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La production
d’embryons chez
les bovins :
Quelles voies de
recherches pour
augmenter
Pefficacité des
traitements de
superovulation ?

La réponse au traitement de superovulation reste le facteur limitant
essentiel du nombre d’embryons produits par vache traitée. L'étude des
relations entre réponse au traitement et état de la population
folliculaire met en évidence les moyens d’améliorer cette réponse.

L’amélioration génétique des troupeaux
s’est développée de facon remarquable gréace
a l'insémination artificielle, technique mise
au point dans les années 50 et qui a connu

Résumé

Chez les bovins, le transfert d’embryons s’est développé sur une base commer-
ciale depuis environ 15 ans. Malgré les nombreux travaux de recherches réalisés
pendant cette période, les deux problemes majeurs identifiés des le début de Puti-
lisation de cette technique demeurent : le nombre moyen d’embryons récoltés par
vache traitée reste faible, ce qui a pour conséquence un coiit de production élevé,
et la fréquence des animaux qui ne produisent aucun embryon transférable est
trop élevée pour que la technique soit utilisée au mieux dans les programmes
d’amélioration génétique. Cette situation limite le développement du transfert
d’embryons ; elle perdure alors que les traitements de superovulation sont opti-
misés et que les extraits hypophysaires utilisés pour stimuler la croissance folli-
culaire sont bien mieux définis et contrélés qu’il y a 15 ans.

Actuellement, le principal facteur qui détermine le nombre d’embryons transfé-
rables est le nombre d’ovulations induites. Des études portant sur les relations
entre fonction ovarienne et réponse au traitement de superovulation ont montré
que ce nombre d’ovulations dépendait de I'état de la population folliculaire au
moment out débute la stimulation gonadotrope (présence d’un follicule dominant,
nombre de follicules de plus de deux millimétres de diameétre). Il apparait donc
que Pamélioration de Defficacité des traitements de superovulation dépend moins
de la mise a disposition de nouvelles molécules ou de nouveaux protocoles de
traitement que de 'administration d’un pré-traitement susceptible de faire
régresser le follicule dominant et/ou d’augmenter le nombre de follicules recru-
tables par les gonadotrophines. A cette fin, différentes possibilités sont envisa-
gées ; les résultats préliminaires sont encourageants et devraient permettre de
proposer prochainement de nouvelles stratégies pour une production d’embryon
plus efficace.

depuis un développement considérable puis-
qu'a présent, la quasi totalité des vaches lai-
tieres et environ 10 % des femelles de races a
viande sont inséminées. ’autre méthode qui
a permis l'accélération du progreés génétique
est plus récente : c’est le transfert embryon-
naire. Cette technique a commencé a étre uti-
lisée dans les élevages a la fin des années 70.
En France, afin que la mise en place de cette
nouvelle technique se fasse avec le maximum
d’efficacité, un « Programme national pour
I'étude et le développement de la transplanta-
tion embryonnaire » a été décidé par le Minis-
tere de 'Agriculture, programme qui a duré
3 ans (1979-1981) sous la direction conjointe
de 'INRA et de I'ITEB. Cette organisation
s’est avérée fructueuse puisque, entre le
début et la fin du programme, le nombre
moyen de bons embryons ¥ produits par
femelle traitée est passé de 2,4 a 4,4. 1] est
vrai que tout était a valider : méthodes de sti-
mulation ovarienne et d'insémination, tech-

(1) Sont considérés comme de bons embryons ceux
qui ont un développement normal le jour de la col-
lecte. Cette normalité est jugée sur des critéres
morphologiques (taille, forme générale, intégrité,
opacité...). Les limites de cette technique de juge-
ment de 'aptitude au développement des embryons
sont illustrées par le résultat suivant : apres trans-
ferts, 12 % des embryons jugés mauvais et seule-
ment 63 % de ceux jugés tres bons donnent nais-
sance a des veaux (Elsden et al 1978).
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nique de collecte, critére de jugement des
embryons. Cependant, bien que la technique
ait été améliorée sur bien des aspects, les
bilans annuels des opérations de production
d’embryons montrent que le nombre moyen
de bons embryons par animal traité n’a prati-
quement pas évolué depuis cette époque.

Au cours de cette synthese, les traitements
disponibles seront tout d’abord décrits avant
de montrer qu'une amélioration importante
de leur efficacité actuelle est peu vraisem-
blable. En effet, le principal facteur limitant
la réponse d’'un animal & un traitement de
superovulation est I'état de la population fol-
liculaire ovarienne au moment ou débute la
stimulation gonadotrope. C’est a partir de ce
constat que peuvent étre envisagées de nou-
velles approches susceptibles d’étre efficaces
a terme pour augmenter le nombre de bons
embryons produits aprés un traitement gona-
dotrope.

