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léciréline a la dose de 25 et de 50 pg et de 10 pg de buséréline chez des génisses
PIAINI HOISTEIN wcoretneeereectectsetsessseesseeessesse s ssse s ss s es s bbb s bbb bR bbb 50
Tableau 12 : Aire sous la courbe moyenne des concentrations plasmatiques de LH en fonction
du temps apres injection intramusculaire de 100 pg de gonadoréline, de léciréline a la dose
de 25 et de 50 pg et de 10 pg de buséréline chez des génisses Prim’Holstein .......cooueeereeereernenn. 50
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Liste des principales abréviations utilisées :

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché

CV : Coefficient de Variation

FSH : Follicle Stimulating Hormone

GnRH : Gonadotrophin Releasing Hormone
IM : Intramusculaire

[V : Intraveineuse

LH : Luteinizing Hormone

PGF2a : Prostaglandine F2 alpha

RCP : Résumé des Caractéristiques du Produit

SC : Sous-cutané
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La maitrise de 'activité de reproduction est I'’élément majeur de la réussite de I'élevage
bovin, et particuliérement en systeme laitier. En effet, avec la sélection génétique, la fertilité des
vaches laitieres hautes productrices s’est dégradée de facon inversement proportionnelle a leur
production laitiere. Il est donc difficile mais primordial de maitriser la reproduction.

Pour cela, il est nécessaire de bien comprendre les bases physiologiques de la
reproduction et ses mécanismes de régulation endocrine. L'identification du réle clé de la GnRH
(Gonadotrophin Releasing Hormone) hypothalamique dans le contréle de la reproduction a
conduit a la synthése d’analogues de la GnRH, parmi lesquels trois sont disponibles en France : la
gonadoréline (Cystoréline®), la buséréline (Réceptal®) et la léciréline (Reproréline®). Ces
molécules ont été développées pour traiter des dysovulations ou des kystes, comme indiqué
dans les différents Résumés des Caractéristiques du Produit (RCP).

Pour monter le dossier d’Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) de ces molécules,
leur efficacité a été évaluée. Cependant, il n’existe pas a notre connaissance d’étude comparant
les effets biologiques de ces différentes molécules entre elles. Dans ce contexte, I'objectif de
notre expérimentation était de comparer la réponse a la gonadolibérine, la buséréline et la
léciréline en termes de sécrétion de LH (Luteinizing Hormone), ainsi que le suivi échographique
des follicules ovariens et de la structure lutéale néoformée. Cette étude avait également comme
objectif de tester 'effet de la 1éciréline a la demi-dose recommandée dans le dossier de mise sur
le marché, sur les mémes critéres.

Nous rappellerons dans une premiére partie les éléments de physiologie de la
reproduction de la vache indispensables a la compréhension de I'effet des analogues de la GnRH,
ainsi que leurs différentes applications. Dans une deuxiéme partie, nous présenterons
I'expérimentation, et les résultats seront présentés et discutés dans une troisiéme partie.
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PARTIE I : PHYSIOLOGIE DE LA REPRODUCTION ET
UTILISATION DES ANALOGUES DE LA GNRH

1. Rappels de physiologie de la reproduction chez la vache

1.1. L’axe gonadotrope

L’activité de reproduction est controlée chez la vache adulte par l'axe hypothalamo-
hypophyso-ovarien.

1.1.1. Hypothalamus et GnRH

L’hypothalamus synthétise des neurohormones appelées hormones hypothalamiques, ayant
une action sur 'antéhypophyse (ou adénohypophyse, voir 1. 1.1.2. et Figure 1). Il existe deux
grandes familles d’hormones hypothalamiques :

- les -RH (Releasing Hormone), ayant pour role d’induire la production d’hormones

antéhypophysaires

- les -IH (Inhibiting Hormone), qui inhibent la production hormonale antéhypophysaire

Nous ne nous intéresserons ici qu'a la GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone ou
gonadolibérine), qui stimule la libération hypophysaire de LH (Luteinizing Hormone) et de FSH
(Follicle Stimulating Hormone).

La GnRH n’est pas détectable physiologiquement dans la circulation générale ; en effet,
elle est directement libérée dans le systeme porte hypothalamo-hypophysaire, systeme qui
permet son passage direct dans ’hypophyse via des capillaires situés entre ces deux organes
(vaisseaux porte, voir Figure 1). Ainsi, le sang trés concentré en GnRH atteint directement
I’hypophyse avant que des dégradations aient pu intervenir.

La sécrétion de GnRH se fait de maniere pulsatile (un pulse étant un épisode de
libération hormonale intense mais bref), et est le modulateur essentiel de la sécrétion de LH.
Chaque pulse de GnRH est tres bref (il disparait du sang porte en moins de 5 minutes) et
provoque de fagon instantanée un pulse de LH dans la circulation générale. La GnRH module de
facon moins directe la production de FSH antéhypophysaire (également modulée par des
facteurs gonadiques).

Cette sécrétion pulsatile trouve son origine dans la présence d’'un systéme générateur
de pulses, qui, toutes les 15 a 30 minutes (rythme basal), provoque une libération de GnRH par
des neurones hypothalamiques. Cette méthode de signal est tres efficace car elle permet d’éviter
un bruit de fond éventuel di a d’autres hormones ou molécules similaires. De plus, elle évite le
phénomeéne de désensibilisation (baisse de réponse liée a un processus d’internalisation des
récepteurs associé a une sécrétion hormonale monotone).
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Figure 1: Représentation schématique de l'axe hypothalamo-hypophysaire et du systéme porte
hypothalamo-hypophysaire

1.1.2. Hypophyse, LH, FSH et effets ovariens

L’hypophyse est localisée sous I'’encéphale, dans une dépression osseuse appelée selle
turcique. Elle est constituée de deux zones anatomiquement distinctes : I'adénohypophyse (zone
glandulaire) et la neurohypophyse (zone nerveuse).

Ce sont les cellules gonadotropes de I'adénohypophyse qui synthétisent les hormones
gonadotropes (ou gonadotropines): la LH (hormone lutéinisante ou « Luteinizing Hormone ») et
la FSH (hormone folliculo-stimulante ou « Follicle-Stimulating Hormone »).

La LH et la FSH appartiennent a la famille des hormones glycoprotéiques et sont
constituées d’hétérodimeres polypeptidiques glycosylés, les sous-unités o« et 3, associées de
facon non-covalente. Ces hormones sont libérées dans la circulation générale de fagon pulsatile
et sont éliminées rapidement, leur demi-vie plasmatique étant respectivement de 30 min et de 2
- 4 heures. C’est la fréquence des pulses de LH qui va réguler la fonction de reproduction.
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Il existe un niveau de base, soit une fréquence basale de pulses de LH et FSH
d’amplitude faible (concomitants des pulses de GnRH), qui est d’environ un pulse toutes les 15
- 30 minutes. Une baisse ou une augmentation de la fréquence de ces pulses aura une
signification biologique. Un pic de grande amplitude et de durée élevée (comme par exemple le
pic préovulatoire de LH, voir 1. 1.3.2.) sera obtenu par une augmentation tres importante de la
fréquence des pulses, qui se superposent.

Ces deux gonadotropines vont agir sur les ovaires en stimulant la stéroidogenese, par
les cellules de la theque et de la granulosa des follicules et les cellules lutéales du corps jaune
(voir . 1.2.1.).

Ces deux hormones ont des cibles et des effets spécifiques (Figure 2) :
- La LH, en se liant a des récepteurs sur les cellules de la théque, stimule la synthése
d’androgénes et d’cestrogénes.
- La FSH, en se liant aux cellules de la granulosa va provoquer une synthése d’cestradiol
a partir des androgenes thecaux, mais va également provoquer de facon retardée
I'acquisition de récepteurs spécifiques a la LH.

Cholesterol
LH + o
\
Pregnenolone
A "
/,Progegterone Theca
. interna cell
Androstenedione
% ,
| |
| [
' |
‘ i
v { Chole'sterot
Testos ———
, Pregnenolone Granulosa
FoH — l o ~ i cell
] Progesterone
v
Qestradiol-173

Figure 2 : Représentation schématique du controle de la stéroidogénese par les hormones hypophysaires
dans le follicule préovulatoire bovin (Hansel and Convey, 1983)
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1.1.3. Larégulation du couple GnRH-LH

Ce systeme performant nécessite une régulation tres fine. Il existe plusieurs mécanismes
de contréle endocrinien permettant la régulation du couple GnRH-LH.

1.1.3.1. Par I'cestradiol

1 : Cas général : le rétrocontrole négatif de I'cestradiol sur I'hypothalamus

C’est le principal mécanisme de régulation de la sécrétion de GnRH par I'cestradiol.

Au cours du cycle, I'cestradiol est produit par les follicules en croissance sous I'action de pulses
de LH de faible amplitude mais de fréquence élevée (voir I. 1.2.2.). Un pulse de GnRH et donc un
pulse de LH entraine la synthese folliculaire d’cestradiol, qui inhibe de fagon directe la fréquence
des pulses de GnRH (rétrocontrole négatif).

2 : Ovulation : la régulation du pic de LH préovulatoire par I'cestradiolémie :

L’ovulation chez la vache est induite par un pic préovulatoire de LH. La décharge de LH résulte
de l'exercice du rétrocontrole positif de l'cestradiol sur I'’hypothalamus. L’cestradiol agit
également en augmentant la sensibilité de 'hypophyse a la GnRH. Ces deux mécanismes de
régulation sont détaillés ci-dessous.

2.1.: Le rétrocontréle positif de I'cestradiol sur 'hypothalamus :

Si le contexte hormonal est favorable (progestéronémie basse), une cestradiolémie
élevée provoque 'augmentation de la fréquence des pulses de GnRH.

Les neurones a GnRH n’expriment pas le récepteur aux cestrogénes « (ER « ), mais la moitié
d’entre eux expriment le récepteur aux cestrogenes f (ER 3, Skinner et al., 2005). Il est donc
généralement admis que le rétrocontréle positif de I'cestradiol ne s’exercerait pas directement
sur les neurones a GnRH, mais par I'intermédiaire de systémes neuronaux qui sont sensibles aux
stéroides, et qui expriment des ER «.

Parmi les neuromédiateurs impliqués dans la transmission des informations stéroidiennes aux
neurones a GnRH, la voie de signalisation impliquant la kisspeptine (Kiss) et son récepteur, le
GPR54, semble étre un maillon essentiel de la régulation du couple GnRH - LH. La Kisspeptine
appartient a une famille de neuropeptides codés par le gene Kiss-1 (metastatis suppressor
gene), codant pour la synthése d’'un peptide de 54 acides aminés (kisspeptide-54). Des travaux
réalisés in vivo chez le mouton ont montré qu'une administration intracérébrale de Kisspeptine
était capable de stimuler la sécrétion et la libération de GnRH dans le liquide cérébrospinal
(Smith et al., 2008) ainsi que la sécrétion de LH par 'hypophyse (Navarro et al., 2005).

La fréquence élevée des pulses de GnRH provoque en quelques heures le pic de LH.
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2.2.: La sensibilisation de I'hypophyse a la GnRH induite par I'cestradiol

L’cestradiol induit de plus une sensibilisation de I'hypophyse a I'action de la GnRH via
des mécanismes d’inhibition ou d’activation de facteurs de transcription (Kowase et al., 2007).

Ainsi, dans un contexte de progestéronémie basse, une cestradiolémie élevée provoque :

- une stimulation importante de la sécrétion de la GnRH (via la kisspeptine)

- une sensibilisation de I'hypophyse a I'action de la GnRH,
ce qui provoque 'augmentation de la fréquence des pulses de GnRH et ainsi un pulse de LH trés
important (préovulatoire).

1.1.3.2. Par la progestérone

La progestérone exerce un effet inhibiteur direct sur la fréquence des pulses de GnRH
(et donc de LH) lors de sa fixation sur les récepteurs hypothalamiques.

