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La reproduction bovine est actuellement un axe important de recherche en médecine
vétérinaire. En effet, la sélection génétique, orientée pendant de nombreuses années
uniquement vers la production laitiere, a eu un effet délétére sur la fertilité des vaches. La
maitrise de la reproduction constitue donc un objectif prioritaire pour la réussite économique de
I'élevage.

La GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone) est identifiée comme ayant un réle clef
dans le controle de la reproduction, ce qui a conduit a la synthése de nombreux agonistes de la
GnRH dont trois sont commercialisés en France : la gonadoréline (Cystoréline®), la buséréline
(Réceptal®) et la léciréline (Reproréline®). La compréhension des mécanismes endocriniens de
controle de la dynamique ovarienne est un point crucial pour déterminer les indications
zootechniques et thérapeutiques de ces agonistes.

Dans cette optique, la comparaison des effets biologiques des différents analogues de la
GnRH disponibles en France est essentielle pour rationaliser leur utilisation. Or, a notre
connaissance, il n’existe pas d’étude in vivo qui ait comparé les effets de la gonadoréline, la
buséréline et la léciréline. C’'est dans ce contexte que notre étude a eu comme objectif de
comparer la réponse a ces trois GnRH en termes de sécrétion de LH (abordée dans la these de
Merle, 2014) et en termes de sécrétion de progestérone et de dynamique ovarienne (évolution
du follicule dominant, apparition d’une structure lutéale secondaire et démarrage d’'une nouvelle
vague folliculaire). Cette étude avait également comme objectif de tester I'effet de la 1éciréline a
dose deux fois moins élevée que celle recommandée dans le dossier d’Autorisation de Mise sur le
Marché.

Dans une premiere partie, les éléments de physiologie de la reproduction de la vache,
indispensables a la compréhension de I'effet des analogues de la GnRH, seront rappelés, ainsi
que leurs différentes applications zootechniques et thérapeutiques et leurs effets sur la sécrétion
hormonale et la dynamique ovarienne. L’étude expérimentale sera présentée selon un plan
classique. Les matériels et méthodes seront exposés dans une deuxieme partie, puis les résultats
seront présentés et discutés dans une troisiéme partie.
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PARTIE 1: PHYSIOLOGIE DE LA REPRODUCTION ET
UTILISATION DES ANALOGUES DE LA GNRH

1. Rappels de physiologie de la reproduction chez les bovins femelles

La compréhension de la physiologie de la reproduction des bovins femelles permet
d’actionner des leviers pour la contréler. La reproduction est un axe essentiel en élevage bovin
et son controle permet ainsi d’améliorer considérablement les résultats zootechniques d’un
élevage.

1.1. Caractéristiques du cycle cestral

Les vaches ont un cycle sexuel cestral comportant quatre périodes (pro-cestrus, cestrus,
metcestrus et dicestrus). L”cestrus est défini comme la période d’acceptation du chevauchement.
Les vaches présentent un cycle de type polycestrus non saisonnier, c’est-a-dire que le cycle se
répéte tout le long de I'année sans ancestrus saisonnier, si aucun événement physiologique,
comme l'ancestrus de gestation, de lactation ou pathologique n’intervient. Les cycles débutent a
la puberté, atteinte en moyenne a I’dge de 6 a 18 mois, et se manifestent tout au long de la vie.

Le cycle peut étre décrit a partir d'une autre terminologie qui divise le cycle en deux
phases : la phase folliculaire et la phase lutéale. JO est généralement défini comme le jour de
I'ovulation.

Au niveau ovarien, la phase folliculaire est celle du développement du follicule ovulatoire
et de 'ovulation. Elle comprend :

- le procestrus qui dure environ 3 jours (J-3 a ]J-1) qui comprend la régression du
corps jaune du cycle précédent (voir I. 1.3.4.3.) et la croissance terminale du
follicule dominant. Ce dernier produit de plus en plus d’cestradiol sous l'effet de
I'augmentation de la fréquence des pulses de LH, passant d’'un pulse de moyenne
amplitude toutes les 3 heures a environ un pulse par heure (Rahe et al., 1980).
Cette augmentation de la pulsatilité de LH s’explique par la levée de I'inhibition
de sécrétion de la GnRH par la progestérone (voir I. 1.3.4.3).

- loestrus dure de 5 a 18 heures en moyenne (J-1) et est caractérisé par
I'acceptation du male et le chevauchement, dus a l'augmentation des
concentrations plasmatique en cestradiol (voir 1. 1.3.2. et 1.3.3.). Contrairement
aux autres mammiferes domestiques, la vache n’ovule pas pendant cette phase,
mais au début de la phase suivante (J0), une fois le comportement d’cestrus
terminé.

Le passage a la phase lutéale est donc marqué par I'ovulation (JO) ayant lieu entre 6 et
10 heures apres la fin de l'cestrus (Ginther et al., 2013). Chez la vache, 'ovulation, qui est
caractérisée par I'expulsion de I'ovocyte hors du follicule, est spontanée, c’est-a-dire qu’elle n’est
pas provoquée par I'accouplement mais par un stimulus hormonal.
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Au niveau ovarien, la phase lutéale est celle du développement, du maintien puis de la
régression du corps jaune. Elle comprend :

- Le metcestrus, qui correspond a la mise en place du corps jaune, dure 2 a 3 jours
g1aj3).

- Le dicestrus dure environ 14-15 jours (J4 a J19) et correspond a la fin de la
croissance du corps jaune, a son maintient jusqu'a sa régression qui débute
entre le 9itme et 12ieme jour de cette phase (J13 a J16). Le corps jaune cesse de
produire de la progestérone au 15#me jour de cette phase (J19).

Un cycle dure donc en moyenne 21 jours chez les vaches. S’il n’y a pas eu fécondation, les
cycles se succédent.

1.2. Bases hormonales

L’activité sexuelle est controlée chez la vache pubere par 'axe hypothalamo-hypophyso-
ovarien.

1.2.1. L’hypothalamus et la GnRH

L’hypothalamus est la région de I'’encéphale localisée sous le thalamus. Il est constitué
d’'un amas de neurones dont les corps cellulaires constituent des noyaux hypothalamiques, au
nombre de trois: antérieur, médian et postérieur (Figure 1). Ces derniers synthétisent des
neurohormones, classées en deux grandes familles :

- les -RH (Releasing Hormone) favorisant la libération des hormones antéhypophysaires
- les -IH (Inhibiting Hormone) inhibant la libération des hormones antéhypophysaires

Nous nous intéresserons ici a la GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone ou
Gonadolibérine), qui stimule la libération hypophysaire de LH (Luteinising Hormone) et de FSH
(Follicle Stimulating Hormone).

La GnRH est directement libérée dans les vaisseaux du systeme porte hypothalamo-
hypophysaire. Ce dernier est constitué de capillaires qui relient I'hypothalamus, ou des neurones
y déversent des molécules de GnRH, a I'hypophyse (Figure 1). Ce systéme, en court-circuitant
I'effet de dilution et de métabolisme, permet ainsi a la GnRH d’atteindre les cellules cibles sur
I'adénohypophyse a des concentrations bien plus élevées que dans la circulation générale. De
récentes études, ont montré qu'il existe aussi des récepteurs a la GnRH hors de
I'adénohypophyse, notamment sur les follicules et corps jaunes des ovaires mais aussi dans la
moelle épiniere (Ramakrishnappa et al,, 2001 ; Dolan et al,, 2003 et Rizzo et al,, 2011).

Expérimentalement, la mesure de la concentration de GnRH dans le sang porte
hypothalamo-hypophysaire, a permis de montrer que la sécrétion de GnRH se fait de maniére
pulsatile. Chaque pulse (épisode de libération hormonale intense et bref) de GnRH disparait du
sang porte en moins de 5 minutes et provoque de facon instantanée un pulse de LH dans la
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circulation générale. La GnRH module de facon moins directe la production de FSH, également
modulée par des facteurs gonadiques et des facteurs externes.

La pulsatilité de la sécrétion de GnRH est déterminée par un systeme générateur de
pulses, qui toutes les 15 a 30 minutes (rythme basal) provoque une libération de GnRH. Chaque
neurone a une activité rythmique et la libération pour tous les neurones est synchrone. Cette
méthode de signal est trés efficace, en effet, un changement de fréquence d’un signal périodique
est une méthode plus efficace pour envoyer une information qu'une variation d’amplitude d'un
signal monotone. Cela évite un effet bruit de fond créé par d’autres hormones. Par exemple, une
haute fréquence de pulses de GnRH favorise surtout la libération de LH alors qu'une basse
fréquence de pulses de GnRH favorise plutét une libération de FSH (Schneider et al., 2006). De
plus, cette pulsatilité évite le phénomeéne de désensibilisation des récepteurs au GnRH.

1.2.2. L’hypophyse,la LH et la FSH

L’hypophyse est située dans la selle turcique, dépression osseuse, sous 'encéphale. C’est
un organe bilobé, constitué de deux zones anatomiquement distinctes : une zone glandulaire,
I'adénohypophyse et une zone nerveuse, la neurohypophyse (Figure 1).

L’adénohypophyse est une glande qui produit des substances libérées dans la circulation
générale et qui a partir de cing types différents de cellules produit six hormones différentes. Les
cellules gonadotropes synthétisent les hormones gonadotropes: la LH (lutotropine ou
Luteinizing Hormone) et la FSH (follitropine ou Follicle-Stimulating Hormone).

/" """" b * « Noyaux » de
> / \ ,‘.__——-—- I'hypothalamus

‘.l /\ /:
\ / Neurones
\__~ hypothalamiques
1erréseau de capillaires
ADENOHYPOPHYSE | / NEUROHYPOPHYSE
Veine porte A a
hypophysaure/“f‘,_\\-b > Artere
o e - .
/ (‘ ~ D .‘.’_:l
2eréseau de [ ¢ .6'9.7¢; s
capillaires — {SSRANAL )
\ < \"/.s"' Y
“ /' £ Neurohormones
RN { hypothalamiques
Hormones /{ y Hormones
adéno- adéno-
hypophysaires hypophysaires

Figure 1 : Représentation schématique de I'axe hypothalamo-hypophysaire
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Ces hormones sont des glycoprotéines constituées de deux sous-unités différentes. Elles
sont libérées dans la circulation générale de fagon pulsatile et ont une action courte sur les
gonades, leur demi-vie étant de 30 minutes pour la LH et 2 a 4 heures pour la FSH.

Il existe une fréquence basale de pulses de LH et FSH d’amplitudes faibles, concomitants
des pulses de GnRH, qui est d’environ un pulse toutes les 15 a 30 minutes. L’'amplitude et la
durée de ces pulses sont déterminées par la fréquence des pulses de GnRH. Un pic de grande
amplitude et de durée élevée (comme le pic préovulatoire de LH) sera obtenu par la
superposition des pulses d’hormones gonadotropes, due a I'augmentation de leur fréquence
induite par 'augmentation de la fréquence des pulses de GnRH.

La LH et la FSH vont agir sur les ovaires en stimulant la stéroidogenese, en mobilisant le
cholestérol qui est le précurseur des hormones stéroides, au niveau des cellules de la theque et
de la granulosa des follicules et des cellules lutéales du corps jaune.

L’action de FSH est restreinte aux cellules de la granulosa, seules a posséder des
récepteurs FSH, présents a tous les stades de développement folliculaire. A I'opposé, la LH
exerce son action sur les deux types de cellules folliculaires et sur le corps jaune par le biais de
récepteurs a la LH dont la présence dépend du stade de développement.

La LH, en se liant a des récepteurs sur les cellules de la theque, stimule la synthése
d’androgenes. La FSH, en se liant a des récepteurs des cellules de la granulosa, stimule la
transformation en cestradiol des androgénes thecaux. Les cellules de la granulosa acquierent les
récepteurs a la LH, de fagon retardée, sous 'effet de FSH.