Importance relative de la
superovulation dans la
production quantitative
d’embryons

Le nombre d’embryons obtenus a partir
d’une vache traitée dépend de l'efficacité de la
technique de collecte mais aussi de facteurs
biclogiques : nombre d’ovocytes ovulés, pro-
portion d’entre eux qui est fécondée, morta-
lité embryonnaire précoce due a un environ-
nement utérin défavorable. L’influence
néfaste de 'environnement utérin a été
observée dans deux situations particuliéres :

- lorsque les animaux superovulés se trou-
vent dans des conditions de température
telles que leur température interne est modi-
fiée. De telles situations ne sont pas rencon-
trées dans nos conditions européennes ;

- apres stimulation par eCG®. En compa-
rant avec les résultats obtenus a la suite
d’une stimulation avec FSH, on observe une
moindre qualité des embryons. Les raisons de
cette situation ont été établies et des solu-
tions proposées (voir infra).

Tableau 1. Analyse des quantités de FSH et LH présentes dans les lots de FSH-P.

Dosage par radiorécepteur
(Martinat et Combarnous, non publié)

Dosage biologique in vitro
(Lindsell ez al 1986)

Lot

546 B 81
562 C 82
558 H 81
568 H 82
510 E 85
520 H 85

FSH 1)

0,99
1,1
1,26
1,38
0,71
0,66

LH®
2,05
2,5
2,7
3,15
6,25
5,9

FSH/LH Lot FSH® LH®  FSH/LH
0,48 | 574 M 82 33,1 168,3 0,20
0,44 | 582K83 1385 460,1 0,30
0,47 | 596 K84 1428 93,7 1,52

0,44 540 A 81 74,7 91,0 0,82

0,13 588C84  116,7 188,7 0,62
0,11 | 584 M 83 85,7 361,9 0,24
550 C 81 57,0 198,6 0,29
548C81 3498 79,2 4,42
535 K80 1316 589,0 0,22

(1) Exprimé en mg pFSH/flacon.
(2) Exprimé en mg pLH/flacon.

(3) Exprimé en mg oFSH/mg (NIADDK-0FSH-16).
(4) Exprimé en mg oLH/mg (NIADDK-0LLH-25).
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La fécondation des ovocytes dépend de la
qualité du sperme et d’'un moment d'insémi-
nation bien choisi. Les premieres années, le
nombre d’inséminations était important puis-
quil était conseillé de les répéter toutes les
12 h aussi longtemps que les femelles étaient
en estrus, comportement qui est augmenté
en intensité et en durée chez les animaux
superovulés. Cependant, pour limiter les
interventions sur 'animal et aussi pour des
raisons de colit, le nombre d’inséminations a
été progressivement réduit 4 2 (12h et 24 h
apreés le début des chaleurs) sans que le pour-
centage d’ceufs fécondés soit affecté. Il a
méme été montré que si I'eestrus était détecté
avec beaucoup de rigueur, une seule insémi-
nation était suffisante (Lacaze et al 1992).
Ces mémes auteurs n’ont pas mis en évidence
d’effet taureau. Pour ce qui concerne I'in-
fluence de la fertilité du maéle sur la produc-
tion d’embryons, il faut aussi penser que le
choix du taureau dépend en premier lieu de
caractéristiques d’ordre génétique. Le risque
d’'une mauvaise fécondation peut étre
accepté, compte tenu de l'intérét génétique
d’un accouplement.

Il semble donc que dans les conditions
habituelles, le nombre d’embryons collectés
par donneuse dépende pour ’essentiel du
nombre d’ovulations.

Améliorations des traitements
de superovulation

Les traitements proposés pour produire des
embryons (figure 1) ont fait 'objet de nom-
breuses expériences dont le but était aussi
bien d’augmenter le nombre moyen de bons
embryons que de réduire la variabilité des
réponses (tout particulierement en diminuant
la fréquence des cas ot aucun bon embryon
n’est récupéré).

Choix de la gonadotropine

Ce qui, en premier lieu, a permis d’amélio-
rer U'efficacité des traitements de superovula-
tion a été le remplacement de eCG (PMSG)
par de la FSH. Les premiers résultats étaient
trés encourageants mais pas toujours repro-
ductibles. La raison de cette variabilité des
résultats a été identifiée comme étant la
conséquence d’'une mauvaise standardisation
du seul produit commercialisé a cette époque
(FSH-P®, Burns Biotech) puisque la quantité
de FSH comme le rapport des quantités
FSH/LH étaient trés variables d’'un lot de
fabrication a un autre (tableau 1). Ce résultat
a conduit plusieurs laboratoires a mettre en
place leur propre production de gonadotro-
phine hypophysaire la plupart du temps a

(2) eCG : equine Chorionic Gonadotrophine. Nom

donné dans la nomenclature internationale a
PMSG.

