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Résumeé

L’objectif de notre étude, consiste a la mise en évidence des régulations externe et interne
de la fonction glucocorticoide de la surrénale chez le bélier de races D’man, espéce bien
adapté au climat saharien.

Les mammiferes vivant en zones arides constituent de bons modeles expérimentaux, pour
I’étude des mécanismes d’adaptation aux conditions de leur environnement. Pour cela, une
investigation est conduite sur 24 béliers de race D’man adultes élevés dans la bergerie de la
station expérimentale d'EI-Meniad (30° 34' N, 02° 52' E), soumis aux conditions de
température et de lumiere naturelles. Trois techniques utilisées : mesures des parameétres
pondéraux (poids corporel et poids surrénalien) ; le dosage plasmatique de I’ACTH par la
technique immunoradiométrique (IRMA) et du cortisol par la technique radioimmunologique (RIA).
Les résultats obtenus sont en faveur de ’influence et de la modulation du nycthémeére et de la saison
sur le bélier D’man adulte qui se manifeste par : une chute du poids corporels en saisons défavorables
automne-hiver. Alors que le poids des deux surrénales ne subit aucune variation, au cours des
différentes saisons, que ce soit en valeur absolue ou en valeur relative au poids corporel. En
outre, nos résultats rapportent une synchronisation de I’activité hypophyso-surrénalienne qui
se traduit par des variations nycthémérales et saisonni¢res de ’ACTH et du cortisol
plasmatiques déterminées par des augmentations en phase claire au cours des équinoxes et
solstices. Par ailleurs, 1’axe hypophyso-corticosurrénalien montre une activité maximale en
printemps-été et minimale en automne-hiver.

Au vu de ces résultats, il semble que la lumiére journaliére et saisonniére a un effet puissant sur la
modulation de 1’axe hypophyso-surrénalien, qui se révele par un ajustement de I’activité
glucocorticoide, ce qui serait un mécanisme d’adaptation du mouton D’man aux conditions

environnementales.

Mots clés: ACTH, Cortisol, Cycle lumiere/obscurité, D’man, El-Meniaa, Photopériode,
Rythme.



Summary

The objective of our study, consists in highlighting of the external and internal regulations
of the function glucocorticoid of the adrenal in D' man sheep breed, species well adapted to the
Saharan climate.

Mammals living in arid areas are good experimental models to study the mechanisms of

adaptation to the conditions of their environment. For this, an investigation was conducted on
24 adult of D’man breed high into the fold of the experimental station of EI-Meniaa (30 ° 34
'N, 02 ° 52' E), subject to temperature and natural light. Three techniques used: measurements
of weight parameters (body weight and adrenal weight); plasma ACTH assay by technical
Immunoradiometric (IRMA) and cortisol by the technical radioimmunoassay (RIA).
The results are in favor of the influence and the modulation of nychthemeron and season on
the adult of D’man breed, which is manifested by a fall in body weight in unfavorable season’s
autumn-winter. While the weight of both adrenal does not undergo any significant changes
during the different seasons, either in absolute terms or in relative to body weight. In addition,
our results report a synchronization of the pituitary-adrenal activity that results in diurnal and
seasonal variations in plasma ACTH and cortisol determined by increases in clear phase during
solstices and equinoxes. Furthermore, the pituitary-adrenocortical axis shows maximum
activity in spring-summer and lowest in autumn-winter.

Given these results, it seems that the daily and seasonal light has a powerful effect on the
modulation of the pituitary-adrenal axis, which is revealed by an adjustment of the
glucocorticoid activity, which would be a coping mechanism of D'man sheep to environmental

conditions.

Key words: ACTH; cortisol; cycle light/darkness, D’man; EI-Menia3; photoperiod; rhythm.
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GLOSSAIRE :

Steppe : est une formation végétale, primaire ou secondaire ; basse et ouverte dans sa
physionomie typique et inféodée surtout aux étages bioclmatiques, arides et désertiques dont

elle est I’expression naturelle. (Bourbouze et Donadieu, 1987).
Circadien : Est un type de rythme biologique d'une durée de 24 heures. (Minors, 1985).

Equinoxe : époque de I'année (20 ou 21 mars, 22 ou 23 septembre) ou le soleil dans le plan
équatorial (moments ou les rayons du soleil arrivent perpendiculairement sur I'axe de rotation
de la terre, les rayons du soleil sont donc paralléles a I'équateur), cela a pour conséquence que

la durée du jour et de la nuit sont égales partout sur terre (Pierre et al,. 2000).

Hyperplasie : Augmentation bénigne du volume d’un tissu par multiplication des cellules qui

le constituent (Larousse medicale).

Hypertrophie : Augmentation du volume d’un tissu ou d’un organe (Pierre et al., 2000).

Nycthémere : Durée de 24 heures , comptant un jour et une nuit , le nycthémere est une unité
physiologique de temps , comprenant , pour I’Homme et pour la plupart des animaux , une

période de veille et une période de sommeil (Larousse, 2007).

Photopériode : Durée du jour, considérée du point de vue de ses effets biologiques
(Larousse, 2007).

Paturage : Surface couverte d’herbe, prairie artificielle ou naturelle, ou 1’on fait paitre des
herbivores (Meyer,2009).

Solstice : L’époque de I'année (20 ou le 21 juin, 21 ou le 22 décembre ) ou le soleil le plus
éloigné dans le plan équatorial (moments ou les rayons du soleil sont les plus inclinés sur
I'équateur), cela a pour conséquence le jour est le plus long de I'année et la nuit la plus courte.
(Pierre et al,. 2000).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Rythme_biologique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Juin
http://fr.wikipedia.org/wiki/D%C3%A9cembre
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Introduction

La mesure du temps sur des bases astrophysiques, renvoie a la notion de cycles
de variations qui se répétent dans le temps. Dans I’environnement terrestre, les cycles
d’éclairement et de température sont essentiellement assujettis aux révolutions de la
terre autour du soleil, ce qui les définit sur des périodes nycthémérale (24h) et annuelle
(Nexon, 2009).

Dans leur milieu naturel, tous les étres vivants sont soumis a ces variations cycliques et
doivent, pour leur survie, présenter un fonctionnement rythmique en phase anticipant

ainsi les changements de 1’environnement (Malek, 2007).

Un exemple d’anticipation souvent cité chez les vertébrés est le pic de sécrétion
des glucocorticoides qui survient avant 1’heure du réveil, pour répondre aux dépenses
énergétiques qui n’ont pas encore eu lieu. L’anticipation renvoie a la notion de
rythmicité propre au phénoméne biologique, de rythmicité endogéne, qui soit
indépendante des cycles de 1’environnement. Les étres vivants possedent des noyaux
suprachiasmatiques, capables de générer des rythmes auto-entretenus. Ceci est
expérimentalement mis en évidence quand la rythmicité persiste aprés isolement
temporel. L’organisme est alors toujours capable de continuer a fonctionner de fagon
rythmique.

Afin que I’organisme entier profite de la rythmicité engendrée et synchronisée, il est
nécessaire que 1’information temporelle sorte des noyaux suprachiasmatiques et soit

distribuée vers les structures biologiques cibles (Nexon, 2009).

Depuis la fin des années 1990, plusieurs équipes ont montré chez les mammiferes
que, dans la plupart des structures cérébrales, hors NSC, les tissus périphériques et
méme les cellules isolées expriment I’horloge moléculaire. Des oscillations journaliéres
des genes horloges ont été observées, in-vitro, dans des cultures de fibroblastes de rat,
(Balsalobre et al., 1998), mais aussi, in-vivo, dans des tissus periphériques tels que le
foie, le muscle, la glande surrénale. Ces travaux suggerent que la plupart des cellules
somatiques sont dotées d’horloges circadiennes moléculaires. L’ensemble de ces
oscillateurs qui présentent des oscillations journalieres des génes horloges, en dehors
des NSC, a été nomm¢ horloges périphériques, en opposition a I’horloge centrale des

NSC (Yagita et al., 2001).



Introduction

Le fait que les étres vivants expriment une rythmicité sur différentes échelles atteste
qu’ils possédent différents moyens de mesure de temps. La grande majorité des études
consacrées aux rythmes biologiques portent sur deux grands types de rythmes, le

circadien et le saisonnier (Nexon, 2009).

Les mammiféres vivant en zones arides constituent de bons modeles
expérimentaux pour I’étude des mécanismes de I’adaptation aux conditions de leur
environnement. Ainsi, ces animaux peuvent répondre aux facteurs externes, par des
variations de D’activité corticosurrénalienne et donc des changements dans leur
comportement et métabolisme.

Dans ce sens il nous été proposé d’étudier I’activité glucocorticoide de la surrénale
chez le bélier D’man adulte en fonction de deux synchroniseurs importants : le cycle
jour/nuit et la photopériode saisonniére.

Notre mémoire comportera en premier des rappels bibliographiques sur I’effet de la
lumiere sur la physiologie de la corticosurrénale. Ensuite nous présenterons le matériel
biologique utilisé ainsi que les techniques utilisées. Les résultats obtenus seront
interprétés et discutés a la lumiére de la bibliographie. Une conclusion générale
achevera ce travail. Regroupant les principaux résultats qui donneront voies a de

nouvelles perspectives.
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I. Les glandes surrénales

Les surrénales sont deux glandes endocrines de petit volume, elles coiffent le pole
supérieur de chaque rein (Dupont et al., 2007). Elles ont environ 4,5 cm de longueur, 3 cm
de largeur et 6 g de poids. (Gilles et al., 2000).

Reins
L

Surrénales

Figure 1 : Localisation des glandes surrénales (Stocco et Clark, 1996).

Leur poids moyen varie selon 1’espéce, la topographie, le sexe, I’4ge et le stade du cycle de
reproduction (Stolkowski, 1969 ; Folligin et al., 2005).

Tableau 1 : Le poids des surrénales chez quelques mammiferes.

Chat Lapin Rat Souris Chien Cobaye  Mouton

Poids de la glande

, 220-250  375-435 22-38 0.5-2.25 504-527 199-247 900-1400
surrénale (mg)

(Bast, 1933 ; Cogne, 1956 ; Grasse, 1973).

Elles sont composeées de deux compartiments d'origine embryologique distincte : le cortex
surrénalien d'origine mésodermique et la médullosurrénale d'origine neuro-ectodermique.
Seul le cortex produit des hormones stéroidiennes (Antoine et al., 1993 ; Folligan et al., 2005

; Panagiotakopoulos et Neigh, 2014).




Rappel bibliographique

I1. Fonction endocrine de la corticosurrénale

Le cortex surrénalien synthétise trois grandes classes d’hormones stéroides appelées
corticoides : les minéralo-corticoides, les glucocorticoides et les hormones sexuelles (Marieb,
2000). 1l possédent des équipements enzymatiques différents qui leurs permettent, a partir
d’un précurseur commun : le cholestérol, d’élaborer des hormones stéroidiennes a activité

physiologique différente (Hechter et al., 1953 et Gocze et Freeman, 1993).

Chez plusieurs espéces (I’Homme, le mouton, le chien, le chat et la vache), le cortisol

représente 1’hormone majoritaire des glucocorticoides (Stevens et Lowe, 1992 ; Traumato,
2005).

Il est synthétisé par la zone fasciculée des glandes surrénales, selon un rythme nycthéméral

et dont la cortisolémie varie de 3,6 & 18 ng\ml (Mc Natty et al., 1972).

Comme toutes les hormones coticosurrénaliennes, le cortisol est une hormone stéroidienne

qui dérive du noyau prégnane (Weil et al., 2001).

O

Figure 2 : Structure du cortisol (Weil et al., 2001).

<


http://fr.wikipedia.org/wiki/Hormone
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I11. Controle de la sécrétion rythmique des glucocorticoides via I’horloge
biologique

La lumiére pénétre dans 1’organisme au niveau de 1’ceil. L’information lumineuse est
alors transmise aux noyaux suprachiasmatiques (NSC) de I’hypothalamus en passant par la
voie rétino-hypothalamique. Le message est ensuite envoyé a 1’épiphyse, siége de la synthése
de mélatonine, via des voies noradrénergiques qui traversent le ganglion cervical supérieur

(Cermakian et Sassone-Corsi, 2000).

Les neurones des NSC envoient également des projections sur les NPV de
I’hypothalamus, ce qui influe sur la rythmicité circadienne de 1I’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (HHS). Et des projections vers la glande surrénale par une voie multisynaptiques a
travers le systéme nerveux autonome (SNA), par laquelle ils peuvent également influencer la
libération circadienne des glucocorticoides. En outre, il y a I'horloge périphérique de la glande
surrénale qui contribue aussi a cette régulation circadienne (Dickmeis et al., 2013).

Hypothalamus

&,

¢

Corticosurrénale

e

( cortsoL )

N 7
Figure 3 : Représentation schématique de 1’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(Fortrat., 2008 modifi€é)
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I11.1 L’ceil, entrée du systeme circadien

L’ceil agit comme un double organe sensoriel reliant la lumiére et la vision, et la détection
de la lumiére qui fournit des stimuli spécifiques pour les photorécepteurs non classiques
situées dans la rétine interne. Ces photorécepteurs transmettent des informations photiques au
noyau suprachiasmatique de I'hypothalamus(SCN), si¢ge de I’horloge biologique (Guido et
al., 2010).

, Structures visuelles

sjouuojeqg - SauU0d

/ Structures non-visuelles
» (Horloge Circadienne, NSC)

Mélanopsine )

ipRGCs J Voies non-visuelles

Figure 4 : Schéma de I’ceil (en coupe) avec une représentation agrandie de la rétine

(au centre) (Gronfier, 2014).

La communauté scientifique pensait que les cones et batonnets de la rétine externe étaient
les seuls photorécepteurs responsables de la transduction de I’information lumineuse vers
I’horloge endogéne.

Les études réalisées depuis les années 2000 chez ’Homme et chez 1’animal montrent que
deux systémes rétiniens sont impliqués dans la photoréception circadienne :

1) les photorécepteurs impliqués dans la vision consciente (cénes et batonnets) ; et

2) les cellules ganglionnaires a mélanopsine, intrinséquement photosensibles (intrinsically
photosensitive Retinal Ganglion Cells : ipRGC) impliquées dans un grand nombre de
fonctions non visuelles (Gronfier, 2014).

La rétine qui contient sa propre horloge, est le plus puissant synchroniseur de 1’horloge
biologique, elle capte les informations photiques destinées au NSC au sein d’une faible
population de cellule ganglionnaires contenant le photopigment mélanopsine (Provencio et
al., 2002).




Rappel bibliographique

Les axones de ces cellules ganglionnaires se projettent sur les NSC, participant a la
formation du tractus rétino-hypothalamique (RHT) (Gooley et al.,2001 ; Hannibal et al.,
2002 ; Hattar et al., 2002).