Liquide
folliculaire

Sang‘

Cellule de Cellule de la
la theque granulosa

Figure 2 : Représentation schématique du contrdle de la stéroidogénese par les hormones hypophysaires
dans le follicule préovulatoire bovin (Ch' : cholestérol, E; : cestradiol, P : progestérone, T : testostérone)
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1.2.3. Larégulation du couple GnRH-LH

1.2.3.1. Par l'cestradiol

D’une fagon générale I'cestradiol induit un rétrocontréle négatif sur la production de
GnRH. Au cours du cycle, 'cestradiol est produit par les follicules en croissance sous I'action de
pulses de LH, et donc de pulses de GnRH, de faibles amplitudes mais de fréquences élevées.
L’cestradiol produit inhibe la fréquence des pulses de GnRH.

Autour du pic préovulatoire de LH, le rétrocontrole de I'cestradiol est modifié. En effet,
lors du pro-cestrus, une progestéronémie basse associée a une grande taille du follicule
préovulatoire qui sécréte de 1'cestradiol, au dessus d’un certain seuil de concentration, induit un
rétrocontrdole positif sur I'’hypothalamus (Schneider et al., 2006), augmentant ainsi la
fréquence des pulses de GnRH, par le biais de neuro-hormones. Cette cestradiolémie élevée
induit aussi une sensibilisation de I'’hypophyse a la GnRH (Kowase et al,, 2007). En effet, la
densité de récepteurs a GnRH sur ’hypophyse augmente a partir du 18#me jour du cycle cestral
de la vache, stimulée par la GnRH elle-méme et par I'l'cestradiol (Schneider et al., 2006). Ainsi ces
deux mécanismes induisent un pulse de LH de grande amplitude et s’étalant sur environ 10
heures (Ginther et al., 2013).

1.2.3.2.  Parla progestérone

La fréquence des pulses de GnRH (et donc de LH) est diminuée par la progestérone qui se
fixe a ses récepteurs hypothalamiques (Rajamahendran et al., 1998 ; Schneider et al., 2006). De
plus, la progestérone exerce un effet inhibiteur sur la synthese d’cestradiol par les follicules en
croissance (Dias etal., 2010).

Enfin d’autres hormones telles que le cortisol ou la leptine (Schneider et al., 2006) et des
facteurs externes a l'axe gonadotrope tels que le stress, une croissance insuffisante, un état
corporel insuffisant ou encore des stimuli olfactifs sont capables de moduler I'activité ovarienne
par le biais du controle de la fréquence de la pulsatilité de GnRH chez la vache (Shephard et al.,
2014).

La GnRH est donc le chef d’orchestre du controle de 1'axe hypothalamo-hypophyso-
ovarien chez la vache, qui régule en particulier la croissance folliculaire et le cycle ovarien.

1.3. Dynamique ovarienne

Les ovaires sont des glandes paires. L'ovaire est constitué d’'une médulla centrale et d'un
cortex périphérique qui est le siege de l'activité folliculaire. Des la vie feetale, le stock de
follicules primordiaux contenant les ovocytes I bloqués au stade prophase de la premiére
division de méiose est formé. A la naissance, le nombre de follicules primordiaux s’éleve a
environ 133 000 (Erickson, 1966). Ce stock reste stable jusqu’a la puberté, puis le nombre de
follicules primordiaux décline progressivement tout au long de la vie de la vache.
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1.3.1. Les follicules

Le follicule en croissance passe par différents stades morphologiques, dont une phase
d’accroissement de la taille de l'ovocyte accompagnée d'une prolifération des cellules
somatiques qui I'entourent.

Le plus petit follicule observé est le follicule primordial constitué de I'ovocyte entouré
d’une couche de cellules folliculeuses, ébauche de la granulosa.

R Gy
O UL e

ovocyte 0,04 mm de diametre

ébauche de granulosa

Figure 3 : Représentation schématique d'un follicule primordial

Les cellules folliculeuses proliferent pour former d’abord un épithélium cubique
monostratifié puis une structure pluristratifiée : la granulosa. L’assise cellulaire la plus interne,
bordant l'ovocyte, prend le nom de corona radiata. Une couche mucoprotéique formée
conjointement par I'ovocyte et les cellules de la corona radiata, se met en place dans l'interstice
entre ces deux derniers, formant ainsi la zone pellucide. A ce stade, le follicule est qualifié de
follicule primaire.

granulosa 0,15 mm de diamétre
corona radiata

Figure 4 : Représentation schématique d’'un follicule primaire

Les follicules primordiaux et primaires constituent le groupe des follicules préantraux
(précavitaires).

Au cours de la phase de maturation, la prolifération des cellules de la granulosa se
poursuit activement, augmentant le diameétre du follicule. Au sein de la granulosa, se creuse une
cavité appelée antrum dans laquelle s’accumulent les produits de sécrétion des cellules
folliculaires. A ce stade, le follicule prend le nom de follicule secondaire. La condensation des
cellules périfolliculaires du stroma ovarien entraine leur différenciation et forme ainsi la theque
constituée de la theque interne et la theque externe. Des vaisseaux sanguins colonisent les deux
theques, mais ne traversent pas la membrane basale séparant la théque interne de la granulosa,
laissant cette derniere avascularisée.

granulosa ;f 7 TR . 1210 mm de diamétre
i ST :‘ ~;;. 33 'A |

théque interne - i ‘

théque externe

Figure 5 : Représentation schématique d’un follicule secondaire
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Au cours des stades terminaux du développement folliculaire, le volume de 'antrum
augmente de facon tres importante et 'ovocyte est refoulé a un pole de I'antrum, entouré de la
zone pellucide et de quelques assises de cellules folliculeuses. L'ensemble, qui fait saillie dans
I'antrum, porte le nom de cumulus oophorus. L’étape finale de la croissance folliculaire est le
follicule préovulatoire ou follicule de De Graaf.

aa P
e

o N
Cumulus oophorus ﬁ '&i |

Figure 6 : Représentation schématique d’un follicule de De Graaf

15 a 20 mm de diameétre

Les follicules secondaires et les follicules de De Graff constituent le groupe des follicules
antraux (cavitaires).

La croissance folliculaire est un processus continu qui débute durant la vie foetale mais
dépasse rarement le stade de follicule primaire. En effet, tous les follicules qui ont entamé leur
croissance avant la puberté subissent une atrésie avant d’atteindre les stades terminaux. A la
puberté, sous l'influence des gonadotropines hypophysaires, les cycles cestraux se succédent et
sont caractérisés par la folliculogénése terminale, avec des follicules évoluant jusqu’au stade
préovulatoire, c’est-a-dire susceptibles d’ovuler en réponse a un pic de LH. La folliculogénése est
un phénomene continu puisque chaque jour de 50 a 80 follicules primordiaux entrent en
croissance chez la vache. La croissance des follicules préantraux est trés lente, par contre le
développement terminal des follicules (vague de croissance folliculaire) s’effectue en 7 a 10
jours. Ces follicules grossissent donc de fagon exponentielle au cours du temps. Ainsi, I'ovulation
lors d’'un cycle cestral est le résultat d’'un phénomeéne ayant débuté de nombreux cycles
auparavant. En effet, le développement du follicule du stade primordial au stade pré-ovulatoire
dure en moyenne 5 mois (Webb et al.,, 2004).

La croissance des follicules est régulée par différents facteurs ou hormones, ce qui
permet de les classer en 4 groupes selon leur taille.

Les follicules de moins de 1 mm de diametre sont capables de croitre indépendamment
des hormones gonadotropes (Adams et al., 2008).

Les follicules de moins de 4 mm de diametre étaient anciennement considérés comme
indépendants des hormones gonadotropes pour leur croissance (De Rensis et Peters, 1999). La
croissance folliculaire basale est lente et est essentiellement controlée par des facteurs de
croissance (comme l'Insuline like Growth Factor 1) et des facteurs endocriniens (comme
I'insuline). Des récepteurs a la FSH ont été décrits en 2008 (Adams et al.,, 2008) sur les follicules
de plus de 1 mm de diametre dont la croissance est régulée par la FSH.

Les follicules compris entre 4 et 9 mm ont une croissance rapide, d'une durée de 6 et 10
jours (Knopf et al, 1989). Cette étape est strictement dépendante de la FSH (Ginther et al,,
1996). Cette derniére joue un role déterminant dans la différenciation des cellules de la
granulosa en stimulant l'activité de I'aromatase conduisant a une production accrue d’cestradiol.
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Les follicules a partir de 10 mm acquiérent des récepteurs a LH et donc la capacité a
ovuler (Sartori et al., 2001). La LH stimule la stéroidogenese dans les cellules de la theque et
entraine la maturation terminale des cellules de la granulosa dans les follicules préovulatoires.

1.3.2. Les vagues folliculaires du cycle ovarien

Chez la vache, la population de follicules ovulatoires se renouvelle au cours du cycle par
une succession de croissance et de régression folliculaires appelées « vagues ». On observe deux
a trois vagues de croissances folliculaires au cours du cycle cestral chez la vache, durant chacune
de 6 a 11 jours (Ginther et al., 1989). Tout le long de la vie de la vache (que la femelle soit pré
pubére, cyclée, durant les premiers mois de gestation ou en post-partum) et quelle que soit la
phase du cycle cestral (folliculaire ou lutéale) le développement folliculaire évolue par vagues
(voir figure 7). L’atrésie folliculaire, qui entraine la régression puis la disparition du follicule, est
le devenir de la majorité des follicules. En effet, plus de 99,9% des follicules en croissance vont
entrer en atrésie (régression du follicule par apoptose).

Chaque vague comprend trois phases de développement folliculaire, définies grace a
I’échographie ovarienne :

o la phase de recrutement, au cours de laquelle en moyenne 24 follicules secondaires
(de 8 a41) (Ginther et al,, 1996) voient leur diamétre augmenté sur les deux ovaires,
mesurant au départ environ 3 a 4 mm de diametre. Cette phase dure 2 a 3 jours
quelle que soit la durée de la vague folliculaire (Ginther et al., 1989). Le nombre de
follicules recrutés a chaque vague varie beaucoup d’un individu a l'autre, mais est
répétable pour une méme vache au cours de sa vie (Adams et al.,, 2008).

Le recrutement folliculaire est stimulé par une augmentation transitoire de la
concentration de FSH (Ginther et al,, 1996) .

o la phase de sélection ou déviation débute lorsque I'un des follicules recrutés atteint
8,5 a 9 mm (Ginther et al, 1996), seuil a partir duquel il acquiert le premier
récepteur a la LH. Le plus souvent, un seul follicule est sélectionné, plus rarement
deux. A partir de ce moment, la croissance de ce ou ces follicule(s) s’accélere, et il est
(ils sont) appelé(s) follicule(s) dominant(s). Cette phase dure 1 a 2 jours en moyenne.

Les follicules sélectionnés produisent de plus en plus d’cestradiol au cours de leur
croissance terminale. Cette hormone exerce un rétrocontréle négatif conduisant a une
diminution de la fréquence des pulses de FSH (Ginther et al.,, 1996). La concentration en FSH
n’est alors plus suffisante pour induire le recrutement folliculaire qui est alors stoppé.

o la phase de dominance correspond a la croissance du follicule dominant (un seul le
plus souvent). Seul le follicule ayant acquis des récepteurs a LH au niveau de la
granulosa continue a croitre malgré la diminution des pulses de FSH. La production
d’cestradiol est stimulée par la LH. La liaison de la LH sur les récepteurs de la theque
induit la formation d’AMPc activant 'aromatase. La formation d’AMPc permet
également la synthése de récepteurs a LH. La concentration d’cestradiol continue
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donc d’augmenter et d’entrainer une diminution de la concentration de FSH (Ginther
et al,, 1996). Les autres follicules recrutés plus petits et FSH-dépendant entrent en
atrésie. Cette phase dure 4 a 5 jours.

Le devenir du follicule dominant dépend du contexte hormonal. Il peut soit ovuler soit
évoluer vers l'atrésie (voir 1. 1.3.3.). A la fin d’une vague, la disparition du follicule dominant,
quel que soit son devenir, permet le redémarrage d'une nouvelle vague folliculaire.