(3) FSH-P est un nom commercial d’extraits hypo-
physaires. pFSH désigne la FSH d’origine porcine.
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Figure 1. Description des différents traitements de production d’embryons couramment utilisés. Le
traitement gonadotrope est administré pendant la phase lutéale d’un cycle ou au cours d’'une
imprégnation progestagene pendant 9 jours (implant de Norgestomet : traitement Crestar). Dans le
premier cas, I'cestrus est obtenu apres injection de prostaglandine F2o.
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partir d’hypophyses de porcs. Il a été alors
possible de préciser les conditions d’utilisa-
tion d’extraits hypophysaires. Ont ainsi été
définis les doses optimales & administrer
(pour les doses trop fortes, le nombre de folli-
cules préovulatoires est trés important mais
il n’y a pas d’ovulation) et le rapport optimum
FSH/LH. Il a été de plus montré que les
meilleurs résultats étaient obtenus lorsque la
FSH était injectée 2 fois par jour, en dose
décroissante, pendant 4 jours (pour plus de
détails, consulter la revue de Chupin 1988).

Le bilan de I’ensemble de ces travaux
montre que la mise & disposition d’extraits
hypophysaires parfaitement contrélés, aussi
bien pour ce qui est de la quantité de FSH
que du rapport FSH/LH, et la définition des
conditions optimales d’utilisation ont permis
d’augmenter de 25 % le nombre moyen de
bons embryons par rapport a ce qui était
obtenu lors des premiers essais avec des
extraits hypophysaires. Pour ce qui concerne
la comparaison de lefficacité respective des
stimulations par eCG, utilisée au début de la
mise en place de la technique de production
d’embryons, et par FSH, gonadotrophine la
plus couramment utilisée actuellement, cette
derniere permet d’obtenir en moyenne
2 embryons de plus que ce qui était produit

avec eCG mais la variabilité des réponses
demeure toujours aussi importante (figure 2).
La différence d’efficacité entre les 2 gonado-
trophines s’explique uniquement par un effet
sur la qualité des embryons, le nombre d’ovu-
lations étant identique. Apres qu’il ait été
démontré que la mauvaise qualité des
embryons obtenus avec eCG était due aux
effets a long terme de la gonadotropine cho-
rionique, les traitements eCG/antiserum
anti-eCG ont été proposés (figure 3) ; la pro-
duction d’embryons transférables est alors
comparable a celle obtenue avec FSH (Sau-
mande et al 1984). Faute de commercialisa-
tion d’anticorps anti-eCG, ce traitement ne
s’est pas développé bien qu’il soit plus simple
a mettre en ceuvre (2 injections au lieu de 8).

La maitrise de la
quantité de FSH
administrée et du
rapport FSH/LH,
et Uoptimisation
des conditions du
traitement ont
permis
d’augmenter de
25 % le nombre
moyen de bons
embryons.

Figure 2. lilustration de la variabilité des réponses enregistrées aprés un
traitement de superovulation. Chaque nombre représente le nombre d’ovulations
obtenues pour une vache. Tous les animaux appartenaient au méme troupeau ;
ils ont recu le méme traitement, & la méme période du post-partum (d’apres

D. Chupin, résultat non publié).
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Au traitement de
superovulation
peut étre associé
un traitement de
controle de
Doestrus, qui
permet de
diminuer la
fréquence des
réponses nulles.
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Figure 3. Comparaison de I’évolution des
concentrations d’cestradiol-17p chez des génisses
traitées par 2 500 Ul d’eCG avec (trait rouge) ou
sans (trait noir) injection de sérum anti-eCG le jour
de 'cestrus. Le premier pic d’cestradiol-17f3 est
associé a la croissance des follicules qui vont
ovuler (respectivement 6 et 8 pour ces animaux).
Le deuxiéme pic est le reflet de la stimulation par
eCG qui persiste aprés I'ovulation ; cette sécrétion
d’cestradiol, par ses effets sur I'utérus, affecte la
qualité des embryons ; elle est inhibée par
'injection d'antisérum anti-eCG (d’apres
Saumande et Chupin 1986).
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Tableau 3. Evolution, en France, de I'activité de production d’embryons chez les
bovins (source : Comptes rendus des réunions annuelles de I'’AETE).

Tableau 2. Comparaison de 2 méthodes de
contrdle de I'cestrus associées a un traitement de
superovulation (Saumande et al 1980).

Traitement Norgestomet | Prostaglandines
Nombre de génisses 26 25
Nombre d'ovulations 13611 125+18
% des génisses avec :

0-1 0 8,0

2-5 7,7 12,0

>5 92,3 80,0

ovulations

Année Donneuses d’embryons Nombre moyen par donneuse traitée
traitées collectées d’embryons collectés | de bons embryons
1981* 267 267 81 44
1988 5974 5427 81 45
1989 7598 7022 7,8 4.5
1990 8756 8034 7,9 4,6
1991 8630 7896 7,3 41
1992 7316 6679 7,8 41
1993 6 033 5 496 8,3 4.3

Les animaux ont recu 2 000 Ul de eCG deux jours avant le
retrait de 'implant ou deux jours avant l'injection de prosta-
glandine ; dans ce dernier cas la gonadotrophine a été injectée
pour chaque animal le dixiéme jour de son cycle.