De plus, elle exerce un effet inhibiteur sur la synthése d’cestradiol par les follicules en
croissance.

Enfin, des facteurs externes tels que le stress, une croissance insuffisante ou encore des
stimuli olfactifs sont susceptibles d’intervenir dans la régulation des cycles hormonaux de la
vache.

En résumé, la GnRH exerce un réle clé dans la production des hormones régulatrices des
cycles sexuels chez la vache. Elle stimule la sécrétion de FSH et de LH qui régulent la croissance
folliculaire.
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1.2.

La croissance folliculaire

Des la vie feetale se constitue dans les ovaires le stock de follicules primordiaux a
partir des ovocytes I bloqués au stade prophase de la premiere division de méiose. A la
naissance, un veau femelle posséde un stock d’environ 133 000 follicules, et ce stock reste stable
jusqu’a environ I'dge de 4 ans. Ensuite, leur nombre décline progressivement et entre 15 et 20
ans, les vaches ne possedent plus qu’environ 3 000 follicules (Erickson, 1966).

1.2.1. Les follicules

Le Tableau 1 présente les caractéristiques des différents follicules observables sur un
ovaire, tels qu'ils ont été décrits par Erickson en 1966 (Erickson, 1966).

Follicules pré-antraux

Follicules cavitaires = antraux

| |
1 |
Primordial Primaire Secondaire De De Graaf
- Une seule | - Plusieurs couches de | - Apparition d’'une cavité | - Préovulatoire
couche de cellules | cellules folliculeuses | (antrum)
folliculeuses (ébauche de la | - Le stroma ovarien en contact

granulosa), la plus
interne étant appelée
corona radiata,

- Corona radiata
séparée de I'ovocyte
par la zone pellucide
(couche

avec le follicule se différencie en
théque interne et
séparée de la granulosa par la
lame basale

- L'ovocyte, la zone pellucide et
quelques couches de cellules de
la granulosa sont repoussés a
un pole antral, formant le

externe,

0.04 mm

mucoprotéique)

cumulus oophorus

15320 mm

Tableau 1 : Caractéristiques des follicules ovariens pré-antraux et antraux chez la vache
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Prenons la croissance d'un follicule primordial donné.
Chez la vache, chaque jour, ce sont de 50 a 80 follicules primordiaux qui entrent en
croissance. Ces follicules grossissent de fagon exponentielle au cours du temps. En effet, du stade
primordial au stade pré-ovulatoire, la croissance d’un follicule dure 5 mois (Webb et al., 2004),
mais le follicule primaire ne met que 40 a 50 jours a se développer en follicule pré-ovulatoire
(Lussier et al, 1987). Ainsi, 'ovulation lors d’un cycle cestral est le résultat d’'un développement
folliculaire ayant débuté de nombreux cycles auparavant.

En ce qui concerne le contréle hormonal de la croissance d’un follicule, il est possible de
considérer trois étapes :
- les follicules de moins d’1 mm de diametre sont actuellement considérés comme

indépendants des hormones gonadotropes (LH et FSH) pour leur croissance. Celle-ci
consiste en une prolifération simple des cellules folliculeuses sous le contrdle de facteurs
de croissance (en particulier 'lGF-1: Insuline like Growth Factor 1) et endocriniens
(insuline, leptine)

- les follicules de diameétre compris entre 1 et 3 mm présentent des récepteurs a la FSH et
sont donc sensibles a cette hormone (leur taille augmente avec la fréquence des pulses

de FSH), mais ils peuvent tout de méme se développer en I'absence de cette hormone
(Adams et al., 2008). Les mécanismes de cette croissance sont similaires a ceux décrits
précédemment.

- Enfin, la croissance des follicules de plus de 3 mm est rapide (6 - 10 jours) et correspond
au développement de I'antrum. En paralléle, les cellules folliculeuses se différencient en

cellules de la granulosa ou en cellules de la théque. Ces phénomenes sont alors
strictement dépendants des gonadotropines ; en effet la FSH permet la différenciation
des cellules de la granulosa tandis que la LH stimule la production de stéroides par les
cellules de la theque et de la granulosa (voir I. 1.1.2.).

Nous avons vu les étapes de la croissance d'un follicule primordial jusqu’au stade
préovulatoire. Mais il est important de bien comprendre que le follicule parvenant a ce stade
constitue une exception, car plus de 99.9 % des follicules en croissance vont entrer en atrésie
(régression du follicule par apoptose).

1.2.2. Les vagues de croissance folliculaire

Durant toute la vie de la vache (que la femelle soit prépubere, cyclée, durant les premiers
mois de gestation ou en post partum), et ce quelle que soit la phase du cycle cestral (folliculaire
ou lutéale), le développement folliculaire évolue par vagues de croissance folliculaire, soit
des successions de croissance et régression de plusieurs follicules.
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Ces vagues durent de 7 a 10 jours, et se succedent dans le temps de facon ininterrompue.
Chacune d’entre elles comprend trois phases de développement folliculaire, observées a
I’échographie (voir Figure 3) :

- La premiére est la phase de recrutement, qui est caractérisée par la croissance d’en
moyenne 24 follicules secondaires (de 8 a 41), mesurant au départ environ 3 - 4 mm
de diametre, sur les deux ovaires. Ces follicules sont appelés follicules recrutés. Le
nombre de follicules recrutés a chaque vague est trés variable d’'une vache a I'autre, mais

est répétable pour un méme individu au cours de sa vie (Adams et al., 2008). Cette phase
dure en moyenne 2 - 3 jours, quelle que soit la durée de la vague folliculaire (Ginther et
al., 1989).

Elle est précédée d'une augmentation transitoire des concentrations de FSH,
responsable du recrutement.

- La deuxieme phase est celle de sélection ou de déviation. Elle débute lorsque I'un des

follicules recrutés atteint 8.5 a 9 mm de diametre (seuil de déviation), et acquiert alors le
premier des récepteurs a la LH. Le plus souvent, un seul follicule est sélectionné, mais
parfois deux follicules le sont. A partir de ce moment, la croissance de ce ou ces
follicule(s) s’accéleére, et il est (ou ils sont) appelé(s) follicule(s) dominant(s). Ceux-ci
deviennent 2 mm plus gros que les autres follicules recrutés ; c’est la déviation. Cette
phase dure 1 a 2 jours en moyenne.
D’un point de vue hormonal, lors de la croissance folliculaire, les follicules sélectionnés
produisent de grandes quantités d’cestradiol et d’inhibine qui, par rétroaction négative
(voir I. 1.1.3.1.), entrainent une baisse de fréquence des pulses de FSH. Ainsi, la valeur
seuil de FSH pour le recrutement n’est plus atteinte et celui-ci est stoppé.

- La troisieme phase, de dominance, est caractérisée par la présence d'un follicule

dominant (un seul le plus souvent) qui grossit toujours malgré la baisse de fréquence
des pulses de FSH (car il a développé une dépendance a la LH et une indépendance
relative a la FSH), tandis que les autres follicules recrutés, plus petits et FSH-dépendants,
entrent en atrésie. Le follicule dominant présente de plus en plus de récepteurs ala LH et
sécrete une grande quantité d’cestradiol. Cette phase dure environ 4 - 5 jours.
Le devenir de ce follicule dominant dépend du contexte hormonal : il peut soit ovuler (et
donc libérer I'ovocyte dans I'oviducte adjacent, ce qui peut conduire a sa fécondation) s'il
y a une élévation de la concentration sanguine en LH, soit entrer lui-méme en atrésie.
Cela survient quand la fréquence des pulses de LH reste dans les valeurs basales (un
pulse toutes les 3 - 4 heures), ce qui est le cas lorsqu’un corps jaune est encore présent
sur un des ovaires (rétrocontrdle négatif de la progestérone sur la GnRH, voir 1. 1.1.3.2.).
Le follicule va alors perdre ses récepteurs et sa production d’cestradiol baisse.

A la fin de cette vague, 'ovulation ou I'atrésie du follicule dominant permet I'émergence d'une

nouvelle vague de croissance folliculaire. Nous détaillerons dans la partie consacrée au pic de LH
préovulatoire (I. 1.3.2.) les mécanismes hormonaux de I'ovulation.
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Figure 3 : Les vagues de croissance folliculaire, d’apres Roche 1996

Il a été observé que dans plus de 95 % des cycles cestraux chez la vache, deux ou trois
vagues de croissance folliculaire se succédent, soit une vague tous les 7 - 8 jours pour les vaches
a trois vagues (cycle de 21 - 25 jours), et une tous les 9 - 10 jours pour celles a deux vagues (plus
souvent chez les génisses, cycle de 18 - 20 jours) (Bleach et al, 2004, Savio et al., 1990b). Pour
une vache donnée, on observe une répétabilité de 70 % de la cinétique folliculaire a chaque cycle
cestral (Adams et al., 2008).

1.3. Lecycle cestral

Pour décrire le cycle cestral, nous considérerons le jour de I'ovulation comme ]O0.

1.3.1. La phase folliculaire

Au niveau ovarien, la phase folliculaire est celle du développement du follicule ovulatoire, suivie
de I'ovulation (J0).

On subdivise cette phase en deux :
- La premiere phase est celle du procestrus, elle dure environ 3 jours (J-3 a J-1) et
correspond a :

o la régression du corps jaune du cycle précédent (lutéolyse) par apoptose des
cellules lutéales (Zheng et al, 1994). Cette apoptose est due a la fixation sur le
corps jaune de prostaglandines F2 alpha (PGF2a) sécrétées par I'endometre de
facon pulsatile (pulses de plusieurs heures, pendant 2 - 3 jours), sous I'action de
I'ocytocine (produite par les grandes cellules lutéales, voir . 1.3.3.) (Luck, 1989).

o le follicule dominant (qui deviendra ovulatoire) grossit et produit de plus en
plus d’cestradiol sous l'effet de 'augmentation de la fréquence des pulses de LH.
En effet, on observe une augmentation progressive de cette fréquence, passant
d’un pulse de moyenne amplitude toutes les 3 heures a environ un pulse de faible
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amplitude par heure (Rahe et al., 1980). Cela est dii a la levée de I'inhibition de la
sécrétion de la GnRH par la progestérone dont les concentrations ont chuté apres
la lutéolyse.

- La deuxiéme phase est celle de |'cestrus, caractérisée de fagon comportementale par

I'acceptation du male. Elle dure de 5 a 18 heures en moyenne (J-1). Ce comportement
particulier est dii a 'augmentation des concentrations plasmatiques en cestradiol (par le
follicule dominant). Contrairement aux autres ruminants, la vache n’ovule pas pendant
cette phase, mais au début de la phase suivante, soit 12 h apres la fin du comportement
d’cestrus.
Ce comportement d’acceptation du male s’accompagne de modifications au niveau de
I'épithélium vaginal et utérin, de modifications chimiques des voies génitales permettant
I'activation des spermatozoides par capacitation, de contractions myométriales
importantes (Rodriguez-Martinez et al, 1987) ainsi que de production d'une glaire
translucide et filante (pouvant s’écouler par la vulve lors de I'cestrus) permettant la
progression des spermatozoides.

A la fin de cette phase, 'appareil génital est apte a la rencontre des gamétes. L’ovulation s’ensuit
immédiatement.

1.3.2. L’ovulation

C’est la libération d’un (ou plus rarement de plusieurs) ovocyte(s) apres émission du
deuxieme globule polaire puis rupture du (des) follicule(s) ovulatoire(s), devant mesurer au
moins 10 mm (Sartori et al, 2001). Elle marque le passage de la phase folliculaire a la phase
lutéale.

D’un point de vue hormonal, I'ovulation est déclenchée suite a I'élévation brutale et
prolongée de la concentration en GnRH portale (Karsh et al, 1997), provoquant une
décharge de gonadotropines (décharge ovulante): en particulier, on observe un pic
préovulatoire de LH précédant de 24 heures I'ovulation (succession de pulses de LH a une
fréquence tres élevée).

