé par la PGF2a ont été obtent. Une
diminution ou un accroissement (Mapletolt et al, 1994) dans la production d'embryon étaient

également rapportées en comparaison avec des lots de contréles.

II. Objectif du travail :

La mise en place de traitements de superovulation basés, sur Iutilisation d’hormones

gonadotropes FSH sur cycle maitrisé par les progestagenes (PRID ND) sur des vaches.

L étude consiste en la collecte d’un certain nombre d’événements physiologiques et leur

évaluation :

« Délais d’apparition de P’cestrus.
+  Quantification des chaleurs.
» Evaluation des structures ovariennes.

« Comptage et classificatiori des embryons.
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I1I. Matériels et méthodes :

1. Cadre del’étude :

L'étude a été réalisé grice a une parfaite coopération d’une ferme privée dénommeée
« EAI Tergaoui » et I'institut des sciences vétérinaires de I'université de Blida, elle se situe 4 environ
15 Km de Puniversité, dans la commune de Beni-Mered, willaya de Blida, celle-ci est 4 40 Km de Ia
mer et 4 quelques kilométres (environ 4 a 6 Km) de I"aéroport militaire de Boufarik.

Celte ferme posséde un effectif de 80 tétes majoritairement des vaches laitiéres, les vaches
sonl mises en stabulation semi entravée; les animaux étaient logés dans des batiments battis en dur
(bétons), le sol cimenté, les mangeoires sont construits 4 une hauteur d’environ Im du sol, les

abreuvoirs sont automatigues.

Aprés, la récolte des embryons, les liquides des récolles sonl transportés jusqu’a
I"université de Blida, exactement au laboratoire de biotechnologie de {"institut des sciences
vétérinaires, celui-ci est disposé de microscopes et d’un micromanipulateur en plus du nécessaire de

congélation des embryons.

2. Période expérimentale :

Noter travail a commencé au début de Pannée 2001, ceci par le contacte avec différents
laboratoires pharmaceutiques spécialisés dans la production des gonadotrophines utilisées pour la
superovulation des bovins, ainsi le laboratoire Calier d’Espagne nous a répondu favorablement par son
don gracieux de son produit PLUSET (gonadotrophines porcines), aprés tine année nous avons fegu le
produit aprés de longue transaction bureaucratique, en méme temps on s’est engapgé dans une
prospection des site expérimentaux sur des ferimes privées.

Aprés la réception de PLUSET ; nous avons commencé notre protocole expériniental qui
s'est étalé sur 3 mois, du mois de mars au mots de mai 2002, cela durant la saison printaniére ou, la
température ambiante pendant cette période était un peu au deld de la température saisoniiére
normale, entre 20 et 26°C le jour alors que les nuits variait entre 15 et 18°C, en plus de la sécheresse
qui s’est répercutée sur {"alimentation et dong, I'herbe arrivait & maturité de fagon précoce.

3. Animaux et lots :

Tous les animaux de la ferme avaient un embonpoint refativement moyen au début de
I*étude, toutefois leur embonpoint ayant relativement chuté vers ia fin de Pétude, suite aux

perturbations notées dans les rations alimentaires. ,

La ferme regroupe des vaches dans feur majorité laitiéres, pie noire en deuxiéme position
pie rouge, dans la majorité sont croisés de plus on a noté la présence de 3 vaches de races brunes dans

I'une d’elle est croisée.
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Les animaux sont maintenus en semi stabulation, sauf pour les vaches des lots choisis
pour 1’étude, qui ont été exceptionnellement maintenu en stabulation compléte pour des raisons de
commodité expérimentale. Les animaux sont élevés dans de grands batiments en béton d’une hauteur
de 8 métres, la température était plus ou moins stable & Iintérieur grice a une bonne aération.

Pendant, la période du traitement les vaches étaient nourries a Pherbe verte (période
printaniére), I’herbe était prélevée dans les champs de la ferme; cependant il n’y a pas eu de
supplément alimentaire avant ’étude, ni un complément (ration, concentré, etc.)

Le travail a débuté le 4 avril 2002, et comprenait dans ces débuts la sélection des animaux
admissibles dans les lots A traiter, 14 vaches ont été sélectionnées d’aprés des critéres extérieurs :

1. Anamnése sur chaque vache.

2. L’état d’embonpoint.

3. L’état de santé.

Puis on a procédé a I’Qxamen spécial de Pappareil génitale par

e Exploration vaginale en vu de détecter d’éventuelles sécrétions ou iésions

pathologiques.
« Exploration rectale et une bonne palpation des organes génitaux internes
(utérus, cornes, oviducte et ’activité des deux ovaires).

4. La sélection des donneuses :

Le travail préliminaire consistait en la sélection des donneuses, qui seront sujettes au
traitement gonadotrope pour la superovulation, le traitement de sélection s’est fait sur la base de

" plusieurs criteres :

1. Les animaux &taient en parfait embonpoint, ni trop gras, ni inaigres, ces appréciations
se sont faites selon les régles du code chaire.

2. Nayant pas eu des antécédents ou problémes gynécologiques, c’est pour cela qu’on
s”est penché sur des génisses et des primipares.

3. Ayant des ovaires parfaitement fonctionnels, apprécier par la’ palpation des deux
ovaires (tab. 6)

4. Pour les primipares ; une période de repos post-partum eiitre 50 — 70 jours et/ou
supérieur 110 jours (Hockstra 1989).

Apreés, avoir choisi les donneuses d’embryons et aussi apres avoir déterminé les 4 lots, on
a commencé & adininistrer par voie parentérale des suppléments vitaminiques, pour ¢liminer

d’éventuelles possibilités et risques de carence {(Shaw et al., 1994).
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Tableau 6 : Résultats de la palpation ovarienne des vaches présélectionnées.

M
e — — — — — — — ——

C. Chair Race

3 Brune
25-3 . PR
25 PN
2,5 - PN
2-25 PN
25 PN
2-25 PN
2,5-3 PN
2-23 PN
3-35 PR
2,5-3 PN
25-3 Brune
25 PN
2-25 PN
2-25 PN
2-25 N
2-25 PR
25-3 PR

Matrictle

00006

20002

00003

960600
092022/98005
96300
260479/00032
3251/35
4501/97007
990217200
99008

99015

9_60{}1
7940/95000
98001

96001

3910

99011

Parité

Génisse
Génisse
Génisse
Génisse
Géiiisse
Génisse
Génisse
Primipare
Primipare
Primipare
Primipare
Primipafe
Primipare
Primipare
Primipare
Primipare
Primipare

Primipare

e ——]
A ——

Follicules

CJ

Follicules

Folliciles

Follicules

Gauche

Follicules
CJ

Follicules

Folticules
Follicules
CJiFollicules
ClJ

Follicules

cJ

- CJ
cJ
Follicules
CJ
CJ

Follicitles
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Les animaux présélectionnés sont les suivants :

Code chaire

.

3
2,5-3
2,5
2,5
2-25
2,5
2-25
2,5-3
2-25
3-35
2,5-3
2,5-3
2,5
2-2,5
2-25
2-25
2-2,5
2,5-3

Robe

Brune
Pie Rouge
Pie Noire
Pie Noire
Pie Noire
Pie Noire
Pie Noire

Pie Noire

Pie Noire

Pie Rouge
Pie Noire
Brune
Pie Noire
Pie Noire
Pie Noire

Pie Noire

~ Pie Rouge

Pie Rouge

Matricule

00006
20002
00008
96600
092022/98005
96300
260479/00032
3251/35
4501/97007
99021/200
99008
99015
96001

©7940/95000

98001
96601

3910
99011

Paritée

Génisse
Génisse
Génisse
Génisse
Génisse
Génisse
Génisse
Primipare
Primipare
Primipare
Primipare
Primipare
Primipare
Primipaie
Primipare
Primipare
Priniipare

Primipare
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5. Formation des lots @

Une deuxiéme et une derniére sélection a été réalisé, celle-ci a permis de former des lots
expérimentaux, ces lots ont €té au nombre de 4 ; chacun des 4 lots comportait 3 vaches, ces lots sont décrits

comime st :

« Lc premier lot :

i iot
Code chaire Race Matricule Numéro Parité
1,5 Pie Noire 96600 1 Génisse
2,5-3 Pie Rouge 20002/06021 2 Génisse
2-25 Pie Noire 092022/98005 3 Génisse
» Le deuxiéme lot :
2t 1ot
Code chaire Race Matriciile Numéro Parité
2,5 Pie Noire 96300 | _ Génisse
2-25 Pie Noire 260479/00032 2 Génisse
40008 3 Génisse

2.5 Pie Noire
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s Le troisieme lot :

3" ot
Code chaire Race Matricule Numéro Parité
2,5-3 Brune 99015 1 Primipare
25-3° Pie Noire 99008 2 Primipare
2,5-3 Pie Noire 3251/35 3 Primipare

* Lequatriéme lot :

4" lot
Code chaire Race Matricule Numéro Parité
3 Brune 00006 1 Génisse
3-35 Pie Rouge 99021 2 I"riniipare
25-3 Pie Rouge 99011 3 Primipsare

6. Le protocole expérimental :
a) Synchronisation et Ia superovulation :

Aprés avoir choisi notre échantitlon de 12 vaches pour I’expérimentation, on a foriné des
lots de donneuses (4 lots de 3 vaches chacuns) ; puis nous avons commence 4 instaurer notre piotocole
expérimental de superovulation ; en effet nous avons opté pour un traitement superovulatoire sur
cycle maitrisé en d’autres termes, nous avons utilisé une synchronisation par les progestagénes (Bo et
al, 1996 ; Picard-Hagen et al., 1996) sous forme de spirales. En effet, on a utilisé des spirales de
progestérone ; PRID® (Sanofi Santé Nutrition Animale, France) qui est un dispositif en acier
inoxydable, en forme de spirale, recouvert d'un élastomére en silicone inerte avec uine capstle de
gélatine contenant 10 mg de benzoate d'eestradiol, 1,55 ¢ de progestérone est uniformément réparti

dans 1'élastomere.
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Aprés introduction, Phormone est libérée selon un taux prédéterming, celui-ci est déposé
par la voie vaginale grice 4 un applicateur en plastique, aprés que les organes génitaux externes (vulve
¢t vestibule) ont  été lavés au préalable puis séchés. Le pistolet désinfecté au permanganate de
potassium, et tubrifié¢ avec de la vaseline, il est chargé avec une spirale de PRID®, sur I’animal bien
contentionné on introduit délicatement le dispositif dans le vagin aprés écartement des levres vulvaire
et une inclinaison de 45°C du pistolet (pour éviter de léser par accident le méat urinaire).