La majorité des cycles cestraux, plus de 95 %, comptent 2 ou 3 vagues folliculaires. La
durée du cycle cestral varie de 18 a 21 jours pour les cycles a 2 vagues et de 21 a 25 jours pour
les cycles a 3 vagues. Des études montrent que la premiére vague est identique pour les cycles a
2 et 3 vagues (Ginther et al, 1989) alors que d’autres auteurs ont observé une période de
dominance de la premiére vague 3 jours plus longue pour les cycles a 2 vagues (Adams et al,,
2008) comparativement a ceux a 3 vagues. Ginther et al. (1989) ont montré que le follicule
dominant de la premiere vague finit sa croissance a 6,2 jours du cycle en moyenne pour les
cycles a 2 vagues et a 6,5 jours pour les cycles a 3 vagues. La proportion de cycle a 2 ou 3 vagues
est variable selon les études pour les génisses Prim’Holstein : certains montrent que les génisses
ont plus de cycles a 2 vagues (9 génisses sur 10, Knopft et al., 1989 ; 20 cycles sur 24 soit 83 %,
Ginther et al., 1989) alors que d’autres montrent que les génisses ont plus de cycles a 3 vagues (7
génisses sur 10 pour Fortune et al., 1988). En revanche, il semble que pour une méme vache il
existe une répétabilité de la dynamique folliculaire : 70 % des cycles suivent le méme schéma
folliculaire (Adams et al,, 2008).

Le tableau 1 décrit les principales caractéristiques des cycles folliculaires a 2 ou 3 vagues
(avec]O le jour de I'ovulation).

Cycle a 2 Cyclesa 3
vagues vagues
0-2 0-3
Jours d’émergence des vagues (J du cycle) 8-10
9-12
15-16
438 4310
Jours de présence d’un follicule dominant (j du cycle) R 13a16
15a21 \
18a25
Age moyen du follicule ovulatoire (j entre émergence et
. 7-11 5-7
ovulation)
Durée de la dominance (j) 4-6 2-4
Diametre du follicule préovulatoire (mm) 13-17 12-16
Régression du CJ (j du cycle) 16-17 18-19
Durée moyenne du cycle (j) 18-21 21-25

Tableau 1: Résumé des principales caractéristiques des cycles ovariens a 2 et 3 vagues chez la vache
(d’apres Picard-Hagen et al., 2008)
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1.3.3. L’ovulation

L’ovulation correspond a la rupture d'un (plus rarement de plusieurs) follicule(s),
mesurant au moins 10 mm (Sartori et al., 2001), permettant la libération d’'un ovocyte
fécondable, aprés émission du deuxieme globule polaire. Elle définit le passage de la phase
folliculaire a la phase lutéale.

Le follicule préovulatoire croit de 0,56 mm par 8h du 3,5 au 2itme jour avant I'ovulation,
puis atteint une phase de plateau de 24 a 16 avant l'ovulation ou sa taille est stable puis son
diameétre diminue jusqu’a I'ovulation apreés le pic préovulatoire de LH (Ginther et al,, 2013).

L’ovulation est déclenchée, d'un point de vue hormonal, par I'élévation brutale et
prolongée de la concentration portale de GnRH (Karsh et al., 1997), conduisant a une décharge
de LH sur une durée de 10 heures pour des cycles naturels (Ginther et al., 2013), précédant de
24 heures I'ovulation (voir figure 7). La stimulation du pic préovulatoire de LH est associée a un
environnement hormonal caractérisé par une concentration plasmatique d’cestradiol élevée et
une concentration plasmatique de progestérone inférieure a 1 ng/mL.

La décharge ovulante de LH induit a la fois la rupture du follicule, 'ovulation et la
maturation de I'ovocyte (reprise de la méiose). La rupture du follicule est due premierement a
un effet mécanique : augmentation de la pression intra folliculaire suite a un appel d’eau da a la
présence d’acide hyaluronique sécrété sous l'action de la FSH et de la LH par les cellules du
cumulus oophorus et deuxiemement a un effet chimique : digestion enzymatique de I'apex du
follicule entrainant une dissociation des faisceaux de fibres de collagéne de la theque externe et
un détachement des cellules de la granulosa de la lame basale.

La concentration maximale de LH au pic préovulatoire varie selon les études et les
méthodes de dosage. En 2013, Martin a effectué une revue, a partir de 22 études publiées entre
1973 et 2010, compilant 40 profils de LH chez des vaches et des génisses, de différentes races et
avec des chaleurs naturelles ou induites (Martin et al., 2013). La concentration plasmatique de
LH maximale moyenne au pic préovulatoire a été de 10,5 ng/mL. Cette valeur varie en fonction
des individus, de la race, de 'dge des animaux et des conditions expérimentales.

Le tableau 2 regroupe les valeurs moyennes de concentrations maximales de LH
observées chez des génisses ou des vaches de race Prim’Holstein, suite a des chaleurs naturelles
ou induites (Merle, 2014) et pour tout type de production et des chaleurs spontanées ou
induites (Martin et al.,, 2013).

Moyenne des concentrations Nombre d’études
Animaux Type de cycle plasmatiques maximales de LH utilisées (nombre
(ng/mL) du pic préovulatoire d’animaux au total)
Génisses Cycle naturel 13,65 2 (19)
Ovulation induite 13,08 5(75)
Vaches adultes Ovulation induite 10,77 4(78)
Génisses et Ovulation naturelle
vaches adultes etinduite e 20 (plus de 170)

Tableau 2 : Synthese bibliographique des valeurs moyennes des concentrations plasmatiques maximales
de LH au pic préovulatoire, selon la catégorie d’animaux et le type de cycle (ovulation spontanée ou
induite
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Les concentrations maximales de LH précédant une ovulation naturelle ou induite
pharmacologiquement ne différent pas chez les génisses Prim’Holstein. Les concentrations
maximales de LH précédant une ovulation induite chez les vaches adultes sont légerement
inférieures a celles des génisses mais du méme ordre de grandeur (10,8 pour 13,7 et 13,1

ng/mL).

1.3.4. Lutéogenese, lutéotrophie et lutéolyse

Le corps jaune est un organite ovarien endocrine transitoire, formé a partir des cellules
du follicule qui a ovulé. La rythmicité des événements cellulaires ovariens dépend de I'état du
corps jaune. Les différentes étapes de I'évolution du corps jaune sont la lutéogenese, la
lutéotrophie et la lutéolyse qui sont comprises dans la phase lutéale.

1.3.4.1.  La phase de croissance ou lutéogenése

La formation du corps jaune est initiée post-ovulation, au cours du metoeestrus, par des
remaniements morphologiques et fonctionnels des cellules de la théque et de la granulosa. On
observe une angiogenese intense de la granulosa a partir des vaisseaux qui irriguaient la théque.
Cela est rendu possible par une désorganisation de la lame basale qui séparait les cellules de la
théque de celles de la granulosa. Un caillot sanguin se met en place dans la cavité folliculaire, ce
qui donne l'aspect caractéristique au corps jaune hémorragique. De plus, on note une
prolifération et une différenciation (lutéinisation) des cellules de la théque et de la granulosa
(Twagiramungu et al.,, 1995). Les cellules de la granulosa se différencient en grandes cellules
lutéales. Ces cellules ne subissent pas de mitose, ce qui explique que I'on retrouve le méme
nombre de cellules de la granulosa dans le follicule préovulatoire que de grandes cellules
lutéales dans le corps jaune en formation (Schmitt et al., 1996b). Les grandes cellules lutéales
sont responsables de 80 % de la production de progestérone au cours de la phase lutéale (Davis
et al,, 2003). Ces derniéres produisent la progestérone de facon LH-dépendante mais produisent
également de l'ocytocine. Elles sont les seules a présenter des récepteurs a la PGF2a et sont donc
les plus sensibles a la lutéolyse (Twagirmungu et al, 1995). Les cellules de la theque se
différencient en petites cellules lutéales et sont le siege de nombreuses mitoses (Schmitt et al.,
1996Db). Ces derniéres produisent uniquement de la progestérone et cela sous I'effet de la LH.

1.3.4.2.  La phase de maintien ou lutéotrophie

Cette phase coincide avec le début du dicestrus, au cours duquel le corps jaune continue
de croitre, sécréte de la progestérone et se maintient. La progestérone exerce son rétrocontrole
négatif sur la fréquence des pulses de GnRH et donc sur les pulses de LH, dont la fréquence a
cette période est d’environ 1 pulse toutes les 4-5 heures avec une grande amplitude (Hannan et
al,, 2010). Chaque pulse de LH entraine une augmentation de la concentration plasmatique de
progestérone avec 10 minutes de décalage (Hannan et al,, 2010). La LH augmente la production
de progestérone par le corps jaune en favorisant 'entrée du cholestérol dans les mitochondries
des cellules lutéales (Ginther et al., 2012). De plus, la LH a un effet lutéotrope sur le corps jaune
en favorisant la différentiation des petites cellules lutéales en grandes cellules lutéales (Davis et
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al,, 2003), ce qui augmente donc sa taille. Le corps jaune est sensible a la LH durant toutes les
phases de son développement, excepté la lutéolyse (Davis et al., 2003).

1.3.4.3.  La phase de régression du corps jaune ou lutéolyse

La lutéolyse est une période pendant laquelle le corps jaune régresse conduisant a une
concentration plasmatique en progestérone inférieure a 1 ng/mL (Ginther et al, 2013). La
concentration en progestérone diminue dés le jour 13 du cycle mais cette baisse n’est
significative qu’a partir du quinziéme au seiziéme jour (Hannan et al,, 2010 ; Meier et al., 2009 et
Martin et al., 2013), soit 6 jours avant I'ovulation. La lutéolyse survient par apoptose des cellules
lutéales due a la fixation sur le corps jaune de prostaglandines F2 alpha (PGF2a) sécrétées de
facon pulsatile par I'endometre utérin (pulses de plusieurs heures, pendant 2 a 3 jours) sous
I'action de l'ocytocine (Ginther et al, 2012 et Luck, 1989). Lors de la lutéogenése et la
lutéotrophie, la progestérone inhibe a la fois la synthese des récepteurs endométriaux
transmembranaires a l'ocytocine et la synthése de ses propres récepteurs. La diminution du
nombre de récepteurs a la progestérone dans l'endometre utérin induit un phénomeéne de
désensibilisation de I'endometre a l'action de la progestérone, qui permet d’induire une
augmentation de la synthése des récepteurs a l'ocytocine (par diminution du rétrocontréle
négatif) en fin de dicestrus. L'ocytocine, produite par la neurohypophyse et par les grandes
cellules lutéales (voir I. 1.3.4.1.), en se fixant sur ses récepteurs endométriaux, stimule la
synthése de PGF2a qui initie alors la lutéolyse.

La régression du corps jaune est trés rapide d'un point de vue fonctionnel. Elle est initiée
en moins de 24 heures et est considérée comme complete quand la concentration plasmatique
en progestérone est inférieure a 1 ng/mL, soit en 4 a 5 jours. D'un point de vue morphologique,
cette phase est plus longue car le corps jaune en régression persiste jusqu’au 3ieme jour du cycle
suivant et le corps blanc ainsi formé persiste plusieurs cycles, sans production de progestérone.

Ainsi, lors de la lutéolyse, on observe un arrét de la production de progestérone par le
corps jaune ce qui entraine une baisse de la progestéronémie. Cette baisse entraine une
augmentation de la fréquence des pulses de GnRH et donc des pulses de LH qui induisent alors la
maturation folliculaire et la sécrétion d’cestradiol. L’cestradiol a un roéle stimulateur sur la
synthése de récepteurs endométriaux a 'ocytocine ce qui permet de stimuler la libération de
PGF2a par 'endomeétre. De plus, il existe une boucle de rétroaction positive de la PGF2a sur la
sécrétion d’ocytocine d’origine lutéale, ce qui a pour effet d’amplifier la libération de PGF2a. Un
nouveau cycle peut alors reprendre.