Le pic de LH est lui-méme déclenché par I'association de deux phénomenes (voir [. 1.1.3.) :
- une concentration plasmatique en cestradiol atteignant un certain seuil
- une progestéronémie basse (moins de 1 ng/mL)

Selon les études et les méthodes de dosage, il est possible de trouver des valeurs des
concentrations maximales de LH au moment du pic préovulatoire allant en moyenne de 8 a 67
ng/mL (Tableaux 2, 3 et 4). En 2013, Martin et al. ont effectué une revue de 22 études de 1973 a
2010, comprenant des vaches et des génisses de différentes races en chaleurs naturelles ou
induites. Ils ont obtenu des valeurs maximales au pic préovulatoire de LH de 10.5 ng/mL en
moyenne.

Mais ces valeurs different dans la bibliographie selon la race, 'dge des animaux étudiés et les
conditions de I'étude.
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Pour la suite, nous ne détaillerons que les résultats décrits pour la race Holstein (utilisée pour
notre étude) :

chez la génisse, en prenant en compte les valeurs décrites dans les tableaux ci-dessous,

pondérées par le nombre d’animaux, on obtient :
o une valeur moyenne de 13.65 ng/mlL, pour celles étudiées en cycles naturels
(peu d’études disponibles) (Tableau 2)
o une valeur moyenne de 13.08 ng/mL chez celles dont I'ovulation a été induite
(Tableau 3)
Le type de cycle ne semble donc pas modifier la concentration sanguine maximale
atteinte au cours du pic préovulatoire de LH.

chez la vache adulte dont le cycle est hormonalement contrélé, Wolfenson et al. (2004)
obtiennent une moyenne de 9 ng/mL, soit une valeur significativement inférieure a celle
obtenue pour les génisses dans les mémes conditions (20 ng/mL), tandis que Lucy et
Stevenson (1986) obtenaient une valeur moyenne de 13.7 ng/mL, soit une concentration
équivalente a celle observée chez les génisses dans les mémes conditions (15.5 ng/mL).
Dans la littérature, la valeur moyenne obtenue (pour les vaches Holstein dont le cycle est
contrdlé hormonalement) par synthése des différentes études est de 10.77 ng/mL, soit
une valeur proche de celle des génisses (environ 13 ng/mL) (Tableau 4).

Valeur de Sensibilité,
Age (.et caractéris- . concen.tra- Prélove- Méthode de CoefflC.IEI.‘ltS Référence
tiques des tion maximale ment dosage de variation bibliographique
animaux de LH au pic 8 (CV) intra et graphiq
pré-ovulatoire inter-test
RIA de Bolt et
13 génisses 8 ng/mL en al. 1990 avec -0.04 ng/mL ,
Pl Ginther et al.,
Holstein de 18 a 24 moyenne Coisr;e; modification -CV:11.8% h 28;; ¢
mois (450-580 kg) (6-10) & Ginther et al et12.8 %
1999
25.9 L RIA
L. ) ng/mL en , ) de , Swanson et Hafs,
6 génisses Holstein | moyenne (19- Sérum Niswender et al inconnu 1971
35) 1969

Tableau 2 : Synthése bibliographique concernant les concentrations maximales de LH au pic préovulatoire
chez des génisses Holstein en cycles naturels
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Valeur de Sens¥b.111te,
L, . coefficients ; L,
Age et caractéris- concentra- . ; Méthode Référence
) . . Préleve- | Méthode de . . R .
tiques des tion maximale .. d’induction de bibliographi-
k . ment de dosage variation .,
animaux de LH au pic . la cyclicité que
. . intra et
pré-ovulatoire .
inter-test
-Ablation des
follicules de pl
9 ng/mL en RIA de orienies (? pius
moyenne, quel Bolt et al de 5 mma j4
31 génisses y i 4 " | -0.1ng/mL | -2 injections de
- que soitle Plasma 1990 avec Palhao et al,
Holstein de 12-18 , . -CV:9.1% 25 mgde
) nombre congelé | modificati . 2009
mois (330-575 kg) , ) , et5.2% dinoprost
d’ovulation on Ginther tromethamine
8-10.5 tal 1999
( ) eta 12 h d’intervalle
(Lutalyse®) aJ6
RIA de 2 1r21]5e(;c1102_:; de
7 génisses Plasma Bolt et al. 0-16 dino grost
g_ ; ., | 1990 avec ng/mL p L Haughian et al.,
Holstein de 18-36 | 8.8+ 1 ng/mL | hépariné e tromethamine a
mois (520-650 kg) congelg | modificati | -CV:167% |, 4 tervalle 2004
& & on Ginther | et11.6% R
aJ5-6
etal 1999
(Lutalyse®)
2 injections de
20 L
21 génisses ng/mlL en EIA -7.8 pg/mL 500 pg de
: moyenne (ET Plasma Wolfenson et
Holstein de 13 ou dispersion concelé Mutayoba | -CV:8.5% cloprostenol al. 2004
mois persl g etal. 1990 | et10.6 % (Estrumate®) a ?
non fournis) .
12 j d’intervalle
2 injections de
-0.18 25mgd
11 génisses 13 ng/mL en RIA de , mg ge )
. Plasma ng/mL dinoprost Kulick et al.,
Holstein d’environ moyenne i Boltetal. ,
2 ans (530-680 kg) (9.5-14.5) congelé 1990 -CV:89% tromethamine 1999
g ' ' et17 % (Lutalyse®) a
12h d’intervalle
2 injections de
-42 pg/tub 25mgd
L. 15.5 ng/mL en , RIA de pg/tube e ce Lucy et
5 génisses movenne Sérum Skaces et de 2 mL cloprostenol Stevenson
Holstein 7 8}j25 4 congelé al ngS -CV:17.4% | (Estrumate®)a 1986 ’
' ' ' et 27.5 % 11 jours
d’intervalle

Tableau 3 : Synthese bibliographique concernant les concentrations maximales de LH au pic préovulatoire
chez des génisses Holstein dont le cycle ovarien est contrdlé
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Valeur de
concentra- Sensibilité,
Age et . . . P ez
L. tion L. ; coefficients Méthode Référence
caractéris- . Préleve- Méthode de L. e . o
. maximale de de variation | d’induction de bibliogra-
tiques des . ment dosage . . i .
animaux LH au pic intra et la cyclicité phique
pré- inter-test
ovulatoire
19 vaches
Holstein, de 2 a . L
& lactations. A Test immuno- 2 injections de
’ 9 L (ET ti- -7.8 L 500 ugd
77 +/- 7 jours ng/m (_ Plasma enzymati-que pg/m ng de Wolfenson et
ou dispersion i (EIA), -CV:85%et cloprostenol
post-partum et ) congelé . al, 2004
] non fournis) Mutayoba et 10.6 % (Estrumate®) a
produisant 49 .
+/- 2.4 kg de al. 1990 12 j d’intervalle
lait par jour
-pose d’'une
iral
22 vaches . spilra ,e
Holstein imprégnée de
multi ares' et progestérone
cimi pares en EIA de -7.8 pg/tube | (CIDR®) pendant
p laclsatior; 9.7+1.1 Plasma Mutavoba et de 2 mL 9 jours Kaim et al,,
ng/mL congelé Y -CV:8.5%et | -injection de 500 2003
(11800 kg par al. 1990
. 10.6 % pg de
an environ), de cloprostenol
60 2 100 jours p
(Estrumate®) 2
post-partum ]
jours avant
retrait
2 injections de
25 d
30 vaches . mg ce
. dinoprost
Holstein A
multipares, en tromethamine a
’ Pl RIA 14
lactation 12+0.8 hé aasrrinié Rosenbere et CV:13.9%et d'intv]si\l:fle Rosenberg et
(environ 9000 ng/mL pari- & 15.9 % ’ al, 1991
congelé al. 1987 encadrant la
kg par an), de ose d’'une
60 a 80 jours P .
spirale
post-partum L
progestéroni-
que PRID®
2 injections de
-42 tub 25 d
7 vaches , pg/tube e ce Lucy and
Holstein en 13.7 ng/mL Sérum RIA de Skaggs de 2 mL cloprostenol Stevenson
) (5.3-42.4) congelé etal. 1985 -CV:17.4 % (Estrumate®) a ’
lactation ) 1986
et27.5% 11 jours
d’intervalle

Tableau 4 : Synthese bibliographique concernant les concentrations maximales de LH au pic préovulatoire

chez des vaches Holstein adultes dont le cycle ovarien est controélé
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L’ovulation se produit grace a un double effet mécanique et chimique : sous I'effet d'un
appel d’eau d a l'acide hyaluronique produit par les cellules du cumulus oophorus, mais
également d'une digestion enzymatique (lysosomiale: collagénase et plasmine) de l'apex
folliculaire. Ainsi, le follicule qui était saillant et tendu a la surface ovarienne va se rompre, puis
se contracter sous l'effet de la chute de pression, et I'ovocyte entouré de sa corona radiata est
alors expulsé. La méiose reprend lors de la disjonction des cellules de la corona radiata et de
I'ovocyte (supprimant I'action paracrine inhibitrice de la méiose), et 'ovocyte haploide se
retrouve dans tiers supérieur de I'oviducte, prét a étre fécondé.

Suite a l'ovulation, I'espace anciennement occupé par le follicule préovulatoire va se
transformer en corps jaune : c’est le début de la phase lutéale.

1.3.3. Laphase lutéale

Cette phase est caractérisée par la formation puis le maintien d’'un corps jaune ovarien. Elle
correspond a la formation d’'un environnement hormonal et physique adapté a une implantation
embryonnaire utérine éventuelle.

Elle se décompose également en deux parties :

- Le metcestrus correspond a la mise en place du corps jaune résultant de I'ovulation.
Cette phase dure 5 - 6 jours (J1 - ]6), et est caractérisée par de profonds remaniements
de la zone ayant ovulé : une angiogenese intense, une prolifération des cellules de la
théque et de la granulosa restant aprés expulsion de 'ovocyte, et leur différenciation
(lutéinisation) en petites et grandes cellules lutéales. Les petites cellules lutéales
synthétisent de la progestérone sous l'effet de la LH tandis que les grandes cellules
lutéales synthétisent de la progestérone (en plus grande quantité et de facon LH-
indépendante) mais également de I'ocytocine (Hansel et al., 1991). Cette ocytocine se
liant aux cellules endométriales permet en fin de cycle la synthése de PGF2«
(responsable de la lutéolyse, voir I. 1.3.1.).

Le corps jaune passe au cours de cette phase d’environ 0.5 cm de diametre a 1.3 cm de
diameétre. En paralléle, la sécrétion d’cestradiol est inhibée par la progestérone. Cette
hormone inhibe les contractions utérines et favorise I'implantation éventuelle de I'ceuf.

- Le dicestrus dure environ 12 jours (J7 - J19). Le corps jaune continue de croitre en
diameétre jusqu’a environ 2 cm (atteint a J10), et sécrete de la progestérone. En raison
de la rétroaction négative exercée par la progestérone, on observe une diminution de la
fréquence des pulses de LH, soit un ou deux pulses de grande amplitude toutes les 6
heures (Rahe et al.,, 1980).

Dans la littérature, on trouve des valeurs de progestéronémie lors de cette phase allant
de 2 a2 10 ng/mL (revue de Spicer et Echternkamp, 1986)
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S'il n'y a pas fécondation, le corps jaune régresse au 11¢ jour de cette phase (J18) sous l'effet des
pulses de PGF2a produits par les cellules endométriales (début de lutéolyse, voir 1. 1.3.1.), et
cesse de produire de la progestérone au 12¢ jour (J19 = ]-2). Les concentrations plasmatiques en
progestérone diminuent alors pour atteindre moins de 1 ng/mL (revue de Spicer and
Echternkamp, 1986).

Un nouveau cycle peut reprendre. La régression morphologique de ce corps jaune
prendra en revanche plus de temps, le corps jaune en régression est ainsi visible par
échographie jusqu’au 3¢me jour du cycle suivant.