Les traitements de controle de
Peestrus

Pour des raisons pratiques, les traitements
de stimulation ovarienne sont associés a un
traitement de contréle de I'cestrus. Il est pos-
sible d’utiliser des prostaglandines ou des
implants de progestagéne.

Les échecs rapportés apres utilisation des
prostaglandines (pas d’apparition de l'cestrus)
ont été attribués a l'inefficacité de la dose
injectée a un moment on, par ailleurs, le
corps jaune est stimulé par les gonadotro-
phines (Saumande 1978). Les quantités de
prostaglandines injectées ont alors été dou-
blées (en une injection ou deux injections a
12 h d'intervalle).

Il est possible d’associer le traitement gona-
dotrope a un traitement de synchronisation
de Veestrus avec un traitement progestagéne
(implant Crestar). Cette méthode demeure
sous-utilisée alors qu’elle présente 'avantage
de pouvoir étre mise en ceuvre méme en l'ab-
sence d’information sur les cycles des ani-
maux traités et, surtout, de diminuer la fré-
quence des non-réponses (tableau 2).

L'adaptation des traitements de contréle de
I'estrus a permis d’améliorer la production
d’embryons essentiellement parce que la fré-
quence des animaux qui ne produisent aucun
bon embryon est diminuée.

Le remplacement de eCG par FSH, la mise
sur le marché d’extraits hypophysaires bien
controlés, des traitements gonadotropes et de
contrdle de I'cestrus optimisés devraient per-
mettre une amélioration sensible de la pro-
duction d’embryons. Or, si 'on en juge par les
statistiques annuelles, il n’en est rien
(tableau 3). Cette situation paradoxale est
aussi observée dans d’autres pays. Ceci est
d’autant plus surprenant que la sélection des
donneuses, en particulier sur les critéres de
normalité de la fonction de reproduction, est
plus sévére qu’elle n’a été. Un des facteurs
susceptibles d’affecter négativement la pro-
duction d’embryons est la plus grande fré-

quence des génisses parmi les femelles trai-
tées (1/3 des donneuses en 1993) mais ceci ne
suffit pas a expliquer pourquoi la production

* Pour 'année 1981, les résultats sont ceux du dernier semestre du travail réalisés dans le cadre du
Programme National.
Les informations sur la variabilité des réponses ne sont pas disponibles.
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d’embryons n’est pas actuellement plus effi-
cace qu’elle n’était a ses débuts.

Activité ovarienne et réponse
au traitement de
superovulation

Que la population folliculaire présente au
moment oli une gonadotropine est injectée
puisse expliquer le nombre d’ovulations
induit a été envisagé trés tot, en particulier a
la suite de comparaisons des réponses a eCG
chez différentes souches de rates et chez des
races de brebis plus ou moins prolifiques.
Pour ce qui concerne les bovins, Saumande et
al (1978) ont rapporté les premiéres observa-
tions suggérant que la présence d’'un nombre
important de petits follicules (2-4 mm) le jour
de l'injection de eCG était associée a une
superovulation forte ; par contre la présence
d’un gros follicule semblait inhiber la réponse
a la stimulation gonadotrope. Des corréla-
tions entre le nombre de follicules de plus de
1 mm de diameétre avant traitement et la
réponse ovarienne ont aussi été établies chez
des animaux prépubeéres et ce pour diffé-
rentes doses de eCG (Monniaux et al 1983).
Ces premieres données ont été acquises en
observant les ovaires par endoscopie, tech-
nique qui présente les inconvénients de ne
permettre quun contrdle ponctuel et I'obser-
vation des seuls follicules visibles & I'eeil nu a
la surface des ovaires. L'étude des relations
entre ’état des ovaires et la réponse a un
traitement de superovulation a donc fait ’ob-
jet de nouveaux travaux avec des techniques
plus appropriées.

Dynamique de la croissance
folliculaire et réponse a la
stimulation gonadotrope

Cette étude (Monniaux 1982) a été réalisée
en analysant par les techniques d’histologie
quantitative la population folliculaire des
ovaires collectés par hémicastration, lors de
I'injection de eCG pour 'un des ovaires et
48 h apres le pic pré-ovulatoire de LH pour
lautre. Tous les follicules en croissance ont
été étudiés. Ce travail a permis de mettre en
évidence deux faits importants :

* les follicules qui vont ovuler a la suite de
traitements gonadotropes sont les follicules
sains qui mesurent au moins 2 mm de dia-
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quée par des facteurs extrinséques (traite-
ment, parité des animaux, conditions d’éle-
vage...).