Le pistolet est ensuite redressé en ligne droite aprés le passage du quart de sa longueur
celui-ci est poussé par des mouvement de rotation de chaque coté, vers le fond du vagin on finalement
sera déposée la spirale, ceci grice a une pression sur le piston de applicateur, te fil de retrait de la
spirale, toujours maintenu entre les doits lors de Pintroduction est laissé suspendu entre les lévres
vulvaires. La progestérone ainsi libérée est absorbée au travers de la paroi vaginale (muqueuse
vaginale), permettant de maintenir le taux de progestérone sérique & des niveaux lutéiniques pendant
la période de traitement, la synchronisation des 4 lots ¢’est fait en tandem avec | jour de décalage pour
chaque lot, ceci pour des raisons de commodité lors de I'opération de récolte des embryons, de ce fait

on a procédé comme suit

1. Le 1° lot de 3 vaches a été iraité avec le PRID® dans la matinée du 16 avril 2002,
pour 10 jours (short-term, traitement : court terme) (Picard-Hagen et al., 1996). '

2. Le 2°™ lot est traité 24h aprés le 1" lot, soit le 17 avril.
3. Le 3™ lot a été traité 2 jours aprés le 1% lot et | jour aprés le 2™ le 18 avril.

4, Quant au 4" lot il a été traité & | jour aprés fe 3 lot, le 19 avril.

7. Le programme superovulatoire :

Apres la pose du PRID® pendant 8 jours, on a commencé le protocole thérapeutique de la
superovulation, celui-ci consiste en un protocole trés précis d'injection d’hormones gonadotrophiques
(fig. 0-1). Pour cela, on a employé une association préparée d’hormones gonadotrophines purifiées a
partir d’hypophyses porcines, cetie préparation nous a été attribué par son fabriquant au travers d’un
don, cette association est formée par deux importants principes actifs de nature glycoprotéique ceiix
sont la FSHp (follicle stimulating hormone, d’origine porcine) et la LHp (Luteinizing stimulating
hormone d’origine porcine) qui a fait objet de recherche auparavant (staigmiller ef al., 1992). Le
mélange est commercialisé sous le nom de PLUSET® (Laboratorios Calier, S.A., Espagne), celui-ci
se présente en 3 flacons, 2 d’entre eux contiennent [’association FSHp/LHp sous forme lyophilisée et
le dernier flacon contient 20 ml de solvant : solution physiologique apyrogéne.

Le produit PLUSET®, est préparé en mélangeant les 2 {lacons dans les 20 m! du solvaiit
ce qui donnerait une concentration de 1000 Ul de FSHp et de 1000 Ul de LHp pour un rapport
FSH/LH égal a 1. La solution préparée est mise au frais 4 une température de 2°C — 8°C (comme
¢’est préconisé par la finme) ceci griice a une glaciére contenant des piles de glace ; celle-ci est
transportée a la ferme pour démarrer le protocole superovulatoire selon un timing trés précis :

Page 98



Partie Expérimentale ;

=  Le premier lot :

Le 1° lot, a recu sa 1" dose de PLUSET® le mercredi 24 avril 2002, ce qui correspond
au 8™ jour de I'instauration du traitement progestagéne. En effet, on lui a administré 4 ml de solution
FSHp/LHp par voie intramusculaire IM (au niveau de ’encolure de I"animal) a 8 AM, le rythme des
injections se faisait selon la modalité de 2 injections de PLUSET® par jour avec un intervaile de 12
heures entre les injections et selon des doses décroissantes pendant les 4 jours de traitement
superovulatoire. Sauf que lors du 3*™ jour de traitement superovulatoire qui concorde avec le {0t
jour du dépdt du PRID®, on a procédé durant la matinée, au retrait des spirale progestatives en plus
d’une injection de 2 ml de Panalogue synthétique de la PGF20 soit 15mg de Luptostiol
(PROSOLVIN®, INTERVET SA, Pays Bas) en IM. Le timing précis de ce traitement s’est fait

comme suit
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Tableau 7: Le programme superovulatoire du 17" lot.

Jours Modalité de la superovulation du 1*" lot

.

Mercredi 24.04.2002

8 Heure AM 4 ml FSHp/LHp (200 UI FSHp/ 200 UI LHp)
8§ Heure PM 4 mi FSHp/LHp (200 UI ESHp/ 200 UT LHp)
Jeudi 25.04.2002

8 Heure AM , 3 ml FSHp/LHp (130 Uf FSHp/ 150 Ul LHp)
8 Heure PM 3.mt FSHp/LHp (150 Ul FSHp/ 150 UI LHp)

Vendredi 26.04.2002  Retrait le matin du PRID® +2 ml (15mg) PROSOLVIN® en IM

8 Heire AM 2 ml FSHp/LHp (100 UI FSHp/ 100 UI LHp)

8 Heure PM 2 ml FSHp/LHp (100 UI FSHp/ 100 Ul LHp)

. Samedi 27.04.2002
8 Heure AM I mt FSHp/LHp (50 UI FSHp/ 50 UI LHp)
§ Hewre PM I ml FSHp/LEp (50 UI FSHp/ 50.UI LHp)

Dimanche 28.04.2002
8 Heure AM --
8 Heure PM 1A

Lundi 29.04._2002
8 Heure AM 1A
8§ Heure PM --

Dimanche 05.05.2002  Collecte d’embryons le jour 7 aprés I"oestrus.
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» Le troisieme lot :

Idem au lot précédent seulement avec un décalage de 48 heures par rapport au 1¥" lot.

Tableau 9: Le programme superovulatoite du 3 lot.

Jours

Modalité de la superovulation du 3™ lot

M

Vendredi 26.04.2002
8 Hewre AM
& Heure PM

Samedi 27.04.2002
8 Heure AM
8 Heure PM

Dimanche 28.04.2002
8 Hewre AM
) & Hewre PM

Lundi 29.04.2002
8 Heure AM
8 Heure PM

Mardi 30.04,2002
8 Heure AM
8 Heure PM

Mercredi 01.65.2002
8 Hewre AM

. 8 Hewre PM

Mardi 07.05.2002

4 ml FSHp/LHp (200 UI FSHp/ 200 UI LHp)
4 ml FSHp/LHp (200 UI FSHp/ 200 Ul LHp)

3 ml FSHp/LHp (150 Ul FSHp/ 150 UI LHp)
3 mi FSHp/LHp (150 UI FSHp/ 150 UI LHp)

Retrait le matin du PRID® +2 ml (15mg) PROSOLVIN® en IM
2 ml FSHp/LHp (100 Ul FSHp/ 100 UI LHp)
2 ml FSHp/LHp (100 Ul ESHp/ 100 UI LHp)

| mi FSHp/LHp (50 UI FSHp/ 50 UI LHp)
t ml FSHp/LHp (50 UI FSHp/ 50 UI LHp)

Collecte d*embryons le jour 7 aprés Ioestrus.

. , L .-
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* Le quatriéme lot :

Le 4°™ lot et le dernier, toujours idem au précédent avec un décalage de 72 heures du

lot (3 jours).

Tableau 10: Le programime superovulatoire du 45" Jof.

l er

M‘
T —— ————— =

Jours

Maodalité de la superovuiation du 4™ lot

W

Samedi 27.04.2002
8 Hewre AM
8 Heure PM

Dimanche 28.04.2002
8 Hewre AM
8 Hewre PM

Lundi 29.04.2002
8 Heure AM
8 Hewre PM

Mardi 30.04.2002
8 Heure AM
8 Heure PM

Merceredi 01.05.2002
8 Hewre AM
8 Heure PM

Jeudi 02.05.2002
8 Hewre AM

8§ Hewre PM

Mercredi 08.05.2002

4 ml FSHp/LHp (200 UJ FSHp/ 200 UI LHp)
4 ml FSHp/LHp (200 UI FSHp/ 200 U LHp)

3 ml FSHp/LHp (150 Ul FSHp/ 150 U LHp)
3 ml FSHp/LHp (150 Ul KSHp/ 150 UT LHp)

Retrait le matin du PRID® +2 ml (15mg) PROSOLVIN® en IM
2 ml FSHp/LHp (100 UI ESHp/ 100 Ul LHp)
2 ml FSHp/LHp (100 UT FSHp/ 100 UT LHp)

I ml FSHp/LHp (30 UI FSHp/ 50 UI LHp)
| mi FSHp/L.Hp (30 Ul FSHp/ 50 Ul LHp)

1A
IA

Collecte d’embryons le jour 7 apres I’ oestrus.
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a) L’insémination artificielle ou I'IA:

L insémination artificielle s’est faite le soir du 58" jour et le matin du 6" jour & compter
de la 1¥ injection de superovulation, elle a débuté sur le 17 lot, le dimanche 28.04.2002 et fini le jeudi
02.05.2002 avec le 4™ et dernier lot, ¢’est-a-dire le :

o Le dimanche soir, le lundi matin pour le 1% Tot.
e  Le lundi soir, fe mardi matin pour le 2°™ lot.
¢ Le mardi soir, le mercredi matin pour le 357 [ot,

o Le mercredi soir, le jeudi matin pour le 4™ lot,

Les 4 lots ont été inséminés en deux fois 4 56 heures et 68 heures de I'injection d’un
analogue synthétique de la PGF2a a action lutéolytique, qui est le luprostiol (Prosolvin ®, Intervet
S.A.. Netherlands) ; pour cela on utilisé 4 paillettes par animal superovulé et cela en 2 fois (56 et 68
I), la semence employée était de type congelée, fournie par le CNIAG (centre national de -
Iinsémination artificielle et de ’amélioration génétique).