Ainsi, lors d’une stimulation lumineuse, les fibres du RHT libérent principalement deux
neurotransmetteurs : le glutamate et le PACAP qui activent les neurones du ventro-latérale
des NSC (Hannibal, 2002). Le glutamate libéré active les neurones des SCN certainement via
des récepteurs N-Methyl-D-Aspartate(NMDA) (Ding et al.,1994 ; Shibata et al., 1994).

Il existe aussi une voie indirecte qui conduit I’information photique de la rétine aux SCN.
Cette voic améne I’information photique de la rétine aux feuillets intergéniculés latéraux
(IGL) (Hickey et Spear, 1976), qui projettent ensuite sur les SCN via le tractus géniculo-
hypothalamique (GHT) (Card et Moore, 1989).

=R =R G=D =8
A | .' '
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Figure 5 : Intégration de I’information photique (Reppert et Weaver, 2002).
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Il est important de savoir, par quelles voies la photopériode synchronise les rythmes de

sécrétions corticosurrénaliennes ?

Selon les données de la littérature I’information lumineuse parvient a la cortiosurrénale par

deux voies :

— Une voie indirecte impliquant : la retino-hypothalamique, le NSC et la pinéale.

— Une voie directe reliant le NSC a la surrénale.

1. La relation noyau suprachiasmatique-pinéale-surrénale
Chez les mammiferes, le noyau SCN, une petite région de I'hypothalamus antérieur situé
au-dessus du chiasma optique et dans le troisieme ventricule, agit comme une horloge
biologique principale et orchestre des horloges périphériques présentes dans divers tissus et
organes (Dong-Hee et al., 2014).

La destruction des SCN chez des animaux, induit a leur arythmicité. Cependant, une
greffe de neurones du SCN feetaux peut restaurer un rythme circadien d’activité/repos,
démontrant ainsi le rdle central de I’horloge suprachiasmatique dans la régulation de
I’organisation temporelle a I’échelle des 24 heures (Challet et al., 2009).

Le SCN est composé de 20 000 neurones (Ying Li et Zengrong Liu, 2015). Ces derniers
ont une activité électrique rythmique. Cette activité est d’origine génétique. A 1’heure
actuelle, une dizaine de genes horloges ont été découverts et leur activité cyclique est
directement responsable du rythme proche de 24 heures de I’horloge biologique (Gronfier,
2009).

En l'absence de synchronisation par 1’environnement, les horloges circadiennes de la
plupart des organismes ont des périodes «libre cours» de prés de, mais pas exactement, 24
heures (Van Gelder, 1998). Pour maintenir le synchronisme avec le 24h-jours, I’horloge est

principalement réinitialisée par la lumiére (Guido et al., 2010).

-
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1.1 Le trajet entre les noyaux suprachiasmatique et la glande pinéale

Une des principales voies efférentes est constituée par la voie multisynaptique provenant du
SCN et aboutissant a la glande pinéale via le noyau paraventriculaire et le ganglion cervical
supérieur sympathique (chiquet et al., 2001)

Troisieme ventricule

Epiphyse
(gilande pinesale)

Figure 6 : Cheminement de I’information lumineuse depuis I’ceil jusqu’a I’épiphyse
(Cermakian et Sassone-Corsi, 2000).
1.1.1 Présentation de la glande pinéale

La glande pinéale ou épiphyse, une véritable glande endocrine, elle est pourvue de cellules
caractéristiques : les pinéalocytes ou endocrinocytes pineaux, qui synthétisent de la
mélatonine en période d’obscurité (Boussena, 2013).

L’innervation sympathique de la glande pinéale est le principal lien avec 1’horloge
circadienne, les SCN sont en effet connectés a la glande pinéale via une voie polysynaptique
impliquant successivement les PVN, I'IML et enfin les SCG. L’IML est 1’élément pré-
ganglionnaire cholinergique qui projette sur la partie rostrale des SCG, élément post-
ganglionnaire. Les SCG contiennent les neurones noradrénergiques colocalisées avec le NPY,
et projettent sur la glande pinéale (Zhang et al., 1991).

1.1.2 La mélatonine

La mélatonine, hormone sécrétée essentiellement par la glande pinéale, n’est pas une
substance de découverte récente, puisqu’elle a été identifiée des 1958 (Claustrat, 2009 ;
Hernandez-Ruiz et al., 2004).

La mélatonine est a la fois un régulateur des rythmes biologiques qui transmet

I’information lumineuse mais aussi un marqueur de la rythmicité circadienne (Bruguerolle,

2006).

\
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Sa sécrétion est contrdlée par le noyau suprachiasmatique (NSC). La modulation de ce
dernier est conditionnée par la lumiére, ce qui signifie que la durée de sécrétion quotidienne
de mélatonine dépend de la durée d’exposition a la lumicre. L’intensité lumineuse est
enregistrée par des photorécepteurs non visuels de la rétine. L’hormone est sécrétée peu apres
que s’installe 1’obscurité, atteint son pic au milieu de la nuit et diminue progressivement

pendant la deuxieéme partie de la nuit (Hunkeler et Zurich, 2013).
1.1.2.1 Le systeme de régulation de la biosynthese et la secrétion de la mélatonine

La mélatonine est synthétisée a partir d’un acide aminé précurseur, le tryptophane,
hydroxylée en5-hydroxytryptophane puis décarboxylée en sérotonine. La transformation de
sérotonine en N acétylsérotonine par [P’arylalkylamineN-acétyltransférase (AA NAT)
constitue une étape régulatrice, N-acétyl transférase est 1’enzyme-clef dans la synthese de
mélatonine, car c’est elle qui est responsable du rythme. Elle est enfin méthylée pour donner
naissance a la mélatonine (Liu et Borjigin, 2005).

La synthése de cette hormone est induite par la libération de noradrénaline pendant la
période nocturne, a partir des terminaisons des nerfs sympathiques dans la glande pinéale
(Pévet, 2011).

La Noradrénaline (NE) agit sur les récepteurs Bl des pinéalocytes, ces récepteurs a sept
domaines transmembranaires sont couplés a une protéine G, qui active I"adénylatecyclase
augmentant ainsi le taux cytosolique d’AMPc ce qui va activer la protéine kinase A (PKA).

Cette kinase phosphoryle le facteur de transcription CREB qui se fixera sur le site CRE du
promoteur de I’arylalkylamineN-acétyltransférase (AA NAT) permettant la transcription de ce
géne (Roseboom et Klein, 1995 ; Baler et al., 1997).

La fixation de la NE sur son récepteur o permet la potentialisation de son effet sur le
récepteur Bl par des mécanismes impliquant le calcium intracellulaire et la protéine kinase C
(PKC) augmentant ainsi I’activité de 1’adénylatecyclase et par conséquent les taux d’AMPC

(Berg et Klein, 1972). La baisse de NE provoque une réduction immédiate des taux AMPc et
I’activité de PKA, conduisant a la déphosphorylation de I’arylalkylamineN-acétyltransférase
(AA NAT) et donc sa dégradation par le protéasome (Klein et al., 2010).

La mélatonine représente donc un signal hormonal efférent qui permet au NSC de

distribuer, via la circulation générale, un message nocturne/circadien dans tout 1’organisme.
b 9

0
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Le profil journalier de la secrétion permet donc a la mélatonine de distribuer une information

temporelle a la fois journaliere (la nuit) et saisonniere (la longueur de la nuit) (Pévet, 2011).

1.2 La relation pinéale-surrénal

Dans les conditions physiologiques normales, le cycle de sécrétion du cortisol est en
opposition de phase avec celui de la mélatonine. La production de cette hormone par la glande
pinéale est dépendante de I’exposition a la lumiére ou a I’obscurité. Il a été montré que la
mélatonine, en se liant a des récepteurs de type 1(Mtl) exprimés par les cellules

cortisolosécrétantes humaines, réduit in vivo la réponse du cortisol a I’ACTH (Estelle, 2009).

Figure 7: Variations circadiennes des taux plasmatiques de mélatonine et de cortisol en
fonction de I’alternance jour/nuit et veille/sommeil dans des conditions physiologiques

normales (A) et chez les travailleurs de nuit (B). (Estelle, 2009).

2. La relation directe noyau suprachiasmatique-la surrénale

Le NSC utilise des voies neuronales pour transmettre le message photique, non seulement a
la pinéale, mais €galement a d’autres organes périphériques (Buijs et al., 1999, Kalsbeek et
al., 2000; La Fleur et al., 2000 ; Buijs et al., 2001), y compris la surrénale, utilisant le
systeme nerveux autonome. (Buijs et al., 2004).

Les neurones des NSC envoient des projections sur les noyaux paraventriculaire de
I’hypothalamus, ce qui influe sur la rythmicité circadienne de I’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (HHS). (Dickmeis et al., 2013).

<
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La sécrétion hormonale des glandes surrénaliennes est régulée par ’axe HHS. Les neurones
du NPV sécrétent le Corticotropine- Releasing Hormon (CRH), en association avec la
vasopressine qui vont étre libéré au niveau du systeme porte hypothalamo hypophysaire
(Rhen et Cidlowski., 2005). Le CRH et I’AVP sont les régulateurs physiologiques majeurs
de la sécrétion d’ACTH. L’effet de I’AVP semble étre équivalent a celui de la CRH chez
I’espéce bovine (Schwartz et Vale, 1988). Alors que chez I’espéce ovine, I’action de I’AVP

sur la sécrétion d’ACTH est plus importante que celle de CRH (Van de Pavert et al., 1997).

Ces hormones hypothalamiques vont induire le relargage dans la circulation systémique de
la corticotropine (Adreno-Cortico-Trophic Hormone [ACTH]), produite par les cellules
corticotropes de 1’antéhypophyse antérieure. L’ACTH, va alors stimuler la synthése et la
sécretion de cortisol dans les cellules corticales de la glande surrénale (Besnier et
al.,2014).La sécretion du CRH, de I'ACTH et du Cortisol suit un rythme circadien variant
selon I'heure du jour et de la nuit (Wikstrom, 2003; Roumestan et al., 2004).

“CRF

AVP :
Hypophyse ( Hypothalamus
- Hypophyse
!
ACTH \
:
-
Surrénale g p— -

« Cortisol Ganglions
sympathiques

Figure 8 : Systeme de régulation du rythme circadien de la sécrétion de cortisol (Oster et al.,
2006)

2.1 Role de PACTH

L'ACTH, libérée dans le sang depuis I'adénohypophyse, est le plus puissant et le plus
efficace des stimuli stéroidogéniques du cortex surrénalien. Ces effets induits par 'ACTH
sont essentiels au développement et au maintien de la zone fasciculée (Chida et al., 2007).
L'ACTH via un RCPG (récepteur couplé aux protéines G) nommé MC2R induit I'expression

de plusieurs génes essentiels a l'organisation de la glande, la signalisation et a la
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stéroidogénese (Murray et al., 2003; Sewer et Waterman,2003; Huber et al., 2005; Otis et
al., 2007; Xing et al., 2010).

2.2 Mécanisme d’action de PACTH

Une des grandes énigmes de la signalisation de I’ACTH est le décalage entre la
concentration de demi-effet maximal (EC50) pour la stimulation de la stéroidogénése (entre
10 et 50 pmol/l) et celle pour la production de I’AMPc est (voisin de 1 nmol/l) (Gallo-Payet,
1993), ce qui indique que I’ACTH utilise d’autres médiateurs intracellulaires que I’AMPc. En
fait, une stimulation de la stéroidogénése par ’ACTH peut étre observée dans des conditions
ou aucune production d’AMPc n’est détectable (kojima et al., 1985).

Le calcium semble étre ce premier « second messager » (Kojima et al., 1985, Fakunding et
al., 1979, Tremblay et al., 1991). Ce dernier intervient dans 1’activation d’au moins trois
protéines clés de la stéroidogénese : StAR, cytochrome P450scc et 3b-HSD (Cherradi et al.,
1979). Comme plusieurs cellules excitables, les cellules cortico-surrénaliennes sont
caractérisées par un potentiel de repos négatif (variant de -40 a -70 mV). La stimulation par
I’ACTH induit une dépolarisation de la membrane créer par 1’inhibition de canaux
potassiques (Paye et al., 1997, Mlinar et al., 1993), mais aussi la phosphorylation PKA-
dépendante des canaux calciques voltage-dépendants type T (cellules fasciculées) (Mlinar et
al., 1993, Barbara et al., 1995) , ou une action sur des canaux de de type L (dans les cellules
glomérules) (Durroux et al., 1991, Gallo-Payet et al., 1996) et/ou de canaux chlore
(Chorvatova et al., 2000 ; Enyeart, 2005). Plus récemment, des études ont montré que
I’ACTH induisait également la synthése de ces canaux calciques et potassiques (Enyeart et
al.,2010 ; Liu et al., 2010). Ceci dit, la réponse soutenue et intense de I’ACTH et s’explique
par la mise en jeu de plusieurs isoformes d’adenylyl cyclases (CO6té et al., 2001), I’inhibition
transitoire de la phosphodiestérase PDE2, I’intervention des sous-unités By des protéines Gi,
la production de GMPc ainsi que I’activation de la phospholipase A2 et la production
d’inositols phosphates (Gallo- Payet, 2003).

L’ACTH augmente la sécrétion de cortisol en activant la synthése des enzymes
impliquées dans la synthése du cortisol (3f-HSD et 11B-Hase), de leurs cofacteurs (telle

I'adrénodoxine) et des récepteurs surrénaliens aux LDL.
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IV Implication du systeme sympathique

Le nerf splanchnique n’innerve pas directement la corticosurrénale, mais la
médullosurrénale. Cette innervation module I’induction de la stéroidogénése induite par
I’ACTH. La stimulation sympathique de la médullosurrénale a plusieurs conséquences. La
premicre est I'induction d’une synthése médullosurrénalienne de CRH et d’ACTH. Cette
ACTH s’ajoute a I’ACTH circulante d’origine hypophysaire et augmente ainsi la quantité
d’ACTH qui pourra se fixer sur les récepteurs de la corticosurrénale. La deuxieéme
conséquence est une activation des neurones post-ganglionnaires présents dans la
médullosurrénale, qui vont libérer des catécholamines agissant sur les cellules de la
corticosurrénale augmentant ainsi la biosynthése de glucocorticoides.

La troisieme conséquence est 1I’induction de la libération de différents neuropeptides par la
médullosurrénale. Parmi eux, le VIP présente un grand intérét, en raison de son effet

vasodilatateur (augmentation du débit sanguin) (Ehrhart-Bornstein et al.,1998).

V. Réponse endocrine de la corticosurrénale

V.1. Biosynthése des glucocorticoides

Les glucocorticoides sont synthétisés a partir du cholestérol. Cette synthese se fait par la
succession des réactions enzymatiques dont certaines se situent dans la mitochondrie (StAR,
P450scc) et d’autres dans le réticulum endoplasmique (3-b-HSD, P450c17, P450c21,
P450c11), le transfert des substrats est réalisé grace a des facteurs spécifiques (Samara-
Boustani et al., 2008).