Remarque : S'il y a fécondation, 'embryon sécréte un signal de reconnaissance qui empéche la
régression du corps jaune, le cycle s'interrompt alors (méme si des vagues folliculaires
ovariennes sont présentes au début de la gestation).

En résumé, la Figure 4 présente un schéma récapitulatif des différentes phases du cycle
cestral ainsi que des concentrations hormonales moyennes :

PROESTRUS DESTRU#METOESTRUS' DIOESTRUS EPROESTRUS DESTRUS

& o
S @ \ @ ‘\/0'\/?

10 ng/mL

1 ng/mL

N\ N\

1 ng/mL

° = - = -

18 19 20 21
0 1 2 — 18 19 20

3 21

Figure 4 : Schéma récapitulatif des vagues folliculaires (exemple de 3 vagues par phase folliculaire) et des
concentrations hormonales moyennes de LH et progestérone chez la vache au cours des différentes
phases du cycle cestral

Les bases de la régulation du cycle cestral chez les bovins ayant été abordées, nous
présenterons dans la partie suivante une synthese sur 'utilisation des molécules analogues de la
GnRH disponibles en France.
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2. Utilisation pratique chez la vache des analogues de la GnRH: la
gonadoréline, la buséréline et la 1éciréline

2.1. Caractéristiques des molécules
Toutes ces molécules sont des agonistes de la GnRH naturelle (gonadolibérine).

- La gonadoréline est un analogue structurel, décapeptide, utilisée sous forme de
diacétate ou de diacétate tétrahydrate. Elle est commercialisée par CEVA Santé Animale,
sous le nom de Cystoréline®, a la posologie unique de 100 pug. L’AMM a été obtenue en
1981, pour la voie IM (intramusculaire) seulement.

- La buséréline est un analogue fonctionnel, nonapeptide, utilisée sous forme d’acétate.
Elle est commercialisée par MSD, sous le nom de Réceptal®, a la posologie de 10 ug pour
I'induction de I'ovulation et de 20 pg pour le traitement des kystes et de I'anoestrus post
partum. L’AMM a été obtenue en 1982. L’injection se fait de préférence par voie IM, mais
pour une administration unique les voies IV (intraveineuse) et SC (sous-cutanée)
peuvent étre utilisées.

- La léciréline est un analogue fonctionnel, nonapeptide. Elle est utilisée sous forme
d’acétate, a la posologie de 50 pg pour l'induction de I'ovulation et 100 pg pour le
traitement des kystes ovariens. Elle est commercialisée par Vétoquinol sous le nom de
Reproréline®, depuis 2004 (AMM). La voie d’administration est la voie IM.

Aucun temps d’attente lait ou viande n’a été imposé a ces molécules qui sont rapidement
dégradées.

2.2. Effets sur la sécrétion de LH d’une injection d’analogue de la GnRH en
fonction de la phase du cycle cestral

2.2.1. En phase folliculaire

La synthése des différentes études ou le pic de LH a été mesuré apres injection de 10 pg
de buséréline ou de 100 pg de gonadoréline en phase folliculaire (doses AMM pour l'induction
de l'ovulation) indique des valeurs de concentrations maximales en LH variant de 9.7 a 101
ng/mL (Tableau 5).

La variabilité de ces valeurs s’explique par la variabilit¢ du moment du cycle ou la
molécule a été injectée (Rosenberg et al., 1991) :
- Avantle pic de LH spontané : moyenne de 20.55 ng/mL (36 vaches)
- Pendantle pic de LH spontané : moyenne de 101 ng/mL (2 vaches seulement)
- Apreés le pic de LH spontané : moyenne de 9.7 ng/mL (18 vaches)
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Ainsi, si cette injection est réalisée avant ou pendant le pic spontané de LH, les valeurs atteintes
sont supérieures a 13 ng/mL (valeur de concentration physiologique au pic de LH, cf infra), et ce
pic est a priori capable de provoquer une ovulation.
En revanche, si cette injection est trop tardive, la valeur du pic de concentration plasmatique de
LH induit est plus faible, car I'hypophyse a déja sécrété de la LH.

Age et
caractéristiques
des animaux

Analogue de la
GnRH utilisé, dose,
voie

Valeur de concentration de LH au
pic pré-ovulatoire

Référence
bibliographique

32 vaches Holstein
multipares, en
lactation (environ
9000 kg par an), de
60 a 80 jours post-
partum

10 pg de buséréline,
72 heures apres
retrait de la spirale de
progestérone (PRID)

-injection avant le pic de
LH spontané : 25.8 + 2.1 ng/mL (14
vaches)

-injection apres le pic de LH
spontané: 9.7 £ 0.7 ng/mL (18
vaches)

-moyenne : 17.75 ng/mL

Rosenberg et al,,
1991

10 vaches Holstein,
multipares et
primipares, en
lactation (11800 kg
par an environ)

10 pg de buséréline
en IM, dans les 3
heures suivant la

détection de I'cestrus

15.5+ 1.1 ng/mL

Kaim et al, 2003

6 génisses Holstein
de 18-36 mois (520-

100 pg de
gonadoréline, en IM,
le lendemain de la

17.3 £ 2.8 ng/mL

Haughian et al.,

2004
650 kg) lyse artificielle du
corps jaune
- 18.7 ng/mL en moyenne (8.5-33.4)
pour les pics de LH GnRH-induits (4
génisses)
6 génisses Holstein - 101 ng/mL en moyenne (93 et 109
100 pg de )
. ng/mL) pour les pics de LH Lucy and Stevenson,
gonadoréline en IM, le , e s e s
) spontanés amplifiés par I'injection de 1986
jour de I'lA

2 vaches Holstein en
lactation

GnRH (2 génisses)

22.45 ng/mL en moyenne (22.2 et
22.7 ng/mlL)

Tableau 5 : Synthese bibliographique concernant les concentrations maximales de LH au pic préovulatoire
apreés injection d’analogues de la GnRH en phase folliculaire chez des vaches ou génisses Holstein dont le
cycle ovarien est contro6lé
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2.2.2. En phase lutéale

La synthese bibliographique des différentes études ou le pic de LH a été mesuré apreés
injection de 8 pg de buséréline ou de 50 pg, 100 pg (dose AMM pour I'induction de 'ovulation)
ou 200 pg de gonadoréline, en phase lutéale, montre des concentrations maximales au moment
du pic de LH variant de 4.6 a 23.1 ng/mL (Tableau 6) :

- Pour les doses supérieures ou égales a la dose recommandée dans le dossier d’AMM
pour l'induction de I'ovulation (100 ou 200 ug de gonadoréline, 38 vaches) : on obtient
une moyenne de 12.17 ng/mlL, soit une valeur similaire aux concentrations maximales
du pic de LH dans les conditions physiologiques.

- Pourles doses inférieures a la dose recommandée dans le dossier d’AMM :
o 50 pg de gonadoréline : moyenne de 7.82 ng/mL (9 vaches)
o 8pugde buséréline : moyenne de 16 ng/mL (4 vaches seulement)

Ces valeurs sont inférieures a celles obtenues lors du pic de LH naturel, mais également moins
variables. C’est la raison pour laquelle nous avons choisi lors de notre étude de comparer I'effet
des différents analogues de GnRH sur la sécrétion de LH en phase lutéale du cycle.

Valeur de
Age et caractéristiques des Analogue de la GnRH concentration Référence
animaux utilisé, dose, voie maximale de LH au bibliographique

pic préovulatoire

20 vaches Holstein adultes, 100 pg de gonadoréline
taries et vides (386-489 kg), enIM, 6 a 7 jours apres 6.6 + 1.4 ng/mL
cycle contrélé I'ovulation

Martinez et al.,
2003

10 vaches laitieres (race non

100 pgd
précisée) en lactation (4 . Hg ce .
rimipares et 6 multipares) gonadoréline, en IM, 6 a
P P P ' 7 jours apres ovulation, 23.1 +7.8 ng/mL

153.1 *+ 3.8 jours de lactation,
traites 3 fois par jour, cycle
controlé

en présence d'un corps
jaune de plus de 1.5 cm

Souza etal., 2009

5 vaches laitiéres (race non
précisée) en lactation (2
primipares et 3 multipares),
153.1 + 3.8 jours de lactation,
traites 3 fois par jour, cycle
controlé

50 pg de gonadoréline,
en IM, 6 a 7 jours apres
ovulation, en présence 10.4 + 2.3 ng/mL
d’un corps jaune de
plus de 1.5 cm

32



- valeur moyenne au

12 vaches Holstein en 50,100 ou 200 pg de .
) Lo pic: 4.6 +1.2; Monnoyer et al.,
lactation, en cycles naturels, de | gonadoréline en IM, en
. , 89+47etl6+6.3 2004
moins de 7 ans (598 * 96 kg) phase lutéale
ng/mL

8 ug de buséréline en
4 vaches Holstein de 4 a 6 ans, IM, 5 jours apres 16 + 2 ng/mL
cycle contrélé ovulation

Rajamahendran et
al, 1998

Tableau 6 : Synthese bibliographique concernant les concentrations maximales de LH au pic préovulatoire
apreés injection d’analogues de la GnRH en phase lutéale chez des vaches ou génisses laitiéres

2.3. Utilisations indiquées dans le RCP (Résumé des caractéristiques du
Produit)

2.3.1. Traitement des Kystes folliculaires (toutes les molécules)

Un kyste folliculaire est défini comme une structure de type folliculaire a paroi mince
ayant un diametre supérieur ou égal a 25 mm, et persistant pendant 7 a 10 jours en I'absence de
corps jaune (Garverick, 1997).

Les étiologies de ces kystes sont mal connues de nos jours.

Etant donné que le kyste folliculaire se comporte comme un follicule dominant, il
empéche le recrutement d’autres follicules et I'émergence d’'une nouvelle vague de croissance
folliculaire (en inhibant la sécrétion de FSH, voir 1. 1.2.2.). L’apparition de ces kystes serait due la
plupart du temps a une insuffisance de synthése de GnRH, alors que 'hypophyse présenterait
une réponse normale a cette hormone. 10 a 40 % des vaches présenteraient ce syndrome au
moins une fois dans leur vie, le plus souvent entre 4 et 8 ans (deuxieme a quatrieme lactation).

L’utilité de 1a GnRH dans ce cas est évidente, elle pallie le défaut de sécrétion de LH et, via
une induction de la sécrétion de LH, provoque la lutéinisation ou la disparition du kyste dans 60
a 100 % des cas selon les études (revu dans Peters A.R. Veterinary clinical application of GnRH-
Questions of efficacity, 2005). Cepandant, il est important de noter que la régression spontanée
des kystes ovariens en post-partum peut atteindre 70 %. De plus, la fertilité ultérieure des
vaches présentant des kystes reste souvent faible (Tebble et al., 2001).

Dans certains cas, un défaut du nombre de récepteurs folliculaires (et donc kystiques) a
la LH serait également en cause, ce qui pourrait expliquer certains échecs de traitement
(Wollums and Peters, 1994).
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Récemment, Rizzo et al. (2011a) ont montré l'intérét du traitement a une GnRH, la
léciréline, par voie épidurale (hors indications du dossier ’AMM). En effet, des récepteurs a la
GnRH extra-pituitaires ont été mis en évidence (sur les follicules, les corps jaunes et la moelle
épiniére), et cette voie allie ainsi la voie systémique et la voie locale, améliorant I'efficacité du
traitement (93 % de taux de gestation apres 2 inséminations artificielles pour les vaches traitées
par voie épidurale versus 76 % pour celles traitées par voie IM). Ces résultats ont été confirmés
(Rizzo et al.,, 2011b) et une possible amélioration du traitement par association de la GnRH et du
carazolol (béta-bloquant) a été démontrée.

L’application de ces résultats n’est pas encore possible sur le terrain mais ouvre de nouvelles
options thérapeutiques, qui pourraient conduire a une extension des voies d’'administration des
analogues de la GnRH a la voie épidurale dans le dossier ’AMM.