Influence du follicule dominant

La dominance est un concept proposé par
Goodman et Hodgen (1983) pour expliquer
pourquoi, chez les primates, un seul follicule
ovule a chaque cycle. L'existence d’un tel folli-
cule se traduit par 'arrét de la croissance des
follicules plus petits ; on sait depuis qu'ils
deviennent atrétiques. Pour I'espéce bovine,
la premiére preuve expérimentale d’un tel
phénomeéne a été apportée par 'analyse des
résultats des traitements de superovulation
(Grasso et al 1989) : la comparaison des
réponses chez les animaux pour lesquels le
traitement a commencé en présence ou en
absence d’'un follicule dominant montre que
dans ce dernier cas le nombre moyen d’ovula-
tion est doublé. Cet effet délétere de la pré-
sence d’un follicule dominant a depuis été
confirmé (tableau 4). Il faut insister sur le
fait que la taille n’est pas un critere suffisant
pour identifier un follicule dominant ; il faut
aussi que ce follicule soit en croissance. Cette
deuxiéme caractéristique explique pourquoi
la relation entre la présence d'un follicule
dominant et la diminution des réponses au
traitement de superovulation n’ait pas pu
étre établie avant que les techniques d’écho-
graphie soient disponibles ; par ailleurs elle
implique l'observation quotidienne des
ovaires pendant au moins les 3 jours qui pré-
cédent le traitement, contrainte qui limite
I'utilisation d’un tel contréle dans la pratique
de la production d’embryons.

Ces relations entre 'activité ovarienne et
Iefficacité des traitements de superovulation
montrent clairement que dans les conditions
ou le traitement de superovulation (traite-
ment gonadotrope + traitement de synchroni-
sation de 'cestrus) est optimisé, ce qui est le
cas depuis plusieurs années, le nombre d’ovu-
lations induites est le reflet de I’état des
ovaires au moment ol commencent les injec-
tions de FSH. 1l est donc vain d’espérer que
la production d’embryons puisse étre amélio-
rée de fagon significative par l'utilisation de
nouvelles préparations d’extraits hypophy-
saires, de nouveaux « cocktails » d’hormones,
de protocoles d’administrations réévalués. Si,

La présence d’un
follicule ovarien

dominant

lorsqu’on débute le
traitement divise
par 2 le nombre
d’ovulations

induites.

Tableau 4. Influence de la présence, au début du traitement, d’un follicule
dominant sur la réponse au traitement de superovulation (moyenne + écart-type).

meétre au début de la stimulation ; Follicule dominant

* les animaux chez lesquels sont observés Référence présent  absent
de _fortes ré\pons?s se (lzarac‘,céris\ent, par une Guilbault et al 1991 Nb animaux 8 6
folliculogenese tres active, c’est-a-dire par la Nb ovulations 71+18 135+14 P<00l
présence d’un grand nombre de follicules dont Huhtinen ef al 1992 Nb animaux 13 99
la croissance est rapide. Le seul facteur Nb embrvons 41216 10313 P<00l
numérique expliquerait 70 % de la variabilité Nbh y b 2’ o4 1’ s 6, e . 1’ 1 P 0’ 05
du nombre d’ovulations observée a la suite B Ni 1993 | Nb Ons embryons ' 9 ’ ’1; ’ <b
d’un traitement de superovulation. Cette ungartz et Nieman anumaux
valeur est & rapprocher des résultats publiés Nb ovulations 47+11 11,7+1,0 P<0,0005
récemment par Hahn (1992) selon lequel Nb embryons 28+10  82+11 P<0,005
24 % de la variabilité des réponses est expli- Nbbons embryons | 2109  40+10 P<0,05
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L’effet inhibiteur
du follicule
dominant sur les
autres peut étre
levé par un
prétraitement,
hormonal ou
physique.
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a l'avenir, le nombre d’embryons peut étre
augmenté, c’est en créant par un prétraite-
ment un ovaire susceptible de répondre forte-
ment 4 une stimulation gonadotrope, a savoir
un ovaire dont le nombre de follicules sains
de plus de 2 mm de diameétre est important et
sur lequel il n’y a pas de follicule dominant. I1
faut noter qu’une solution efficace pour élimi-
ner l'effet délétere du follicule dominant ne
sera pas la panacée ; il restera toujours
comme facteur limitant le nombre de folli-
cules qui peuvent étre recrutés lors de la sti-
mulation gonadotrope.

Amélioration de la production
d’embryons : perspectives

L’état variable de la population folliculaire
peut étre di a des facteurs génétiques et/ou
étre la conséquence de situations physiolo-
giques particulieres. Il est possible aussi de
créer par des traitements appropriés les
conditions d’une bonne réponse a la stimula-
tion gonadotrope. En effet, les mécanismes
qui contrélent la croissance folliculaire sont de
mieux en mieux connus et de nouvelles molé-
cules actives sur la fonction de reproduction
sont disponibles. La prise en compte des don-
nées théoriques et de ces nouvelles possibili-
tés d’intervention devraient permettre pro-
chainement d’améliorer de facon significative
lefficacité des traitements de superovulation.