La voie de biosynthése des glucocorticoides est activée par I’ACTH, en se fixant sur un
récepteur de forte affinité au niveau la membrane plasmique des cellules corticosurrénaliennes
; le MC2R c’est un récepteur a sept domaines transmembranaires, couplé a la protéine G, ceci
a été démontré in vivo chez le mouton (Darbeida et Durand, 1990), Cette activation du
récepteur mene a l'accumulation d’AMPc dans la cellule qui a son tour active la protéine
kinase A (PKA). Cette kinase conduit a la phosphorylation et a I’activation des facteurs de
transcription spécifiques (SF-1, NGFI-B, Sp-1, Pbx-1, CREB) qui régulent la disponibilité du
cholestérol et 1’expression des enzymes stéroidogéniques. L’ACTH régule également les
premiéres étapes de la synthése des stéroides par l'activation directe des enzymes CYP
(Lacroix et al., 2001).
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Figure 9 : Mécanisme de régulation de la stéroidogenése par I’ACTH (Lacroix et al ., 2001)

L’hormone active (cortisol) est en équilibre avec son métabolite inactif (cortisone). Le
mécanisme local, au niveau tissulaire, est sous le contr6le de deux isoenzymes 11p-
hydroxystéroide déshydrogénase (11BHSD) de types 1 et 2. Ces enzymes catalysent les
réactions d’interconversion entre ces formes actives et inactives. La 11BHSD de type 1 est
présenté dans le réticulum endoplasmique et possede a la fois une activité déshydrogénase
(actif-inactif) et une action réductase prédominante, catalysant la conversion de la forme
inactive en forme active. La 11BHSD de type 2 posséde une activité déshydrogénase,
inactivant le cortisol en cortisone (Edwards et al., 1988).
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Figure 10 : Schéma de la stéroidogénese du cortex surrénalien adulte humain (Kempna et
Fluck, 2008).

V.2. La Sécrétion

La sécrétion normale du cortisol est d’environ 15 a 30 mg par jour (Tavernier, 2000).
Elle est pulsatile et présente un rythme circadien, qui suit celui de I’ACTH (Bertherat, 2002).
Cette sécrétion est caractérisées par des valeurs importantes en fin de matinée et en début
d’aprés-midi et des valeurs plus basses la nuit, quelles que soient la saison et la race (Mesbah,
1978). Le cortisol évolue selon un rythme circadien imposé par une horloge biologique
localisée dans les noyaux suprachiasmatiques de 1’hypothalamus. Ceci a pour conséquence
une fluctuation réguliere des niveaux de cortisol au cours de 24h (Weibel, 2003). Ces
fluctuations, a I’origine du rythme circadien, peuvent étre entrainées par la lumiere et la
photopériode (Woodley et al., 2003) elles sont également retrouvées chez le mouton (Topel
et al., 1973) et les agneaux agés de plus de 15 jours dans les deux condition :nycthémere et

lumiére constante (Parraguez et al .,1987).

V.3. Rétrocontrdle des glucocorticoides
La production des glucocorticoides est finement régulée par une boucle de rétrocontrole
négatif dans laquelle le cortisol lui-méme inhibe la production de CRH et d’ACTH et donc sa

propre production (Besnier et al.,2014).
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V.4, Catabolisme

La corticostérone a une demi-vie de 80 a 120 minutes, en raison de son inactivation rapide
par le foie qui la rend hydrosoluble. Les métabolites ainsi produits seront excrétés. Au niveau
rénal, 90 % de la corticostérone est éliminée sous forme hydrosoluble et les 10 % restants de

la corticostérone sont éliminés sous sa forme intacte dans les urines. (De Kloét et al., 1998)

V.5. Effets physiologiques
V.5. 1. Les effets biologiques des glucocorticoides (CG)

Les effets des GC sont trés nombreux dans I’organisme, ils participent au métabolisme, a
I’équilibre hydroélectrolytique, a la régulation de la pression artérielle et a la réponse au stress

(Murray et al ., 2002).

Effets sur le métabolisme :
v Les GC favorisent la néoglucogenése hépatique et ainsi augmentent la glycémie.
v" Les GC favorisent I’accumulation du glycogéne hépatique.
v Les GC favorisent la lipolyse et la redistribution des graisses.
v" Les GC influencent le métabolisme des protéines avec un effet anabolique dans les
conditions physiologiques, et un effet catabolique dans certaines conditions dont le
stress. (Feldman et al ., 2004).

Effets sur I’équilibre hydroélectrolytique :
v Les GC favorisent I’excrétion du potassium (K+) et du calcium (Ca2+)
v Les GC favorisent la réabsorption du sodium (Na+) et du chlore (Cl-) ainsi que la

rétention hydrique. (Feldman et al ., 2004)

V.5. 2. Autres effets

v" Les GC sont nécessaires au maintien de la pression artérielle et du débit cardiaque. s
réduisent la permeabilité vasculaire, augmentent la résistance vasculaire périphérique,
la réactivité vasculaire aux substances vasoactives et stimulent la synthese de

catécholamines.
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v' Les glucocorticoides ont un effet inhibiteur sur la fonction sexuelle et en particulier,
sur les neurones a GnRH, les cellules gonadotropes hypophysaires et les gonades.

Enfin, les glucocorticoides sont des euphorisants et stimulent I’appétit. (Feldman et al
., 2004).

V1. les rythmes de I’activité glucocorticoide de la surrénale

V1.1 Rythme nycthéméral

Les variations hormonales de I’axe HHC au cours d’une période de 24h dont 1’entraineur
naturel est généralement [’alternance jour /nuit, a été clairement mise en évidence chez
plusieurs espéces : I’'Homme (Krieger 1975) la souris (Nelson et al., 1975), le lapin (Roussel
et al., 1973), le cheval (Kirk Parick et al., 1976) et certaines espéces domestiques tel que le
mouton (Basset, 1974 ; Holley et al., 1975 ; Mesbah, 1978).

V1.2 Rythme saisonnier

Plusieurs études ont rapporté 1’existence des variations saisonniéres de [’activité
coticosurrénaliennes, notamment chez le rat (Trets Jakova, 1965) le cobaye (Planel et al.,
1963), le lapin (Scoggings et al .,1970) et chez ’'Homme (Agrimonti et al., 1981). Chez les
especes désertiques, les variations saisonnieres de 1’axe HHC sont treés peu étudiées, chez le
rat de sable (psammomus obesus), I’activité glucorticoide maximale s’observe en automne et

diminue aux autres saisons de I’année (Amirat, 1989).

Chez le dromadaire, vivant dans le Sahara Algérien (Khaldoun et al., 2002) un cycle
saisonnier tres nette de I’activité coticosurrénaliennes a été décrit chez ces especes, caractérisé

par des valeurs élevées en été-automne et basse en hiver —printemps.
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La race D’Man représente 0.19% du cheptel national soit environ 34.200 tétes. L’aire

géographique de répartition de cette race s’étend du sud-ouest Algérien (Becher, Tindouf,

Adrar) jusqu'a Ouargla.

Figure 11 : repartition territoriale des beliers (L’ Atlas)




Matériel et méthodes

Ce travail est réalisé au niveau du Laboratoire de Recherche sur les Zones Arides (LRZA) a

I’Université des Sciences et de la Technologie Houari Boumediene (USTHB).

Il consiste a 1’étude de la fonction glucocorticoide de la surrénale chez le bélier D’man adulte
vivant en milieu aride en fonction de deux synchroniseurs importants : le cycle jour/nuit et la
photopériode saisonniére au cours des équinoxes et des solstices [automne (21 septembre) ;
hiver (21 decembre) ; printemps (21 mars) ; été (21 juin)].

Pour cela nous avons utilisés les techniques suivantes :

1. Mesures pondérales (poids corporel / poids surrénalien)
2. Dosage de I’ACTH plasmatique par immunoradiométrique (IRMA)
3. Dosage du cortisol par radio-immunologie (RIA) afin d’évaluer la fonction

glucocorticoide de la surrénale.

I.1.Matériel biologique

Dans cette étude, le choix du matériel biologique a porté sur 1’ovin, plus précisément sur la
race D’man, dont la principale caractéristique est I’excellente résistance et adaptation aux

conditions difficiles du milieu de steppe.

1.1.1. Les ovins

Les ovins sont des animaux grégaires par excellence, ce caractére permet de constituer des
troupeaux de plusieurs centaines de tétes. Le mouton domestique semble dériver du mouton
sauvage asiatique ; le Mouflon. Ils sont présents dans la zone saharienne depuis 1’holocéne

(Leberre, 1990). Il existe trois races principales et quatre races secondaires d’ovin en Algérie

(Chellig, 1992) :
*L_es races principales :

e Arabe blanche (OuledDjellal)
e Hamra (Béni-Ighil)

e Rumbi.
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*|_es races secondaires :

e Berberes
e Barbarine
e D’man

e Targuia-Sidaou

1.1.2. Systématique des ovins

Ce travail a porté sur la race D’Man appartenant aux ovins, dont la classification
systématique est la suivante :

» Classification systématique
Régne : Animalia
Embranchement : Vertébrés
Classe : Mammiféres
Sous-classe : Mammiferes ongulés
Ordre : Artiodactyles
Sous-ordre : Ruminants
Famille : Bovidés
Sous-famille : Ovidés
Genre :Ovis

Espece :Ovis aries (Marmet, 1971 ; Mazoyer, 2002)

Nom usuels : Fr : Mouton ; An : Domestic sheep ; Ar : JisS (Leberre, 1990)
|.1.3 Description de la race D’Man

Cette race des oasis sahariennes originaire du Maroc représente 0.19% du cheptel national
soit environ 34.200 tétes. L’aire géographique de répartition de cette race s’étend du sud-ouest
Algérien (Becher, Tindouf, Adrar) jusqu'a Ouargla. Bien que de conformation médiocre et de
petit format, cette race pourrait présenter énormément d’intérét zootechnique et économique a

I’avenir grace a ses performances de reproduction exceptionnelles.

-1*" agnelage a 10_12 mois
-prolificité de 150 a 250%
-absence d’anoeustrus saisonnier ou de lactation

-deux agnelages annuels, tres freguemment gémellaires (Feliachi, 2003).

=
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Figure 12 : photographie représentant le bélier D’man, couleur noire gardée en stabulation
dans la station de recherche d’EL-Méniaa.

1.1.4 Avenir de la race D’man

La race D’man est une race rustique, supporte trés bien les conditions sahariennes, elle
présente une prolificité élevée par rapport aux autres races de mouton, la brebis peut avoir
jusqu’a 5 agneaux en une seule portée (Chellig, 1992).

La race est destinée a augmenter, par croisement, la prolificité des races a viande (Ouled
Djellal), elle est comparable sur le plan de prolificité aux races Chio et Romanov (Chellig,
1992).

I1. Biotope

11.1 Situation géographique

Les béliers proviennent de la région d’El Méniaa (située 30° 34 Latitude Nord, 02° 52
Longitude Est, Altitude 397m, Surface est 49 000 Km2, wilaya de GHARDAIA). A ’ouest de
cette grande palmeraie, le Grand Erg Occidental contourné par une multitude d’oasis qui forme

une boucle. A 1’est, le Grand Erg Oriental (Petter, 1961).
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Les béliers de race D’man caractérisés par un poids moyen de 48 Kg, sont maintenus en
stabulation, isolés des femelles et soumis aux conditions climatiques naturelles. lls se

nourrissent de fourrage et regoivent en période d’hiver du complément a base d’orge et foin.

11.2 VVégetation

Le couvert végetal est pauvre, la structure et la nature du sol ne sont pas favorables a
I’existence d’une flore naturelle riche, la verdure est plutdt crée par ’Homme, cependant la

région n’est pas dépourvue de végétation naturelle ; elle est concentrée dans les lits d’oueds

(Barkat et al., 2008)

11.3 Condition climatique

Le climat est de type aride avec des vents dominants de Nord et Nord-Est, ceux venant de
I’Est et du Sud-Est, sont les plus dangereux car ils transportent des sables. Les périodes ventées
sont novembre, décembre et mars. Les amplitudes entre les températures diurne et nocturne

sont importantes, elles varient de 1 & 25°C en hiver et de 18 a 48°C en été (Chellig, 1992).
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Figure 13 : Moyenne mensuelle des températures (°c) et des précipitations (mm) minimales
et maximales quotidiennes

I11. Méthodes
I11.1. Expérimentation animale

Notre étude a été réalisée sur un lot de 24 béliers adultes de la race D’man, élevés dans la

bergerie a la station expérimentale d’El Meniaa.
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111.2 Prélévement des organes

Les prélevements sanguins sont realisés (un jour avant le sacrifice des béliers), chaque 15
a 30 minute pendant 25 heures. A chaque prélevement, on recueille par ponction au niveau de
la veine jugulaire environ 5 ml de sang dans sur un vacutainer hépariné ; apres centrifugation a
3000 tours/mn, les plasmas sont recueillis dans des tubes en plastique, aliquotés en fraction de

2ml environs et immédiatement congelés a -20 °C, puis ramenés a Alger dans de ’azote liquide.

Le sacrifice des béliers préalablement pesés a été effectué au cours de :
+ L’¢équinoxe d’automne
# Le solstice d’hiver
+ L’équinoxe du printemps
+ Le solstice d’été
A raison de 6 sacrifices par saison : 3 en phase claire (12h) et 3 en phase sombre (00h).
Les glandes surrénales ont été prélevées immédiatement apres sacrifice, débarrassees de leurs

tissus adipeux sur un lit de glace puis pesées séparément.

111.3 Le dosage de I’hormone corticotrope ou adrénocorticotrophine (ACTH)
1. Principe de dosage

Le dosage immunradiométrique de 1’hormone corticotrope (ACTH) est un dosage de type
«sandwich » de I’ACTH préalablement modifiée chimiquement par une réaction de
succinylation (SACTH).

L’ACTH est une molécule tres bien conservée a travers les especes et trés peu stable.

Pour ces deux raisons il est particulierement difficile d’immuniser des animaux contre
I’hormone humaine pour obtenir des anticorps de bonne affinité susceptibles de convenir a un
dosage immunoradiométrique. La modification chimique de I’ACTH humaine par
succinylation permet de la différencier nettement de I’ACTH endogene des animaux immunisés
et la rend plus stable. Des anticorps monoclonaux de haute affinité ont donc été obtenus contre
de I’ACTH humaine succinylée. La spécificité des anticorps utilisés dans ce dosage nécessite
que cette modification chimique soit reproduite sur les échantillons. Ceci est réalisé de maniére
trés simple et tres reproductible par le réactif de succinylation fourni dans la trousse. De plus,
la modification chimique des échantillons stabilise I’ACTH et facilite ainsi leur manipulation.