2.3.2. Traitement au moment de l'Insémination Artificielle pour les femelles a
ovulation nulle ou retardée (toutes les molécules)

L’administration de GnRH est réalisée en phase folliculaire du cycle.

L’objectif est double :
- induire I'ovulation, en effet I'injection de GnRH provoque une décharge brutale de LH
plus importante que la décharge naturelle (synthése bibliographique au 1. 2.2.), et ce,
dans un délai de 2 jours environ (utile pour les vaches a ovulation retardée)

- favoriser le maintien du corps jaune et augmenter sa capacité a synthétiser de la
progestérone, pour favoriser le développement embryonnaire (Larson et al, 1997 ;

Maurer and Echternkampf, 1982). En effet, la GnRH injectée pendant la phase folliculaire
induit une différenciation plus importante des cellules de la granulosa en grandes
cellules lutéales (voir I. 1.3.3.), qui sécrétent plus de progestérone que les petites
cellules lutéales (Mee et al., 1993).

L'intérét du traitement de GnRH le jour de I'lA pour augmenter le taux de conception
n’est pas clair. Peters (Peters, 2005) rapporte que les recherches antérieures sur 'efficacité de
ce traitement n’étaient fondées que sur des études manquant de puissance statistique. Seule la
méta-analyse de Morgan et Lean (1993) a montré que le taux de gestation apreés traitement a la
GnRH le jour de I'lA était augmenté de 12.5 % chez toutes les vaches, et jusqu’a 22.5 % chez les
vaches «repeat breeder » (vaches infertiles a chaleurs régulieres ayant eu plus de 3 IA non
fécondantes consécutives). Cependant, la revue de Hanzen et al. (1996) présente un bilan plus
mitigé qui ne permet pas de conclure sur I'intérét d’'une administration systématique de GnRH
au moment I'IA. En revanche, chez les femelles « repeat breeders », la GnRH pourrait étre
indiquée pour augmenter la sécrétion de LH. En effet, ces vaches présentent un pic préovulatoire
de LH inférieur a celui des femelles a fertilité normale (28 + 4 ng/mL versus 40.7 + 3.6 ng/mL de
plasma) (Gustafsson et al., 1986). Il en résulterait une insuffisance lutéale.
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2.3.3. Traitement de I'anoestrus post-partum (buséréline seulement)

L’anoestrus post-partum se caractérise par une absence ou une insuffisance de la
reprise de la pulsatilité de la sécrétion de GnRH. Soit la folliculogenése est absente ou
incomplete, c’est 'anoestrus fonctionnel ; soit il y a folliculogenése sans ovulation et donc avec
persistance du follicule dominant (Kkyste, voir I. 2.2.1.). Nous ne verrons que le premier cas dans
cette partie.

Si cet ancestrus post-partum, physiologique au début, se prolonge, il est possible en
théorie de stimuler I'activité de folliculogenese avec la GnRH, a partir du moment ou ’hypophyse
redevient sensible a cette hormone (7 - 10 jours post-partum chez la vache laitiere, 20 - 30 jours
post-partum chez la vache allaitante) (Irvin et al., 1981). Les résultats d’essais cliniques sont
cependant décevants, que ce soit pour une administration unique ou répétée de GnRH (Hanzen
etal, 1996 ; Hussein et al., 1992 ; Peters et al., 1985 ; Vorstemans and Walton, 1985).

2.4. Utilisations hors RCP

2.4.1. Synchronisation des chaleurs sur des femelles cyclées : les protocoles GPG

Ce protocole a été mis en place pour contréler a la fois la vague de croissance folliculaire
et la phase lutéale. En effet, avec le protocole prostaglandine F2 alpha (2 injections de PGF2a a 7
ou 9 jours d’intervalle), le délai de venue en chaleur est parfois variable (2 a 5 jours) et dépend
du stade de la vague de croissance auquel est initié le traitement. Le protocole GPA, encore
appelé OvSynch® est utilisé essentiellement en Amérique du Nord.

Il est composé de trois phases (Figure 5):

- une premiére injection de GnRH pour synchroniser le développement folliculaire : on
observe une ovulation du follicule dominant (si celui-ci est présent au moment de
I'injection). Dans ce cas, on observe I'émergence d’'une nouvelle vague de croissance
folliculaire, dans les 3 - 4 jours apreés le traitement (Guibault et al., 1990 ; Peter et al.,
1999 ; Twagiramungu et al., 1995).

- 7 jours plus tard, une injection de PGF2a permet d’induire la lutéolyse d’un éventuel
corps jaune et de la structure lutéale secondaire formée a partir du follicule ovulé. A ce
stade, un follicule dominant est présent et devient préovulatoire (Twagiramungu et al.,
1994)

- 48260 heures plus tard, la seconde injection de GnRH avance le pic de LH d’environ 20
heures, et 'amplifie. L’ovulation survient environ 26 heures aprés cette injection (Silcox
etal., 1995).

- 8. a 24 heures plus tard, on réalise une insémination systématique, c’est-a-dire sans
observation des chaleurs (intérét majeur en systeme laitier)

35



GnRH 1 PGF2ax GnRH2 |A systématique

A A

JO 17 J9 J9+8-24h

—

Figure 5 : Représentation schématique du protocole GPG Ovsynch®

La fertilité aprés insémination systématique est relativement élevée (Peter et al., 1999 ;
Pursley et al., 1995 ; Thatcher et al., September 2001 ; Twagiramungu et al., 1992). Cependant,
méme si ce protocole induit une ovulation synchronisée chez certaines vaches en anoestrus, son
efficacité est bien supérieure chez des vaches cyclées (85 % d’induction de cycle synchronisé
versus 45 %, d’apres Constant et al., 2000), et cela se répercute sur le taux de gestation futur
(41.7 % versus 22.4 % d’apres Thatcher et al., 2001). C’est pourquoi son utilisation chez la vache
allaitante n’est justifiée que lorsque les taux de cyclicité sont élevés (vélage d’automne par
exemple).

Fricke et al. ont montré en 1998 qu'un protocole Ovsynch® utilisant une demi-dose de
gonadoréline (50 pg) permet d’obtenir une bonne synchronisation des chaleurs (84 % des
vaches) et une bonne fertilité (47.6 % des vaches synchronisées gestantes a 28 jours) ; en effet
ces résultats sont comparables a ceux du traitement avec de la gonadoréline a la dose de 100 pg
(Fricke et al., 1998). Ce protocole est donc a la fois efficace et économique.

Mais ce protocole présente des limites :
- son efficacité est moindre chez la génisse, probablement en raison de différences dans la
dynamique folliculaire (Pursley et al., 1997)

- environ 6 % des vaches laitieres viennent en chaleur avant I'administration de PGF2a
(Vasconcelos et al., 1999)

- l'ovulation est induite a 7 jours, ce qui est un peu court pour les vaches a deux vagues
folliculaires (durant 8 - 11 jours), ce qui conduirait a une dégradation de la fertilité en
raison d'une maturation insuffisante du follicule préovulatoire.

- Jemmeson a montré que ce protocole ne serait plus intéressant que les deux injections
de prostaglandines a 14 jours d’intervalle (protocole classique) que dans les élevages ou
la détection des chaleurs est défectueuse, dans les autres élevages il serait moins
efficace, et plus cher (Jemmeson, 2000).
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2.4.2. Amélioration de la survie embryonnaire par la GnRH administrée 11 - 14 jours
apres I'Insémination Artificielle

Environ 25 % des embryons bovins ne poursuivent pas leur développement dans les 3
premiéres semaines de vie (Peters, 1996). Cela peut étre dii a une insuffisance lutéale, le corps
jaune ne produisant pas assez de progestérone pour permettre le maintien de la gestation. Une
injection de GnRH 11 - 14 jours apres I'lA, au moment de la période de reconnaissance
maternelle de la gestation, pourrait permettre de soutenir la sécrétion de progestérone et donc
le développement embryonnaire.

Injectée en phase lutéale, la GnRH a un effet lutéotrope via la LH (augmentation de la
production de progestérone, différenciation des cellules folliculaires en grandes cellules lutéales,
voir . 1.3.3.), un effet lutéoprotecteur car les grandes cellules sont moins sensibles a la PGF2a
(Mee et al., 1993) et enfin un effet antilutéolytique, en provoquant la lutéinisation de follicules
secondaires et ainsi faisant chuter la production d’cestrogénes, limitant ainsi 'apparition de
récepteurs endométriaux a 'ocytocine (responsable de la production de PGF2a).

Les résultats des essais sur l'efficacité de ce traitement sont tres variables. La méta-
analyse de Peters (Peters, 2005) montre que cela est dii a des effets race, 4ge, de synchronisation
ou non du cycle, de la méthode de diagnostic de gestation, etc. Mais apres inclusion de ces
variables dans 'analyse statistique, les vaches traitées présentaient une augmentation du taux
de gestation trés significative (odds ratio = 1,33). L’effet de la GnRH post-insémination est
particuliérement intéressant dans les conditions d’élevage ou la fertilité est dégradée (hautes
températures extérieures ou mauvais état général de la vache (Willard et al., 2003)).

Les indications d’utilisation des molécules analogues de la GnRH sont donc nombreuses,
et les conséquences technico-économiques importantes. Les  caractéristiques
pharmacodynamiques, pharmacocinétiques, 'efficacité de ces trois molécules ont été évalués
lors de I'établissement des dossiers d’AMM. Cependant, il n’existe pas, a notre connaissance,
d’étude in vivo qui compare l'effet de ces différents analogues. C’est pourquoi, nous avons
entrepris I'étude qui vise a comparer en termes de sécrétion de LH et de dynamique folliculaire
la réponse a trois GnRH, la gonadolibérine, la 1éciréline et la buséréline.

37



PARTIE II : MATERIEL ET METHODES

Le premier objectif de notre étude était de comparer l'effet en termes de concentrations
plasmatiques de LH d’une injection intramusculaire de trois molécules analogues de la GnRH
naturelle (buséréline, gonadoréline et léciréline) a la dose indiquée dans le RCP pour l'induction
de l'ovulation. Ensuite, les ovaires ont été suivis quotidiennement afin d’évaluer I'évolution des
organites ovariens en réponse a la GnRH. Cette étude avait également pour objectif de tester
I'effet d'une demi-dose de léciréline.

1. Animaux et conditions expérimentales

1.1. Animaux

Cette étude a été réalisée avec 12 génisses de race Prim’Holstein agées de 15 a 23 mois en
mai 2013 (début de I'étude), cyclées, provenant du méme élevage : GAEC de 'AZEROU, M. Van de
Peer, 11310 SAISSAC.

Elles étaient en bon état général, d'un poids compris entre 260 et 360 kg en mai 2013. Aucune
pathologie de 'appareil génital n’a été décelée avant, pendant ou apres la période de I'étude.

Le tableau récapitulatif des caractéristiques des animaux, leur identification, dge et poids au
cours de I'étude est présenté en Annexe 1.

1.2.Logement et alimentation

Les génisses ont été entretenues au pré et ont été rentrées au hangar de physiologie de
I'ENVT (Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse) pour I’étude.

Elles ont été nourries avec du foin (5 kg de matiere brute par génisse et par jour) et de la
paille a volonté, avec pour complément 3 kg par génisse et par jour de concentré Brebilac®
(RAGT, Plateau central, Rodez) contenant 18 % de protéines. L’eau a été distribuée a volonté.

1.3. Surveillance des vaches

[’état de santé des vaches a été vérifié quotidiennement par le zootechnicien lors de la
distribution de l'aliment. Ces observations ont débuté trois jours avant I'administration de la
premiere GnRH et ont été enregistrées quotidiennement jusqu’a la fin de I'expérimentation
animale. Toute anomalie, ainsi que sa relation avec le traitement a été documentée.
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1.4.Pathologies et traitements concomitants

Pathologies concomitantes :

Les vaches n’ont recu aucun traitement pour des pathologies concomitantes dans le mois
précédant I'étude et pendant I'étude, a I'exception de la génisse B, qui a présenté du 2 mai au 27
juillet 2013 un abceés ombilical suintant, traité localement par des ringages quotidiens a la
Vétédine Solution® diluée (polyvidone iodée 10 %) apres nettoyage de la zone. L’état général de
cette génisse n’ayant pas été atteint, elle n’a pas été exclue de I'étude.