1.3.4.4.  Evolution de la progestéronémie au cours de la phase lutéale

Les profils de concentration plasmatique de progestérone au cours du cycle différent
selon les études, les femelles, les méthodes de dosages et la longueur du cycle. En 2013, Martin
et al. ont effectué une méta-analyse sur 20 études réalisées entre 1973 et 2010, comprenant des
vaches et des génisses de différentes races, dont les chaleurs étaient naturelles ou induites (voir
figure 7). Le profil décrit est caractérisé par une concentration plasmatique en progestérone qui
dépasse le seuil de 1 ng/mL le 3,5@me jour du cycle en moyenne, qui atteint une concentration
maximale le 14itme jour a une valeur de 5,5 ng/mlL, puis qui diminue a partir du 17i¢me jour pour
passer sous le seuil de 1 ng/mL le 20iéme jour.
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Le tableau 3 regroupe différentes caractéristiques de 1’évolution de la concentration
plasmatique en progestérone au cours du cycle chez la vache.

5 Jour de Concentration Premier jour de Jour de passage
Référence . . o SN .
o . dépassement du  maximale (ng/mL) // diminution significative = sous le seuil de 1
bibliographique . . .
seuil 1 ng/mL jour correspondant de concentration ng/mL
Martin etal., 2013 ]3,5 55//]14 J17 ]20
Meier et al,, 2009 ]3-]4 6-7//]12a]45 J15 J17 aJ19
Hannan et al,, 2010 ]2 9//]13 ] 15

Tableau 3 : Caractéristiques de I'évolution des concentrations plasmatiques de progestérone au cours du
cycle cestral chez la vache

1.4. Expression comportementale de I'cestrus

L’intensité de l'expression comportementale de l'cestrus varie en fonction de plusieurs
critéeres. Les génisses ont une expression comportementale de 'cestrus plus intense que les
multipares. Des températures élevées, des productions laitieres importantes, un sol glissant, des
boiteries sont des facteurs qui diminuent I'expression des chaleurs. Par ailleurs, il a été montré
que les vaches dont le pic de LH a été induit par 'injection de GnRH ont des comportements
d’cestrus moins marqués (Lucy and Stevenson, 1986), ce qui pourrait s’expliquer par des
concentrations en cestradiol plus faibles lors d’'un pic de LH induit par l'injection de GnRH que
lors du pic préovulatoire spontané.

La détection de I'cestrus est trés importante en élevage bovin pour déterminer le moment
optimal pour réaliser I'insémination artificielle. Les chaleurs peuvent étre détectées grace a des
signes que I'on peut classer en deux groupes :

o les signes non spécifiques : chevauchement des congénéres, reniflement de la vulve,
position téte-béche, menton d'une vache posé sur la croupe d’une autre, cajolement,
flehmen, activité locomotrice importante, meuglements fréquents, diminution de
I'appétit et de la production de lait

o les signes spécifiques : acceptation du chevauchement (ou immobilisation), glaires
vaginaux translucides qui deviennent séro-sanguinolents apres 'cestrus.

La détection de l'cestrus repose avant tout sur l'observation de ces comportements.
Cependant, en raison de comportement frustre et sur une durée relativement courte et
également du manque de disponibilité des éleveurs, des méthodes d’aides a la détection des
chaleurs ont été développées. Des podometres permettent de noter I'activité locomotrice d’'une
vache, cependant cette information n’est pas trés sensible (environ de 70 %, Chanwallon et al,,
2012) et peu précise (augmentation de I'activité locomotrice de J-1 a J+1). Elle ne permet pas de
s’affranchir de I'observation des vaches. Des marqueurs de chevauchement, positionnés sur la
croupe des vaches peuvent étre utilisés. Certains (Estrotect TM, par exemple) reposent sur un
changement de couleur lors du frottement consécutif au chevauchement. Des tentatives répétées
de chevauchement sans acceptation peuvent faire changer la couleur du dispositif et diminuent
donc la spécificité de ce dispositif. De nombreux autres dispositifs pour aider a la détection de
I'cestrus existent mais aucun ne permet de s’affranchir totalement de I'observation humaine.

Pour s’affranchir de la détection des chaleurs, des programmes de synchronisation des
chaleurs sont développés, en particulier en Amérique du Nord. Ils reposent sur des protocoles
associant la GnRH et la prostaglandine (GPG ou Ovsynch) ou sur des progestagénes.
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La figure 7 présente un schéma récapitulatif des différentes phases du cycle cestral ainsi
que I'évolution des concentrations hormonales :

Phase lutéale Phase folliculaire Phase lutéale
(Estrus Metoestrus Dicestrus Proestrus (Estrus Metcestrus Dicestrus Proestrus
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Figure 7: Les vagues de croissance folliculaire et évolutions des concentrations de LH, cestradiol et
progestérone au cours du cycle cestral chez la vache (d’aprés Roche 1996 et Martin 2013).
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2. Utilisations chez la vache des analogues commercialisés de la
GnRH : la gonadoréline, la buséréline et la 1éciréline

2.1. Caractéristiques des molécules

La gonadoréline, la buséréline et la léciréline sont des agonistes de la GnRH naturelle
(gonadolibérine). La séquence des acides aminées de la molécule naturelle est bien conservée
entre les différentes espéces d’animaux ou elle a été décrite (Schneider et al., 2006) : une
longueur de 10 acides aminés, avec les acides aminés en positions 1 a 4 et 9 a 10 conservés, alors
que les acides aminés en positions 5, 7 et 8 sont modifiés en fonction des espéces (Robert et al.,
1989). La gonadolibérine est décrite comme identique chez les bovins, les ovins, les porcins, les
primates, le chien et 'homme (Beattie, 1982). Elle présente un temps de demi-vie apparent
court, de I'ordre de 5 minutes (Kessler, 2001). La figure 8 représente la chaine d’acides aminés
de la GnRH naturelle.

O

. L His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly — NH,

-

Figure 8 : Structure chimique de la molécule de GnRH naturelle (gonadolibérine) décapeptide

L’arginine en position 8 est responsable d’'une part importante de l'affinité de cette
molécule a son récepteur (Millar et al, 1989). De méme, une substitution de la trypsine en
position 3 engendre une baisse d’affinité de la molécule a son récepteur.

La glycine en position 6 est le site majeur de dégradation enzymatique responsable de la
perte d’activité de la molécule. Cette caractéristique a été largement utilisée pour produire des
analogues de synthése, plus précisément des agonistes de cette molécule dans le but
d’augmenter son temps de demi-vie. Parmi ces molécules, on distingue des agonistes,
caractérisés par une affinité élevée pour le récepteur a la molécule naturelle et par leur capacité
a induire un effet similaire a la molécule naturelle suite a leur liaison au récepteur.

La modification de la glycine en position 6 et la suppression de la glycine en position N
terminale sont les deux principaux remaniements ayant conduit a la synthese de la majorité des
agonistes nonapeptides de la gonadolibérine. Ces deux changements augmentent I'affinité de la
molécule et diminuent la dégradation enzymatique par rapport au décapeptide naturel (Fujino
etal, 1972 ; Monahan et al,, 1973 et Nestor et al,, 1984).

La gonadoréline est un analogue de synthése agoniste, décapeptide identique a la
molécule naturelle (voir figure 8), utilisée sous forme de diacétate ou de diacétate tétrahydrate.
Elle est commercialisée par le laboratoire CEVA Santé Animale, sous le nom de Cystoréline®,
sous forme de diacétate tétrahydrate, a la posologie unique de 100 pg, soit 2 mL. L’AMM a été
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obtenue en 1981, pour la voie IM (intramusculaire) seulement. Dans 1 mL de solution il y a 50 pg
de gonadoréline et 15 mg d’alcool benzylique. Le temps de demi-vie apparent est estimé a 5
minutes chez 'homme (Kesseler, 2001).

La buséréline est un analogue de synthése agoniste, nonapeptide, utilisée sous forme
d’acétate. Elle différe de la gonadolibérine par le fait que la glycine est remplacée par la sérine D-
tertiaire en position 6 et par un groupement éthylamide en position 10 (voir figure 9). Elle est
commercialisée par le laboratoire MSD, sous le nom de Réceptal®, a la posologie de 10 pg pour
I'induction de 'ovulation, soit 2,5 mL et de 20 ug pour le traitement des kystes folliculaires et de
I'ancestrus post partum, soit 5 mL. L’AMM a été obtenue en 1982. L’'injection se fait
généralement par voie IM, mais les voies IV (intraveineuse) et SC (sous-cutanée) peuvent étre
utilisées ponctuellement. Un mL de solution contient 4 ng de buséréline et 20 mg d’alcool
benzylique. Le temps de demi-vie est estimé a 80 minutes chez 'homme (Kesseler, 2001). La
figure 9 représente la structure chimique de la buséréline.

o e,
O

H HisTrpSerTyr—Ek”fLeuArgPro—E/\CHE;

O O

Buserelin

Figure 9: Structure chimique de la molécule de Buséréline (analogue agoniste de la gonadolibérine),
nonapeptide

La léciréline est un analogue de synthése agoniste, nonapeptide, utilisée sous forme
d’acétate. Elle differe par le fait que la glycine est remplacée par la leucine D-tertiaire en position
6 et par un éthylamide en position 10 (voir figure 10). Elle est commercialisée par le laboratoire
Vétoquinol sous le nom de Reproréline®, a la posologie de 50 pg pour I'induction de I'ovulation,
soit 2 mL et 100 pg pour le traitement des kystes folliculaires, soit 4 mL. L’AMM a été obtenue en
2004. L’injection se fait par voie IM seulement. Un mL de solution contient 25 ng de léciréline et
20 mg d’alcool benzylique. La figure 10 représente la chaine d’acides aminés de la 1éciréline.

0 W Trp Tyr 0
. - T )
1 Ser NH A
' Leu” E™Pro—NHA

e CH

l
NH™ CH

Figure 10: Structure chimique de la molécule de Léciréline (analogue agoniste de la gonadolibérine),
nonapeptide
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2.2.Effets de la GnRH sur la production de LH

2.2.1. En phase folliculaire

Différentes études (Lucy and Stevenson, 1986 ; Rosenberg etal, 1991; Kaim et al,
2003 et Haughian et al., 2004 ; Merle, 2004)ont évalué le pic de LH apres une injection de 10 pg
de buséréline ou de 100 ug de gonadoréline en phase folliculaire (doses AMM pour l'induction
de I'ovulation). Les valeurs de concentrations maximales de LH varient de 9,7 a 101 ng/mL et
sont atteintes 1 a 2 heures apres linjection de GnRH et la durée d’augmentation des
concentrations de LH s’étalent sur 5,5 a 10 heures.

Les variations importantes du pic de LH sont liées a la phase du cycle ou la molécule est
injectée :
- Injection avant le pic de LH spontané : moyenne de 20,55 ng/mL (36 vaches), atteinte
environ 2 heures apres l'injection de GnRH, s’étalant sur 5,5 heures environ
- Injection pendant le pic de LH spontané : moyenne de 101 ng/mlL (2 vaches seulement),
s’étalant sur 10h
- Injection aprés le pic de LH spontané: moyenne de 9,7 ng/mL (18 vaches), s’étalant

jusqu’a 10 heures

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, voir
I. 1.3.3.), et ce pic permet d’'induire une ovulation. De plus, si I'injection est réalisée avant le pic
de LH, alors l'intervalle moyen observé entre 1'cestrus et le pic de LH est raccourci (Kaim et al,,
2003).

En revanche, si cette injection est trop tardive, le pic de concentration plasmatique de LH
induit est plus faible. Cela peut s’expliquer par une possible désensibilisation de I'hypophyse a
I'effet de la GnRH dans les 48 heures qui suivent une premiére libération de GnRH (Chenault et
al,, 1990).