La trousse utilise trois anticorps monoclonaux de souris diriges contre trois epitopes différents

de la molécule de sSACTH, et réagissant sans compétition. Les échantillons modifiés ou les

|
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calibrateurs sont d’abord incubés dans des tubes recouverts de deux anticorps monoclonaux.
Aprés une premiére incubation le contenu des tubes est soigneusement aspiré. Une solution
contenant un troisiéme anticorps monoclonal marqué a I’iode 125 est alors distribuée dans
chaque tube. A la suite d’une nouvelle incubation, le contenu des tubes est aspiré, et apres deux
lavages la radioactivité liée est mesurée. Les valeurs inconnues sont déterminées par
interpolation a 1’aide de la courbe standard. La quantité de radioactivité fixée est directement

proportionnelle a la concentration en ACTH de 1’échantillon.

2. Réactifs fournis

a. Tubes revétus d’anticorps monoclonaux anti-sACTH.

b. Traceur anticorps monocloal anti-sACTH marqué a I’iode 125.
c. Calibrateurs SACTH

d. Sérum de contréle

e. Solution alcaline

f.  Réactif d’succinylation

g. DMSO (Diméthylsulfoxyde)

h. Solution de lavage

3. Mode opératoire
3.1 Préparation des reactifs

Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire.

3.1.1 Préparation du sérum de contréle
Reprendre le contenu d’un des deux flacons avec le volume d’eau distillée indiqué sur
I’étiquette. Attendre 10-20 min (max) apres reconstitution et agiter doucement en évitant la
formation de mousse avant de répartir dans les tubes.

3.1.2 Préparation du réactif de succinylation

Reprendre le contenu du flacon par le volume de DMSO.

3.1.3 Préparation de la solution de lavage

Verser le contenu du flacon dans 950 ml d’eau distillée. Homogénéiser.

ﬁ
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3.2 Mode opératoire du dosage

Tableau 2 : Succinylation du sérum de contréle et des échantillons

Attention : ne pas succinyler les calibrateurs

Dans un tube en polypropyléne déposer dans 1’ordre :

Agiter a I’aide d’un vortex immédiatement.
Incuber 5 minutes a 18-25°C.

-500ul d’échantillon ou de sérum de controle
-250pl de solution alcaline
-50ul de réactif d’succinylation

Tableau 3 : Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant utilisation.

-300ul de calibrateur, ou
d’échantillon succinylé ou de
sérum de contrdle succinylé

Incuber 1 heure a 18-25°C
avec agitation (350rpm)

Aspirer soigneusement le
contenu de chaque tube

-100pl de traceur

Incuber 2 heures a 18-25°C
avec agitation (350rpm)

Aspirer soigneusement le
contenu de chaque tube (sauf
2 tubes « cpm totaux »)

Etape immunologique 1 Etape immunologique 2* Comptage
Dans les tubes recouverts | Dans chaque tube distribuer : Laver 2 fois
d’anticorps, déposer : avec 2 ml

de solution de lavage

Compter les cpm liés (B) et
cpm totaux(T)
Pendant 1 min.

*Ajouter 100ul de traceur dans deux tubes supplémentaires pour obtenir les cpm totaux.

4. expression des résultats

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe sert a déterminer

les taux d’ACTH de tous les échantillons mesurés en méme temps que les calibrateurs.

4.1. Courbe standard

Les résultats présentés ont été calculés en employant un mode de tracé logarithmique pour la

gamme standard avec en ordonnée le rapport B/T (%) ou B/Bmax(%) et en abscisse les

concentrations en ACTH des calibrateurs (pg/ml).
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Activité totale : 257 224 cpm
Calibrateurs ACTH(pg/ ml) | Cpm (n=3) B/T (%) B/Bmax(%0)
0 0 182 0,07 0,32
1 8,2 829 0,32 1,13
2 26,0 1847 0,72 2,91
3 87,0 5505 2,14 9,29
4 451 23888 9,30 41,4
5 1322 57455 22,34 100

4.2 Echantillons
Pour chaque échantillon biologique (plasma), repérer le B/T (%) ou le B/Bmax(%) sur I’axe
vertical, puis le point correspondant de la courbe et en déduire la concentration en ACTH
contenue dans [’échantillon biologique, par lecture directe sur I’axe horizontal. La
concentration est donnée en pg/ml.
5. Controle de la qualité
Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de contrdle soient
utilisés dans chaque série de dosage pour s’assurer de la qualité des résultats obtenus. Ces
échantillons devront étre traités de la méme fagon que les prélévements a doser.
6. Caractéristiques du dosage
6.1 Sensibilité
Sensibilité analytique: 0,30pg/ml
Sensibilité fonctionnelle : 4,82 pg/ml
6.2 Spécificité
Les anticorps utilisés dans ce dosage sont hautement spécifiques de I’ACTH.
6.3 Précision
6.3.1 Intra-essai
Des échantillons ont été dosés 25 fois dans une méme série. Les coefficients de variation
obtenus étaient inférieurs ou égales a 10,0%.
6.3.2 Inter-essais
Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes. Les coefficients de
variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 10,8%.
7.4 Exactitude
7.4.1 Epreuve de dilutions
Des échantillons de concentration élevée ont été succinylés puis dilués dans le calibrateur zéro

de la trousse. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 82,3% et 119%.

%
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7.4.2 Epreuve de surcharge
Des quantités connues d’ACTH ont été ajoutées a des serums humains. Les échantillons ont
ensuite été succinylés puis dosés. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre
97,2% et 116%.

7.5 Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
0,31 a environ 1500 pg/ml.

111.4 Le dosage du cortisol plasmatique par la technique radio immunologique (RIA)

Le cortisol plasmatique (PM=362) a la propriété d’émettre un rayonnement fluorescent a
525nm (ou 532nm selon S.Bernard) en réponse a une lumiére excitatrice de 436nm (470nm
selon S.Bernard).

Cette propriété permet de le repérer et de le doser facilement dans le plasma.

Principe

La RIA repose sur le principe d'une liaison compétitive, mettons en présence une certaine
quantité d'anticorps spécifique d'un antigene donnée et cette méme antigéne préalablement
marqué par radio isotope. Un complexe anticorps antigene se forme selon I'éguation suivante :
Ac +Ag* [AcAg*]
Les échantillons a doser sont incubés dans des tubes recouverts d’anticorps monoclonal avec
un traceur cortisol marqué a I’tode 125. Apres incubation, le contenu du tube est vidé par
aspiration, puis la radioactivité liée est mesurée. Une courbe d’étalonnage est établie. Les

valeurs inconnues sont déterminées par interpolation a 1’aide de cette courbe.

Mode opératoire
1. Réactifs (Annexe 1)

2. Protocole

Tous les réactifs doivent étre équilibrés a la température du laboratoire avant leur utilisation.
La distribution des réactifs dans les tubes revétus s'effectue également a température ambiante.
Le dosage nécessite les groupes de tubes suivants :

» Groupe T : pour la détermination de l'activité totale,

» Groupes Calibrateurs : pour I'établissement de la courbe d'étalonnage,

» Groupe Témoin pour le contréle,
>

Groupes Sx : pour les échantillons a doser.
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3. Mesure du cortisol dans le sérum :

a. Distribuer 50 pl de calibrateur, de contrdle ou d'échantillons dans les tubes revétus

correspondants.

b. Ajouter500 ul de 125I-cortisol dans tous les tubes, y compris les tubes T.

c. Mélanger le contenu de chaque tube avec un appareil de type vortex.

d. Recouvrir les tubes avec la parafilme.

e. Incuber lheures a 18 -25°C avec agitation (=400 rpm).

f. Eliminer le surnageant par aspiration. Sauf les deux tubes (T).

g. Ajouterl ml d'eau distillée (sauf les tubes T) et agiter les tubes manuellement.
h. Eliminer la solution par aspiration (sauf les tubes T).

i. Mesurer la radioactivité liee aux tubes revétus a l'aide d'un compteur gamma calibré pour
I'lode 125.

4. Expression des résultats :

Pour chaque groupe de tubes faire la moyenne des comptages.

Moyenne des cpm (échantillon)
-Calculer les B/Bo%= %100
Moyenne des cpm (CALO)

- Construire la courbe d'étalonnage en exprimant les B/Bo des calibrateurs en fonction de leur
concentration.

- Lire les valeurs des échantillons a partir de la courbe d’étalonnage.

- La conversion de nmol/l en ng/ml peut étre calculée en utilisant la formule suivante : Cortisol
(ng/ml) = Cortisol (nmol/l) x 0,3625.
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Tableau 1 : Mode opératoire du dosage du cortisol plasmatique par RIA

Calibrateur Plasma Tubes
et controle (Sx) (totaux) (T)
1. Dans des tubes recouverts
d’anticorps, distribué :
> Les calibrateurs, contrdle 50ul - -
> Le plasma - 50ul -
» Traceur 500ul 500ul 500ul
Agiter a I’aide d’un vortex
2. Incubation : 1 heure & 18-25°C avec agitation (> 400 rpm)
3. Comptage : calculer les B/B0o%

Les avantages des dosages radio-immunologiques sont nombreux
-1’étroite spécificité, qui ne requiert pas une purification préalable de la substance dosée ;
-la sensibilité de 1’ordre du ng (10°g) pour le dosage Du cortisol ;
-la précision et la reproductibilite.
En revanche, de sérieux inconvénients ont freinés 1’ascension de cette technique :
-son prix ;
-I’utilisation de matériel radioactif qui ne peut étre fait que par un laboratoire agrée ;
-la modification de I’antigéne apres la conjugaison ;

-I’instabilité des antigenes radioactifs compte tenu de la période de demi-vie plus ou moins

longue du marqueur radioactif (12,3 ans pour le tritium (3H), 60 jours pour I’iode 125 (1°1)).

5. Caractéristiques du dosage :
Sensibilité analytique : 5nM
A. Spécificité
L’anticorps utilisé dans ce dosage est hautement spécifique du cortisol. Des réactivités

croisees extrémement basses ont été obtenues vis de nombreux steroides naturels (Aldostérone,

corticostérone, cortisone ,11-desoxycortisol, progestérone,etc...)
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B. Précision
> Inter-essais
Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes. Les coefficients de
variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 9.2% pour les sérums.
C .Exactitude

» Epreuve de dilutions

Des échantillons de concentration élevée ont été dilués dans le calibrateur zéro de la trousse.
Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 86% et 115% pour les sérums.
» Epreuve de surcharge

Des quantités connus de cortisol ont été ajoutées a des sérums humains. Les pourcentages
de recouvrement s’échelonnent entre 95% et 113% pour les sérums.
D. Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) : 5 a environ
2000nM.
IV. Analyse statistique
Les résultats obtenus au cours de cette étude sont exprimés par la moyenne plus ou moins le
ESM. La comparaison statistique des résultats est effectuée par une analyse de variance selon
une ANOVA suivie par un test de comparaison par paire de Tukey au risque de 5% par
XLSTAT 2015.

% Moyenne arithmétique (x) des valeurs individuelles :

X =

n .
i=1 X1
n

Avec:
i1 Xi: Sommes des valeurs individuelles
7 : Nombre de valeurs

& erreur standard a la moyenne (ESM) :

ESM=—
Vn

Avec .
. 2
6:1'écart type = \/Z%

X1 : valeurs individuelles
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& La formule du calcul du pourcentage de variation
M2-M1*100

M1
% Validité statistique :

La signification statistique des différences est evaluée par le test de comparaison par paire de
Tukey.

La différence entre deux points comparés est statistiquement significative si la probabilité p,

lue en fonction du nombre de degreés de liberté (d.d.I= n 1-n 2) est égale ou inférieur a 5%.

Sip> 0,05 : la différence n’est pas significative.
v' Sip<0,05: elle est significative. (*)
v' Sip<0,01:elle est trés significative. (**)

v' Sip<0,001: elle est hautement significative. (***)
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Résultats

Les résultats de la synchronisation du rythme corticosurrénalien (cortisol) par la lumiére
journaliere et saisonniere, chez des béliers adultes de race D’man, sont présentés comme sulit :
1. Les parametres pondéraux (poids corporel et poids surrénalien) au cours des équinoxes
et des solstices
2. Les variations nycthémérales du cortisol et de I’ACTH plasmatiques
3. Les variations saisonnieres du cortisol en réponse a ’ACTH
Les tableaux des valeurs individuelles et des tests statistiques sont placés en annexes. Les
graphes et les histogrammes sont inclus dans le texte

I. Les parametres pondéraux
I .1 Le poids corporel

La mesure du poids corporel est réalisée une fois par semaine au cours de 1’année de
I’expérimentation.

Les variations du poids corporel sont estimées par le calcul des pourcentages de variation
comparés entre deux mesures saisonniéres consécutives (automne vs été; automne vs
printemps ; automne vs hiver ; hiver vs été ; hiver vs printemps ; printemps vs été) (Annexe 3 ;
tableau 13, 14)

1.1.1 Evolution du poids corporel du bélier D’man gardé dans la bergerie de la station

expérimentale d’EL-Meniaa

40 - -
35 -
30
25
20

15

Le poids cororel (kg)

10

automne hiver printemps été

Figure 14 : Effet de la saison sur le poids corporel chez le bélier D’man adulte élevé dans
la région d’EL-Meniaé.
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Le poids corporel moyen du bélier D’man adulte se trouve sous 1’influence saisonniére. En
effet, le poids le plus faible est enregistré a la saison d’automne (36,6kg+0,09) et se stabilise (-
2,7%, p=0,601) a la saison d’hiver (35,6kg+0,02), une reprise (+ 9,6% (p=0,031) ; +12,5%
(p=0,011)), est enregistrée en saisons printaniere (40,07kg+0,00) et (+9,7% (p=0,007);
+12,7% (p=0,003)) en saison estivale (40,2kg+0,06) par rapport a I’automne et a I’hiver
respectivement. Ensuite le poids corporel se stabilise entre le printemps et 1’été (0,25%,
p=0,880). Ainsi ces deux derniéres saisons, semblent favorables a la prise du poids corporel
(Annexe 2 : tableau 5 ; Annexe 3 : tableau 13, 14).

1.2 Effet de la saison sur le poids surrénalien

1.2.1 Dimorphisme pondéral de la surrénale

1,6 SD 5 SD
14 HSG 4 HSG
1,2 I 4
. ! 3 . I I
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3
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1
0,2
1
0
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Figure 15 : Variations saisonniéres du dimorphisme surrénalien chez le bélier D’man adulte
élevé dans la région d’El -Meniaa. SD : surrénale droite ; SG : surrénale gauche

Les résultats de ce paramétre rapportés au cours de 1’année, indiquent que le poids de la
surrénale gauche est plus élevé que celui de la droite, que ce soit en valeur absolue ou en valeur
relative au poids corporel. Cependant, I’importance de ce dimorphisme surrénalien est variable.
Il est plus prononcé en automne (0,88g+0,02 vs 1,17g+0,04 ; +33%, p < 0,0001en valeur
absolue et 2,35¢9+0,15 vs 3,109+0,20; +31,9%, p=0,002 en valeur relative) suivie du
printemps (1,03g+0,08 vs 1,25g+0,07 ; +21,4%, p=0,002 en valeur absolue), et en derniere
position I’été (1,159+0,04 vs 1,339+0,04 ; +15,7%, p < 0,0001 en valeur absolue ; 2,89g+0,12
vs 3,350+0,14 ; +15,9%, p=0,028 en valeur relative) et I’hiver (1,07+0,05 vs 1,23+0,04 ;
+15,0%, p< 0,0001en valeur absolue ; 2,86+0,09 vs 3,31+0,09 ; +15,7%, p=0,003 en valeur

relative).
34
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On note comme méme, que les deux surrénales ne varient pas significativement en valeur
relative au poids corporel, durant la saison du printemps (+20,7%, p=0,273) (Annexe 2 :
tableau 6 ; Annexe 3 ; tableau 15, 16, 17, 18, 19).