La semence des taureaux utilisés c’est :
e Pander —ET (10395373), Allwis (10665677} pour les races pies noires.
o Amigo (4624973), Jaboto (10743480) pour tes races pies rouges.

» Dotray (00078475) pour les races brunes.

b) La récolte embryonnaire :

Le timing de la récolte s’est fait comme il a été ‘indiqué dans les tableaux, ¢’est-a-dire en
tandem pour tes 4 lots avec un décalage de 24 heures pour chaque lot, durant cette récolte on a tilisé :

»  Du matériel jetable :
¢ PBS (Phosphate Buffered Saline) de Dulbecco stérile, 1litre pai iécolte.

e Milieu de conservation des embryons, PBS enrichi avec 4 % de BSA (Albuniine Bovine
Sérique fraction « V » 4gr/litee) en plus d’antibiotiques et d’antifongiques. ‘

¢ Anesthésie: Lidoca'l‘ne a2%.

e Seringues de 10ml et de 50ml.

o DBoites a pétries carrées et rondes a carreaux ; pour 1a recherche des embryon.
. Permanganate de potassium pour la dési|1fecti011 du matériel.

e Vaseline liquide pour lubrification, gants pour le fouillé rectal, alcool chirurgicale.
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»  Du matériel non jetable :

Sondes de récolte (fa Cassou a 3 voies, la Folley a 2 voies) stérilisées ou désinfectées.

s Dilatateur cervical.

o Bouteilles el les différentes verreries de laboratoire, stérilisés et séchés.

e Binoculaires pour la recherche d’embryons.

La 1 récolte a eu lieu le 05.05.2002, elle a touché les 3 vaches du 17 lot, les donneuses
staient récoltées une a une ; la donneuse était mise dans un endroit spacieux, bien éclairé et maintenue
par une bonne contention, Aprés avoir vidé son rectum des éventuelles matigre fécale, on a procédé &
une palpation ovarienne d’appréciation de la réponse ovarienne a la superovulation par un comptage
de corps jaunes ; puis on a commencé & laver la zone du périnée et la région urogénitale, apres on les a
désinfectées avec une solution de permanganate de potassium, bien séché avec du papier hygiénique.
La vache est anesthésiée localement par 2 — 3 ml de la Lidocaine & 2%, pour cela 'injection est
pratiquée dans le 17 espace intervertébral, entre la 1% vertebre coccygienne et la derniére vertébre
sacrée (¢pidurale haute), cela aprés une trés bonne asepsie avec de I’alcool chirurgicale ; I’animal est
laissé quelques minutes, juste le temps pour que I’anesthésie commence A agir, ensuite I’opération de
récolte (Flushing) est amorcee : '

L’opérateur commence par la donneuse contentionnée et anesthésiée, celui-ci avec la
main gauche dans le rectum entoure le col, et grice avec la main droite it introduit la sonde
préalablement lubrifiée (vaseline) dans le vagin comme s’il allé inséminer ; (d’abord avec un angle de
45° pour éviter le méat urinaire ; puis il redresse la sonde en direction du col utérin ; il pousse le col
vers I’avant pour déplier les plis du vagin et puis il rameéne le col vers la sonde et commence a
I’emmanché sur la sonde) ; dans le cas ou le cervix est difficile & passer, voir impossible (les génisses
surtouts) |’opérateur retire la sonde et introduit le dilatateur cervical (outil métallique ressemblant au
pistolet d’insémination non creux), celui-ci préalablement bien lubrifié forcera I'entrée du col ; en
utilisant des mouvements vers la gauche et vers la droite avee délicatesse sans pour cela traumatisé le
col-. Apres avoir bien dilaté mécaniquement le col, la sonde est réintroduite', lorsque I’opérateur sent
la sonde dans le corps utérin, il Poriente vers P'une des deux cornes, un peu au-dela de la vrais
bifurcation, il gonfle le ballonnet (attaché a la sonde) avec 3 & 5 mi d’air selon la faille de la coine,
celui-ci évitera la fuite des liquided de récolte avec les embryons en arriére de la sonde.

On a wtilisé la sonde de Cassou (fig. 0-2) pour le 2 premieis lots (sonde métallique a 3
voies, de 6 mm de diamétre munie d’une téte télescopique) son principe est simple on injecte le
liquide de récolte par une voie, quant la corne est remplie et que le ballonnet blogue leuts sortie vers le
corps puis le col , les liquides coincés passe dans la deuxiéme voie de drainage de la sonde (par la
force des pressions) la 3™ voie est celle du’ballonnet, on fait aussi passer de temps en temps des
liquides de récolte dans sa téte télescopique, qui peut étre déplacée jusqu’au fond de la cotne, ainsi
aprés la récolte de la premiére corne, on déclampe le ballonnet et sans ressortir totalement la sonde on

reprend ’opération avec la corne suivante.
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Pour les 2 derniers lots on a utilisé la sonde Allemande (fig. 0-3) qui est une variante de
la sonde de Folley (sonde en silicone ou plastique mou munie de 2 voies avec un stylet métallique en
son centre, d’un plus gros diamétre que la Cassou). Celle-ci est introduite comme {a Cassou arrivée a
I’emplacement voulu, on gonfle son baltonnet par i’une de ses voies spécifiques (3 a 5 m| d’air avec
une seringue) puis on clampe, on retire ensuite le stylet pour libérer la voie centrale pour le passage
des liquides de récolte, en utilisant une grosse seringue de 50 ml ; on injecte le liquide de récolte et on
le retire grice & une aspiration par la méme seringue via la méme voie, on répete Popération 5a 6
fois, sauf pour la derniére on injecte 30ml d’air avec le liquide, ceci pour aspirer totalement les liquide
restant. on termine ainsi avec la corne en dégonflant le ballonnet. On répéte les opérations avec |'autre

corne.

Une évatuation des structures ovariennes par échographie a élé entreprise sur un
échantillon de vaches prises au hasard. Aprés le Flushing les vaches ont regut 3 ml de Luprostiol, pour
inciter la lyse de tout les corps jaunes présents sur les ovaires (issus du traitement de superovulation)

et le réamorgage d’un autre cycle.

Les liquides récoltés ont étaient mis dans des bocaux stériles en verre, marqués avec un
feutre indélébile du numéro de la vache récolté (chaque récolte d’une vache est mise dans son propre
bocal). Ces bocaux sont maintenus en immersion dans de [’eau chauffée pour maintenir les embryons
dans une température proche de celle de utérus maternel, aprés la récolte de tout [e lot fes bocaux
sont transportés a P'université de Blida, exactement dans le laboratoire de biotechiologie de la

reproduction dans I'institut des sciences vetérinaires.

Dans le laboratoire les containers de récolte sont laissés pour décantation durant eiviron
30mn (les embryons plus lourds que I’eau plonge au fond du bocal), ensuite on retire le surnagent par
siphonage, on ne laissera que guelque centimétre au-dessus du fond du bocal le culot ainsi nommé et
mis dans des boiles & pétries tracées de carreaux (pour rendre la recherche des embryons plus aisée),
les boiles & pétries contenant le cutot sont mises sous binoculaire. A partir de cet instant on commence
I’exploration carreau par carreau jusqu'a les finir tous, en générale les embryohs apparaissent comme
de petits ballons brillons et translucide au fond de la boite. Ils ont une masse plus ou moins sombre en
leurs centre, ils peuvent étre déplacés et roulés facilement, ensuite ils sont retirés et isolés dans de
petites cupules contenant du liquide de conservation (PBS enrichi) pour bien les évaluer et les classer ;
les embryons ¢taient jugés et classés selon des critéres morphologiques de qualité et viabilité retenus
par I'LE.T.S «International Embryo Transfer Society», (Tableau 1) '
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Tableau 1 : Critéres de jugement de la qualité des embryons (Critéres de 'IETS, 1990)

WMM
Code Critéres Critéres de qualité

T e e

1 Excellent Embryon idéal pour le jour de collecte :
o1 Bon Embryon de forme sphérique, symétrique, avec des cellules de couleur et

texture comparables.

Blastomeéres polygonaux au stdde morula, ¢’ aspects compacts.
p

Moyen Embryon en retard de développement de 1 3 2 jouis:

2 Blastoméres sphériques au stade morula ou des défauts bien précis
(nombreuses cellules échappées dans V'espace périvitellin, des vésicules, des
cellules dégénérées)
Blastoméres de tailles variables, d’aspect plus clair ou plus sombre que

normal

Embryon avee de noitibreux défaits :

3 Médiocre nombreuses cellules échappées, cellules dégénérées,
cellules de taille différente, vésicules grosses et nombreuses;

Présence d'une masse cellulaire homogene qui apparait viable.