Déparasitage :
Toutes les génisses ont recu une administration d’Ivomec® D (ivermectine et clorsulon, 10

mL par voie sous cutanée, Mérial) et une supplémentation en oligoéléments au cours des deux
jours suivant leur arrivée. Pendant I'étude, seule une administration de 30 mL de Butox® 7,5
Pour-on (deltaméthrine, Intervet) a été effectuée.

2. Protocole expérimental

2.1. Analogues de la GnRH utilisés

Le Tableau 7 récapitule les traitements analogues de la GnRH utilisés.

Voie
Principe actif Nom déposé Laboratoire Posologie , .. .
d’administration
Acétate tétrahydrate de CEVA Santé
,y ) Cystoréline® : 100 ug Intramusculaire
gonadoréline Animale
Acétate de buséréline Réceptal® MSD 10 pg Intramusculaire
Acétate de léciréline Reproréline® Vétoquinol 50 pget25pg Intramusculaire

Tableau 7 : Molécule, nom déposé, fabricant, posologie et voie d’administration des traitements analogues
de la GnRH utilisés dans I'étude
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2.2.Schéma expérimental

2.2.1. Habituation et pré-synchronisation des chaleurs

Les génisses ont été habituées a leur nouvel environnement pendant 11 jours apres leur
arrivée.

Pré-synchronisation :

Afin de standardiser leur statut physiologique, les traitements GnRH ont été
systématiquement réalisés au jour 6 - 7 du cycle, soit en présence d'un corps jaune mature et
d’un follicule de plus de 10 mm de diametre (fin de la premiére vague folliculaire).

Pour cela, avant la premiere période, un dispositif de synchronisation des chaleurs (PRID
Delta® 1.55g, CEVA) a base de progestérone a été placé dans le vagin et laissé en place pendant 9
jours, associé a 'administration intramusculaire de cloprosténol au 8ime jour (Estrumate®, 2 mL
soit 0,5 mg, Intervet) et d’eCG au 9iéme jour. Apres retrait du dispositif intra-vaginal, des follicules
de plus de 10 mm de diametre ont été observés par échographie transrectale dans les trois jours
chez toutes les génisses.

2.2.2. Constitution des groupes et définition des séquences

Cette étude s’est étendue du 2 mai au 27 juillet 2013. Elle a été divisée en quatre périodes
de 17 jours, durant lesquelles les génisses ont re¢u les traitements suivants, par voie
intramusculaire :

- 100 pg de gonadoréline soit 2 mL de Cystoréline®
- 10 pg de buséréline soit 2.5 mL de Réceptal®
- 50 pg de léciréline soit 2 mL de Reproréline®
- 25 pgdeléciréline soit 1 mL de Reproréline®

Le plan expérimental de I'étude a été réalisé sous forme de carré latin, afin que toutes les
vaches regoivent tous les traitements (Tableau 8) et afin de s’affranchir en partie de l'effet
«vache » (inter-individuel). Pour cela, 4 groupes homogénes en poids de 3 génisses ont été
constitués de maniére aléatoire.

Une séquence a été définie comme la succession ordonnée de 4 périodes (voir Tableau 8).

La génisse L n’a pas été vue en chaleur apres 'administration de cloprostenol en fin de
période 1 (voir II. 2.2.3.), ce qui n’a pas permis de déterminer le jour JO du cycle ; elle n’a donc
pas été traitée a la gonadoréline lors de la période 2 mais a été ré-introduite dans I'étude pour la
période 3.

Lors de I'échographie de contrdle du début de la période 4, cette méme génisse L présentait un
follicule de 7.8 mm de diametre (moins de 10 mm), elle n’a donc pas été incluse dans la période
4 (voir II. 2.4.).
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Période 1 Période 2 Période 3 Période 4
Génisses A, - léciréline léciréline Lo B
gonadoréline buséréline = séquence 1
CetF 25ug 50 pg
Génisses G, I léciréline Lo . léciréline B
buséréline gonadoréline = séquence 2
etK 25ug 50 ug
Génisses B, Lo léciréline léciréline . B
buséréline gonadoréline = séquence 3
EetH 50 ug 25 g
Génisses D, ] léciréline - Lo léciréline B
gonadoréline buséréline = séquence 4
etL 50 ug 25ug

Tableau 8 : Plan expérimental en carré latin et répartition des génisses et des traitements GnRH en
fonction des périodes de I'étude

2.2.3. Schéma expérimental d’'une période

Une période a une durée de 17 jours. Elle se déroule comme suit (Figure 6) :

Elle débute par I'observation d’'un comportement de chaleur chez les génisses. Le
jour de début des chaleurs est noté pour chaque génisse et constitue le jour 0 de la
période (DO)

5 - 6 jours apres le début des chaleurs (D5 - 6), c’est a dire au moment optimal pour étre
en présence d'un gros follicule, on procede a une échographie transrectale des ovaires de
toutes les génisses. Si un follicule de plus de 10 mm de diamétre est présent sur l'un des
ovaires, la génisse est incluse dans I'étude.

Le lendemain, la GnRH est administrée par voie intramusculaire, (voir II. 2.2.2.). Le
jour d’administration de la GnRH est noté J0 (= D6 - D7).

7 jours plus tard (D13 - 14 ou ]J7), on procede a une lyse du corps jaune a I'aide d’'une
injection intramusculaire de cloprostenol (Estrumate®, 2 mlL, Intervet, analogue de la
PGF2a), afin d’initier un nouveau cycle cestral.

De nouvelles chaleurs sont observées 3 - 4 jours plus tard (D16 - 18 ou J10 - 11), et

marquent le début de la période suivante. L’'observation de celles-ci est une condition
d’inclusion des génisses dans la période suivante.
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2.2.4. Chronologie de I'étude expérimentale

Les 4 périodes se sont succédées dans le temps de maniére ininterrompue. La Figure 6
schématise la chronologie de ces différentes périodes.

GnRH 1 GnRH 2 GnRH 3 GnRH 4
PGF2a PGF2a PGF2a
chaleur chaleurs chaleurs chaleurs
) v v v
[-7-6 10 17 J10-11 117 124 ]27-28 134 141 J44-45 152
Période 1 > Période 3 <
eriode Période 2 ' Période 4

Figure 6 : Chronologie des différentes périodes et des étapes clés de I'étude

2.3.Surveillance des chaleurs

L’observation des chaleurs était le point de départ de chacune des périodes. Il a donc été
porté une attention particuliére a celles-ci, avec des observations de 20 min toutes les 33 6
heures pendant une période de 5 jours couvrant la période de plus forte probabilité
d’expression des chaleurs (2 - 7 jours apres l'administration de PGF2a). De plus, afin de
maximiser les chances de détection, des marqueurs de chevauchement (Estrotec ™) ont été
placés sur la croupe des génisses avant chaque période, virant au rouge lorsque la génisse est
chevauchée.

Le signe retenu comme marqueur du début des chaleurs a été Il'acceptation du
chevauchement par d’autres génisses, ou la coloration rouge du marqueur de chevauchement
sur la croupe. En I'absence d’observation de ce signe, les chevauchements répétés d’autres
génisses, associées a la disparition du follicule préovulatoire, a été pris comme repere de
|'cestrus.

2.4.Prélevements et observations

Echographies transrectales
Des échographies transrectales quotidiennes a I'aide d’un appareil Mylab One® (Hospimedi)

et d'une sonde linéaire de 10 MHz ont été réalisées pendant 6 jours, de J-1 (afin de s’assurer de
la présence d’'un follicule de plus de 10 mm de diameétre) a J4 (afin d’observer les évolutions
morphologiques au niveau ovarien). Le diameétre du plus gros follicule a été enregistré.
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Prélévements sanguins
Ces prélevements de 2 - 4 mL ont été effectués dans des tubes héparinés en

polypropyléne de 4 mL, a la veine coccygienne ou jugulaire apres nettoyage a l'alcool de la zone,
al'aide d'une aiguille 21 G montée sur un systéme Vacutainer®. Les échantillons sanguins ont été
immédiatement placés dans de la glace, et centrifugés dans les 2 heures suivant le préléevement a
environ 3000 tours/min a 5°C, pendant 10 min. Le plasma séparé a été réparti dans deux
fractions aliquotes de plasma de 0.5 mL dans des tubes Eppendorf® en polypropyléne de 1.5 mL
qui ont été conservées a - 20°C jusqu’au moment de la réalisation du dosage.

Des prélévements sanguins pour le dosage de la LH ont été effectués a JO :
- unavantl'injection de GnRH
- etauxtemps 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h et 6 h apres I'injection de GnRH

La Figure 7 présente schématiquement les observations et prélévements effectués au cours
d’une période.

GnRH
Chaleurs

J-6-7 J-1 JO J1 J2 J3 J4 >

8 prise de
sang: 0,
15 min, 30
min, 1h, 2h,

o e SR S B

6 échographies transrectales

Figure 7 : Planning des prélevements sanguins et des échographies ovariennes effectués au cours d’une
période

2.5.Dosages hormonaux

Les concentrations plasmatiques en LH ont été évaluées par dosage ELISA a partir de 10
uL de plasma (kit LH detect®, Repropharm, Nouzilly, France). Les coefficients de variation intra
et inter-dosage déterminés pour 3 niveaux de concentrations de LH (4, 7 et 12 ng/mL) ont été
respectivement 17.4 et 21.4 %, 15.6 et 15.6 %, 10.4 et 12.2 %. La sensibilité du test était de 0.6
ng/mL.
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3. Base de données
Les données suivantes ont été enregistrées, pour chaque traitement :

Données échographiques :

e Diametres du ou des follicules dominants observés (un follicule a été considéré comme
dominant si un de ses diameétres mesurés excédait 10 mm)

e Disparition ou non du follicule dominant aprés traitement GnRH

e Apparition ou non d'une structure lutéale a partir du follicule dominant

Concentrations plasmatiques et aires sous la courbe :

e Les valeurs de concentration maximales (Cmaxiu) et des temps d’occurrence des ces
valeurs (Tmaxiu) ont été déterminées a partir de chacun des profils de concentrations
plasmatiques de LH

e L’aire sous la courbe des concentrations plasmatiques de LH (AUCLu) a été calculée de t =
0 (moment de I'administration de la GnRH) au temps d’occurrence de la derniére valeur
quantifiée (t = 6 h), en utilisant la méthode des trapézes non linéaires

Ces différentes données ont alors permis de comparer les 4 traitements GnRH a la fois en termes
de réponse hormonale et de dynamique folliculaire.

4. Analyses statistiques

Les données brutes concernant les concentrations hormonales et les diametres des
follicules dominants ont été consignées dans un tableur Microsoft Excel®.

Les données sont exprimées sous forme de moyenne + ET (écart type). Les analyses ont
été effectuées sur le logiciel Systat® 12.0, en utilisant les modeéles linéaires, complété si
nécessaire par le test de Tukey post hoc.

Pour s’assurer de 'homogénéité des différents groupes de génisses avant le début de
I'expérimentation, le diametre des plus gros follicules, la concentration plasmatique basale en
LH ont été comparés a l'aide d'une analyse de variance a 2 facteurs avec la séquence, le
traitement, I'interaction séquence-traitement et les vaches nichées dans la séquence comme
effets fixes. Les concentrations hormonales ont pour cela été transformées (log base 10).

44



Données échographiques :
Le taux d’évolution du follicule dominant vers I'ovulation ou la lutéinisation en réponse

aux administrations de GnRH a été comparé pour les différentes molécules grace a un test de
régression linéaire.