Comment éviter les effets délétéres
du follicule dominant ?

Au cours d’'un cycle normal, Papparition
d’un follicule dominant est précédée par une
augmentation des concentrations de FSH,
concentrations qui ensuite chutent au fur et a
mesure que ce follicule grossit. La sécrétion
d’estradiol et d’inhibine explique seulement
pour partie cette évolution de la sécrétion de
FSH. Par rapport a ces phénomeénes, on ne
connait rien de la cinétique de I'induction de
Patrésie des petits follicules ni de la réappari-
tion des follicules sains lorsque le follicule
dominant n’a plus d’effet (la disparition des
effets précédant la diminution de la taille du
follicule dominant). Méme si les systéemes de
régulation impliqués dans le développement
et la régression du follicule dominant ne sont
pas bien connus et bien qu’il n’y ait que des
hypothéses pour expliquer les mécanismes
par lesquels un follicule dominant induit
Patrésie des autres follicules, il n’en demeure
pas moins vrai que les résultats d’'une super-
ovulation sont mauvais quand le traitement
gonadotrope est initié en présence d’'un folli-
cule de plus de 8 mm et qui a cessé de gran-
dir moins de 3 jours avant le début du traite-
ment. Ce fait est suffisamment bien établi
pour que des solutions soient recherchées.

Les expériences qui ont permis d’établir les
relations entre follicule dominant et diminu-
tion des réponses ont consisté en des analyses
rétrospectives d’enregistrement de la crois-
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sance des follicules pendant la période qui
précédait le traitement de superovulation.
Toutefois, ceci ne présente guére d’intérét
pratique car il est rarement possible, dans le
cadre d’'une activité commerciale, d’assurer
un tel suivi. Dans le but de rendre possible
un diagnostic clinique, il a été envisagé de se
contenter de la seule observation d’'un gros
follicule au début de la stimulation gonado-
trope (Wilson et al 1990) ; il n’est pas surpre-
nant que cette approche n’ait donné aucun
résultat positif. Plus récemment (Bungartz et
Niemann 1994), il a été proposé de ne plus
juger la présence d'un follicule dominant par
la mise en évidence dun gros follicule mais
en regardant le nombre de petits. Cette
approche semble donner des résultats inté-
ressants mais il n’est pas slr que ce soit spé-
cifiquement l'influence du follicule dominant
qui ait été mise en évidence.

Puisque le controle par échographie de la
présence d’'un follicule dominant est difficile a
utiliser en routine, il est proposé de traiter
les animaux un jour particulier du cycle,
quand un tel follicule est susceptible d’étre
absent. L'efficacité de la stimulation gonado-
trope a été analysée en fonction du jour du
cycle ou le traitement de superovulation était
commencé ; une revue de la littérature (Sau-
mande 1987) a permis de conclure que c’est
seulement pour des traitements gonadotropes
commencés avant le 8¢ jour du cycle quil y
avait diminution du nombre moyen d’ovula-
tions. Depuis quil est possible, grace a ’écho-
graphie, de suivre l'apparition des follicules
dominants, ce résultat peut étre expliqué :
selon les animaux, il apparait au cours du
cycle cestrien de 1 a 4 follicules dominants (le
plus couramment 2 ou 3) et méme s'il est pos-
sible d’établir des courbes moyennes, les jours
du cycle ot un follicule dominant est absent
ne sont pas les mémes d’un individu a l'autre.
Il n’est donc pas possible de définir a priori
des jours du cycle plus favorables que
d’autres a I'initiation d’un traitement de
superovulation.

La méthode qui a le plus de chance de
s’avérer efficace serait de détruire, avant 'ad-
ministration du traitement gonadotrope, un
éventuel follicule dominant. A cette fin, I'effi-
cacité de plusieurs hormones susceptibles
d’induire Patrésie et/ou la lutéinisation (LH,
hCG, GnRH, cestradiol-17p) a été évaluée
mais, jusqu’a présent, sans résultats favo-
rables sur la superovulation. La difficulté
pour mettre au point de tels pré-traitements
tient au nombre d’animaux nécessaires pour
définir non seulement la molécule et les doses
efficaces mais aussi 'intervalle optimum
entre l'intervention sur le follicule dominant
et le début de la stimulation gonadotrope. Il
peut aussi étre envisagé d'intervenir par des
méthodes physiques. Les premiers résultats
de superovulation aprés rupture manuelle
(Bartmann 1992) ou ponction du follicule
dominant sous contrdle échographique (Bun-
gartz et Niemann 1994) sont encourageants
mais l'utilisation de telles méthodes en ferme
est plus problématique.
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Est-il possible d’augmenter le
nombre de follicules susceptibles de
répondre au traitement de
superovulation ?

La premiere voie d’approche consiste a
intervenir sur la fonction gonadotrope. Deux
stratégies sont actuellement envisagées. Si
celles-ci ont le méme but, elles sont & 'opposé
pour ce qui est des principes puisque dans un
cas il s’agit d’augmenter les concentrations de
gonadotrophines alors que dans l'autre, au
contraire, on cherche a les abaisser.