4 Mort ou Arrét de développement & un stade précoce, cellules dégénérées.

dégénéré
- - . . . I LS B te = B
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IV. Résultats :

Les résultats ont été dans Pensemble les mémes pour les 4 lots; ainst on a suivis
I*évolution dés les premiers jours de la période du traitement progestatif jusqu’a la récolte, de ce fait
on a rassemblé et isolé tout phénoméne qui nous a semblé utile de les montrer et de les quantifier.

1. Les signes de chaleurs:

Les manifestations des chaleurs des 4 lots onl été enregistrées et ensuite quantifiées selon
une échelle de 4 points (0 : absente ; | : discréte ; 2 : bonne ; 3 : importante), ces signe ont commencé
a étre perceplible le jour de la derniére injection de PLUSET® (Laboratorios Calier, S.A., Espagne),
selon PPordre du décalage de chaque lot, c’est-a-dire intervalle de 24heures entre chaque lot; on a

retenu parmi ces signes de chaleurs

e La quantité de glaire cervicale.

o L’importance de la tuméfaction et la congestion des organes génitaux exlerne (vulve et

entrée du vagin).
e Lanervosité des animaux.

s Le chevauchement.
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Tableau 11 : Manifestations des chaleurs des animaux des 4 lots.

e ]

N® du lot Vaches Race Manifestation des chaleurs
W-

— 1 PN 2
o . PR 1
F

S 3 PN 2
—_ 1 | PN i
]

o; 2 PN 1
Nt

:’] 3 PN 2
— ] Brune |
J(

o; 2 PN 3
E 3 PN 3
> 1 PR . 3
o

o 2 Brune : 1
=

A )
S 3 PR _ b

Page 112



+ Partie Expérimentale :

Les manifestations des chaleurs chez les
donneuses superovulées

e
wrkey o
L

Ir fot. ' 2¢ lot. 32 lot. 42 lot.

=1r Vache _ B2& Vache B3¢ Vache

2. L’évaluation des réactions ovariennes :

En méme temps, de la récolte embryonnaire, les donneuses ont été inspectées grice 4 la
palpation ovarienne pour apprécier leur réponse au traitement de superovulation ; vit que dans le cas
d*un cycle normal on trouve un corps jaune sur I'un ou 'autre ovaire exceptionnellement 2 (cas de
geslation gémellaire hétérozygote). En effet, les résultats étaient lies satisfaisants du fait de la bonne
réaction ovarienne jugée lors du fouiller rectal avant la récolte en plus d’une échographie faite sur un
échantillon de 6 vaches pris au hasard parmi les 12 vaches traitées par les gonadotrophines.

3. Le résultat de la récolte des 4 lots :

La récolte embryonnaire s’est passée dans des conditions assez bonne, excepté pour les
deux premiers lots ot on a utilisé la sonde de Cassou ; sur celles-ci la quantité des liquides récoltés
ét¢ inférieur aux liquides administrés de ce fait, un volume non négligeable était resté dans la matrice.
En contrepartie, on a congu un rapport : liquides administrés sur liquides récoltés, (négatif : la quantité
restée dans ['utérus était élevée ; positif: les liquides restants dans P'utérus sont trés faibles). Celte
différence était due & la difficulté de circulation des liquides (sonde de Cassou) dans sa fine tubulure
(6 mm de @) vu qu’elle contenait d’imporiantes [ractions de glaire et de mucus. Toutes les vaches ont
é1é récoltées durant 4 jours et chaque récolte était traitée le jour méme, étant donné que fes containers
des liquides issus du Flushing, ont éé transporté au faboratoire de biotechnologie de la reproduction
de U'institut vétérinaire de Blida, les bocaux sont laissés décanter, le culot est ensuite récupéré puis une
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exploration trés précise est faite sous binoculaire, les embryons découverts sont prélevés et isolés dans

des cupules pour les évaluer et les classer.

Tableau 12 : Appréciations de la réponse au traitement de superovulation via la palpation
ovarienne et I’échographie (CJ : corps jaunes, FK : follicules Kystiques).

Numére Numéro Corps jaunes palpables Echogiaphie Total
du !Ot de la — O Ey S ———
: Ovaire Ovaire Qvaire Ovaire
vache
droit gauche droit gauche

1 0 3 ; - 3
;° 2 3 3 ) ; 6
— 37 7 3 - - 10

1 2 2 cl CJ 4
2
n 2 3 2 CJ ClJ 5
™ 3 3 2 ClJ CJ 5

1 8 5.6 ; - 13-14
= 2 6 5-6 Cl o 1t-12
g 3 2 3 - ; 5
. 1 2-3 { - . 3-4
= 2 2 ] FK FK 3
o 3 3 3 ] . 6
_ 41 - 42 33 -35 : 7477
o] R .
*s .
[—1

-
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Le nombre de corps jaunes palpables sur I'ovaire droit
des donneuses des 4 Lots.

§6 S e St sl S T T T
al ; !
74 = 1 '
Y -
: {
» ; ) ‘ : 8
51 ’ o -
4- T ~
?l’ ) 3’? ¥ L . r qlf
3-li’ S AL 4 RS . =
T o I T T
Ii! m 5 r:jr “ n N i
145~ ‘ I ' gkl o Xy
i i A el %1
0 ;'-'; ]- 7["‘ “-7_"-._-“ #‘T—?
1r fot, 2¢ lot. 3¢ lot. 4¢ lot.

B 1r Vache H2¢ Vache [13é Vache

Le nombre de corps jaunes palpables sur l'ovaire
gauche des donncuses des 4 Lots.

J
i \
1r lot. 2¢é lot. 3é lot. 4¢ lot.
H1r Vache EH2¢ Vache 3¢& Vache
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Le nombre de corps jaunes totaux palpables sur les
deux ovaires des donneuses des 4 Lots.

foirai;
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Bir Vache HB2¢& Vache [13¢é Vache
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Tableau 13 : Les résultats des récoltes avec les différentes sondes des deux opérateurs y
compris le rapport : liquides adminisirés et liquides récoltés, ta variation du code chaire avant et aprés

traitement superovulatoire.

e
m
Résultat de Lerapportde  Code chaire

la récolte liguides

(administrés et

FECHPEres)

I’opérateur &
la sonde utilisée
Numéro
de la vache

O
dégé

Numéro du lot

vocytes
on féconde
Embryons
généré
Avant
traifement
Apreés
traitement

1 lot 1 C - Négatif 2,5 2
2 - Négatif 253 3
. - - Négatif 225 2
=]
—_ 2
[ 7]
[
3 9
R
o -3
o) = |
4 .
2" lot 1 -- - Négatif 2-2)5 2
2 - Négatif 2,5 2
3 - - Négatif 2-2.5 2
3¢ 1ot 1 5 | Positif 2,53 2,5
2 Métrite  Métrite Positif - 2,53 25
3 { 2 Positif 2,53 3
=t
o =
1
R
£ =
o g _ . .
O D | B ] 0 Positif 335 3
2 0 0 Positif 3 2
3 i 0 Positif 2.5 3
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4. L’appréciation du code chaire :

Une réévaluation du code chaire a été faite sur les donneuses d’embryons apres la récolte
et 4 la fin du traitement superovulatoire, ainsi on a remarqué qu’il y a eu baisse de I’état d’embonpoint
dans I'ensemble des animaux du fot | et 2 alors qu’il y a eu une élévation relative chez quelque

animaux du lot 3 ct 4.

La variation du code chaire avant et aprés le
traitement superovulatoire

3.5 .- .
- N
& \
_\\ = \\
1rlot 2e lot. 3e lot. 4e lot.

B 1r Vache Avt B 2é Vache Avt B3¢ Vache Avt
Ir Vache Apr B2¢ Vache Apr B 3¢ Vache Apr
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Le résultat des récoltes d'embryons du 3éme et 4eme lot.

6'{ ) .
IE'!:_‘ '
sl i
514 4
ihile
LA Y
4110 g
i
}u t W
3T TS e
4, G " ;"}J‘ B iy g
o5 P o VRS et
21 . B ﬁf
| 168 b ol | ] N . DA
IR o[ I3 T 18 £y
; f Her W
O - o l-aw
3¢ lot total 4¢ lot total 3¢ lot 4¢ lot
récolfé. récolté. embryons embryons
dégénéres. dégénérés.

- Ei1r Vache 0O2¢ Vache B3é& Vache

5. Les produits de récolte :

On a remarqué que les vaches du 3*™ ct 4™ lot ont produis des embryons dégénérés et

de nombreux ovocytes non fécondés, surtout les vaches 1 et 3 du 2 lot.
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V. Discussion :

Avant toutes choses, il est intéressant de savoir que c’est pour fa 1%°fois en Algérie, qu’on
a expérimenté une biotechnologie de la superovulation. Cependant, on a appliqué le protocole
expérimental de superovuiation sur 4 lots, puis on a rassemblé tout les facteurs, jugés influant sur la
réponse, permetiant ainsi d’expliquer nos résultats obtenus. Néanmoins, les résultats du traitement de
superovulation ont €té trés pertinents et intéressants, du fait qu’ils nous ont informé de la complexité

du phénomeéne, en I occurrence la reproduction de I’espéce bovine.