1.2.2 Poids des deux surrénales
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Figure 16 : Variation saisonniere du poids des deux surrénales, chez le bélier D’man adulte éleve
dans la région d’EL-Meniaa.
Le poids des deux surrénales ne subit aucune variation significative (p>0,05), au cours des

différentes saisons, que ce soit en valeur absolue ou en valeur relative au poids corporel.

a la saison estivale, est noté le poids surrénalien le plus élevé en valeur absolue (2,59+0,08)
(été vs automne , +21% , p=0,189 ; été vs printemps , +8,8% , p=0,770 ; été vs hiver, +7,8% ,
0,812) et la saison printaniere en valeur relative (6,5 g/100kg p.c + 0,56) (printemps vs
automne , +19,7% , p=0,394 ; printemps vs hiver , +5,3% , p=0,956 ; printemps vs été, -
4% , p=0,977).

Alors que, le poids surrénalien le plus faible est retrouvé a la saison d’automne, que ce soit
en valeur absolue (2,059+0,06) ou en valeur relative au poids corporel (5,459/100kg p.c+0,35),
méme si les différences ne sont pas statistiguement significatives (p>0,05) (Annexe 2 :
tableau 6; Annexe 3 : tableau 20, 21, 22).
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Il. Les variations nycthémérales moyennes de ’ACTH et du cortisol plasmatiques au
cours des équinoxes et des solstices

1.1 ACTH

P
équinixe d'automne solstice d'hiver

300 300

N
a
o

N

a

o

£ €
2 200 2 200
< 150 2150
£ g
s 8
;- 100 S 100
5 5
< 5 < 50
0 0 | — g —
7H 13H 19H 1H 7H 13H 19H 1H
équinoxe du printemps solstice d'été
300 300
g 250 = 250
B z
® — ob
EE 200 £ 200
© o g
= z
T 150 S 150
3] £
< ©
100 = 100
T
G
50 I 50
0 0
7H 13H 19H 1H 7h 13h 19h 1h

Figure 17 : Variations nycthémérales de I’ ACTH plasmatique au cours des équinoxes et des solstices chez le
bélier D’man adulte élevé dans la région d’El Méniaa

A I’équinoxe d’automne, les concentrations moyennes en ACTH plasmatique oscillent
entre 10 et 222 pg/ml. Des taux élevés sont observées en phase claire, qui diminuent de plus de
moitié en phase sombre.

Au solstice d’hiver, des concentrations tres basses sont notées, ne montrant aucune
variation.
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Résultats

A I’équinoxe du printemps, les teneurs de I’ACTH plasmatique augmentent par rapport a
celles de I’hiver et montrent des variations importantes ; trés augmentées en déebut de matinée
(7h), déclinent I’apres-midi, augmentent a nouveau aux alentours du crépuscule et deviennent
tres basses en phase sombre.

Au solstice d’été, sont rencontrées les valeurs maximales de I’ACTH plasmatique. En début
de matinée est enregistrée la concentration la plus élevée, et commencent a diminuer
graduellement jusqu’a atteindre la valeur la plus basse dans la nuit (a 1h) (Annexe 2 : tableau
7 ; annexe 3 : tableau 23, 24, 25, 26)

11.2 cortisol

11.2.1. L’équinoxe d’automne

cortisol plasmatique (ng/ml)
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Figure 18 : Variations nycthémérales du cortisol plasmatique durant I’équinoxe d’automne
chez le bélier de race D’man élevé dans la région d’El Meniaa.

Durant ce nycthémere, les teneurs du cortisol plasmatique passe de 1,77 a 22, 59 ng/ml.
Bien que cet intervalle est important; la courbe moyenne ne montre pas de variations
significatives hormis le pic de 10h du matin qui est hautement significatif par rapport a toute la

cortisolémie de cet équinoxe (***) (P< 0,0001).
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En effet, I’ensemble des teneurs plasmatiques moyennes du cortisol, affichent la méme lettre

A ce qui signifie I’absence de différence significative entre ces teneurs, a I’exception du pic
de sécrétion qui présente la lettre B, indiquant I’existence d’une seule et unique différence
significative entre le pic de 10h et le reste du nycthémere (Annexe 2 : tableau 8 ; Annexe 3 :
tableau 27).

11.2.2. Solstice d’hiver
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Figure 19 : Variations de la concentration du cortisol plasmatique durant le solstice d’hiver
chez le bélier de race D’man élevé dans la région d’El Meniaa.

Le solstice d’hiver montre d’importantes variations nycthémérales du cortisol plasmatique,
qui varie entre 0,45 et 9,77ng\ml.

Ces concentrations montrent deux pics de sécrétion durant la phase obscure, le premier en
plein phase sombre (00h) (9,77ng/ml£2,11) et le deuxiéme avant I’aube (4h) (9,27ng/ml+1,9),
une troisieme élévation est observée a 1’aube (7,37ng/ml+1,47). La cortisolémie est basse
durant la phase claire ; les diminutions les plus basses sont retrouvees en plein phase claire
(12h30), au crepuscule (17h30) et juste avant le pic de minuit (23h30). Ces diminutions ne
présentent pas lettre commune avec les pics de sécrétions observés a 00h (D), a 4h (CD) et avec
celle observée a 5h30 (BCD). Cela indique qu’il y a une différence significative entre les
concentrations maximales et les concentrations minimales du cortisol plasmatique (***) (P<
0,0001) (Annexe 2 : tableau 8 ; Annexe 3 : tableau 28).
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11.2.3 L’équinoxe du printemps
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Figure 20 : Variations nycthémérales du cortisol plasmatique durant 1’équinoxe du printemps
chez le bélier de race D’man ¢élevé dans la région d’El Meniaa.

La courbe moyenne de la cortisolémie (figure), montre des variations importantes qui

passent de 1.86 a 16,59 ng\ml, mais qui sont statistiquement non significatives (p>0,05).

Des concentrations considérables sont retrouvées durant la phase claire, marqués par le pic
de sécrétion a 14h. Durant la phase sombre les concentrations sont relativement plus diminuées,

dont la plus basse teneur est retrouvée a 23h (Annexe 2 : tableau 9 ; Annexe 3 : tableau 29).
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11.2.4 Le solstice d’été
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Figure 21 : Variations nycthémérales du cortisol plasmatique au solstice d’été chez le bélier
de race D’man élevé dans la région d’El Meniaa.

Au solstice d’été, les teneurs plasmatiques en cortisol varient entre 1,84 et 9,91 ng\ml,
cependant ces variations sont non significatives (p>0,05). On note comme méme que les
concentrations maximales sont retrouvées durant la phase claire, dont le pic qui coincide avec
I’aube on retrouve aussi des concentrations minimales a 13h45 (1,84ng/mli+0,44) mais sont
majoritaires en phase sombre (00h30, 2,29 ng/m) (Annexe 1 et 2 ; tableau 10 et 30).

I11. Concentration plasmatique du cortisol durant le cycle lumiére/obscurité

& Dans cette partie, nous présenterons les variations de la concentration du cortisol plasmatique
durant la phase claire et la phase sombre au cours des saisons étudiées.
I11.1 En phases claire et sombre
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I I I H phase sombre

automne hiver printemps été
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Figure 22 : Variations de la concentration du cortisol plasmatique durant le cycle lumiere/obscurité au
cours des équinoxes et solstices chez le bélier de race D’man élevé dans la région d’El Meniaa.
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chez le bélier D’man adulte, I’amplitude maximale du cortisol est située en phase claire des
équinoxes automne-printemps et du solstice d’été correspondant aux jours longs. Cependant au
solstice d’hiver, 1’amplitude du cortisol est légérement plus augmentée en phase sombre
correspondant au jour le plus court de I’année (Annexe 2 ; tableau 11).

IV. Variation saisonniére de la cortisolémie en réponse a ACTH
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Figure 23 : Variations saisonniéres moyennes du cortisol et de I’ACTH plasmatiques chez le bélier
D’man élevé dans la région d’El -Méniaa.

Chez le bélier D’man adulte, les teneurs plasmatiques de I’ACTH et du cortisol sont
relativement similaires ; caractérisées par des concentrations moyennes maximales au solstice
d’été (ACTH : 117,13pg/ml£32,61 ; CORT : 5,34ng/ml £0,25) et a I’équinoxe du printemps
(ACTH : 94,13pg/miI+21,89 ; CORT : 5,82ng/ml +0,37), elles diminuent a I’équinoxe de
I’automne (ACTH : 78,30pg/ml£13,87, -33,15% ; CORT : 4,69ng/ml 0,34, -12,17%), et
deviennent minimales au solstice d’hiver (ACTH : 12,13pg/mi+0,68, -84,51%; CORT :
3,54ng/ml £0,25, -24,52%).

Cependant, les variations de I’ACTH plasmatique au cours des saisons sont non

significatives (p>0,05) (affichant la méme lettre A partout).
D’autres part, les concentrations moyennes en cortisol sont minimales au solstice d’hiver (A)
et maximales au solstice d’été (B) (+64,40% ; P=0,003) et a 1’équinoxe du printemps
(+50,84% ; P=0,027), indiquant une différence significative (Annexe 2 : tableau 12 ; Annexe
3 ; tableau 31 et 32).

Le profil saisonnier de PACTH et du cortisol plasmatiques, révéle la présence d’un
rythme saisonnier de 1’axe hypophyso-corticosurrénalien définit par une activité

maximale en été-printemps et minimale en hiver.
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Discussion

Dans le but d’étudier les effets du nycthémeére et de la saison sur I’activité corticosurrénalienne,
des prélévements nycthéméraux et saisonniers ont été réalisées chez le bélier de race D’man adulte

élevé dans la région d’El Meniaa.

Nos résultats seront brievement rappelés puis discutés comparativement aux données de la

littérature.

|. L’évolution pondérale de la surrénale

1.1 Le poids corporel :

Au cours de I’expérimentation, le poids corporel moyen des béliers de race D’Man vari
significativement. Cette variation pondérale reflete la disponibilité des ressources
alimentaires, elles-mémes étroitement dépendante des facteurs climatiques et aussi humains.

En effet, c’était pendant la saison d’été, d’automne et du printemps que les animaux ont pris
le plus de poids. Dans nos conditions d’expérimentation, les disponibilités alimentaires étant
insuffisantes durant I’hiver, cette situation peut expliquer la diminution du poids observé a
cette période. Plusieurs auteurs (Paquay, 2005 ; Dedieu et al., 1989) ont déja rapporté 1’effet

des variations climatiques avec ses conséquences sur l’alimentation et 1’état corporel des

brebis.

I. 7Poids des surrénales :

I. 7.1 Dimorphisme pondéral de la surrénale :

Chez le bélier D’man adulte, le poids de la surrénale gauche est plus augmenté que celui
de la surrénale droite. Ceci a été également retrouvé chez quelques rongeurs déserticoles
comme le rat des sable (Amirat et al., 1975 et 1980 ; Benmouloud, 2003), ainsi que Tatera i.
indica (Jain, 1971), Rattus c. cutchicus (Rana et al., 1975) Meriones shawi (Bennani-
Kabchi, 1988) alors que le dimorphisme est en faveur de la surrénale droite chez Meriones
libycus (Mataoui, 1999) et Gerbillus gerbillus (Khammar et al., 1975) ainsi que chez un
rongeur nocturne des régions séches d’Amérique du sud, le viscacha Lagostomus maximus
maximus (Ribes et al., 1999).

I.1.2 Poids des deux surrénales :

Le bélier D’man adulte ne présente pas, de variations saisonniéres pondérales de leurs

surrénales. Nos résultats concordent avec ceux de Thimonier et Mauleon (1969) qui

rapportent que chez les ovins, le poids des surrénales ne subit aucune variation saisonniere.
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Alors que, de nombreux travaux réalisés chez les rongeurs sauvages non hibernants d'Europe
et d'Amérique (Delost, 1960 ; Amirat, 1977) et en particulier chez les Microtinos mettent en
évidence une variation saisonniére ponderale de la surrénale, caractérisée par un maximum en
été, un minimum en hiver et une reprise au printemps. Chez Meriones meridianus vivant dans
les déserts russes, Kalabukhov rapporte une variation pondérale de la surrénale avec
maximum noté a la fin du printemps et un minimum en hiver (Naumov et al., 1975). Le poids
surrénalien relatif de la Gerbille mongolienne (Merionesunguiculatas) est plus élevé en mai-
juin et minimal en automne (Benimetskij, 1975). Dans le désert indien, le poids des
surrénales de Raitascutchicus présente des valeurs basses de mars a juillet, une augmentation

en ao(t et un maximum en décembre (Rana et al., 1975).

I1. Les variations nycthémérales et saisonnieres de I’activité glucocorticoide de la surrénale
en réponse a ’ACTH

11.1 Niveaux de production en ACTH et en cortisol plasmatique:
11.1.1 ACTH :

Chez le bélier D’man adulte, les teneurs plasmatiques en ACTH varient entre 10 et
222pg/ml, comparées a celles des autres especes, elle se trouvent plus faibles ; notamment
chez le lapin: 130 pg/ml (Monnier et al., 1985). Alors qu’elles sont plus élevées chez
I’Homme: 10 a 46 pg/ml (Walker et al., 1997).

11.1.2. Cortisol:

Les teneurs du cortisol plasmatique varient entre 0,45 et 22,59 ng/ml. Nos résultats se
trouvent plus élevés que ceux retrouvés chez les autres races ; entre 0.2 et 10ng/ml (Mc Natty
et al., 1972) et entre 3.54 et 5.94 ng/ml (Holley et al., 1975). Alors que nos résultats se
trouvent trés faibles par rapport a ceux retrouvees chez le bélier issu de croisement Romanov-
Ouled Djallal (60.3 ng/ml) (Mesbah, 1978). Comparées a d’autres espéces, ils sont nettement
plus faibles : 73.6 ng/ml chez le chevreuil (Seal et al., 1983) 9.6 a 45 ng/ml chez le
dromadaire (Ait-1ftene, 1986) 25 et 42 ng/ml chez la gazelle (Howard et al., 1983) 73,6
ng/ml chez le chevreuil (Seal et al., 1983) 9,6 a 45 ng/ml chez le dromadaire (Ait- Iftene,
1986) 10 a 30 ng/ml chez le dromadaire élevé dans le Sahara Algérien (Khaldoun et al.,
1999) 25 et 42 ng/ml chez la gazelle (Howard et al., 1983) 18 et 80 ng/ml chez le cheval
(Toutain et al.,1988; Ivrin et Alexander, 1994 et Gayrard et al.,1996) et ’Homme
(Follenius et al., 1982 ; Kelestimur et al., 1995 ; Gayrard et al., 1996).
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Par ailleurs, le niveau de production hormonale chez le bélier D’Man est semblable a

celui des mammiféres sauvages tels que les cervidés vivants en zones tempérées :

le cerf rouge (1,9 a 22,5 ng/ml : Ingram et al., 1994; Matthews et al., 1994; Ingram et al.,
1997; Carragheret al., 1997; Waas et al., 1997 ; Ingramet al., 1999), le cerf d’Eld (5,4 a
14,5 ng/ml, Monfortet al., 1993), le cerf rusa (Cervus rusa timorensis)(3,80 ng/ml, van
Mourik et Stelmasiak, 1984) et le cerf a queue blanche (Odocoileusvirginianus) (10 a 30
ng/ml, Bubeniket al .,1975).