LH:

Les données de Cmaxiy, Tmaxiu et d’AUCu ont été transformées (log base 10) pour
obtenir une homogénéité des variances et la normalité. Il n’a pas été réalisé de soustraction de la
valeur basale en LH (LHo) en raison de leurs faibles valeurs et de leur homogénéité entre les
génisses.

Les concentrations en LH inférieures a 0.6 ng/mL (seuil de détection) ont été arbitrairement
fixées a 0.3 ng/mL.

Les paramétres pharmacodynamiques de la réponse aux administrations de GnRH
(Cmaxin, Tmaxu et AUCLh) ont été comparés grace a une analyse de variance a 2 facteurs,
avec la séquence, le traitement, l'interaction séquence-traitement et les vaches nichées dans la
séquence comme effets fixes.
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PARTIE III : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Résultats

Les groupes de génisses aléatoirement constitués étaient homogénes en poids (325.83 +
28.3 kg) et en 4ge (19.78 + 1.9 mois) au début de I'étude.

1.1. Dynamique ovarienne

Avant administration des différentes GnRH, au jour 6 - 7 du cycle, les femelles incluses
dans l'étude (n = 46 valeurs pour 12 ou 11 génisses sur les 4 périodes, voir 1. 2.2.2.)
présentaient un follicule dominant de plus de 10 mm de diamétre (moyenne + ET = 12.93 + 1.33
mm). La taille du follicule avant 'administration de GnRH n’a pas été différente en fonction des
traitements GnRH ou en fonction de la séquence (ANOVA, NS).

I a été considéré trois évolutions échographiques possibles du follicule dominant apreés le
traitement GnRH :
- Disparition avec formation d'une structure lutéale secondaire
- Non disparition :
o tel quel, sans modification échographique de sa structure
o aveclutéinisation périphérique

Dans le cadre de notre étude (avec l'objectif d'un protocole GPG, voir II. 2.4.1.), seule la
persistance du follicule dominant sans lutéinisation a été considérée comme un échec du
traitement. En effet cette persistance inhibe la reprise d’'une nouvelle vague de croissance
folliculaire et la persistance prolongée du follicule entraine une diminution de la fertilité de
I'ovocyte (Austin et al., 1999).

Le Tableau 9 présente les résultats échographiques obtenus :

Pourcentage de non disparition du
P - -
Molécule injectée, Nombre de (furceflt.age de follicule dominant
d . disparition du
ose BENISSES follicule dominant Avec lutéinisation Sans lutéinisation
périphérique périphérique
Gonadoréline 100 pg 11 55 % * (6) 18 % (2) 27 % (3)
Léciréline 25 pg 11 91 % (10) 9% (1) 0% (0)
Léciréline 50 pg 12 91.5 % (11) 8.5% (1) 0% (0)
Buséréline 10 pg 12 100 % (12) 0% (0) 0% (0)

Tableau 9 : Résultats échographiques obtenus aprés injection intramusculaire de 100 pg de gonadoréline,
de léciréline a la dose de 25 et de 50 pg et de 10 ug de buséréline chez des génisses présentant un follicule
de plus de 10 mm de diametre (* différence significative)
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Ainsi, la gonadoréline a la dose de 100 pg est moins efficace que la léciréline (aux
doses de 50 ou 25 pg) et la buséréline a la dose de 10 pg pour induire la disparition du
follicule dominant (p < 0.01). Cependant, seules 3 génisses sur 11 n’ont pas présenté de
modification du follicule dominant apreés le traitement a la gonadoréline, ce qui correspond a un
échec du traitement. Ce pourcentage n’est pas statistiquement différent de celui observé apres
les autres traitements.

Tous les follicules dominants se sont lutéinisés ou ont ovulé pour la léciréline aux deux doses et
pour la buséréline.

1.2. Effet des différentes GnRH sur les concentrations plasmatiques en LH

L’échantillon est le méme que celui décrit au IIl. 1.1.1. (n = 46 valeurs sur 12 ou 11
génisses).

Les concentrations plasmatiques en LH avant 'administration des GnRH (a T0) étaient
basses (0.92 + 1.00 ng/mL) et n’ont pas été différentes en fonction des traitements GnRH ou en
fonction de la séquence d’administration (ANOVA, NS).

La Figure 8 présente les concentrations de LH aprés administration intramusculaire des
différentes GnRH chez les 12 génisses de I'étude.
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Figure 8 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques de LH (ng/mL) apres une administration
intramusculaire de 100 pg de gonadoréline, de léciréline a la dose de 25 et de 50 pg et de 10 pg de
buséréline chez 12 génisses Prim’Holstein
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Au cours du temps, la concentration plasmatique en LH augmente rapidement apres
I'administration de GnRH, pour atteindre un maximum entre 1 et 2 heures aprés l'injection.
Cette concentration décroit ensuite plus lentement, et revient a des valeurs basales au bout de 6
heures.

(1) Cmaxyn:

Les concentrations plasmatiques maximales moyennes en LH (Cmaxiu) obtenues apres
I'injection intramusculaire des différentes GnRH sont présentées dans le tableau
suivant (Tableau 10).

Molécule injectée, dose Moyenne de la Cmax. Ecart type Nombre de génisses
(ng/mL)

Gonadoréline 100 pg 6.92 2.72 11
Léciréline 25 pg 16.86 7.63 11
Léciréline 50 pg 17.87 5.86 12
Buséréline 10 pg 16.43 5.70 12

Tableau 10 : Valeurs moyennes et écart-type des concentrations plasmatiques maximales en LH obtenues
apres l'injection intramusculaire de 100 pg de gonadoréline, de 1éciréline a la dose de 25 et de 50 pg et de
10 pg de buséréline chez des génisses Prim’Holstein

La Cmax.y apres traitement a la gonadoréline (100 pg par voie intramusculaire) a été
inférieure a celles obtenues aprés les autres traitements GnRH. Cependant, il existe une
interaction entre le traitement et la séquence : cette différence n’est pas observée pour la
séquence 4. En effet, la génisse L ayant été exclue de deux périodes, le nombre de génisses pour
cette séquence était alors trop limité pour avoir une puissance statistique suffisante. Cet effet
était significatif ou tendait a étre significatif pour la buséréline (p = 0.06, p = 0.007 et p = 0.002),
pour la léciréline a la dose of 25 pg (p = 0.097, p = 0.001, p = 0.031), respectivement pour les
trois premieres séquences. La différence entre la gonadoréline et la 1éciréline a la dose of 50 pg
était significative uniquement pour deux séquences (p = 0.012 et p < 0.001, respectivement pour
la premiere et la troisieme séquence, test ANOVA Tukey post-hoc).

La Cmax;x moyenne obtenue pour le traitement a la gonadoréline (6.15 *+ 2.74 ng/mL)
est inférieure au pic physiologique de 13 ng/mL en moyenne (voir I. 1.3.2.).

La buséréline a la dose de 10 pg ainsi que les deux doses de léciréline, utilisées par voie
IM, provoquent des Cmax.y similaires (ANOVA, NS) a celles observées lors du pic préovulatoire
de LH.
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(2) Tmax.u

Les temps moyens d’occurrence de la concentration plasmatique maximale en LH

(Tmaxiu) obtenus apreés injection des différentes molécules sont présentés dans le tableau

suivant (Tableau 11):

Molécule injectée, dose | Moyenne de la Tmaxyu (h) | Ecarttype Nombre de génisses
Gonadoréline 100 pg 1.00 * 0.55 11
Léciréline 25 pg 2.09 0.30 11
Léciréline 50 pg 2.00 0.00 12
Buséréline 10 pg 2.25 0.45 12

Tableau 11 : Valeur moyenne et écart-type du temps d’occurrence de

la concentration plasmatique

maximale de LH (Tmax.y) apres injection intramusculaire de 100 pg de gonadoréline, de léciréline a la
dose de 25 et de 50 pg et de 10 pug de buséréline chez des génisses Prim’Holstein (*: différence

significative)

Il n'y a pas eu d’effet séquence sur le Tmaxis ni d’interaction entre le traitement et la

séquence.

La gonadoréline utilisée a la dose de 100 pg induit une Tmax.y significativement
inférieure a celles des autres traitements GnRH (ANOVA, p < 0.001), autour d’1 heure apres

'injection.

La buséréline a la dose de 10 pg ainsi que les deux doses de 1éciréline, utilisées par voie
IM, provoquent des Tmaxiuy similaires (ANOVA, NS), aux alentours de 2 - 3 heures apres

I'injection de GnRH.

(3) AUCLy

Les aires sous la courbe de concentration plasmatique de LH en fonction du temps (entre

t=0ett=6h) (AUCLx), obtenues apres injection des différentes molécules sont présentées dans
le tableau suivant (Tableau 12) :

Molécule injectée, dose AUC y moyenne (ng/h.mL) | Ecarttype Nombre de génisses
Gonadoréline 100 pg 18.25 8.20 11
Léciréline 25 pg 49.73 19.33 11
Léciréline 50 pg 50.53 16.25 12
Buséréline 10 ug 47.69 11.14 12

Tableau 12 : Aire sous la courbe moyenne des concentrations plasmatiques de LH en fonction du temps

apres injection intramusculaire de 100 pg de gonadoréline, de 1éciréline a la dose de 25 et de 50 pg et de

10 pg de buséréline chez des génisses Prim’Holstein
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L’analyse statistique montre une interaction entre le traitement et la séquence :
- Pourles 3 premiéres séquences, I’AUC.x moyenne aprées une injection intramusculaire de

100 pg de gonadoréline est significativement inférieure a celles obtenues apreés les
autres traitements GnRH (ANOVA, p < 0.001).

- Pour la séquence 4, le nombre de génisses traitées a la gonadoréline était probablement

trop faible pour avoir une puissance suffisante du test statistique.

Les deux doses de léciréline et la dose de buséréline utilisées ont eu des effets comparables sur
la sécrétion de LH chez la vache (ANOVA, NS).

2. Discussion

2.1. Aspects méthodologiques

Dans notre étude, le faible nombre de femelles (n = 12), ainsi que leur age (uniquement
des génisses) et leur race (uniquement des Prim’Holstein) rendent les résultats extrapolables
uniquement pour cette catégorie d’animaux, et non pas a I'ensemble des vaches francaises.
Cependant, le choix du protocole expérimental sous forme de carré latin permet de s’affranchir
de l'effet vache et donc d’augmenter la puissance de notre étude.

De plus, en ce qui concerne la réponse en terme de LH aux différents traitements, la
génisse L a été par deux fois exclue de I’étude (pour la période 2 et la période 4), ce qui limite le
nombre de données pour la gonadoréline et la 1éciréline 25 pg, et pour la séquence 4. Ainsi, lors
de cette derniere séquence, le nombre de vaches était insuffisant pour conclure a un effet
significativement inférieur du traitement a la gonadoréline en termes de sécrétion de LH

(Cmaxyy et AUCLh).

Par ailleurs, la comparaison des GnRH a été réalisée dans un schéma expérimental controlé :

(1) Le choix de la phase lutéale, et de la fin de la premiere vague folliculaire, comme moment
de traitement aux différentes molécules analogues de la GnRH, ne correspond pas a une
réalité pratique. En effet, la GnRH s’utilise principalement dans le cadre d’un traitement
GPG pour maitriser la phase folliculaire et contréler I'ovulation, afin de programmer

I'insémination en s’affranchissant de l'observation des chaleurs. Dans ce cadre, la
premiére GnRH n’est pas réalisée a un moment prédéterminé du cycle (sauf en cas de
présynchronisation de type PreSynch®, voir IIl. 2.2.). C'est une limite a I'exploitation des
résultats de notre étude en termes de réussite des traitements (ovulation ou non,
lutéinisation ou non). Mais l'objectif de notre étude était de comparer les différents
traitements en termes de réponse hormonale de LH, dans des conditions standardisées.