Avant d’entamer le phénoméne par sa face physiologique, il faut d’abord signaler que la
défaillance du 19 et du 2" lot, récolté par le 1% opérateur, étail du au manque d’expérience dans la
récolte embryonnaire non chirurgicale, ceci par 1’ utilisation de la sonde a Cassou ; puisqu’il est & citer
que la tubulure de la sonde se bouché par les mucosité excessives, due a Pirritation de 'endomeétre
causée par la mauvaise manipulation. De ce fait la récolte des liquides était tres faible de par leurs
guantités (les liquide récupérés étaient moins de 50% des liquides injectés) et leurs qualités (le mucus
+ glaire avec un risque d’agrégation des embryons et la coloration rose a rouge du liguide de récolte
génant la recherche d’embryons). Done c¢’est un facteur unpmtant ainsi la compétence et I'expérience
de "opérateur ont été surtout étudiées lors du transfert d’embryons, en effet elle concerne surtout ta
manitre d’éviter de traumatiser 'endométre. Une étude sur 6 ans par Park et al. (1991) ont montré
qu’un programme de TE peut étre conduit par les propriétaires, mais seulement aprés une formation
anten_eme appropriée. Néanmoins, la différence est visible sur. Popérateur 2 utilisant la sonde

allemande (variante de la sonde de Folley) ayant récolté les liquides & 90% sur les lots 3 et 4.

En conséquence, ca nous a permis d’arriver A un point important, ¢’est que le phénomene
de Vovulation est plurifactoriel en d’aufres lermes que plusieurs paramétres influencent et
interagissent avec le traitement superovulatoire. En effet, le paramétre te plus qui nous frappé, c’était
la baisse de I’¢tat d’embonpoint de nos donneuses d’embryons cela de fagon trés marquée par rapport
a ceux du lot 3 et 4 ou la baisse était dans des valeurs plus ou moins normales {une baisse relative du
code chaire, 2 pour le lot 1 et 2 versus 2,5 pour le fot 3 et 4). Cette baisse était due surtout au
changement et de fagon moindre a la diminution de Iapport alimentaire, cect par Pabsence d'un

programme d’alimentaire spécial.

Cependant, il y a peu d’études ont abordé P'impact de I’alimentation sur les réponses de
superovulation dans Vespece bovine, ainsi que role joué par I’alimentation sur la reproduction
naturelle des femelles cyclées, donc on en déduit que les cffets de la nutrition sur fa fertilité¢ pour la

mono ovulation sont applicable pour la superovulation bovine (Kafi et al,, 1697).
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Dans ce seus une alimentation inadéquate semble altérer la fonction reproductrice chez de
Hombreux mammiferes, car les effets de la sous alimentation sur la performance reproductrice chez la
vache seraient dus a une perturbation au niveau hormonal de Tovaire, de la glande'antéhypophyse
et/ou Ihypothalamus (fig. 4). Des études en 1986, ont trouvé qu’une sous alimentation pendant le
post- partum chez des génisses 4 viande induisait une diminution de la concentration d’oestradiol et
retardait la croissance folliculaire, plus tard, Kurtz et al. (1990) ont observé que la restriction dans le
régime énergétique inhibait I’augmentation des pulses de LH sur les génisses ovariectomisees et

intacte.

Quént 4 Murphy et al. (1991), ils ont démontré qu’un régime alimentaire ayant une faible
valeur énergétique réduisait le diametre maximal du follicule dominant et raccourcit sa persistance sur
ovaire. Une aulre étude faite par de Mc Dougall et al. (I99S) a montré que le premier follicule
dominant chez la génisse Frisonne qui a vélé dans des conditions du Body Score inférieure prenait
beaucoup plus de temps & atteindre sa taille maximal comparé i des génisses en conditions du Body

Score supérieure (14,0 £ 1,3 versus 10,6 + 0,7 jours).

Ashworth (1994), a repris I'influence de la liLllI'iﬁ.OH sur le nombre d'ovulation chez les
animaux domestiques. Ainsi il a remarqué qu’une une augmentation du taux d’ovulation a é1¢ observé
chez des brebis ayant regu un supplément alimentaire par des grains de lupin ou ayant regues des
perfusion directe de glucose ou un mélange associant des aminoacides, de se fait il a déduis quune
augmentation du taux d’ovulation, est associée  une augmentation de la concentration d’insuline mais
sans I"augmentation de la concentration plasmatique de gonadotrophine. Ultérieurement Scaramuzzi et
Murray (1994) ont indiqué que la littérature et les publications jusqu'a nos jours manque d'information

sur la relation entre la nutrition et la superovulation.

En France, Saumande et al. (1998) a préconisé un plan de nutrition quotidien avec un gain
de poids de I kg comme I’optimal pour une production d’embryons viable sur la Holstein. 11 est tres
intéressant de signaler que jusqu'a 1os jours la seule voie suspecte de Pinfluencer la superovulation
(par extrapolation 4 fa mono ovulation) est la composition énergétique de I’aliment du bétail (Humblot
et al 1998); pour le cas des protéines Garcia-Bojalil et al. (1994) ont {rouvé qu’un excés de protéines
.b] utes donné a des vaches Holstein hors factation avait des effets contlanes sur la fertilisation et la

qualité d’ emb:yons contrairement a une éinde sur des donneuses Holstem en lactations faite par

Blanchard et al. (1990).

Concetnant la_ composition hpldique une étude de Ryan et al., (1992), a montré une
augmentation du developpement folliculaire chez les génisses vmndeuses ayant eu une alimentation

avec une teneur élevé en graisses. Enfin pour les vitamines, Shaw et al (1994) montrérent qu’une
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injection de vitamine A (1.10° UD) au début du traitement 'SH améliorait sans doute la qualité
d’embryons mais, sans action sur le taux d’ovulation. De méme qu’il est connu que la concentration
d’acide ascorbique (vitamine C) augmente lors de la formation du corps jaune proportionnellement a
Iaugmentation de I’activité lutéale et du niveau de progestérone ; de nombreux chercheurs ont fournt
la preuve de I'implication de ["acide ascorbique dans la stimulation de la synthése de progestérone et
la sécrétion de I"ocytocine par les cellules de la granulosa bovine in vitro ; ainsi il avait utilisé comme
indexe de activité lutéale ; Rapoport et al. (1998) ont démontré que le niveau d’acide ascorbique du
corps jaune bovin était en corrélation significative avec le ¢cytochrome P450sce et aussi du niveau
sanguin de la progestérone, ceci est di aux besoins croissants d’antioxydants, lors de I’élévation de la

fonction stéroidienne du corps jaune, alors que son role précis dans la stéroidogenése n’at pas encore

connu.
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Figure 4 : Les effets du déficit énergétique sur la reproduction selon (Mialot et Grimard).
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D’autres auteurs ont rapportés des données contradictoires sur I’alimentation ¢t son
influence sur le rendement einbryonnaire : en Irlande, Yaakub et al (1999) ont trouve que le concentré
donné en ad libidum, réduisait la réponse & la superovulation et que I’aliment & peine basé sur le
concentré avait un influence négative sur la qualité des embryons, toujour en Irlande, Nolan et al.
(1998a) ont trouvé que le taux de développement embryonnaire était plus élevé chez les vaches en
restriction alimentaire que chez les vaches en régime ad libitum, un autre travail dans le méme pays et
par les mémes auteurs (Nolan et al., 1998b) a montré d’indéniable amélioration du rendement
embryonnaire lors d’une restriction alimentaire. Une explication a été énoncée, ces I’augmentation
dans le taux de la clairance métabolique de la progestérone, induisant une diminution de la
concentration de la P4 circulante observée chez des brebis avec un niveau élevé de nutrition (Parr et
al., 1993 : McEvoy et al., 1995) et qui démontre que ce genre de régime produisait une suppression de
la concentration de progestérone préovulatoire chez les brebis superovulées & la eCG (PMSG),
induisant un retard dans le développement ovocytaire. Un travaillé & Aberdeen par les mémes auteurs
sur des génisses donneuses de type Simmental, a montré qu’un dissemblance existe par rapport a ce
qu’il a été trouvé chez la brebis et que ni la restriction alimentaire ni un supplément en progestérone

avant I’ovulation influengaient le rendement des embryons viable récoltés a J7 aprés les chaleurs.

Donc,, on remarque que tous les auteurs s’ assemblent en deux principaux grdupes, les uns
plus nombreux pour I'action positive de I’alimentation les autres pour son effet néfaste au rendement
superovulatoire, alors on comprend que le mééanisme nutritionnel influengant la réponse
superovulatoire et la qualité embryonnaire reste encore obscure ; car I’alimentation englobe plusieurs
variables (énergie, aminoacides, graisse et vitamine.. .} et que chacune d’elles, agit de fagon différente
voir de fagon opposée ; dans ce sens au Royaume uni, Gong et al. (1999) ont trouvé qu’une
augmentation alimentaire (200% des besoins d’entretien) prise 3 semaines avant la superovulation
améliorait le recrutement folliculaire ovarien chez des génisses de race Hereford x Frisonne

produisant considérablement plus de corps jaune que le lot témoins (18,1 versus 10,6).

Un autre facteur aussi important que I’alimentation et qui a été suspecte dans hotre
exlpérimentation a cause du taux élevé d’ovocyte non fécondé (8 sur 3 fécondés), ce probleme peut
étre la conséquence de plusieurs facteurs; le premier est un proB]éme de maturation folliculaire.
Puisqu’on sait que [’ovocyte continue sa métase jusqu'a ta métaphase Il juste avant sa fécondation par
un spermatozoide, ce processus est sous le contrdle de la LH, car la métaphase se produit & 18 — 24 h
aprés e pic de LH, avec des modifications au niveau de la granulosa et du cumulus par augmentation
de son activité mitotique visible. Hyttel et al. (1991), puis Bousquet et al. (1995) ont examing ce
processus de maturation ovocytaire chez les vaches superovulées avee la PMSG et la FSHp, et sur
177 oocyte collectés, 66 (37%) ont éte classé anormaux par rapport & la synchronisation enire le stade

de maturation nucléaire et le moment du pic de LH, or, 48% des animaux produisent des ovocytes
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exclusivement normaux, 25% en produisent des normaux et anormatx a la fois alors, que 27%
donnent de ovocytes exclusivement anormaux. Cette incidence est moindre lors d’utilisation de la

FSHp que lors d’utilisation de eCG (Murphy et al., 1991 ; Laurincik et al. 1993a; Laurincik et al.
1993Db).