Plusieurs études ont comparé I'évolution des concentrations de LH apres une injection
de GnRH lors de la phase folliculaire (progestéronémie basse) ou lors de la phase lutéale
(progestéronémie élevée). En période lutéale, on obtient une concentration maximale moyenne
de LH au pic de 15 ng/mlL, atteint 2 heures apres injection de 100 pg de gonadoréline. Alors
qu’en période folliculaire la concentration maximale moyenne de LH au pic est 30 ng/mL, atteint
2 heures apreés une injection de 100 ug de gonadoréline (Dias et al., 2010). Cela met en évidence
que la chute de concentration en progestérone autour de I'cestrus permet une levée de I'effet
inhibiteur de la progestérone sur la libération de LH en réponse au GnRH.

De facon générale, une injection de GnRH au cours de la phase folliculaire (contexte de
concentration basse en progestérone) induit un pic de LH avec un délai de 2 heures et s’étalant
sur 6 a 7 heures alors qu'un pic de LH spontané dans un méme contexte s’étale sur 10 a 12
heures. Il en résulte une valeur de 'AUC de la concentration de LH supérieure pour les pics
préovulatoires spontanés par rapport aux pics de LH induits (Kaltenbach et al., 1974).
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2.2.2. En phase lutéale

La synthése bibliographique des différentes études évaluant le pic de LH aprés une
administration de 100 pg de gonadoréline (dose AMM pour l'induction de 'ovulation) en phase
lutéale indique les concentrations maximales au moment du pic de LH suivantes :

- de 6,6 ng/mL atteintes 1 a 2 heures apres la GnRH administrée entre les jours 5 et 7 du

cycle (Bentleyet al., 1998),

- de 6,6 ng/mL atteintes 1 a 2 heures apres la GnRH administrée entre les jours 6 et 7 du
cycle (Martinez et al., 2003), le pic de LH s’étalant sur 4 a 6 heures,

- de19a 23 ng/mL atteintes 30 minutes a 2 heures aprés la GnRH administrée le 7ieme jour
du cycle (Souza et al., 1998), le pic de LH s’étalant sur 4 a 6 heures.

Ainsi, les concentrations maximales du pic de LH induit par la GnRH sont en moyenne de
9 ng/mlL, soit une valeur légérement inférieure aux concentrations maximales du pic de LH
physiologique. En outre, la durée du pic de LH induit en phase lutéale est de 4 a 6 heures, ce qui
est largement inférieure a la durée du pic préovulatoire spontané (10 a 12 heures). Ce résultat
est en accord avec le fait que la libération de LH est négativement corrélée avec la concentration
plasmatique en progestérone au moment de l'injection de GnRH (Kaltenbach et al., 1974). En
effet, la concentration plasmatique en progestérone est plus élevée au cours de la phase lutéale
que lors de la phase folliculaire.

Cette valeur de 9 ng/mL est similaire a la valeur observée aprés une injection de GnRH
en phase folliculaire qui suit le pic préovulatoire de LH, mais inférieure aux valeurs observées
pour une injection de GnRH en phase folliculaire réalisée avant ou pendant le pic préovulatoire.

La réponse en termes de sécrétion de LH a une injection de GnRH en phase lutéale est
dépendante de la dose (Palasz et al, 1989) et atteint un plateau de réponse maximale
(Kaltenbach et al., 1974). De plus, cette réponse en termes de LH dépend également de la
molécule et de sa puissance. Ainsi, la buséréline permet d’obtenir le méme niveau de libération
de LH avec une dose 50 a 70 fois plus petite que la gonadoréline (Nawito et al, 1977). La
réponse en termes de LH peut varier en fonction du sel de la molécule, comme par exemple
I'acétate, le diacétate tétrahydrate et 'hydrochloride pour la gonadoréline (Souza et al., 1998).

2.3.Effets de la GnRH sur la production de progestérone et sur le corps jaune

2.3.1. En phase folliculaire

Les différentes études évaluant la formation du corps jaune et donc la production de
progestérone induite par une injection de GnRH en phase folliculaire, montrent des résultats
contradictoires.

Ainsi, la production de progestérone par un corps jaune formé suite a I'injection de GnRH
(100 pg de gonadoréline, 72 heures la derniere de deux injections de PGF2a) est plus faible en
comparaison a la production par un corps jaune mature formé apres une ovulation spontanée
(Lucy and Stevenson, 1986). Segwagwe (2002) a montré sur 14 vaches Prim’Holstein, que
I'injection de GnRH en phase folliculaire conduisait a 'apparition différée d'un corps jaune, de
taille plus réduite a 10 jours du cycle, ainsi qu'une production en progestérone inférieure au jour
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9 du cycle (3,6 ng/mL vs 5 ng/mL). En outre, la vitesse d’augmentation de la concentration
plasmatique en progestérone est plus faible du jour 3 a 9 du cycle (0,87 vs 1,22 ng/mL/j)
comparativement a celle d'un corps jaune formé sans induction de I'ovulation par la GnRH.

A Tinverse, d’autres études mettent en évidence une production de progestérone
supérieure par les corps jaunes induits suite a une injection de GnRH par rapport aux corps
jaunes apparus apres ovulation naturelle. En effet, Kaim et al. (2003) ont montré que l'injection
de GnRH (250 pg, 3 heures apres le premier signe d’cestrus) permettait au corps jaune induit de
produire autant de progestérone entre les jours 0 et 11 du cycle et plus entre les jours 11 et 16
du cycle (comprenant la période critique pour le maintien de la gestation) qu'un corps jaune
formé aprés une ovulation naturelle.

Ces résultats divergents s’expliquent par le moment de I'injection de GnRH au cours de la
phase folliculaire. En effet, Lucy et Stevenson (1986) ont montré que la production de
progestérone par un corps jaune induit par une injection de GnRH ayant lieu avant ou pendant le
pic-préovulatoire, était plus faible et augmentait plus lentement par rapport a la production de
progestérone d'un corps jaune formé apres une injection de GnRH réalisée apres le pic
préovulatoire ou spontanément, sans injection de GnRH. De la méme facon, Lee et al. (1985) ont
montré qu’'un pic préovulatoire de LH d’amplitude modérée a conduit a la formation d’un corps
jaune produisant des niveaux de progestérone proches des valeurs physiologiques, alors qu'un
pic de LH de forte ou a l'inverse de faible amplitude a conduit a la formation d’'un corps jaune
sécrétant moins de progestérone que physiologiquement.

De plus, la taille du follicule dominant au moment de l'injection est aussi un facteur de
variation. En effet, Atkins et al. (2008) ont montré que la production de progestérone est plus
faible les 12 premiers jours du cycle apres I'ovulation de follicules de taille inférieure a 11 mm
de diametre (concentration de progestérone au 12iéme jour du cycle : 2,5-3 ng/mL) comparée a
des follicules de taille supérieure a 11 mm (concentration de progestérone au 12ieme jour du
cycle : 4-4,5 ng/mL). Selon le moment de I'injection de GnRH au cours de la phase folliculaire, la
taille du follicule dominant varie, ce qui peut donc expliquer la variabilité de la réponse en
termes de production de progestérone.

2.3.2. En phase lutéale

Le corps jaune formé apres une ovulation spontanée en phase folliculaire sera appelé
corps jaune primaire et le corps jaune formé suite a I'ovulation induite par la GnRH sera appelé
corps jaune secondaire.

Une injection de GnRH au cours de la phase lutéale modifie la production de
progestérone a différents niveaux.

Au cours des 90 minutes qui suivent une injection de GnRH en phase lutéale, est
observée une augmentation transitoire de la concentration de progestérone (Macmillan et al.,
1985). Cette augmentation peut étre expliquée par une action directe de la GnRH sur des
récepteurs se trouvant sur le corps jaune primaire et par action de la LH, produite suite a
I'injection de GnRH, sur le corps jaune.

Au cours des premieres 24 heures qui suivent une injection de GnRH aux jours 6, 9 ou 16,
la progestéronémie diminue transitoirement (Macmillan et al., 1985). Cette diminution pourrait
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s’expliquer par une désensibilisation de I'hypophyse et du corps jaune primaire a I'action de la
GnRH et a une désensibilisation du corps jaune primaire a I'action de la LH.

Aprés les premiéres 24 heures qui suivent l'injection, plusieurs évolutions des
concentrations de progestérone sont observées. Dans certaines études, la production de
progestérone est identique a celle d'un cycle physiologique (Twagiramungu et al., 1995), alors
que dans d’autres études, la production de progestérone augmente et est supérieure a celle d'un
cycle physiologique. Ainsi, Macmillan et al. (1985) ont observé une concentration en
progestérone supérieure du 13i¢me qu 15ime jour du cycle par rapport a un cycle physiologique,
apres une administration de GnRH au jour 3, 6 ou 9. Cette augmentation de la progestéronémie
induite par la GnRH administrée pendant la phase lutéale a également été observée par Schmitt
et al. (1986b) ainsi que Davis et al. (2003). Plusieurs mécanismes peuvent expliquer
I'augmentation de progestérone induite par la GnRH : action lutéotrope de la LH sur le corps
jaune primaire, action de la LH sur la différenciation des petites cellules lutéales en grande
cellules lutéales (qui produisent plus de progestérone, Twagiramungu et al., 1995) et production
d’'un corps jaune secondaire issu de I'éventuelle ovulation induite par l'injection de GnRH. La
contribution de ces différents mécanismes dans l'augmentation de la concentration de
progestérone en réponse a la GnRH, est difficile a déterminer (Twagirmungu et al., 1994;
Schmitt et al., 1996a). Cependant, avec un modeéle d’ablation chirurgicale du corps jaune
secondaire induit par une administration de buséréline, Schmitt et al. (1996b) ont montré que
I'augmentation de la progestérone était due a la production du corps jaune secondaire, au moins
au jour 13 du cycle.

Une injection de GnRH lors de la phase lutéale modifie la longueur de la phase lutéale.

Elle peut la diminuer (Kesler et al., 1978). Ce raccourcissement peut s’expliquer par la
différentiation de petites cellules lutéales en grandes cellules lutéales en réponse a la LH
(Twagiramungu et al., 1995), porteuses de récepteurs a la PGF2a et rendent donc le corps jaune
plus sensible a une lutéolyse précoce (Howard et Britt, 1990 et Mee et al., 1993).

A l'inverse, la GnRH peut rallonger la phase lutéale (Macmillan et al., 1985 ; Lajili et al,,
1991 ; Davis et al., 2003). Les grandes et petites cellules lutéales ont 4 stades d’évolutions, de 1
(différenciation) a 4 (régression). Selon Schmitt et al. (1996b) une injection de GnRH au jour 5
du cycle n’induit pas une augmentation de la proportion de grandes cellules lutéales dans le
corps jaune primaire mais engendre une plus grande proportion de petites et grandes cellules
lutéales en stade 1 et 2 dans le corps jaune primaire comparativement a celles d'un cycle
physiologique. L'injection de GnRH entrainerait donc un retard d’évolution des cellules lutéales
par rapport a leur stade, ce qui pourrait expliquer une plus longue phase lutéale. De plus, la
formation d’'un corps jaune secondaire, riche en cellules lutéales au stade 1 (Schmitt et al,
1996b), peut aussi expliquer I'allongement de la phase lutéale suite a une injection de GnRH.

En résumé, injecté en phase lutéale, la GnRH exerce un effet lutéotrope (augmentation de
la production de progestérone par effet de la LH et de la GnRH sur le corps jaune primaire et par
la formation d’un corps jaune secondaire), un effet antilutéolytique (lutéinisation des follicules
présents sur I'ovaire faisant chuter la concentration d’cestradiol et limitant ainsi I'apparition des
récepteurs endométriaux a l'ocytocine, elle-méme responsable de la synthese de PFG2a). Et
enfin, la GnRH a également soit un effet lutéoprotecteur (retard dans I’évolution des cellules
lutéales par rapport a leur stade) ou alors un effet anti-lutéoprotecteur (augmentation de la
proportion de grandes cellules lutéales plus sensibles a la lutéolyse) selon les hypotheses.
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2.4. Effets de la GnRH sur la dynamique folliculaire

La GnRH administrée en présence d’un follicule dominant permet d’induire I'ovulation et
de démarrer une nouvelle vague folliculaire. Ce suivi de la dynamique folliculaire a été possible
grace au développement de I'échographie transrectale en gynécologie vétérinaire.