Il .1 Les variations nycthémérales :
Nos résultats rapportent D’existence de variations nettes de 1’axe hypophyso-

surrénalien au cours du nycthémere chez le bélier de race D’man détrminées par :

> des teneurs plasmatiques en ACTH globalement élevées le matin (7h) et basses le
soir.

» des teneurs plasmatiques en cortisol élevées le matin et basses le soir durant
I’automne, le printemps et 1’été, alors qu’en hiver, les concentrations du cortisol

plasmatique montrent ses pics de secrétion durant la phase sombre.

Nos résultats sont similaires a ceux de Amokrane (2005) qui rapporte des valeurs
relativement plus élevées en phase claire qu’en phase sombre chez le bélier D’man, suggérant
que la lumiére agirait comme stimulateur et que 1’obscurité inhiberait [’activité
glucocorticoide a différentes moment de 1’année.

L’étude de rythme nycthéméral de 1’activité glucocorticoide a été rapportée par plusieurs
auteurs dont, les résultats de Mesbah (1978), nous informent que 1’activité glucocorticoide
¢tait soumise a d’importantes variations nycthémérales, caractérisées par des valeurs
importantes en fin de matinée et en début d’aprés-midi et des valeurs plus basses la nuit,
quelles que soient la saison (début de 1’été ou fin de 1’automne) et la race (Ouled Djellal,
Tadmit ou croissement).

Chez le bovin, Wagner et al., (1972) rapportent des faibles teneurs entre 18 et 20 heures.

En 1972, Mc Adam et al., observent un pic sécrétoire au début de matinée entre 4 heures et
demie et 6 heures et demie ; ces valeurs tendent ensuite a diminuer au cours de 1’aprés-midi et
le soir. Des rythmes circadiens de la cortisolémie identiques a celui du mouton, avec des
valeurs élevées le matin et basses en fin d’apres-midi, ont été décrites chez le chien (Rijnberk
et al., 1968), le porc (Whipp et al., 1970 ; Topel et al., 1973) , le cheval (Zolovick et al.,
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1966 ; James et al., 1970 ; Hoffis et al., 1970 ; Bottoms et al., 1972) , et ’homme (Fatman
etal., 1971 ; Krieger et al., 1971 ; Weitzman et al., 1971 ; Gallagher et al., 1973 ; West et
al., 1973).

On peut se demander comment sont engendrées ces variations de l’activité
glucocorticoide de la surrénale en réponse a I’ACTH chez les mammiferes au cours

du nycthémere?

La régulation principale de 1’activité circadienne de 1’axe HHC se produit au niveau de
I’hypothalamus, en particulier dans les neurones parvocellulaires des noyaux
paraventriculaires (NPV) (Chrousos et Gold, 1992 ; Chrousos, 1995). Il semble que CRH et
AVP stimulent synergiquement la sécrétion d’ACTH par action directe sur les cellules
corticotropes (Gilles et al., 1982; Engler et al., 1989; Antoni, 1993; Whitnall, 1993;
Bernadini et al., 1994; et Minton, 1994). Une potentialisation se produit entre ces deux
stimulateurs de la sécrétion d'’ACTH, ayant pour résultat une réponse synergique importante
(DeBoldet al., 1984 ; Antoni, 1993, Kjaer, 1993 ; Hockingset al., 1995) ; leur stimulation a
la sécrétion d’ACTH peut étre renforcée par les prostaglandines (PG) hypophysaires
endogénes observée dans les cellules corticotropes chez I’homme et le mouton (Brooks et
Gibson., 1992), qui augmenteraient la sensibilité des corticotropes a I'AVP (Nye et al.,
1997).

Le CRH n’est pas le stimulateur le plus puissant de la sécrétion d'ACTH chez toutes
les espéces, son effet semble étre équivalent a celui de I’AVP chez I'espéce bovine
(Schwartz et Vale, 1988), alors qu’AVP semble étre bien plus efficace que CRH chez
I’espéce ovine. L’¢tude de Pavert et al (1997) a démontré que I’AVP, mais pas la CRH,
augmente les niveaux d’ARNm du POMC dans les cellules corticotropes ovines. De ce fait les
moutons semblent étre uniques, par rapport aux autres especes étudiés jusqu'ici (Pradier et
al., 1986; Evans et al.,1988 ; Familari et al, 1989; Liu et al., 1990 ; Kemppainen et
al.,1993).

Toutefois, CRH est un composant physiologique important de I'axe HHC chez les ovins
participant a la régulation de I’ACTH et les variations circadiennes de cortisol (Guillaume et
al.,, 1992), en exercant un effet direct, non seulement au niveau de l'unité hypothalamo-
hypophysaire mais également au niveau de la glande surrénale en augmentant la réponse

corticosurrénalienne a I’ACTH (De Souza et Van Loon, 1984 ; Jwam et al., 1992).

.
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La genération du modele circadien de I’activit¢é de 1’axe HHC dépend d’une oscillation
relativement constante des neurones parvocellulaires de CRH, d’AVP exprimées
principalement comme des variations de 1’amplitude (Chrousos et Gold., 1992 ; Chrousos,
1995).

Une fois I’ACTH libérée, elle agit sur le cortex des glandes surrénales pour stimuler la
synthese et la sécrétion des glucocorticoides; dans la cellule fasciculée, les cibles
transcriptionnelles majeures de I’ACTH sont le P450scc (CYP11A), la 11B-hydroxylase
(CYP11B1), la 21-hydroxylase (CYP21B) et surtout la 17a-hydroxylase (CYP17), enzyme

limitante de cette voie biosynthétique.

Par rétrocontrdle négatif, les glucocorticoides exercent des actions négatives sur l'unité
hypothalamo-hypophysaire pour réguler la sécrétion de CRH, d'AVP et d'ACTH (Plotsky et
al., 1989).

Il .2 Les variations saisonnieres :
Des rythmes saisonniers dans D’activité, le comportement, le métabolisme et la

sécrétion des hormones sont bien connus chez les mammiféres.

Ainsi, dans le présent travail, nous rapportons 1’existence de Vvariations saisonniéres en
glucocorticoides plasmatiques chez le bélier de race D’man adulte élevé dans la région d’El
Meniaa, caractérisées par des concentrations €levées a I’équinoxe du printemps et faibles au

solstice d’hiver-.

Nos résultats concordent avec ceux de Khammar, (1977) qui rapporte que les
mammifeéres des zones désertiques étudiés semblent présenter pour la plupart, des variations
saisonnieres de la fonction surrénalienne avec un minimum en automne-hiver et maximum au
printemps-été.

au contraire plusieurs auteurs rapportent un rythme saisonnier inverse ; chez le Renne, les
valeurs en glucocorticoides sont plus élevées en hiver qu’en été (Ringberglund-Larsen et al.,
1977), chez I’homme (Reinberg et al.,1978), la chevre (Alila-Johanasson et al., 2003), le
cerf a queue blanche (Bubenick et al., 1975, 1983, 1984), le mérion (Bennani-Kabchi, 1988) et
chez le rat des sables (Amirat, 1989) ; ces variations peuvent étre dues aux variations des facteurs
climatiques et photopériodiques.
En effet, il parait que ces variations peuvent étre entrainées par la lumiére et la photopériode

chez la plus part des espéces vertebrés (Woodly et al., 1973). Il est bien établi que, en
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fonction des saisons, les variations de 1’ensoleillement sont capables de modifier le rythme de

sécrétion des glucocorticoides (Cutalo et al., 2005).

» En outre, les concentrations en ACTH et en cortisol plasmatiques chez le bélier
de race D’man adulte suivent un méme rythme saisonnier, caractérisé par des
valeurs fortes en été et faibles en hiver. Cela peut se justifier par : la rythmicité

saisonniere de la sensibilité de la corticosurrénale a ’action de ’ACTH.

Ces variations saisonniere de 1’activité de la surrénale en réponse aux changements de
I’ACTH a été démontré chez le cerf rouge (Suttie et al., 1995, Cassidy 1996), chez 1’homme
(Walker et al., 1997), les primates (Schimel et al., 1996), les rongeurs (Boswell et al., 1994)
et les poissons (McLeese et al., 1994).

Cependant, le mouton soay male présente des rythmes saisonniers similaires dans les
concentrations du cortisol et la réponse du cortex surrénal a I’ACTH. De plus il montre que
les concentrations maximales d’ACTH coincident avec le pic saisonnier du cortisol

(Ssewannyana et al. 1990).

En 1982, Wood et al., a examiné la sensibilité des surrénales a une perfusion contrélée
d’ACTH. IlIs ont constatés qu’un changement de 2 pmol/l dans les niveaux d’ACTH produit
un changement de 55 nmol/ml dans la concentration des glucocorticoides plasmatiques chez

le chien.

On peut se demander aussi comment est engendrée cette rythmicité saisonniere de

cortisol en réponse a ’ACTH ?

Le cortisol, hormone marqueur de temps (Bernard et al., 1998), est directement régulé par le
NSC. En effet, divers neurones du NSC projettent principalement a différentes structures
hypothalamiques pour transmettre I'information de synchronisation, particulierement a I'axe
HHC. Ainsi, une étude sur des rats chez lesquels on a détruit le NSC, rapporte que la
sécretion des glucocorticoides en réponse a I’ACTH était indépendante de 1’heure, suggérant
I’influence directe du NSC sur le rythme des glucocorticoides par la modulation de la
sensibilité surrénalienne a ’ACTH (Kaneko et al., 1980 ; Sage et al., 2002), vu que, des
efférences anatomiques et fonctionnels, pourraient avoir lieu entre le NSC et la surrénale. La

sensibilité des glandes surrenales a I'ACTH semble également dépendante de I'expression des
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génes horloges, vu que des souris mutantes Per2/Cryl montrent des réponses fortement

diminuées a I'ACTH par rapport aux souris sauvages (Oster et al., 2006).

Le NSC utilise un mécanisme duel pour organiser une sécrétion rythmique des

glucocorticoides :

1- par la libération d’AVP, le jour, en inhibant la sécretion des glucocorticoides, en agissant
directement -ou indirectement via les noyaux dorso-médians (DMH) de 1’hypothalamus sur
les neurones endocrines des NPV (qui contiennent des neurones a CRH), régulant la sécrétion
d’ACTH par I’hypophyse (Klasbeek et al., 1996).

2- par une action directe sur les neurones « autonomes » des NPV, les NSC induisent aussi,
via le systeme nerveux autonome, une modification rythmique de la sensibilité du cortex
surrénalien a I’ACTH (Buijs et Klasbeek, 2001).

La régulation de cortex surrénal est complexe, impliquant l'action du NSC, I’ACTH,
I'innervation surrénalienne, et des facteurs intrasurrénaliens, pour produire des rythmes
circadiens et saisonniers de la sécrétion de cortisol et des réponses réactives appropriées pour
soutenir I'noméostasie contre les facteurs de stress internes et externes (Bornstein et
Chrousos, 1999).

Influence des hormones sexuelles sur la rythmicité de la fonction glucocorticoide
v" Influence des androgénes

En effet, I’existence d’une compétition entre le cortisol et les androgenes pour les protéines de
transport telle que CBG (Bradly et Stoddart, 1992) et 1’albumine plasmatique (Ward et al.,
1992), et la suppression de la synthése hépatique de CBG par les androgénes (Gala et
Westphal, 1965), pourraient, également, participer a la modulation de 1’axe HHC (Handa et
al., 1994).

les androgenes peuvent également influencer I'activité de I'axe HHS en se liant sur les
récepteurs androgéniques dans les regions du systéme nerveux central telles que
I’hippocampe, connue pour moduler ’axe HHS (Handa et al., 1994). En outre, les
concentrations de testostérone pendant les chaleurs (Suttie et al., 1992) peuvent empécher la
sécrétion du cortisol en influencant directement les voies stéroidogéniques : réduisant les taux
de la 21-hydroxylase (Hornsby ,1982) et du cytochrome P450 (Brownie et al., 1970),

enzymes responsables de la synthese du cortisol.

.



Conclusion et perspectives

Les effets de la lumiére journaliére et saisonniére entraine chez le bélier D’man adulte élevé
dans la région d’El Meniaa (située 30° 34 Latitude Nord 02° 52 Longitude Est, Altitude 397m,
Surface est 49 000 Km? wilaya de GHARDAIA), une synchronisation de son axe hypophyso-

corticosurrénalien, qui se manifestent par :

% Une chute considérable du poids corporels en automne-hiver.

% Absence de variations pondérales pour les deux surrénales au cours des équinoxes et des
solstices.

% Des variations nycthémérales du cortisol et de I’ACTH plasmatiques, qui présentent des
concentrations élevées durant la phase claire pour les équinoxes et solstice d’été. A 1’exception

du solstice d’hiver qui montre une cortisolémie élevée en phase sombre.

% Des variations saisonniéres dans la sensibilité du cortex surrénal a 1’hormone corticotrope :
déterminant un rythme saisonnier de 1’axe hypophyso-surrénalien ; trés actif au solstice d’été

et faible au solstice d’hiver.

L’ensemble de ces résultats, suggere que I’activité glucocorticoide de la surrénale est sous
I’influence directe des facteurs externes ; 1’intensité de la lumicre, la photopériode et des
facteurs internesdont ; I’ACTH. Révélant ainsi des ajustements dans la fonction
corticosurrénalienne qui semble contribuer a I’adaptation du bélier D’man a son environnement

saharien.

— Afin que notre investigation soit plus approfondie, I’étude des rythmes

nycthéméraux et saisonniers de la corticosurrénale pourrait étre complétée par :

L étude de I’activité enzymatique des cellules de la fasciculées dont la 3BHSD.