~ Des études au Danemark, faites par Greve et éi. (1995) ont conclu que celte prématuration
des ovocytes, se produisait aprés régression de la phase lutéale, impliquant des changements
nucléolaires, qui ne se produisent pas completement chez les bovins superovulés (fig. 5), en effet,
Dieleman et Bevers (1993a) en Hollande, ont constaté que les follicules préovulatoires chez la vache
superovulée contenaient plus d’un quadruple de concentration d’oestradiol que chez les non traitées,

done c’est Penvironnement endocrinien qui influencerait sur la qualité ovocytaire.

Ainsi, Les éiudes entreprises pour comprendre la maturation in vivo, avaient été concentré
sur Pintervalle du pic ovulatoire au moment de PPovulation : période préovulatoire, durant laquelle
I'intervalle endocrinologique folliculaire, fe profil hormonal périphérique (P4 et E2) et l’laspect de la
maturation nucléaire — cytoplasmique de l’ovocyte ont été examinée chez les vaches non
superovulées. Quoique, des déviations ont été fréquemment observé durant cette période ; de la méme
fagon, 'ensemble des modéles de I'endocrinologie folliculaire et de la maturation ovocytaire a €€

décrit aussi sur les vaches superovulées (de Loos Fam et ai., 1991 ; Galli et al., 1994 ; Hyttel et al.,

1991).

Il est connu qu’avant la lutéolyse chez les vaches hon superovulées, le noyau des ovbcyles
est typiquement sphérique et contenant un nucléole sphérique aussi, et dont la région fibrillaire est
dense (inactive). Dans Pintervalle lutéolyse jusqu’au pic de LH le noyau devient ondulé et le nucléole
montre une vacuolisation associée a son debut d’activité (transcription de I’ ARNr), par contre chez les
vaches superovulées les déviation sont fréquentes durant fa prématuration de Povocyte ; plus de 90%
récolté lors de la période s’étalant de la lutéolyse au pic de LH chez des animaux traités par les
gonadotrophines ; montrent un défaut de vacuolisation nucléolaire en plus d"une augmentation de la
condensation de la chromatine avec un élargissement du compartiment endoplasmique rugueux par
rapport & leurs homo]ogu.cs non {raité (Assey et al., 1994). 1l est a noter que ces déviations restent des .
énigmes & I'heure actuelle, cependant, il a été mentionné que la FSH induisait une réduction
épisadique de fa sécrétion de LH ce qui provoquera une réduction de Pintervalle séparant le traitement
de la PGF20 du pic de LH, ces deux facteurs altéreraient la stéroidogenése de chaque follicule
séparément et affecteraient & la fois la prématuration (période lutéolyse — pic de LH) et ta maturation

finale de Vovocyte {Botero-Ruiz et al., 1984).
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Bien que, la maturation ovocytaire a ta plus grande par des probleémes lié & la
superovulation, il n’est pas moins pour le pic ovulatoire de la LH qui est plus ou moins précoce par
rapport & la normale, il est convenu que Povulation commence 22 — 26 h aprés le pic de concentration
de LH chez les vaches supero#ulées (Laurincik et al., 1993a ; Laurincik et al., 1993b). Purwantara et
al {1994a) ont démontré que la période d’ovulation était rangée entre 4 et 12h avec une moyenlne de
8.3 h chez la génisse et la vache laitiere superovulées avec la FSHp; Laurancik et al. (1993a) et
Laurancik et al. (1993b) ont révélé que 75% approximativement des ovulations se font dans les
premiére 4 h de cette période. 1. ovulation prématurée se produit souvent sur les vaches superovulées ;
Callesen et al. (1987) ont démontré que cestaines donneuses traitées avec des gonadotrophines ovulées

au méme moment ou d’autres follicules en croissance arrivés a la taille ovulatoire.

Des rapporis récents ont montré uné inhibition ou une absence compléte du pic
préovulatoire de LH chez les vaches subissant la superovulation. Price et al (1999) conclurent quiilya
une réduction de la sécrétion pulsatile endogéne de LH durant la superovulation qui partiellement
serait due au feedback négatif de I’cestradiol. Par ailleurs, Oussaid et al. (1998) ont examiné les effets
de prolongement de la phase folliculaire chez les génisses superovulées avec un agoniste de la GnRH
(Antarelix ; Europeptides, France) ; le délai du pic préovulatoire de LH parait contribuer a Paptitude
ovocytaire au développement, ainsi, au Canada, Kohram et al. (1999) ont utilisé le CIDR
(Progestagénes) pour atteindre un déiai de pic de LH de 24 h chez les génisses superovulées avec la

FSH, mais, pareil aux autres ils n’ont pas cu d’amélioration dans Ja production embryonnaire.

En France, Lafti et al. (1999) conclurent que I'apparition tardive du pic de LH relative au
début de IPoestrus, est associée a des embryons de qualité pauvre chez la vache inséminée
habituellement 12 h aprés le début de Poestrus, de ce faif, de nombreuses ¢tudes sont requise pour
statuer sur le timing exacte de I'IA soit par le test sur la portées du délai 1A ou sait par le test de LH

grice & 'analyse de prélevements. -

[t est connu que ta fréquence des pulses sont réduites entre 8 — 32 h aprés Pinitiation du
traitement de superovulation (grace a Putilisation de PMSG ou de FSH) mais, qu’etle ne produit pas
de changement dans le niveau de P4 (Gosselin et al, 1995); donc, le traitement par les
gonadotrophines a un effet direct sur 1a libération de LH endogéne, ceci a conduit 4 le prendre comme
un facteur influengant le pic préovulatoire de LH. Mais, en dépit des réponses variables et
imprévisibles de la superovulation et les embryons produit par ces donneuses traitées (Armstrong et
al., 1993 ; Boland et al,, 1991 ; Boland et al., 1994 ; Dielinan et al., 1993 ; Mapletoft et al., 1993),

d’autres facteurs interviennent sur fa qualité et la viabilite des embryons (Bousquet et al., 1993) ;
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ainsi, hormis les autres facteurs, un seul a 6té trés bien étudié puis incriminé par son influence direct
sur : le pic de LH endogéne. L’action de la FSH, la prématuration, I'ovulation, la fécondation et en
dernier durant la vie précoce de I’embryon, celui-ci est appelé la stéroidogenése (Bar-ami etal,, 1994 ;

de Loos et al.. 1991 ; Kastrop et al 1991) .

Des descriptions trés détaillées des profils hormonaux ont été considérés comme tres
précicux pour la compréhension et I’évaluation des changements physiologiques, qui se produisent
durant la superovulation, affectant ainsi les conditions sous lesquelles se développent les ovocyles et
les embryons. Le critére fe plus perceptible est la déviation endocrinienne périphérique du niveau de
P4 chez les donneuses superovulées, la suppression épisodique de la libération des pulses de LH est la
conséquence directe de la stimulation par fa FSH, I'altération est produite dans le pic de LH, ceci est
~dii au niveau trés élevé d’cestradiol « E2» circulant. Bien qu’il est impossible de prévenir cette
suppression épisedique de la sécrétion de LH lors de la induction par la FSH, seulement, la période
abrégée de la lutéolyse au pic de LH peut étre contrblée et allongée par I’administration d’analogue de
la GnRH, aprés I'administration de la PGF2a (Oussaid et al. 1998), ou bien par Iutilisation d’un
mélange de P4 et de GnRH exogénes (Vos PLAM et al, 1994). Cette hypothése de traitement est
supposée donner suffisamment de temps aux ovocytes pour subir la prématuration et de gagner la
compétence pour le développement subséquent normale. Or que les résultats de ces traitements n'ont

pas ¢té concluants.

Chez les vaches superovulées la concentration préovulatoire maximale de E2 (le pic
d’cestradiol) est fortement corrélée par le nombre d’ovulation est exprimé par le nombre de corps
jaune present d 3G et J7 aprés cestrus (Kelly et al 1997). Done, on comprend que la synthése de E2 est
due an nombre élevé d’ovocytes préovulatoires, produtsant un niveau élevé d’androgénes, excrétés par
les cellules thécales puis, transformés gréce a I’activité de [’aromatase de la granulosa en estradiol EZ
(Driancourt et al., 1998). Un cas plus ou moins fréquent lors d’utilisation du eCG lors de la
superovulation, ¢’est les follicules anovulatoires (Boland et Roche, 1992 ; Gonzalez et al., 1994a).
Cependant, d’autres chercheurs ont suggéré que la croissance folliculaire continue, résulte d’un niveati
croissant de E2 durant la période précoce du diwstrus qui produit ainsi un environnement utérin
hostile pour les spermatozoides, les ovocyte ou les embryons (Gonzalez et al 1994b) ; ceci a aussi été
démontré lors d’utilisation des doses différentes (inadaptée) de eCG (Gordon et al, 1975) et de

FSHp. par une administration de doses trés élevées induisant une surstimulation ovarienne.

En plus de la non maturité et la précocité de I'ovulation des ovocytes, le taux élevé
d’ovocytes non fécondés, produis dans notre expérimentation peut étre lié au transport anormal des
spermatozoides ; lors de [utilisation de I'lA ; puisque le taux de fertilisation rapporté pour le cas des

vaches a une ovulation (sans traitement) était dans Pintervalle de 85 — 95% ; quoique, la donnée
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disponible pour les vaches superovulées sont considérablement plus faible, soit 65 — 70% (Hasler,
1992). Cette baisse est due & la concentration de progestérone et d’eestradiol 170 {Gradela et al,,
1996 ; Assey et al., 1994) pour ce denier, le niveau élevé de E2 (Greve et al., 1995), lors de
I’insémination connue pour son effet sur le stockage et la libération des spermatozoides dans
f*oviducte, sur la contractilité de I’infundibutum (Friedman et al., 1994} ; sur le transport de I"ovocyte

via IPoviduete (Greve et al., 1995) et enfin sur la formation du fluide oviductal (Greve et al., 1995).