Les gonadotrophines agissent sur la tota-
lité de la population des follicules en crois-
sance. Par exemple, chez les bovins, 6 jours
apres injection de eCG, le nombre de folli-
cules pré-antraux est augmenté de 30 %
(Monniaux 1982). Il est donc raisonnable
d’essayer d’augmenter le nombre des folli-
cules qui déterminent la réponse au traite-
ment de superovulation par un prétraitement
qui induit une élévation des concentrations
des gonadotrophines. L'apport de gonadotro-
phines exogénes est la méthode la plus
anciennement utilisée. Lors de nombreux
essais, la nature de la gonadotrophine (eCG
ou FSH), les doses, les durées du prétraite-
ment, le jour du cycle ou il est commencé et
I'intervalle entre cette premiére intervention
et le début du traitement de superovulation
ont été testés. Lorsqu'un effet a été obtenu,
cela a toujours été une diminution de la
réponse (cf. revue de Saumande 1987).

Il est aussi possible d’augmenter les
concentrations de gonadotrophines endogenes
en limitant la rétroaction négative des sécré-
tions ovariennes sur 'activité du systeme
hypothalamo-hypophysaire. Pour cela, les
animaux sont immunisés contre des stéroides
ou contre l'inhibine. Chez les bovins, seule
I'immunisation contre I'inhibine modifie la
fonction ovarienne ; un tel traitement permet
d’augmenter le nombre d’ovulations lors d'un
cestrus normal et la réponse des animaux
immunisés au traitement de superovulation
semble étre améliorée (Hillard et al 1990).

Seule la fin de la croissance des follicules
est strictement dépendante de I'activité hypo-
physaire. Si les sécrétions endogénes de LH
et FSH sont inhibées, la croissance des folli-
cules ne se fera pas complétement et une
accumulation des follicules dans les classes
de taille qui précedent la dépendance vis-a-
vis des gonadotrophines sera observée. Cest
a cause de cette accumulation de petits folli-
cules qu'une augmentation de la réponse au
traitement de superovulation peut étre espé-
rée. Une méthode efficace pour freiner, de
facon réversible, les sécrétions de LH et de
FSH est d’induire une désensibilisation hypo-
physaire au GnRH par un traitement pro-
longé avec un agoniste. La pertinence de
cette approche a été montrée chez les ovins.
Aprés administration de GnRH a l'aide d’'une
mini-pompe osmotique pendant 30 jours, les
niveaux de FSH sont fortement déprimés et il
n’y a plus de pulses de LH ; & la suite d’un tel

traitement, si le nombre total de follicules de
plus de 1 mm n’est pas modifié, aucun d’entre
eux ne dépasse 2,5 mm contre 50 % chez les
animaux témoins (McNeilly et Fraser 1987).
Chez des brebis qui ont recu un tel traite-
ment de désensibilisation pendant 15 jours
seulement, le nombre d’ovulations en réponse
au traitement de superovulation est aug-
menté de 50 % (Brébion et Cognié 1989).
Pour l'espeéce bovine, Vefficacité du traite-
ment de désensibilisation hypophysaire est
établie (Saumande et af 1994) et les modifica-
tions & apporter au traitement de superovula-
tion sont en cours d’étude.

Une deuxiéme voie d’approche récemment
envisagée consiste & augmenter le nombre de
follicules qui peuvent &tre recrutés lors du
traitement de superovulation en stimulant
préalablement la sécrétion d'IGF1. Parmi les
facteurs de croissance impliqués dans la
régulation de la fonction ovarienne, IGF1
semble particulierement important (Monget
1993). La synthese de ce peptide se fait prin-
cipalement au niveau du foie sous le controle
de ’hormone de croissance (GH). L'injection
de GH a des génisses induit une augmenta-
tion des concentrations plasmatiques d'IGF1
et un doublement du nombre de follicules de
2 & 5 mm (figure 4) (Gong et al 1993). Lors-
qu’une injection de GH est réalisée 5 jours
avant la stimulation gonadotrope du traite-
ment de superovulation, chez les animaux

Pour augmenter le
nombre de
follicules
répondant au
traitement de
superovulation,
diverses solutions
sont envisagées :
freiner les
sécrétions de FSH
et LH, stimuler la
sécrétion d’IGF1.

Figure 4. Evolution des concentrations plasmatiques d’IGF1 et du nombre de
follicules de moins de 5 mm de diamétre aprés infection de GH ou de sérum
physiologique. Valeurs moyennes pour 6 génisses dans chacun des lots (d’apres

Gong et al 1993).
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Tableau 5. Influence d’un pré-traitement par de la
GH sur la réponse au traitement de superovulation
(d’apres Gong et al 1995).