Les effets de GnRH dépendent de :

o la dose de GnRH utilisée (Macmillan et al., 2003). Cependant, un taux d’ovulation
similaire est observé pour une dose del00 ou 200 pg de gonadoréline sur 32
génisses allaitantes, suggérant que la dose de 100 pg permet d’obtenir I'effet maximal
(Dias et al.,, 2010).
la molécule de GnRH utilisée (Bentley et al., 1988 ; Martinez et al., 2003).
la concentration plasmatique en progestérone au moment de l'injection de GnRH
(Dias et al,, 2010). En effet, Twagiramungu et al. (1994b) ont montré que suite a une
injection de 8 ng de buséréline sur des vaches allaitantes entre le jour 6 et le jour 21
du cycle, que l'ovulation peut survenir si la concentration plasmatique en
progestérone est inférieure a 4 ng/mL au moment de linjection mais n’est pas
observée pour des concentrations supérieures a 8 ng/mL. De méme, Colazo et al.
(2008) ont montré que suite a 'injection de 100 pg de gonadoréline sur des génisses
allaitantes, 9 sur 10 ont ovulé dans le groupe présentant une concentration en
progestérone de 3,0 ng/mL au moment de l'injection contre 3 sur 10 pour les
femelles présentant une concentration de 5,7 ng/mL.

o du moment de I'administration de GnRH au cours du cycle. Le tableau 4 regroupe les
taux d’ovulation observés par Colazo et al. (2008) et Alkins et al. (2008) apres une
injection de 100 pg de gonadoréline (diacétate tétrahydrate) a différents jours du
cycle, sur des génisses allaitantes. Le taux d’ovulation induite par la GnRH est plus
élevé entre ]3 et ]6 et entre J15 et J18. Cette premiére période de J3 a J6 correspond a
une période ou la concentration en progestérone (effet inhibiteur) n’est pas encore a
son maximum et a la phase de dominance du follicule issu de la premiére vague
folliculaire. La deuxieme période de J15 a ]J18, correspond a une période ou la
concentration en progestérone commence a diminuer aprés la lutéolyse et ou on
observe une dominance du follicule préovulatoire, a la fois pour les femelles a 2 et 3
vagues folliculaires.

Jour

injection
Taux 0% 90 % 95 % 55 % 22% 21% 67 % 39%
ovulation (0/21) (8/9) (20/21) (5/9) (2/9) (4/19) (14/21) | (7/18)

Tableau 4 : Taux d’ovulation suite a I'injection de 100 pg de gonadoréline (diacétate tétrahydrate) sur des
génisses allaitantes en fonction du moment de I'administration de GnRH au cours du cycle (d’apres Colazo
etal, 2008 ; Alkins et al,, 2008)

o du stade de développement du follicule dominant. En effet, une injection de GnRH en
présence d’un follicule dominant induit son ovulation ou sa lutéinisation ou alors ne
modifie pas son devenir si le follicule dominant a déja amorcé son atrésie
(Twagiramungu et al., 1995).

39



Une injection de GnRH en phase lutéale entraine sur la population des
follicules (Twagiramungu et al., 1994a ; Macmillan and Thatcher, 1991 et Thatcher et al., 1993) :

o une diminution du nombre de follicules compris entre 1,6 et 3,7 mm trois jours apres
I'injection puis une augmentation six jours apres,

o une augmentation du nombre de follicules compris entre 4 et 9 mm trois et six jours
apres l'injection,

o une diminution du nombre de follicules de taille supérieure a 8,5 mm trois jours
apres l'injection et une augmentation de la proportion de follicules atrétiques et
lutéinisés.

Si une nouvelle vague folliculaire est observée aprées la GnRH, elle démarre entre 1,4 et 2
jours apres l'injection de GnRH (Bentley et al., 1988 ; Martinez et al., 2003 et Twagiramungu et
al,, 1995).

2.5.Indications thérapeutiques de la GnRH incluses dans le RCP (Résumé des
caractéristiques du Produit)

2.5.1. Traitement des Kkystes folliculaires (toutes les molécules)

Kittok et al. (1973) ont été les premiers a rapporter l'efficacité de la GnRH pour traiter
les kystes folliculaires. Ils ont injecté 100 pg de GnRH (3 fois a 120 min d’intervalles), a 5 vaches
Holstein présentant des kystes folliculaires et toutes sont revenues en chaleur dans les 20 a 24
jours post traitement. Cependant, 'efficacité de la GnRH dans les traitements des kystes
folliculaires varie en fonction des études. . Ces divergences pourraient s’expliquer par une
définition d’un kyste folliculaire variable selon les auteurs, par des méthodes diagnostiques non
standardisées et un protocole de traitement et des critéres de guérison variable.

Un kyste folliculaire est défini comme une structure 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). Il faut ajouter a cette définition que les kystes folliculaires entrainent
des comportements d’cestrus anormaux et de l'infertilité (Tebble et al, 2001). L'incidence de
cette pathologie ovarienne atteint 10 a 40 % des vaches. En outre, en fonction du délai post-
partum, 40 a 50 % et jusqu’a 70% des kystes peuvent disparaitre spontanément, en I'absence de
traitement.

Toutefois, selon les études, la taille du kyste peut varier de 17 (Silvia et al., 2002) a 25
mm et le critére d’absence de corps jaune n’est pas toujours indiqué. L’apparition de
I’échographie transrectale a été une aide précieuse pour le diagnostic des kystes folliculaires
(Peters, 2005). Elle a permis de différencier les kystes folliculaires des kystes lutéaux, qui
présentent une paroi lutéinisée de plus de 3 mm d’épaisseur et qui sont généralement sensibles
ala PGF2a.

L’étiologie est encore mal connue. Cependant, un déficit énergétique en postpartum, en
particulier chez les vaches hautes productrices pourrait conduire a une sécrétion de LH
insuffisante pour induire I'ovulation du follicule dominant, conduisant a la formation du kyste.
D’autres causes génétiques, des facteurs environnementaux, comme le stress pourraient inhiber
la libération de la GnRH et/ou de la LH (Peters, 2005). D’un point de vue physiopathologie, le
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kyste folliculaire se comporte comme un follicule dominant, il empéche donc le recrutement
d’autres follicules et I'’émergence d’'une nouvelle vague de croissance folliculaire. La GnRH est
donc utilisée afin de permettre le démarrage d’'une nouvelle vague folliculaire en provoquant la
lutéinisation ou la disparition du kyste, ce qui conduit a une augmentation de la concentration de
progestérone (Cantley et al., 1975). Schmitt et al. (1996c), ont montré que la fertilité de 'ovocyte
provenant du follicule issu de la nouvelle vague est supérieure a celle du follicule persistant.

La découverte de I'expression de récepteurs a GnRH sur les follicules, les corps jaunes et
sur la moelle épiniere a amené Rizzo et al. (2011) a comparer deux vois d’administration, par
voie épidurale (hors AMM) et par voie intramusculaire (AMM) de la GnRH (léciréline) pour
traiter les kystes. La voie épidurale est plus efficace que la voie intramusculaire (taux
d’observation de I'cestrus et taux de gestation aprés deux IA de 75 et 93 % pour la voie épidurale
contre 57 et 76 % pour la voie IM).

Ces résultats n'ont pas encore d’application sur le terrain mais suggerent que la voie
épidurale pourrait améliorer I'efficacité du traitement a la GnRH et pas seulement sur les kystes
folliculaires, mais aussi pour I'induction de I'ovulation au moment de I'lA.

2.5.2. Traitement en phase folliculaire pour les femelles a ovulation nulle ou
retardée (toutes les molécules)

L’utilisation indiquée dans le RCP du traitement GnRH en période folliculaire est
d’induire I'ovulation et ce dans un délai de 2 jours environ, chez les vaches a ovulation nulle ou
retardée. En effet, une sécrétion de LH insuffisante conduisant a une ovulation retardée et/ou a
une insuffisance de sécrétion de progestérone, est mise en cause chez les vaches «repeat
breeder » (vaches non gravides ayant eu au moins 3 IA non fécondantes, a chaleur réguliére,
Thatcher et al., 1993).

Toutefois, le bénéfice du traitement de GnRH en phase folliculaire, pour augmenter le
taux de conception n’est pas clair. Morgan et Lean (1993) ont réalisé une méta-analyse
regroupant 19 010 vaches a I'aide de 27 publications. Ils ont montré que le taux de gestation
aprés traitement a la GnRH le jour de I'lA était augmenté de 12.5 % pour toutes les vaches
confondues et jusqu’a 22.5 % chez les vaches « repeat breeder ». Cependant, la revue de Hanzen
et al. (1996) présente un bilan plus mitigé qui ne permet pas de conclure sur l'intérét d'une
administration systématique de GnRH au moment I'lA. D’autres études ont montré un intérét de
I'injection de GnRH en phase folliculaire sur le taux de conception mais limité a certaines
catégories d’animaux et a certaines conditions. Kaim et al. (2003) ont montré une efficacité sur
les femelles avec une note d’état corporel insuffisante, sur les primipares et en été. Dans I'étude
de Shepard et al. (2014), l'efficacité de la GnRH est observée sur les vaches ayant un taux
protéique supérieur a 37,5 g/L ou pour les vaches ayant un taux protéique compris entre 30 et
35 g/L mais étant a plus de 40 jours du vélage précédent. Enfin Weaver et al. (1988) ont
démontré un intérét économique a traiter les vaches des la premiére IA si le taux de conception
de I'élevage est inférieur a 45 % ou alors a partir de la 2iéme A pour les élevages présentant un
taux de conception supérieur a 60 %.
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Ces résultats non univoques peuvent étre expliqués par la variation du moment de
I'injection de GnRH au cours de la phase folliculaire, donc par rapport au pic de LH et du délai de
I'IA par rapport a I'cestrus et a I'injection de GnRH. En effet, d’aprés Lucy et Stevenson (1986), le
taux de conception est augmenté si I'injection de GnRH est réalisée apres ou en méme temps que
le pic préovulatoire de LH, en d’autres termes l'injection de GnRH ne doit pas induire le pic de LH
trop précocement en phase folliculaire.

Plusieurs études montrent que la réussite du traitement est maximale quand la GnRH est
administrée lors de la détection de I'cestrus (3 heures apres la détection de I'cestrus) associée a
une IA plus de 4 heures et moins 30 heures apres I'cestrus (Mee et al., 1990 ; Rosenberg et al.,
1991 et Kaim et al, 2003). La durée de I'cestrus étant de 5 a 18 heures en moyenne et se
terminant 10 heures avant 'ovulation (Ginther et al., 2013), I'cestrus débute 15 a 28 heures
avant 'ovulation. Le pic de LH survenant 24 heures avant I'ovulation et durant 10 heures en
moyenne, il commence 29 heures avant l'ovulation, soit 1 heure avant les cestrus les plus
précoces. L'injection de GnRH suite a la détection de I'cestrus permet d’injecter pendant ou apres
le pic préovulatoire de LH, moment le plus favorable vis-a-vis du taux de conception (Lucy et
Stevenson, 1986).

2.5.3. Traitement de I'ancestrus post-partum (buséréline seulement)

L’ancestrus post-partum se caractérise par une absence ou une insuffisance de la
pulsatilité de la sécrétion de GnRH. La période d’ancestrus post-partum est physiologique,
I'allaitement ou la présence d’'un veau retarde la reprise de I'activité ovarienne. Chez la vache
laitiere, le premier follicule dominant apparait 5 a 39 jours apres la mise bas. Il ovule dans 74 %
du temps ou alors il persiste et peut conduire a la formation d’'un kyste ovarien (voir I. 2.5.1.). La
premiére ovulation est rarement accompagnée de comportement de chaleurs en raison d'une
désensibilisation du systéme nerveux central liée a une exposition prolongée aux cestrogénes en
fin de gestation. La période post-partum est caractérisée par un déficit énergétique chez les
vaches laitieres (surtout les plus hautes productrices). Un déficit trop prononcé entraine une
diminution de l'insulinémie, de I'IGF1 et de la glycémie et une augmentation des acides gras non
estérifiés et des corps cétoniques. Il en résulte une diminution de la fréquence des pulses de LH
induisant une moins bonne croissance des follicules de grande taille.