De ce fait, on peut ajouter sur ce qui a ét¢ dit auparavant sur la présence des ovocytes non

fécondés dans nos résultats de superovulations et cela selon les 5 points de Traoré et al. (1992) :

I, Utilisation de semence de faible qualité biologique {principale raison selon auteur).
Insémination incorrecte (insémination profonde).
Spermotoxicité par influences d’une mucose utérine (endométrite catarrhale).

Le caractére individuel des donneuses (stress — détresse).

e

Utilisation des hormones gonadotrophiques mal dosées.

Pour notre dernier cas, sur les embryons dégénéréé : selon Sreenan (Greve et dl., 1995),

les échecs de reproduction sont imputables pour % d’entre eux a des non fécondations (NF) et pdui'
Y & des mortalités embryonnaires ou feetales. En pratique, il est trés difficile d’analyser les NF ;
néanmoins lors de I’abattage systématique des bovins entre le 22" et [e 5°™ jour de gestation, le
rapport d’embryon anormaux ou d’ovocytes NF (donc non divisés entre J2 et J5) au nombre
d’embryons normaux ou de vaches fécondées est entre 10 et 15% selon les auteurs. Sauf qu’en dehors
des‘eilzdoties abortives, les mortalités feetales MF .thez les bovins (> 45jours) sont tres faibles,
environ 3%, ce qui résulte que la mortalité embryonnaire ME correspond quasiment aux % d’échecs
de gestation (Chene et Marltal, 1996), ces ME avant 16 jours sont appelées mortalités embryonnaires

précoces MEP.

Le taux de progestérone circulante est connu pour avoir le plus grand réle dans la viabilité
embryonnaire, donc, la détermination de la concentration de progestérone sur les donneuses
potentielles au moment de la superstimulation peut étre utilisée pratiquement, alors que la palpation
par voie rectale pour rechercher les corps jaunes n’est pas toujours précise (Lange et Reicheiibach,
1997). Des études ont démontré que la concentration de P4 mesurée au commencement du traitement
de la superovula‘fion est corrélée significativement avec la réponse superovulatoire (Herrler et al.,
1990} ; pourtaﬁt ces données n’ont pas été confirmé par d’autres études, en définitive une
concentration élevée d’cestrogénes le jour de Pinsémination est aussi associée a une - perte

embryonnaire précoce MEP (Shore et al 1998).
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On comprend des études énoncées autour du probleme, de la LH et du rapport E2/P4 au
moment et pendant le traitement de superovulation ; que ces parametres représentent les facteurs sine
qua non directs affectant la réponse de la superovulation, de plus la superovulation laisse comprendre
que c’est une méthode de maitrise de la dynamique folliculaire, phénoméne physiologique est
caractérisé de plusieurs vagues folliculaires ; (3 en moyenne) (Ennuyer 2000 ; Ginther et al., 1989,
Shaw et al., 1995); ceci selon deux processus qui sont la croissance et 1’atrésie folliculaire (Shaw et
al., 1995). Durant ¢’est vague un ou plusieurs follicules dominants (FD > 8 mn) surviennent dans
chaque coliorte, ceux sont des suppresseurs du développement des follicules subordonnés. En pratique
le traitement de la superovulation débute entre J8 et T2 post-cestrus (cycle normal), durant cet
intervalle on assiste a une perte de dominance selon Roche (1996), en effet, il est connu que le
éme

développement la maximal du FD (non ovulatoire) se situ au 76me _ g8" jour et entre 15°™ - 16™" jour

posteestrus (animaux & 3 vagues) (Peters et Benboulaid, 1998).

Néanmoins, dans la littérature différents auteurs ont affirmé I’effet négatif du follicule
dominant dans la réponse de la superovulation (Adams et al., 1994 : Guilbault et al., 1991 ; Nasser et
al., 1993 ; Stock et al., 1996 : Huhtinen et al., 1992 Manik et al., 1998) et méme chose pour les
cycles maitrisés (Staigmiller et al., 1995) ; or que d’autres chefcheurs n*ont pas vu de différence dans
Pabsence ou la présence du FD, au début du traitement ala FSH (Maciei et al., 1995). Ainssi pour la
majorilé ils préconisent ["ablation du FD pour débuter le traitement de la superovulation, garantissant
une amélioration des résultats (Guilbault et al., 1996 Shaw et Good, 2000 ; Brogliatti et al., 1997 ;
Baracaldo et al., 2000), pour cela I’ablation est faite soit par la méthode physique grace a la technique

échoguidée via la voie transvaginale « OPU », ou soit par la méthode chimique (E2/P4).

Enfin, it est intéressant de signaler que les animaux ftraités pour la superovulation, sont
logés prés d’un aéroport 4 grand trafic, ceci permet d’en déduire I’ état de stress constant des animaux

au moment du traitement gonadotrophique ; on en déduit :

Une Surstimulation de [’hypothalamus (CRF) et de {’hypophyse en faveur de PACTH
pour lutter contre ce stress chronique griice au syndrome d’adaptation ; de ce faite une sur-activation
de la glande surrénale qui libére ainsi les glucocorticoides et les minéralocorticoides ; puisque, des
études récentes ont prouvé que Povaire (du rat et de I'liomme) est aussi un organe cible pour les

glucocorticoides, ce qui altéreraient le développement folliculaire normal (Tetsuka et al., 1999).

D’autres études récentes ont démontré V'effet néfaste du « heat stress », Lew et al. (1993)
et ont rapporté que se type de stress compromet la cascade enzymatique de la stéroidogenése dans la -
théque cellulaire du FD. Une autre étude de Ryan et al. (1993) sur les réponses de superovulation de

vaches Holstein sous une température conditionnée durant tes chauds mois d’été, a donnée malggé
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cela, des résultats plus faible que se d’hiver, il est de méme pour le taux de conception de la Holstein
en lactation recevant des embryons collecté durant le « non heat stress », qui est plus élevé que celle

ayant été stressées par le « heat stress », lors d’une étude durant I’éié floridien (Floride) (Drost et al

1999).

Des travaux de certains chercheurs, avaient revu les effets du stress sur les performances
reproductive des animaux de ferme; ils ont conclu, qu’une exposition aux stressons
(environnementaux, du management, ...etc.) durant la période précoce du post-partum ou

immédiatement aprés pic de LH, découlaient d’une suppression maximale de sécrétion de

gonadotrophines.

Sur la base de notre expérimentation, nous avons touché aux différentes facelles de la
superovulation ; les mettant ainsi sous lumiére de nombreuses études et travaux de recherches, et
‘montrant ta complexité du phénomeéne de superovulation contrdlé par plusieurs couches de régulation,
en conséquence ceci nous montre la nécessité d’adapter un protocole de traitement spécifique pour
chaque cas possible et en développé des schémas expe’rirﬁentaux applicable sur le terrain, dans le seul

objectif est la production d’embryons en nombres et en qualités.

Page 132



Partie Expérimentale . . ;

V1. Conclusion :

Notre étude a porté sur 'une des biotechnologies embryonnaires les plus récentes et les
pl‘us étudices dans le monde scientifique, nommé superovulation : et qui définit une technique
biotechnologique, permettant de produire plusieurs ovocytes ou embryons d’une vache d’élite par
opposition 4 ce qui se fait naturellement Cest-a-dire | embryon par cycle eestral d’une durée de 21
jours chez les bovins. En terme plus pointu, la superovulation est un traitement qui-permet de shunter
les phases de sélection, de dominance et donc d’inhiber I’atrésie folliculaire consécutive a ces deux

phases ; ce traitement comprend une hormonothérapie & base de deux gonadotrophines hypophysaires

FSH et LH.

En effet on comprend que le but primordial de la superovulation est d’augmenter au
maxinium le nombre d’ovules pondues (au dela de la physiologie de I'espéce) ainsi de réduire le
gaspillage du pool ovocytaire non renouvelable de ovaire & cause de Patrésie folliculaire processus

du moins naturel, et cela surtout pour les animaux de haute qualité génétique.

Notre expérimentation a concerné 12 animaux d’une ferme laitiére ayant un état
d’embonpoint relativement bon au début. Ces derniers sont des bovins femelles ayant un intervalle
d’age de 2 a 4 ans, sélectionnés aprés tout une batterie de tests cliniques y compris un suivi pendant
une période moyenne (un cycle environ) ; postérieurement on procédé a la formation de 4 lots et la
mlise en place du traitements de synchronisation avec utilisation de progestatifs de synthéses. Durant
une période précise du cycle nous avens comimencé notre protocole superovulatoire caractérisé par des
injections répétées d’hormones gonadotrope hypophysaires purifiées (FSH et LH), ensuite des

‘nséminations ont été faites ; au 7™ jour de I’oestrus nous avons commencé la récolte embryonnaire,

selon la technique du flushing (non chirurgicale).

Les produits et liquides de récoltes ont été traités au laboratoire pour en séparer les
embryons, ainsi une appréciation a été pratiquée directement sur I’animale (’intensité des chaleurs, la

réponse ovariennes) et sur le produit de chaque vaches (classification et dénombrement des embryons

et ovocytes).