Des génisses ont recu le 7¢ jour du cycle, soit de
la GH (n = 8), soit du sérum physiologigue (n = 8) ;
5 jours plus tard les injections de FSH ont débuté.
Les résultats présentés ont été obtenus apres
3 répétitions des traitements ; seules sont consi-
dérées les réponses des animaux pour lesquels
des embryons ont pu étre collectés.

Témoin GH
Nombre de résultats
considérés 16 17
Nombre d’ embryons
collectés 45+0,8 81+1.2
Nombre d’ embryons
transférables 3,1+0,7 74+13

aingi traités le nombre d’ovulations est forte-
ment augmenté en comparaison de ce qui est
observé chez les animaux qui n’ont pas recu
le prétraitement (apres 2 000 Ul eCG 17,2 =
2,8 vs 10,6 = 2,7 ; aprés 1,2 UL oFSH® 18,6 +
2,0 vs 10,8 = 1,7). Les effets sur le nombre
d’embryons transférables sont par contre
moins clairs : aprés stimulation par eCG il
n’y a pas d’effet bénéfique du prétraitement
par GH, et les résultats obtenus apres stimu-
lation par FSH (tableau 5) doivent étre consi-
dérés avec prudence dans la mesure ou ils ont
été obtenus apres 3 répétitions de traite-
ments sur les mémes animaux et qu’ils ne
prennent pas en compte les génisses chez les-
quelles aucun embryon n’a été collecté.

Lors de cette étude il a été de nouveau
montré que la réponse au traitement de
superovulation dépendait de I'état de la popu-
lation folliculaire au moment oul est injectée
la gonadotropine : il existe une tres forte cor-

(4) Exprimé en unité oFSH S16 ; cela correspond &
environ 320 pg de pFSH.

rélation (r = 0,71 ; P < 0.01) entre le nombre
de follicules de moins de 5 mm détectés par
échographie le jour d’injection d’eCG et le
nombre d’ovulations.

Conclusion

Le transfert d’embryons n’a pas eu le déve-
loppement que certains lui prédisaient il y a
une dizaine d’années. En moyenne le nombre
d’embryons obtenus a la suite d’un traite-
ment de superovulation reste faible ce qui a
pour conséquence un prix de revient élevé et
ceci est un premier frein a une utilisation
plus large de cette technique. Pour ce qui est
de l'intérét du transfert d’embryons pour
Pamélioration génétique, la principale limite
a Futilisation de la méthode est que ’on n’est
jamais assuré de disposer d’'un nombre mini-
mum d’embryons a partir d'une femelle trai-
tée. La mise en évidence des relations entre
I’'état de la population folliculaire et la
réponse a la stimulation gonadotrope a per-
mis d’ouvrir de nouveaux axes de recherche.
Selon des stratégies différentes, les méthodes
envisagées consistent a créer des ovaires sen-
sibles en intervenant préalablement au trai-
tement de superovulation pour détruire le fol-
licule dominant et/ou pour augmenter le
nombre des follicules susceptibles d’étre
recrutés par le traitement gonadotrope. Les
voies de recherche actuelles, lorsqu’elles
aboutiront, n’auront sans doute pas de consé-
quences trés importantes sur le nombre
moyen d’embryons ; on peut par contre rai-
sonnablement envisager une forte diminution
de la fréquence des animaux qui produisent
pas ou trop peu d’embryons (1/3 des animaux
actuellement).
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Abstract

Bovine embryo production : what are the
future research options for increasing the effi-
ciency of superovulation treatments ?

In bovines, commercial development of embryo
transfer has existed for about 15 years. Despite
the number of studies undertaken during this
period, two major initial problems remain unsol-
ved. The first is that there are still, on average,
only a low number of embryos harvested from
each treated cow. This, consequently elevates the
production cost. The second problem is the large
number of animals that do not produce any
transferable embryo, making the use of this tech-
nique less attractive in genetic improvement pro-
grammes, These problems limit the development
of the embryo transfer technique. They go on,
despite the fact that superovulation treatments
have been optimized, and that hypophysial extra-
cts used to stimulate follicular growth are better
defined and controlled than they were 15 years
ago.

At the moment, the main factor determining the
number of transferable embryos is the number of
induced ovulations. Studies investigating the

relationship between ovarian function and the
response to superovulation treatments have
demonstrated that the number of ovulations
depends on the status of the follicle population at
the beginning of the gonadotrophic stimulation
(presence of a dominant follicle, number of fol-
licles greater than 2 mm in diameter). It seems,
therefore, that improvements in the efficiency of
the superovulation treatments depend less on the
development and use of new molecules or new
protocols of treatment than on the administra-
tion of a « pre-treatment » capable of causing the
dominant follicle to regress and/or augmenting
the number of follicles that could be recruited by
the gonadotrophins. To this end, several possibili-
ties are understudy. The initial results are encou-
raging and should soon allow new strategies to
be proposed that will produce embryos more effi-
ciently.
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