Ainsi, si cet ancestrus post-partum se prolonge, une injection de GnRH pourrait stimuler
la folliculogéneése, a partir du moment ou ’hypophyse redevient sensible a cette hormone (7 - 10
jours post-partum chez la vache laitiére) (Irvin et al., 1981) et présente une production de LH
suffisante. Les résultats d’essais cliniques sont cependant décevants, que ce soit pour une
administration unique ou répétée de GnRH (Peters et al., 1985). Beckett et Lean (1997) ont
réalisé une méta-analyse a partir de 12 études qui a permis de mettre en évidence une réduction
du temps avant le premier cestrus apres le vélage de 4,5 jours en moyenne chez les femelles qui
ont recu la GnRH, sans augmentation des performances de reproduction.
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2.6. Utilisations hors RCP

2.6.1. Synchronisation des chaleurs sur des femelles cyclées : le protocole GPG

Le protocole prostaglandine F2 alpha (2 injections de PGF2a a 10 ou 14 jours
d’intervalle), induit un délai de venue en chaleur variable (2 a 5 jours). Le protocole GPG, encore
appelé OvSynch, utilisé largement et essentiellement en Amérique du Nord, a été mis en place
pour contrdler a la fois la vague de croissance folliculaire et la phase lutéale, afin d’augmenter la
précision dans la survenue des chaleurs et d’'induire 'ovulation pour inséminer a un moment
prédéterminé.

Il est comprend trois injections (Figure 11) :

o une premiere injection de GnRH pour synchroniser le développement folliculaire :
elle induit I'ovulation du follicule dominant (si celui-ci est présent au moment de
I'injection). La perte de dominance permet 'émergence d'une nouvelle vague de
croissance folliculaire environ deux jours post injection. Si aucun follicule dominant
n’était présent sur I'ovaire au moment de 'injection, la vague folliculaire se poursuit.

o 7 jours plus tard, une injection de PGF2a permet d’'induire la lutéolyse d'un éventuel
corps jaune et de I'éventuelle structure lutéale secondaire formée s’il y a eu ovulation
a la premiére injection de GnRH. A ce stade, un follicule dominant est présent (issu de
la nouvelle vague folliculaire ou de la poursuite de la vague folliculaire présente lors
de la premiére GnRH) et continue sa croissance dans un environnement hormonal
caractérisé par des concentrations en progestérone basses.

o 48 a 60 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 et al., 1995).

On réalise, 8 a 24 heures apres la seconde GnRH, une insémination systématique, c’est-a-
dire sans observation des chaleurs (intérét majeur en élevage laitier).

GnRH 1 PGF200 GnRH2 IA systématique

I#
JO 17 19 J9+8a24h

Figure 11 : Représentation schématique du protocole GPG ou Ovsynch

Le protocole GPG constitue une méthode intéressante pour synchroniser I'cestrus et
pratiquer l'insémination systématique mais ne permet pas d’augmenter le taux de conception
(Twagiramungu et al. 1992). Jemmeson (2000) a montré que ce protocole est plus intéressant
que les deux injections de prostaglandines a 14 jours d’intervalle (protocole classique) dans les
élevages ou la détection des chaleurs est défectueuse, dans le cas inverse il serait moins efficace,
et plus cher. De plus ce protocole présente des limites : son efficacité est moindre chez la génisse
(Pursley et al, 1997) et environ 6 % des vaches laitiéres viennent en chaleur avant
I'administration de PGF2a (Vasconcelos et al., 1999).
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Différents critéres d’optimisation de l'efficacité du protocole GPG en termes de taux de
conception ont été décrits par Bello et al. (2006) et Atkins et al. (2008). Une premieére injection
de GnRH dans les 10 premiers jours du cycle permet d’augmenter la taille du follicule lors de la
seconde GnRH, ce qui augmente le taux d’ovulation. C’est la raison pour laquelle le traitement
OvSynch est souvent utilisé en Amérique du Nord aprés une présynchronisation, de fagon a
réaliser la premiére GnRH du protocole GPG en présence d’'un follicule dominant. De plus, une
concentration plasmatique en progestérone élevée lors de la PGF2a permet d’augmenter le taux
de fertilité. Il en est de méme pour la concentration en cestradiol lors de I'injection de la seconde
GnRH. Enfin, une taille du follicule proche de 16 mm lors de la seconde GnRH permet d’obtenir
une meilleure fertilité a I'cestrus induit.

2.6.2. Amélioration de la survie embryonnaire par la GnRH injectée 11 a 14 jours
apres I'lIA

Les insuffisances lutéales, c'est-a-dire des concentrations de progestérone suboptimales
et une augmentation trop lente des concentrations, sont de plus en plus observées chez les
vaches laitieres fortes productrices en raison notamment d'un métabolisme hépatique
important. Apres une insémination artificielle fécondante, environ 25 % des échecs de
gestations sont dus a une mortalité embryonnaire précoce (dans les trois premiéres semaines,
Peters, 1996), qui pourrait étre expliquée en partie par une insuffisance lutéale.

Les thérapeutiques hormonales visant a soutenir une structure lutéale aprés I'lA pour
prévenir la mortalité embryonnaire, reposent généralement sur une administration de GnRH
entre 11 et 14 jours apres I'IA. Cette période correspond a la reconnaissance maternelle de la
gestation (voir 1. 1.3.4.3), période critique pour le maintien de cette derniére. En effet, les effets
lutéotrope, antilutéolytique et lutéoprotecteur d’une injection de GnRH en phase lutéale (voir
[.2.3.2) pourraient permettre de prévenir une baisse de la concentration de progestérone trop
précoce et de laisser ainsi plus de temps a I'embryon pour émettre son message antilutéolytique.

Toutefois, les essais cliniques évaluant I'efficacité d’'un traitement GnRH entre 11 et 13
jours aprés I'IA donnent des résultats divergents. La méta-analyse de Peters (2000) montre a
partir de 6 études que les vaches traitées présentent une augmentation du taux de gestation (OR
=1,33).

Le gain de fertilité variable selon les études et modéré peut aussi s’expliquer par
différentes causes de mortalité embryonnaire précoce, notamment génétiques ou infectieuses,
sur lesquelles la GnRH n’est pas efficace. En outre, la part des mortalités embryonnaires
précoces attribuables a une insuffisance lutéale est difficile a évaluer chez les bovins. En effet, la
mortalité embryonnaire précoce n’est diagnostiquée qu’'une fois le retour en chaleur observé,
tout en étant trés difficilement différenciable d’'une simple insémination non fécondante sur le
terrain.
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PARTIE II : MATERIELS ET METHODES

Le premier objectif de I'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 1éciréline) a la dose indiquée dans le RCP pour l'induction
de l'ovulation (abordé dans la thése de Merle, 2014).

Le deuxieme objectif de 1'étude était d’évaluer I'évolution des organites ovariens en
réponse a la GnRH grace a un suivi échographique.

Le troisiéme objectif de I'’étude était de comparer l'effet en termes de concentrations
plasmatiques de progestérone d’une injection intramusculaire de trois molécules analogues de
la GnRH naturelle (buséréline, gonadoréline et 1éciréline) a la dose indiquée dans le RCP pour
I'induction de I'ovulation.

Enfin, cette étude avait aussi pour objectif de tester I'effet d'une demi-dose de 1éciréline
sur ces parametres.

1. Animaux et conditions expérimentales

1.1. Animaux

Cette étude a été réalisée avec 12 génisses de race Prim’Holstein dgées 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. L’étude s’est déroulée du mois de mai au mois de juillet 2013 a Toulouse
(France), zone tempérée de I'hémisphere Nord. 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 5 récapitule les caractéristiques des animaux : identification, age, poids et
GMQ (gain moyen quotidien) au cours de I'étude (M : moyenne, ET : écart-type).

Identification Age (en mois) Poids (en kg) Poids (en kg) GMQ (en kg)

de I'animal 05/2013 28/05/13 09/07/13 sur la période
8163 A 24.1 342 353 0.256
Groupe 1 8209 C 20.8 347 390 1
8232 F 19.5 303 340 0.860
Moyenne + ET 21.47£2,27 330.67+24.09 361+25.94
8233 G 19.5 328 367 0.907
Groupe 2 8236 I 19.3 360 386 0.605
8245 K 17.3 293 334 0.953
Moyenne + ET 18.7+1.22 327.00£33.51 362.33+26.31
8204 B 21.6 326 348 0.512
Groupe 3 8218 E 20.3 350 379 0.674
8235 H 19.4 318 362 1.023
Moyenne + ET 20.43£1.11 331.33+£16.65 363+15.52
8216 D 20.3 350 379 0.674
Groupe 4 8241 ] 18.1 331 367 0.837
8247 L 17.2 262 305 1
Moyenne + ET 18.53+1.59 314.3+£6.31 350.33+39.72

Tableau 5 : Caractéristiques des animaux (identification, age, poids et GMQ) au cours de I’étude
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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 la réalisation des mesures. Les conditions
de température et d’hygrométrie dans le hangar correspondent a celles de l'extérieur et n’ont
pas été controlées.

Les génisses ont été nourries avec du foin (5 kg de matiére brute par génisse et par jour) et
de la paille a volonté et ont recu par jour 3 kg de concentré Brebilac® (RAGT, Plateau central,
Rodez) contenant 18 % de protéines. L'eau a été distribuée a volonté.

1.3.Surveillance des vaches

L’état de santé des vaches a été vérifié quotidiennement par le zootechnicien lors de la
distribution de I'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.

1.4.Pathologies et traitements concomitants

Pathologies concomitantes : les vaches n’ont recu aucun traitement dans le mois précédant
I’étude et pendant I'étude, a 'exception de la génisse B, qui a présenté du 2 mai au 27 juillet 2013
un abcés ombilical suintant, traité localement par des ringages quotidiens a la Vétédine
Solution® diluée (polyvidone iodée 10 %). 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, des administrations de 30 mL de
Butox® 7,5 Pour-on (deltaméthrine, Intervet) ont été effectuées tous les mois.

2. Protocole expérimental

2.1.Analogues de la GnRH utilisés

Le Tableau 6 récapitule les traitements aux analogues de la GnRH utilisés.

Principe actif Nom déposé Laboratoire Posologie \ Volume Voie
Acétate tétrahydrate e CEVA Santé
de gonadoréline GrpmidinG Animale 100 ug 2 mL M
Acétate de buséréline Réceptal® MSD 10 ug 2,5mL IM
Acétate de léciréline Reproréline® Vétoquinol 50 et 25 pg 1et2mL IM

Tableau 6: Molécule, nom déposé, fabricant, posologie, volume injecté 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 aprés leur
arrivée.

Afin de standardiser le statut physiologique des femelles, les traitements GnRH ont été
réalisés systématiquement au jour 6 (7 traitements) ou 7 (38 traitements) du cycle, soit en
présence d’un corps jaune mature et d'un follicule de plus de 10 mm de diameétre (fin de la
premiere vague folliculaire).

Pour cela, avant la premiére période, un protocole de pré-synchronisation a été réalisé a
I'aide d’un dispositif (PRID Delta® 1.55g, CEVA) a base de progestérone placé dans le vagin et
laissé en place pendant 9 jours, associé a une administration intramusculaire de cloprosténol au
8ieme jour (Estrumate®, 2 mL soit 0,5 mg, MSD) et d’eCG (Syncho-part®, CEVA) au 9iéme jour. Apres
retrait du dispositif intra-vaginal, des follicules de plus de 10 mm de diameétre ont été observés
par échographie transrectale dans les trois jours chez toutes les génisses, sauf la génisse L lors
de la période 4 (cf infra).