U L expression des récepteurs androgéniques et mélatoniques au niveau de la corticosurrénale.
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Appareillage et réactifs

1. Appareillage

Figure 24 : Micropipettes de précision (50 ul) (photo originale)

—

Figure 25 : Pipette semi-automatique de (500 ul) (Photo originale)

Figure 26 : Agitateur a mouvement de va et vient horizontal ou a plateau oscillant
(Photo originale)
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Figure 27 : Mélangeur de type Vortex (photo originale)

Figure 29 : Compteur gamma réglé pour la mesure de I'lode 125 (photo originale)
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2. Réactifs (Cortisol)

1. Tubes revétus d'un anticorps monoclonal anti-cortisol : 2 x 50 tubes (préts a I'emploi)
2. Traceur cortisol marqué a I'iode 125 : 1 flacon de 55 mL (prét a | ‘'emploi)

Le flacon contient 185 kBq, en début de lot, de cortisol marqué a 1’iode 125 dans un tampon
contenant de I'albumine bovine sérique, de I'azide de sodium (<0,1%) et un colorant vert.

3. Calibrateurs : 5 flacons de 0,5 mL + 1 flacon «zéro» de 5 mL (préts a I’emploi)

Les flacons de calibrateurs contiennent entre 0 a 2000 nM de cortisol dans un tampon
contenant de I’albumine sérique bovine en présence d’azide de sodium (<0,1% ; voir §
Précautions). La concentration exacte est indiquée sur I’étiquette de chaque flacon. Les
calibrateurs ont été calibrés par rapport aux solutions de référence ERM®-DA193.

Le calibrateur «zéro» peut étre commandé separément (réf. IM1959 — 10 mL ou IM3444 —
250 mL).

4. Echantillon de controle : 1 flacon de 0,5 mL (prét a I’emploi)

Le flacon contient du cortisol dans un tampon contenant de I'albumine bovine sérique et de
I’azide de sodium (< 0,1%). Les valeurs attendues sont comprises dans la fourchette de

concentrations indiquée sur I'étiquette du flacon.

3. Matériel nécessaire mais non fourni (ACTH)

En plus de I’équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d’utiliser le matériel suivant :

v Tubes en polypropyléne ;

Micropipettes de précision (300ul, 500pl) ;

Pipette semi-automatique (50ul, 100ul, 250 ul, 2ml) ;

Mélangeur de type vortex ;

Agitateur & mouvement de va et vient horizontal ou a plateau oscillant ;

Systéme d’aspiration ;

AN N N NN

Compteur gamma calibré pour I’iode 125.
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Résultats des béliers de race ™ D’man "

Tableau 5 : Variation saisonniére du poids corporel chez le bélier de race D’man élevé dans

la région d’EL-Meniaa.

saisons Poids corporel (kg)
Automne 36,6kg+0,09
Hiver 35,6kg+0,02
Printemps 40,07kg+0,00
Eté 40,2kg+0,06

Tableau 6 : Variation saisonniere du poids absolu (mg) et relatif (g/100kg de poids corporel),
des surrénales chez le bélier de race D’man élevé dans la région d’EL-Meniaa.

saisons Automne Hiver Printemps Eté
Poids corporel (kg) 38,42+1,95 37,5+1,56 35,47+1,35 | 40,17+1,41
g 0,88+0,02 1,07+0,05 1,03+0,08 1,15+0,04
< Sb 0/100kgp.c 2,35+0,15 2,86+0,09 2,95+0,82 2,89+0,12
E g 1,17+0,04 1,23+0,04 1,25+0,07 1,33+£0,04
% SG 0/100kgp.c 3,10+0,20 3,31+0,09 3,56+0,28 3,35+0,14
é g 2,05+0,06 2,3+0,07 2,3+0,15 2,5+0,08
B 0/100kgp.c 5,45+0,35 6,18+0,17 6,51+0,56 6,25+0,25
SD+SG

Tableau 7 : Variations nycthémérales de I’ ACTH au cours des équinoxes et des solstices
chez le bélier D’man élevé dans la région d’ElI-Méniad (N=20).

La concentration de ’ACTH (pg/ml)
automne hiver printemps été
7h 126,26+43,15 13,34+1,84 149,35+£14,50 221,99+60,38
13h 85,81+14,93 11,53+0,66 66,16+8,09 142,73+36,05
19h 54,06+18,10 13,65+1,87 126,49 +£35,07 75,65+16,54
1h 47,06+7,56 9,99+0,73 34,53£15,48 28,16£10,54
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Tableau 8 : Variations nycthémérales moyennes de la cortisolémie aux équinoxes chez le
bélier D’man ¢élevé dans la région d’El-Méniaa (N=6).

AUTOMNE PRINTEMPS

MOYENNE ECART.MOY ESM MOYENNE ECART.MOY ESM
SH 3,28 2,07 0,85 5H 11 8,46 3,45
5h30 4,25 2,22 0,91 5h30 6,23 504 225
5h45 3,06 18 0,73 6H 11,15 397 1,62
6H 2,81 2,62 1,07 6h30 3,56 2,68 11
7H 6,31 2,98 121 7H 5,81 15 0,67
8H 9,97 8,12 3,31 8H 6,86 3,38 1,38
9H 10,05 5,4 2,2 9H 5,37 585 2,39
10H 22,59 13,65 5,57 10H 4,74 163 0,67
11H 6,59 3,22 1,32 11H 10,08 11,7 4,78
12H 4,16 3,8 1,55 12H 3,14 2,19 0,89
12h30 4,56 2,85 1,16 12h30 5,97 6,16 2,52
12h45 2,83 2,77 1,13 12h45 9,53 8,83 3,6
13H 5.74 1.76 0,79 13H 3,01 2,33 1,04
13h15 3,34 3,83 156 13h15 4,79 286 1,17
13h30 3,38 2,39 0,97 13h30 2,58 2,32 0,9
14H 2,85 1,92 0,79 14H 16,59 1556 6,35
15H 2,13 1,62 0,66 15H 2,33 1,86 0,76
16H 3,06 1,5 0,61 16H 3,98 593 242
17H 2,27 1,92 0,78 17H 4,62 254 1,04
17h30 3,17 1,77 0,72 18H 9,03 10,52 4,29
18H 2,66 1,13 0,46 18h30 5,26 443 181
18h30 3,82 2,19 0,89 18h45 5,76 3,92 1,6
18h45 4,94 2,64 1,08 19H 4,94 0,33 1,04
19H 6,85 2,62 1,07 19h15 5,07 5,88 2,4
19h15 4,23 3,52 1,44 19h30 2,8 1,85 0,76
20H 7,06 5,72 2,34 20H 7,77 3,59 147
21H 2,61 1,5 0,61 21H 2,75 2,77 113
22H 5,36 3,25 1,45  22H 6,03 527 2,15
23H 1,77 1,75 0,71 23H 1,86 158 0,65
23h30 3,96 1,92 0,78 23h30 5,23 4,66 1,9
O0H 3,04 2,23 0,91 O0H 5,89 38 155
00h45 4,02 3,51 1,43 00h30 6,64 6,92 2,82
1H 5.76 1,22 0,54 1H 2,95 2,34 1,04
1h15 2,67 1,22 0,5 1h30 3,99 0,75 031
1h30 4,68 2,55 1,04 2H 9,94 9,43 3,85
2H 4,08 2,29 0,94 3H 2,52 1,7 0,7
3H 2,2 1,68 0,68 4H 5,72 2,63 1,07
4H 2,01 1,34 0,55
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Tableau 9 : Variations nycthémérales moyennes de la cortisolémie aux solstices chez le
bélier D’man élevé dans la région d’El-Méniaé (N=6).

HIVER ETE
MOYENNE ECART.MOY ESM MOYENNE ECART.MOY ESM

SH 5,64 2,03 0,83 5H 5,98 3,13 1,28
5h30 7,37 3,61 1,47  5h30 9,91 8,75 3,57
6h30 2,08 1,35 0,55 6H 6,78 3,49 1,42
6h45 4,18 1,35 0,55 6h30 5,56 4,38 1,79
6H 3,12 1,2 0,49 6h45 4,47 3,88 1,58
7H 3,88 0,74 03 7H 9,36 5,04 2,26
8H 2,26 0,92 0,38 8H 8,79 4,91 2
9H 4,4 1,39 0,57 9H 6,89 3,77 1,54
10H 4,06 0,75 0,31 10H 5,72 2,15 0,88
12H 5,56 1,55 0,63 11H 5,2 1,88 0,77
12h30 1,15 0,84 0,34 11h30 4,8 3,32 1,36
12h45 3,21 1,99 0,81 12H 5,04 2,32 0,95
13H 3,2 0.35 0,16 12h30 3,45 3,42 1,39
13h15 1,6 2,12 0,87 12h45 2,96 2,29 0,93
13h30 1,76 1,38 0,56 13H 6,66 1,94 0,79
14H 5,36 3,05 1,25 13h15 3,59 2,87 1,17
15H 2,55 0,79 0,32 13h30 2,46 2,04 0,83
16H 4,08 1,4 0,57 13h45 1,84 1,07 0,44
17H 3,56 1,09 0,45 14H 7,02 2,53 1,03
17h30 1,01 1,26 0,51 15H 6,28 2,53 1,03
18H 4,21 2,84 1,16 16H 4,41 1,38 0,56
18h30 1,45 1,45 0,59 17H 7,06 5,13 2,09
19H 3.56 0,2 0,09 18H 6,2 2,76 1,13
20H 2,88 1,52 0,62 19H 4,71 1,19 0,53
21H 2,2 1,02 0,42 19h15 3,27 1,97 0,8
22H 3,03 1,3 0,53 19h30 3,14 3,07 1,25
23H 3,42 0,68 0,28 20H 7,64 2,12 0,86
23h30 0,45 0,59 0,24 20h30 3,86 3,15 1,29
O0H 9,77 5,16 2,11 21H 6,88 1,84 0,75
00h45 3,24 1,45 0,59 22H 6,41 1,46 0,6
1H 3.58 0,44 0,19 23H 6,85 2,87 1,17
1h15 1,59 1,19 0,49 O00H 4,54 1,85 0,76
1h30 3,26 2,29 0,93 00h30 2,29 1,11 0,45
2H 1,8 0,61 0,25 00h45 5,5 3,6 1,47
3H 3,73 0,74 0,3 1H 6,08 1,43 0,64
4H 9,27 4,65 1,9 1h30 4,8 1,42 0,58

2H 3,78 2,57 1,15

3H 4,25 1,03 0,42

4H 3,65 1,42 0,58
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Tableau 10 : Variations de la concentration du cortisol plasmatique durant le cycle
lumiére/obscurité au cours des différentes saisons chez le bélier de race d’man élevé dans la
région d’El Meniad (N=24).

Cortisolémie (ng/ml)
saisons Phase claire Phase sombre
automne 5,48ng/mlx0,78 3,79ng/ml+ 0,25
hiver 3,28ng/ml+0,27 3,77ng/mlx0,43
printemps 6,12ng/ml+0,67 5,57ng/ml+0,41
éte 5,67ng/ml+0,34 4,85ng/ml+0,32

Tableau 11 : Variations saisonniéres de la cortisolémie et de I’ACTH chez le bélier de race
D’man élevé dans la région d’El —Méniaé.

Saisons cortisolémie (ng/ml) La concentration de
I’ACTH (pg/ml)
Automne 4,69ng/ml +0,34 78,30pg/mi+13,87
Hiver 3,54ng/ml £0,25 12,13pg/mi+0,68
Printemps 5,82ng/ml +0,37 94,13pg/ml+21,89

Eté 5,34ng/ml +0,25 117,13pg/ml+32,61
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Tableau 12 : Tableau récapitulatif des moyennes du poids surrénalien et des teneurs
plasmatiques en cortisol, au cours des equinoxes et des solstices, chez le bélier de race
D'man élevée dans la région d’El Meniaa.

saisons Automne Hiver Printemps Eté
Poids corporel (kg) 36,6kg+0,09 | 35,6kg+0,02 | 40,07kg+0,00 | 40,2kg+0,06
g 0,88+0,02 1,07+0,05 1,03+0,08 1,15+0,04
SD
9/100kgp.c 2,35+0,15 2,86+0,09 2,95+0,82 2,89+0,12
C
D
< g 1,17+0,04 1,23+0,04 1,25+0,07 1,33+0,04
§ SG
§ 9/100kgp.c 3,10+0,20 3,31+0,09 3,56+0,28 3,35+0,14
3
& |sp+sg |9 2,05+0,06 2,3+0,07 2,3+0,15 2,5+0,08
9/100kgp.c 5,45+0,35 6,18+0,17 6,51+0,56 6,25+0,25
Concentration de DPACTH | 78,30+13,87 12,13+0,68 94,13+21,89 | 117,13+32,61
(pg/ml)
Cortisolémie (ng/ml) 4,69+0,34 3,54+0,25 5,82+0,37 5,34+0,25
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Les significations statistiques

% La comparaison statistique des résultats est effectuée par une analyse de variance selon une
(ANOVA) univariée suivie par un test de comparaison par paire de Tukey au risque de 5% en
utilisant le logiciel XLSTAT 2015 (Unisoft, France, 2015).

L Un premier tableau affiche des informations détaillées sur chaque paire, notamment les

différences de moyennes ainsi que les p-values pénalisées et les significativités associées.

& L’information relative aux significativités est ensuite résumée au sein d’un plus petit
tableau, ou chaque combinaison de modalités entre les deux facteurs est associée a une ou

plusieurs lettres.

v' Les lettres alphabétiques identiques signifient qu’il n’y a aucune différence (p > 0,05)
selon une ANOVA suivie par un test de comparaison par paire de Tukey au risque de
5%.

v Les lettres alphabétiques différentes signifient qu’il y a une différence selon une

ANOVA suivie par un test de comparaison par paire de Tukey au risque de 5%.
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Les significations statistiques de la race D’Man

Tableau 13 : variation saisonniére du poids corporel chez le bélier de race D’man élevé dans
la région d’El —Méniaa : différences en pourcentages

Moyenne 1 Moyenne?2 Différence en%
Hiver/printemps 35,6 40,1 12,5
Automne/Printemps 36,6 40,1 9,6
Printemps/été 40,1 40,2 0,25
Automne/éte 36,6 40,2 9,7
Hiver/été 35,6 40,2 12,7
Automne/hiver 36,6 35,6 -2,7

Tableau 14 : La signification statistique des variations du poids corporel chez le bélier
D’man ¢élevé dans la région d’El —-Méniaa avec un intervalle de confiance a 95%.

Contraste Différence | Différence Valeur Pr > Diff Significatif
standardisée critique
printemps vs hiver 4,442 4,287 3,202 0,011 Oui
Printemps vs automne | 3,456 3,538 3,202 0,031 Oui
printemps vs été 0,672 0,736 3,202 0,880 Non
été vs hiver 3,769 5,457 3,202 0,003 Oui
été vs automne 2,783 4,653 3,202 0,007 Oui
automne vs hiver 0,986 1,277 3,202 0,601 Non

Tableau 15 : La signification statistique des variations du poids absolu de la surrénale droite
chez le bélier de race D’man ¢élevé dans la région d’El —Méniaa avec un intervalle de
confiance a 95%.