On peut conclure enfin que notre expérimentation, a arboré des iésultats trés positif car
elle nous a permis d’éclaircir un.domaine récent de la biotechnologie de reproduction, de ce fait son
introduction et son exploitation dans nos élevage, ainsi de tirer partie de ses bénéfices sur notre

production locale.
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C’est résultat se sont traduis par des bonnes réponses superovulatoires ; en réaction &
nolre protocole : traitement a bases de gonadotrophines hypophysairés, elles ont ensuite été appréciées
par la réaction ovarienne, déterminée via la palpation des ovaires, en plus d’une confirmation
échographique pour certains animaux. Neéammoins lors de 1a récolte des produits, le taux d’infécondité
et de mortalité embryohnaire précoce (dégénérescence) était élevé ; pour cela fa littérature en parle
largement en apportant des explications trés convaincantes armées de preuves irréfutables, de ce fait,
le rendement en embryons viables ne sont pas complétement maitrisés a nos jours (Amstrong, 1993;

Mapletoft et al, 1994), d’ou les réponses sont variables et peu prévisibles
On citera les problémes ou les facteurs suivants :

Le probléme majeur dans notre pays, est vraisemblablement la sous alimentation et dont
son influence est énorme sur la reproduction normale des animaux (mono-ovulation, encore plus fa

superovulation)

Le suivant, est le taux élevé d’ovocyte non fécondé ; celui-ci été peut étre du un probléme

de maturation folliculaire, seulement la confirmation ne pourra se faire qu’apres une étude moléculaire

(nucléaire et cytoplasmique).

Le dernier, ¢’est le défaut d’expérience et de la technicité lors de la récolte embryonnaire
selon le flushing, et dont on peut contrecarrer par des stages et des formations dans les technique de
TE. N'empéche quon a trouvé la sonde allemande beaucoup plus facile & maitriser et d’une

maniabilité supérieure a la Cassou, cette observation ne reste qu’une constatation de terrain.

Alors on comprend que Ja superovulation comme phénoméne artificiel nécessite de
profonde investigation sur le terrain, spécialement dans notre pays et selon nos propres facteurs
influencant, de ce fait plusieurs études complémentaire sont nécessaire pour isoler et comprendre les
paramétres les plus actifs sur celle technique, cette compréhension permettra de trouver les moyens les

plus efficaces pour juguler les facteurs néfastes aux traitements superovulatoires.

Donc la biotechnologie de la superovulation s’appuis sur le dogme de la physiologie de
reproduction, c'est-d-dire sur la dynamique folliculaire (développement folliculaires, la régulation
folliculaire), laquelle reste jusqu’a ce jour encore mal comprise, et ce malgré les découvertes récentes
dans ce domaine ; tels que le phénoméne de vagues folliculaires, la régulation hormonale entre

P’hypothalamus — "hypophyse - I'ovaire, la dominance folliculaire, la sélection et I'atrésie.
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En conclusion, la superovulation est jalonnée par des phénoménes intimes de I’ovaire,
“donc soumise & de nombreux niveaux de contrdle et de régulation, ce qui lui confere une grande
difficulté dans sa maitrise & cent pour cent, en effet la superovulation reste une technique complexe

avec des points encore sombres et dont la recherche ne se lasse pas d’¢lucider.
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VIil. Recommandation & Perspectives :

+

Dans notre élude de la superovulation, les résultats obtenus sur les génisses et les vaches
laiti¢res nous ont permis de mieux comprendre les mécanismes fondamentaux liés aux traitements de
superovulation. Plusieurs facteurs limitants cités précédemment pourraient €tre jugulés afin

d’augmenter et améliorer les réponses superovulatoire,

En effet, les intéréts de la superovulation sont aussi vastes que Pinsémination artificielle
méme plus vasle, surtout par I’intermédiaire du MOET, programme mis en ceuvre par Nicholas et
Smith (1983) et qui est en fait, un schéma de sélection génétique basé sur P'ascendarice, dont les
progrés génétiques sont rapides, proposé en France par Colleau (1998), vu son gain dépassant celui du
Progeny test. Donc il nous incombe de maitriser cet impératif moderne qui pourrait apporter la relance

agronomique tant attendue par notre pays

Nos Recommaundations pour les études futures et pour I’exploitation de la superovulation

sont :

. Une bonne alimentation des animaux traités,
Elintination du stress et ces stressons.
Utilisation d’une semence de bonne qualité biologique.

Utilisation du matériel adéquat.

T

Utilisation d’hormones de haute qualité.

Ceci 4 terme permettrait de systématiser ’utilisation de la superovulation et du transfert
d’embryon dans nos meilleurs élevages, seule méthode & méme de nous permettre de rattraper le

retard génétique de nos cheptels dont I’importance économique n’est plus a démontret.
Enfin, comme perspective future de recherche on pourrait citer
1. Le protocole et son adaptation avec nos exigences en algérie.
2. L’utilisation de la superovulation que stir les meilleurs élevages.

3. L’amélioration de la technique de récolte par des stages et des formations adéquats.

Une derniére question reste a poser :

L’utilisation de la superovulation pour améliorer nos cheptels. Il était tenips !
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Annexe 1: Représentation schématique de activation du MPF (Scriban, 1999).
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Annexe 2 : Phénomeéne d’apoptose {Monniaux et al., 1999).
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Annexe 3 : Les voies de la stéroidogenése sexuelle (Thibault et al., 2001).
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Annexe 4 : Synthése des oestrogenes A partir des androgénes (Thibault‘et al., 2001).
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Annexc 5 : Régulation de la stéroidogenese par les hormones gonadotropes (Thibault et al,, 2001).
(Effet rapide : cercle, effet fent : carré).
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Annexe 6 1 Axe hypolhalamo#hypophyso-ovarien (Scriban, 999).
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Annexe 7 : Profile hormonale chez la vache durant.un cycle oestral (Scriban, 1999).
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Annexe § : Follicule peu avant I’ovulation (Thibault et al., 1991).
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Annexe 9 : Le phénomeéne oestrale chez la vache (Roche, 1996).
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Annexc 10 : Folliculogengse.
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Anncxe 11 : Embryogenése.
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on (d’aprés Ginther et al,, 1996)

Annexe 12 : Phénoméne de ja déviati
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" Annexel3 : Systémes de feedback posiifs et népatifs intra-folliculaire dans Povaire des ruminani. (a) La production de
P'insulin-tike groweh fuctor-binding protein 2 (IGFBP-2) par les cellules de granulosa, est régulée parl ‘insulin-like growth factor 1

(GF-I) amid FSH, . Lo stimdation de JGF-i potentialise la stimulation de fa granniesa par la FSH pour sa profifération et sa
différendiation cellulaire ef en refonr elles sont inhibdes par PIGFBP-2. (b) La production d ‘Inhibine est stimalée par les androgénes
aromatisable ef les pestrogenes, UInhibing en retour, gugniente fa stimulation FSH dans la production d’oestradiol par la granlosa.

(Armstrong ef al., 1997).
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Annexe 14 : Représentation schématique d’une possible régulation de développement folliculaire préantral basé

sur des observation in-vitro et in-vivo, (Van den Hurk et al., 1997)
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Annexe 15 : Mécanismes de controle de la production d’cestradiol dans le follicule en recrutement et le follicule

dominant (Monget et Monniaux, 1995).
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Anﬁexe 16 : Facteurs peptidiques identifiés e
Ia survie, la prolifération et la différenciation

xprimés par les cetlules folliculaires : actions de type paracrine sur
des cellules de granulosa in vitro {Monniaux et al., 1999).

LA SURVIE, LA PRI
DES CEL

Tableau

FACTEURS PEPTIDIQUES ET STEROIDIENS ‘ :
ROLIFERATION ET LA DIFFERENCIATION
LULES DE LA GRANULOSA

CAPABLES DE MODULER

Facteuis stimulants

Facteiirs inhibitetifrs

Survie

Frolifération

Différenciation®

FSH, LH
insuline, IGF
EGF, TGF-a
FGF

activine
interleukine-1
jaminine
progestérone

FSH .
insuline, IGF
EGF, TGF-a
FGF

activine
TGF-g
interfoukine-1
TNF-o
jamining
oastrogénes

FSH, LH
instline, IGF
activine@
TGF-§#
laminine
cestrogénes
androgénes

IGFBPY
tollistatina™
TGFB8
interleukine-6
TMF-a, Fas ligand
interféron
GnRH
androgénes

iGFBPY?
follistatina®
TGFo

TGF-B
intorleukine-6
interféron vy

iIGFBPY i
follistatine™®
inhibina®
EGF, TGF-u
FGF

TGF-g
interioukine-6
TNFo
atidiocgérgs

JG1  insidin-like growth factors, JGFBP @ 1GF hinding prateins, EGF

factor, TNE : mor necrosis factor,

(1) Apprécide par la présence d'tne st

cleavage) ou de réceprenrs de LH.

¢2) Substances capahles de er 1 factenr actif ot de meoduler som action. les IGFRP
s des celhiles de ta grondosa in vitro,
(3) En revanche, Pinhibine ef Pactivine senl, respectivenent, o

Les foctenrs dont Pefiet est similaire dans des espéees animales
Jacteurs vavie de fagon wds importanie (un méme factenr pouvent e
differenciation des cellules de ta gramdosa. In partientier, Vaction des eytokin
grandosa i'est pas vrainent comprise actuellenment.

vavides sont ufigés en caractéres gras. fn e
stimulant ou inhibitenr} selon Pespéce anim
ox, des stéroldes vt dex facteurs de la famitle
: epidermal growth factor, TGF transforming growth factor, FGF

drofdogenise active (production d'wstraddiol, de progestérong, expression e

et ta follistating inhiibent respectivement Jes aotions dex 1GF et de Pactivine

fox factewrs stivmiants of infribiteurs de la différenciation des cellules de théque.
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