(2) L’observation des chaleurs, point clé du protocole pour la détermination du jour JO du
cycle, a été réalisée toutes les 2-4 heures, de 7 heures a 22 heures, soit de fagon tres
contraignante et peu applicable aux conditions de terrain.
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(3) Les différents traitements GnRH ont été réalisés sur toutes les génisses, selon un plan
expérimental en carré latin pour prendre en compte I'effet possible de la répétition des
traitements au travers de I'effet séquence.

(4) L’absence de groupe témoin au moment des chaleurs ne permet pas ici d’avoir des
valeurs de référence du pic de LH physiologique en termes de Cmaxin, Tmaxy et d’AUCLH
chez ces génisses Holstein. Ces valeurs nous auraient permis de comparer le pic de LH

induit par les GnRH pendant la phase lutéale, par rapport a un pic de LH spontané
préovulatoire.

Apreés synthese bibliographique (voir I. 1.3.2.), nous avons considéré 13 ng/mL
comme la valeur moyenne de la concentration maximale physiologique en LH lors
du pic préovulatoire. Mais cette valeur est discutable car les concentrations de LH
spontanées sont variables dans la littérature (voir IL. 2.2.1.).

2.2. Discussion des résultats

Dans les conditions de I’étude, nous avons montré que les différents traitements GnRH
testés, aux doses «induction de l'ovulation» ou a une demi-dose de léciréline, provoquent
I'apparition d’'un pic de LH rapide, d’'une durée de 6 heures, soit la moitié de la durée d'un pic
de LH physiologique. Ces résultats sont en accord avec ceux de Lucy et Stevenson (1986) qui ont
comparé dans un méme essai le pic de LH physiologique et celui induit par 100 pg de
gonadoréline apres synchronisation de l'activité ovarienne a I'aide de prostaglandines F2 alpha.
Les animaux du groupe traité a la GnRH présentaient des pics de LH d’une durée de 6.1 + 0.8 h
versus 11.0 = 0.7 h pour le groupe non traité.

Le pic de LH observé dans notre étude est atteint entre 30 min et 2h30 apres
I'administration de GnRH. Ces résultats sont également en accord avec ceux de Lucy et Stevenson
(1986).

Notre étude montre également que le traitement a la gonadoréline (100 pg) provoque

une stimulation de la sécrétion de LH plus précoce et inférieure a celle observée apres les
trois autres traitements (buséréline 10 g, 1éciréline 50 pg et 25 pg).
La différence de réponse en termes de sécrétion de LH apres traitement a la gonadoréline ou a la
buséréline est en accord avec les résultats de Chesnault et coll. (1990). L’AUC.y obtenue apres
traitement a la gonadoréline, sous forme de diacétate tétrahydrate a la dose de 100 pg (18.25 +
8.2 ng/h.mL) est relativement comparable a celle obtenue par Monnoyer et al. (2004), qui ont
obtenu sur 12 vaches adultes, en phase lutéale, une AUC.x moyenne de 25 * 8.3 ng/h.mL. Ces
mémes auteurs obtiennent une AUCLx de 40 = 10.3 ng/h.mL en doublant la dose de gonadoréline
(200 pg), ce qui est comparable a celle obtenue dans notre étude pour la buséréline 10 pg (47.69
+ 11.14 ng/h.mL) et pour la léciréline 50 et 25 pg (respectivement 50.53 + 16.25 ng/h.mL et
49.73 + 19.33 ng/h.mL). La gonadoréline a la dose de 200 pg pourrait ainsi induire une réponse
en terme de LH équivalente a celle des deux nonapeptides étudiés.

Ainsi, le traitement a la gonadoréline a la dose recommandée pour I'« induction de
I'ovulation » semble l1égerement moins efficace que les autres analogues de GnRH administrés en
phase lutéale.
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Cependant, il semble que les concentrations de LH en réponse aux différentes GnRH,

dont la gonadoréline, soient suffisantes pour induire la disparition ou la lutéinisation du follicule
dominant (73 %, 100 %, 100 % et 100 % respectivement pour la gonadoréline, la léciréline 25
pg, la 1éciréline 50 pg et la buséréline). Ces taux sont relativement élevés, suggérant que ces
quatre traitements sont efficaces pour stimuler le redémarrage d’'une vague folliculaire dans le
cadre d’'un protocole de type GPG, si une présynchronisation préalable a été mise en place.
Sur le terrain, il est possible d’associer un protocole GPG de type OvSynch® avec un protocole de
présynchronisation, de type PreSynch® (2 injections de PGF2 alpha a 14 jours d’intervalle, voir
Figure 9). Ce type de protocole double, utilisé actuellement en Amérique du Nord, permet
d’initier la premiére GnRH du protocole GPG entre le jour 5 et 10 du cycle ovarien, ce qui est
idéal. Les taux de_gestation apres application de ce programme double sont plus élevés chez des
vaches laitiéres cyclées qu’avec un protocole OvSynch® seul : 47 % versus 34 % respectivement
(Moreira et al, 2001).

PGI‘-'fa PGI:ﬁa Gn\ilRH 1 PGI‘-'fa GnRH 2  |A systématique
I I I ! ! !
JO 114 126 J33 135 135 + 8-24h
PreSynch® <
OvSynch®

Figure 9 : Représentation schématique d’un protocole PreSynch-OvSynch®

2.3. Intéréts et perspectives de I'étude

L’utilisation des hormones, en particulier lors d'un protocole GPG (Ovsynch® associé
éventuellement a un protocole Presynch®) est importante en Amérique du Nord et dans
différents pays européens. En France, le marché du protocole GPG est relativement réduit
actuellement mais pourrait se développer. En effet, les troupeaux (en particulier laitiers) ont des
effectifs de plus en plus importants, et la main d’ceuvre est réduite, ce qui contribue a une baisse
de I'efficacité de la détection des chaleurs des vaches. Les éleveurs cherchent donc a s’affranchir
de cette surveillance, et optent pour des protocoles de synchronisation tels que le protocole GPG.

Notre étude a montré que :

- lutilisation de la gonadoréline, de la buséréline et de la 1éciréline a la dose « induction de
I'ovulation » est efficace pour synchroniser la vague de croissance folliculaire de génisses
cyclées dans le cadre d'un protocole GPG, si une présynchronisation a été mise en place
(la premiere injection de GnRH doit se faire au jour 6 - 7 du cycle, pour maximiser les
chances d’étre en présence d'un follicule dominant)
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- lutilisation de la gonadoréline a la dose « traitement des kystes folliculaires » (soit 200
pg) pourrait permettre d’augmenter la sécrétion de LH et ainsi d’optimiser les chances
de redémarrage d’une vague folliculaire. De plus, Monnoyer et al. (2004) ont estimé que
la dose de gonadoréline nécessaire pour induire des concentrations plasmatiques en LH
équivalentes a la moitié des concentrations observées lors de la décharge préovulatoire
de LH est de 203 pg. Cependant, ces résultats sont en désaccord avec ceux de Fricke et al.
(1998) qui ont montré qu'une demi-dose de gonadoréline (50 pg), utilisée dans le cadre
d’un protocole GPG, suffirait pour synchroniser les chaleurs dans 84 % des cas.

- T'utilisation d’'une demi-dose de léciréline (25 pg) est suffisante pour induire un pic de LH
et une nouvelle vague folliculaire (100 % des cas de notre étude), et ses effets sont
comparables a ceux d'une dose de léciréline indiquée pour induire 'ovulation, en termes
d’évolution folliculaire et de sécrétion de LH.

Des expérimentations complémentaires restent nécessaires pour évaluer l'efficacité de
ce protocole en terme d’ovulation et de fertilité a 'cestrus induit, a la fois chez des génisses et
des vaches et dans les conditions terrain.
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NOM : MERLE PRENOM : DELPHINE

TITRE : Comparaison de la réponse en termes de sécrétion de LH a la gonadoréline, la buséréline et la
léciréline chez des génisses Prim’Holstein

RESUME : En France, trois analogues de la GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone) sont a la
disposition du praticien pour I'espéce bovine : la gonadoréline (Cystoréline®), la buséréline (Réceptal®)
et la 1éciréline (Reproreline®). Ces hormones sont indiquées pour induire 'ovulation au moment de
I'insémination artificielle, pour traiter les kystes ovariens ou pour traiter l'anoestrus post-partum
(buséréline). En plus de ces indications, les analogues du GnRH sont largement utilisés en élevage laitier,
en particulier en Amérique du Nord, dans le cadre de programmes de synchronisation des chaleurs avec
une insémination a un moment prédéterminé.

L’objectif de cette étude était de comparer les effets biologiques en termes de sécrétion de LH d’'une
administration de gonadoréline, de buséréline et de léciréline a la dose «induction de I'ovulation »
(indiquée dans le Résumé des Caractéristiques du Produit). En outre, I'effet d'une demi-dose de 1éciréline
a été évalué. L’étude a été réalisée sur 12 génisses Prim’Holstein cyclées, recevant chacune les quatre
traitements GnRH selon un protocole expérimental en carré latin, au cours des 4 périodes de I'étude. Au
jour 6 ou 7 du cycle ovarien, en présence d'un follicule dominant, 100 pg de gonadoréline, 25 pg ou 50 pg
de léciréline ou encore 10 pg de buséréline ont été administrés aux génisses. Les concentrations
plasmatiques de LH ont été évaluées pendant 6 heures post-administration et I'évolution échographique
du follicule dominant (persistance, disparition ou lutéinisation) a été suivie pendant 4 jours.

La sécrétion de LH a été plus faible apres la gonadoréline, comparativement a la 1éciréline a la dose de 25
et 50 pg et a la buséréline. Les concentrations maximales de LH ont été 2.5 fois plus faibles
comparativement a celles observées apreés la léciréline ou la buséréline et ont été atteintes une heure plus
tot. Le pourcentage d’évolution du follicule dominant par ovulation ou lutéinisation aprés le traitement
GnRH a été élevé (respectivement, 73 %, 100 %, 100 % et 100 %, pour la gonadoréline, la léciréline a la
dose de 25 et 50 pg et la buséréline). La léciréline a la demi-dose de 25 pg a eu les mémes effets que la
dose de 50 pg.

MOTS CLES : GnRH - LH - gonadoréline - buséréline - 1éciréline - induction de I'ovulation - maitrise des
cycles - bovin

ENGLISH TITLE : Comparison in terms of LH secretion to gonadorelin, buserelin and lecirelin in Holstein
heifers

ABSTRACT: In France, three GnRH analogues, gonadorelin (Cystoréline®), buserelin (Réceptal®) and
lecirelin (Reproreline®), are used to induce ovulation at the time of artificial insemination, to treat
ovarian cysts or to manage post-partum anestrus (buserelin). Moreover, these GnRH analogues are widely
used in dairy farms, especially in North America, for synchronization programs with a fixed timed
artificial insemination.

The aim of the study was to compare the LH secretion in response to gonadorelin, buserelin and lecirelin
(at the dose recommended to induce ovulation, as reported in the summary of characteristics of
products). In addition, the biological response to a half dose of lecirelin was assessed. The study was
conducted according to a latin-square protocol, with 12 Holstein heifers receiving the four treatments
during the four periods of the study. On Day 6 or 7 of the ensuing cycle, in the presence of a dominant
follicle, 100 pg of gonadorelin, 25 pg or 50 pg of lecirelin or 10 pg of buserelin was administered to the
cows. The plasma LH response was evaluated for up to 6 hours post-administration and ovarian follicular
dynamics (persistence, disappearance or luteinisation) for up to four days, by ultrasonography.

There was a significantly lower LH release following gonadorelin treatment compared to lecirelin at the
doses of 25 or 50 pg and the buserelin treatment. The mean maximal LH concentration following
gonadorelin was 2.5 lower than after lecirelin or buserelin and was reached one hour earlier. The
percentage of evolving of the dominant follicle by ovulation or luteinisation following GnRH treatment
was high (73 %, 100 %, 100 % and 100 %, for gonadorelin, lecirelin at the dose of 25 and 50 pg and
buserelin, respectively). The lecirelin at the dose of 25 pg had the same effects than the 50 pg dose.
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