Contraste Difféerence | Différence | Valeur Pr > Diff | Significatif
standardisée | critique
été vs automne 0,267 2,524 2,799 0,086 Non
été vs printemps 0,117 1,104 2,799 0,691 Non
été vs hiver 0,083 0,789 2,799 0,859 Non
hiver vs automne 0,183 1,735 2,799 0,333 Non
hiver vs printemps 0,033 0,315 2,799 0,989 Non
printemps vs automne | 0,150 1,419 2,799 0,502 Non
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Tableau 16 : La signification statistique des variations du poids relatif de la surrénale droite
chez le bélier de race D’man élevé dans la région d’El —Méniaa avec un intervalle de
confiance a 95%.

Contraste Différence Différence Valeur Pr > Diff Significatif
standardisée critique

printemps vs 0,603 1,881 2,799 0,267 Non
automne

printemps vs hiver 0,088 0,275 2,799 0,992 Non
printemps vs été 0,055 0,171 2,799 0,998 Non
été vs automne 0,548 1,710 2,799 0,345 Non
été vs hiver 0,033 0,104 2,799 1,000 Non
hiver vs automne 0,515 1,606 2,799 0,398 Non

Tableau 17 : La signification statistique des variations du poids absolu de la surrénale gauche
chez le bélier de race D’man élevé dans la région d’El —Méniaa avec un intervalle de
confiance a 95%.

Contraste Différence Différence Valeur Pr > Diff Significatif
standardisée critique

été vs automne 0,167 1,595 2,799 0,404 Non

été vs hiver 0,100 0,957 2,799 0,775 Non

été vs printemps 0,083 0,798 2,799 0,855 Non
printemps vs | 0,083 0,798 2,799 0,855 Non
automne

printemps vs hiver 0,017 0,160 2,799 0,999 Non

hiver vs automne 0,067 0,638 2,799 0,918 Non

Tableau 18 : La signification statistique des variations du poids relatif de la surrénale gauche
chez le bélier de race D’man élevé dans la région d’El —Méniaa avec un intervalle de
confiance a 95%.

Contraste Différence Différence Valeur Pr > Diff Significati
standardisée critique f
printemps vs automne | 0,458 1,324 2,799 0,559 Non
printemps vs hiver 0,247 0,712 2,799 0,891 Non
printemps vs été 0,207 0,597 2,799 0,932 Non
été vs automne 0,252 0,727 2,799 0,885 Non
été vs hiver 0,040 0,116 2,799 0,999 Non
hiver vs automne 0,212 0,611 2,799 0,927 Non
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Tableau 19 : variation saisonniere de dimorphisme pondéral de la surrénale (SG/SG) durant
les quatre saisons chez le bélier de race D’man : différences en pourcentage et signification

statistique des différences

Saisons SD SG Différence en % t p
Poids absolu (g)

Automne 0,88 1,17 33,0 -9,037 <0,0001
Hiver 1,07 1,23 15,0 -6,760 <0,0001
Printemps 1,03 1,25 21,4 -3,749 0,002
Eté 1,15 1,33 15,7 -6,330 <0,0001
Poids relatif (g/100kg p.c)

Automne 2,35 3,10 31,9 -3,755 0,002
Hiver 2,86 3,31 15,7 -3,502 0,003
Printemps 2,95 3,56 20,7 -0,624 0,273
Eté 2,89 3,35 15,9 -2,170 0,028

Tableau 20 : variation saisonniére du poids surrénalien chez le bélier de race D’man :

différences en pourcentages

Saisons

comparee Moyenne 1 Moyenne 2 Différence en %
Poids absolu (g)

Automne/Hiver 2,05 2,30 12,2
Hiver/Printemps 2,30 2,28 -0,9
Printemps/Eté 2,28 2,48 8,8
Hiver/Eté 2,30 2,48 7,8
Automne/Printemps 2,05 2,28 11,21
Automne/Eté 2,05 2,48 21
Poids relatif (g/100kg p.c)

Automne/Hiver 5,44 6,18 13,6
Hiver/Printemps 6,18 6,51 5,3
Printemps/Eté 6,51 6,25 -4
Hiver/Eté 6,18 6,25 1,13
Automne/Printemps 5,44 6,51 19,7
Automne/Ete 5,44 6,25 14,9
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Tableau 21 : La signification statistique des variations du poids absolu des deux surrénales
durant les quatre saisons chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —Méniaa avec un
intervalle de confiance a 95%.

Contraste Différence Différence Valeur Pr > Diff Significatif

standardisée critique
été vs automne 0,433 2,093 2,799 0,189 Non
été vs printemps 0,200 0,966 2,799 0,770 Non
été vs hiver 0,183 0,886 2,799 0,812 Non
hiver vs automne 0,250 1,208 2,799 0,629 Non
hiver vs printemps 0,017 0,081 2,799 1,000 Non
printemps vs 0,233 1,127 2,799 0,678 Non
automne

Tableau 22 : La signification statistique des variations du poids relatif des deux surrénales
durant les quatre saisons chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —Méniaa avec un
intervalle de confiance a 95%.

Contraste Différence Différence | Valeur critique | Pr> Diff | Significatif
standardisée
printemps vs automne 1,063 1,612 2,799 0,394 Non
printemps vs hiver 0,337 0,511 2,799 0,956 Non
printemps vs été 0,265 0,402 2,799 0,977 Non
été vs automne 0,798 1,211 2,799 0,628 Non
été vs hiver 0,072 0,109 2,799 1,000 Non
hiver vs automne 0,727 1,102 2,799 0,692 Non

Tableau 23 : La signification statistique des variations nycthémérales de la concentration de
I’ACTH a I’équinoxe d’automne chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —-Méniaé
(N=5) avec un intervalle de confiance a 95%.

Contraste Différence Différence Valeur critique | Pr > Diff Significatif
standardisée
7H vs 1H 79,209 1,579 2,861 0,417 Non
7H vs 19H 72,207 1,439 2,861 0,494 Non
7H vs 13H 40,450 0,806 2,861 0,850 Non
13H vs 1H 38,758 0,773 2,861 0,866 Non
13Hvs 19H | 31,756 0,633 2,861 0,920 Non
19H vs 1H 7,002 0,140 2,861 0,999 Non
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Tableau 24 : La signification statistique des variations nycthémérales de la concentration de
I’ACTH au solstice d’hiver chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —-Méniaa (N=5)

avec un intervalle de confiance a 95%.

Contraste Différence Différence Valeur Pr > Diff Significatif
standardisée critique
19H vs 1H 3,653 1,336 2,861 0,554 Non
19Hvs 13H | 2,126 0,778 2,861 0,863 Non
19H vs 7H 0,306 0,112 2,861 0,999 Non
7H vs 1H 3,347 1,224 2,861 0,621 Non
7H vs 13H 1,820 0,666 2,861 0,908 Non
13H vs 1H 1,527 0,559 2,861 0,943 Non

Tableau 25 : La signification statistique des variations nycthémérales de la concentration de
I’ACTH a I’équinoxe du printemps chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —Méniaé
(N=5) avec un intervalle de confiance & 95%.

Contraste Différence Différence Valeur critique | Pr > Diff Significatif
standardisée

7Hvs 1H 114,819 2,707 2,861 0,067 Non

7H vs 13H 83,187 1,961 2,861 0,243 Non

7H vs 19H 22,862 0,539 2,861 0,948 Non

19H vs 1H 91,958 2,168 2,861 0,175 Non

19H vs 13H 60,325 1,422 2,861 0,504 Non

13H vs 1H 31,633 0,746 2,861 0,877 Non
Tableau 26 : La signification statistique des variations nycthémérales de la concentration de

I’ACTH au solstice d’été chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —Méniaé (N=5) avec
un intervalle de confiance a 95%.

Contraste Différence Différence Valeur critique | Pr > Diff Significatif
standardisée
7H vs 1H 193,834 3,009 2,861 0,038 Oui
7H vs 19H 146,340 2,272 2,861 0,147 Non
7H vs 13H 79,260 1,230 2,861 0,617 Non
13H vs 1H 114,574 1,779 2,861 0,319 Non
13Hvs 19H | 67,080 1,041 2,861 0,728 Non
19H vs 1H 47,494 0,737 2,861 0,881 Non
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Tableau 27 : La signification statistique des variations nycthémérales de la cortisolémie a
I’équinoxe d’automne chez le bélier D’man élevé dans la région d’El -Méniaé (N=6) avec un
intervalle de confiance a 95%.

Modalité | Moyenne estimée Erreur Groupes
standard

23H 1,773 1,950 A
4H 2,012 1,950 A
15H 2,130 1,950 A
3H 2,202 1,950 A
17H 2,267 1,950 A
21H 2,608 1,950 A
18H 2,660 1,950 A
1h15 2,663 1,950 A
6H 2,815 1,950 A
12h45 2,830 1,950 A
14H 2,853 1,950 A
00H 3,035 1,950 A
5h45 3,058 1,950 A
16H 3,063 1,950 A
17h30 3,173 1,950 A
5h 3,275 1,950 A
13h15 3,342 1,950 A
13h30 3,383 1,950 A
18h30 3,822 1,950 A
23h30 3,953 1,950 A
00h45 4,018 1,950 A
2H 4,083 1,950 A
12H 4,157 1,950 A
19h15 4,232 1,950 A
5h30 4,252 1,950 A
12h30 4,560 1,950 A
1h30 4,682 1,950 A
18h45 4,945 1,950 A
22H 5,362 1,950 A
13H 5,740 1,950 A
1H 5,760 1,950 A
7H 6,308 1,950 A
11H 6,590 1,950 A
19H 6,852 1,950 A
20H 7,058 1,950 A
8H 9,972 1,950 A
9H 10,047 1,950 A
10H 22,590 1,950
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Tableau 28 : La signification statistique des variations nycthemérales de la cortisolémie au
solstice d’hiver chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —Méniaé (N=6) avec un
intervalle de confiance a 95%.

Modalité | Moyenne estimée | Erreur standard | Groupes
23h30 0,447 1,091 A
17h30 1,010 1,091 A
12h30 1,153 1,001 A
18h30 1,453 1,091 A B
1h15 1,593 1,001 A B
13h15 1,597 1,091 A B
13h30 1,765 1,001 A B
2H 1,803 1,001 A B
6h30 2,077 1,091 A B
21H 2,200 1,091 A B
8H 2,257 1,091 A B
15H 2,552 1,091 A B
20H 2,875 1,091 A B
22H 3,033 1,091 A B
6H 3,120 1,091 A B
13H 3,197 1,091 A B
12h45 3,213 1,091 A B
00h45 3,240 1,091 A B
1h30 3,255 1,091 A B C
23H 3,427 1,091 A B C
19H 3,560 1,091 A B C
17H 3,562 1,091 A B C
1H 3,580 1,091 A B C
3H 3,735 1,091 A B C
7H 3,880 1,091 A B C D
10H 4,055 1,091 A B C D
16H 4,083 1,091 A B C D
6h45 4,183 1,091 A B C D
18H 4,212 1,091 A B C D
9H 4,397 1,091 A B C D
14H 5,358 1,091 A B C D
12H 5,560 1,091 A B C D
5h 5,645 1,091 A B C D
5h30 7,373 1,091 B C D
4H 9,267 1,091 C D
OOH 9,773 1,091 D
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Tableau 29 : La signification statistique des variations nycthémérales de la cortisolémie a
I’équinoxe du printemps chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —Méniad (N=6) avec
un intervalle de confiance a 95%.

Modalité | Moyenne estimée | Erreur standard Groupes
23H 1,653 3,142 A
3H 2,102 3,142 A
21H 2,580 3,142 A
1H 2,950 3,142 A
19h30 2,982 3,142 A
13H 3,008 3,142 A
6h30 3,362 3,142 A
1h30 3,370 3,142 A
12H 3,907 3,142 A
23h30 4,360 3,142 A
O0H 4,905 3,142 A
19H 4,940 3,142 A
10H 5,007 3,142 A
19h15 5,040 3,142 A
12h30 5,193 3,142 A
4H 5,557 3,142 A
13h30 5,607 3,142 A
9H 5,805 3,142 A
7H 5,810 3,142 A
00h30 5,823 3,142 A
5h30 6,227 3,142 A
8H 6,243 3,142 A
16H 6,263 3,142 A
17H 6,308 3,142 A
15H 6,407 3,142 A
18h45 6,505 3,142 A
18h30 6,827 3,142 A
13h15 6,838 3,142 A
22H 7,183 3,142 A
20H 7,483 3,142 A
2H 8,288 3,142 A
12h45 8,382 3,142 A
11H 8,892 3,142 A
5h 11,003 3,142 A
6H 11,287 3,142 A
18H 12,563 3,142 A
14H 15,392 3,142 A
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Tableau 30 : La signification statistique des variations nycthémérales de la cortisolémie au
solstice d’été chez le bélier D’man élevé dans la région d’El —Méniad (N=6) avec un
intervalle de confiance a 95%.

Modalité Moyenne estimée | Erreur standard Groupes
13h45 1,838 1,755 A
00h30 2,293 1,755 A
13h30 2,463 1,755 A
12h45 2,958 1,755 A
19h30 3,135 1,755 A
19h15 3,265 1,755 A
12h30 3,447 1,755 A
13h15 3,585 1,755 A
4H 3,650 1,755 A
2H 3,777 1,755 A
20h30 3,858 1,755 A
3H 4,248 1,755 A
16H 4,403 1,755 A
6h45 4,470 1,755 A
O0H 4,538 1,755 A
19H 4,712 1,755 A
11h30 4,802 1,755 A
1h30 4,805 1,755 A
12H 5,040 1,755 A
11H 5,200 1,755 A
00h45 5,498 1,755 A
6h30 5,555 1,755 A
10H 5,720 1,755 A
5h 5,978 1,755 A
1H 6,112 1,755 A
18H 6,202 1,755 A
15H 6,285 1,755 A
22H 6,410 1,755 A
13H 6,655 1,755 A
6H 6,778 1,755 A
23H 6,847 1,755 A
21H 6,878 1,755 A
9H 6,893 1,755 A
14H 7,020 1,755 A
17H 7,060 1,755 A
20H 7,643 1,755 A
8H 8,787 1,755 A
7H 9,362 1,755 A
5h30 9,912 1,755 A
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Tableau 31 : La signification statistique des variations nycthémérales moyenne de la
cortisolémie au cours des saisons chez le bélier D’man élevé dans la région d’El Méniad

(N=24) avec un intervalle de confiance a 95%.

Modalité Moyenne estimée | Erreur standard Groupes
Automne 4,688 0,446 A B
Hiver 3,541 0,458 A
Printemps 5,824 0,452 B
Eté 5,335 0,440 B

Tableau 32 : La signification statistique des variations nycthémérales moyenne de la
concentration de I’ACTH au cours des saisons chez le bélier D’man ¢élevé dans la région d’El

Méniad (N=20) avec un intervalle de confiance a 95%.

Modalité Moyenne estimée Groupes
automne 78,298 A
hiver 12,130 A
printemps 94,133 A
été 117,132 A
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