2.2.2. Constitution des groupes et définition des séquences

Cette étude s’est déroulée du 2 mai au 27 juillet 2013. Elle a été divisée en quatre périodes
de 17 jours, durant lesquelles les génisses ont recu 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 pgde léciréline soit 1 mL de Reproréline®

Le plan expérimental de I'étude a été réalisé sous forme de carré latin, afin que toutes les
vaches recoivent tous les traitements (Tableau 7) et afin de s’affranchir en partie de l'effet
«vache » (interindividuel). Pour cela, 4 groupes homogénes en poids de 3 génisses ont été
constitués de maniere aléatoire (Tableau 5).

Une séquence a été définie comme la succession ordonnée de 4 périodes (Tableau 7).

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 réintroduite dans I'étude pour la
période 3.

Lors de l'échographie de contréle 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 IL. 2.4.).
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Période 1

Période 2

Période 3

Période 4

Génisses A, onadoréline Fectchite Lcliclne Buséréline Séquence 1
CetF J 25 ug 50 pg q
Génisses G, | léciréline buséréline onadoréline Léciréline Séquence 2
etK 25ug & 50 ug q
Génisses B, L . léciréline léciréline f1e .
EetH buséréline 50w 25 11 Gonadoréline Séquence 3
Génisses D, ] léciréline onadoréline buséréline Léciréline Séquence 4
etL 50 pg & 25 ug q

Tableau 7 : Plan expérimental en carré latin et répartition des génisses et des traitements a la GnRH en

fonction des périodes et des séquences 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 12) :

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

5 et 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 procéde a une échographie transrectale des ovaires de
toutes les génisses. Si un follicule de plus de 10 mm de diameétre est présent sur 'un des
ovaires, la génisse est incluse dans I'étude.

Le lendemain du jour de détection d’'un follicule de plus de 10 mm de diamétre, la GnRH
est administrée par voie intramusculaire, (voir II. 2.2.2.). Le jour d’administration de la
GnRH estnoté JO (=D6 - D7).

7 jours plus tard (D13 - 14 ou ]7), une injection intramusculaire de cloprostenol
(Estrumate®, 2 mL, MSD, analogue de la PGF2a) permet de lyser le corps jaune et
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 12
schématise la chronologie de ces différentes périodes.

GnRH 1 GnRH 2 | GnRH 3 | GnRH 4

PGF2a 1 PGF2a 2 PGF2a 3

Chaleurs 1 Chaleurs 2 Chaleurs 3 Chaleurs 4

VIR, v \] VR \ VoV VR

J1i-7-6 J10 J17  J110-11 ]20 J27  J210-11 J30 ]37  J310-11  J40

D10 D16-7 D113 -14 D20 D;6-7 D213-14 D30 D36-7 D313-14 D40  D46-7

& N

Péri 1 < > Période 3 <
ériode Période 2 eriode Période 4

_
7

Figure 12 : 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 particuliere a celles-ci, avec des observations de 20 min toutes les 2 a 4
heures pendant une période de 5 jours couvrant la période de plus forte probabilité d’expression
des chaleurs (2 - 7 jours aprés 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 I'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 par d’autres génisses, associées
a la disparition du follicule préovulatoire, ont été pris comme repere de I'cestrus.

2.4.Prélevements sanguins et examens échographiques

Echographies transrectales des ovaires

Des échographies transrectales quotidiennes a I'aide de '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 diametre) a J4 (afin d’observer les évolutions
morphologiques au niveau ovarien) (figure 13).
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Prélévements sanguins

Ces prélevements sanguins de 2 a 4 mL ont été effectués dans des tubes héparinés en
polypropyléne de 4 mL, a la veine coccygienne ou jugulaire apres nettoyage a I'alcool de la zone,
al'aide d’une aiguille 21 G montée sur un systeme Vacutainer®. Les échantillons sanguins ont été
immeédiatement placés dans de la glace, et centrifugés dans les 2 heures suivant le prélevement a
environ 3000 g a 5°C, pendant 10 min. Le plasma a été réparti dans deux fractions aliquotes de
0.5 mL dans des tubes Eppendorf® en polypropylene de 1.5 mL qui ont été conservés 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 aprées l'injection de GnRH

Des prélévements sanguins pour le dosage de la progestérone ont été effectués de J0 a J4 :
- unavantl'injection de GnRH (J0)
- etauxjours]l,]2,]3 et]4

La Figure 13 présente schématiquement les examens échographiques et les prélevements
sanguins effectués au cours d'une période.

GnRH
Chaleurs
J-6-7 J-1 JO J1 J2 J3 J4 >
DO D5-6 D6-7 D7-8 D8-9 D9-10 D10-11

[ |

8PSao,15

et 30 min, 1,

2,3,46h

5 prélevements sanguins P4

Figure 13 : Planning des prélevements sanguins (PS) et des échographies ovariennes effectués au cours
d’une période
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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 moyennes des coefficients de
variation intra et inter-dosage déterminées pour 3 niveaux de concentrations de LH (4; 7 et 12
ng/mL) ont été respectivement 19.4 %, 15.6 % et 11.3 %. La sensibilité du test était de 0.6
ng/mL.

Les concentrations plasmatiques en progestérone ont été évaluées par dosage ELISA a
partir de 10 pL de plasma (Ovuckeck® plasma, AES Laboratoire). Les moyennes des coefficients
de variation intra et inter-dosage déterminés pour 3 niveaux de concentrations de progestérone

(2,5; 8 et 12 ng/mL) ont été respectivement 17.1 %, 11.5 % et 9.9 %. La sensibilité du test était
de 1 ng/mL.

3. Base de données
Les données suivantes ont été enregistrées, pour chaque traitement et chaque vache :

Données échographiques :

e Diametre du ou des follicules dominants observés (un follicule a été considéré comme
dominant si son diametre mesuré était supérieur a 10 mm)

e Disparition ou non du follicule dominant aprés traitement GnRH et jour de disparition le
cas échéant

e Apparition ou non d'une structure lutéale a partir de I'évolution du follicule dominant et
jour d’apparition le cas échéant

e Démarrage ou non d'une nouvelle vague folliculaire et jour de démarrage le cas échéant
(une nouvelle vague folliculaire a été définie par la croissance de follicules dépassant 4 a

5 mm de diamétre)

Analyse des concentrations plasmatiques de LH :

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

e Les valeurs de concentrations maximales (Cmaxyu) et des temps d’occurrence de ces
valeurs (Tmax.y) 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 (AUCrupo-n4) a été calculée
de t = 0 (moment de 'administration de la GnRH) au temps d’occurrence de la derniéere

valeur quantifiée (t = 6 h), en utilisant la méthode des trapézes non linéaires.
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Analyse des concentrations plasmatiques de progestérone :

e Afin de prendre en compte la variabilité intra et inter animal des niveaux de
progestérone, au 6 ou 7ieme jour du cycle, la concentration plasmatique de progestérone
aprés l'administration de GnRH a été corrigée en soustrayant la concentration
plasmatique au temps zéro (avant 'administration de GnRH).

L’ensemble de ces données ont permis de comparer les 4 traitements GnRH a la fois en
termes de réponse hormonale et de dynamique ovarienne.

4. Analyses statistiques

Les données brutes concernant les concentrations hormonales et les diameétres des
follicules dominants ont été enregistrées 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, complétées si
nécessaire par le test post hoc de Tukey.

Une probabilité de p <0,05 indique qu'’il y a une différence significative et une probabilité
p<0,1 indique que la différence tend a étre significative.

Pour s’assurer de I'homogénéité des différents groupes de génisses avant le début de
chaque période de l'expérimentation, le diametre des plus gros follicules, la concentration
plasmatique basale en LH et progestérone ont été comparés a I'aide d’'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. Les concentrations hormonales ont été
transformées (log base 10).

Données échographiques :

Les taux d’évolution du follicule dominant vers 'ovulation ou la lutéinisation en réponse
aux administrations des différentes GnRH ont été comparés griace a un test de régression
linéaire avec la séquence, le traitement et leur interaction comme effets fixes.

Le jour d’émergence d’'une nouvelle vague folliculaire a été comparé pour les 4 modalités

de traitements GnRH avec une analyse de variance a 2 facteurs, avec la séquence, le traitement et
leur interaction comme effets fixes.
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Les parametres pharmacodynamiques de la réponse en terme de LH aux administrations
de GnRH (Cmaxiy, Tmaxiu et AUCLupo-p4) ont été comparés grace a une analyse de variance a 2
facteurs, avec la séquence, le traitement, I'interaction séquence-traitement comme effets fixes et
les vaches nichées dans la séquence comme effet aléatoire. Lors d’interaction significative entre
la séquence et le traitement, un test post hoc de Turkey a été réalisé pour comparer les
traitements pour chaque séquence.

L’AUCLupo-p4, le Cmaxiu et le Tmaxiu en réponse aux différents analogues de la GnRH ont
été transformées (log base 10) pour garantir les conditions d’homogénéité de variances et de
normalité.

Progestérone :

Les parameétres pharmacodynamiques de la réponse en terme de progestérone aux
administrations de GnRH (Cmaxps, Tmaxps et AUCpapo-n4) ont été comparés grace a une analyse
de variance a 2 facteurs, avec la séquence, le traitement, l'interaction séquence-traitement
comme effets fixes et les vaches nichées dans la séquence comme effet aléatoire. Lors
d’interaction significative entre la séquence et le traitement, un test post hoc de Turkey a été
réalisé pour comparer les traitements pour chaque séquence.

L’AUCp4no-p4, le Cmaxps et le Tmaxps en réponse aux différents analogues de la GnRH ont

été transformées (log base 10) pour garantir les conditions d’homogénéité de variances et de
normalité.
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PARTIE III : RESULTATS ET DISCUSSION

1. Résultats

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

Au total, 46 profils de concentrations de LH ont été évalués pour 12 ou 11 génisses et sur
les 4 périodes (voir II. 2.2.2.). Les concentrations plasmatiques en LH avant I'administration des
GnRH (a TO) étaient faibles (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 14 présente les concentrations de LH aprés les différentes modalités de

traitement GnRH chez une génisse représentative.

15 -
=¢— Gonadoréline

== L éciréline 25 pg
Léciréline 50 pg

=== Buséréline

10

Concentration plasmatique de LH (ng/mL)

O i T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
heures aprés GnRH

Figure 14: Evolution temporelle des concentrations plasmatiques de LH (ng/mL) aprés 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 une génisse représentative
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La concentration plasmatique de LH augmente rapidement apres 'administration de
GnRH, pour atteindre une valeur maximale entre 1 et 2 heures aprés linjection. Cette
concentration décroit ensuite et revient a des valeurs basales au bout de 6 heures. La durée du
pic de LH induit par la GnRH est plus courte que celle d’'un pic préovulatoire physiologique (de
10 a 12 heures).

Les concentrations plasmatiques maximales moyennes en LH (Cmaxiy), leur temps
d’occurrence (Tmaxyu) et leur aire sous la courbe moyenne, obtenus aprés l'injection
intramusculaire des différentes GnRH, sont présentés dans le tableau 8.

Cmaxiy moyenne Tmaxiu AUCiupop4s moyenne  Nombre

#ET (ng/mL) moyenzET (h) #ET (ng/h.mL) de génisse
Gonadoréline 100 pg 6.92+2.72 1.00+0.552 18.25+8.20 11
Léciréline 25 pg 16.86+7.63 2.09+0.30P 49.73+£19.33 11
Léciréline 50 pg 17.87+5.86 2.00+0.00b 50.53+16.25 12
Buséréline 10 pg 16.43+5.70 2.25+0.45b 47.69+11.14 12

GnRH, dose

Tableau 8 : Valeurs moyennes et écart-type des concentrations plasmatiques maximales en LH (Cmaxyy),
de leur temps d’occurrence (Tmaxiy) et leur aire sous la courbe (AUCirupops), obtenus apres l'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 (Les valeurs d’'une méme colonne, présentant des exposants
différents sont significativement différentes)

La Cmax.y apres traitement a la gonadoréline est 2,5 fois plus faible qu’apreés les autres
traitements. Cet effet est ou tend a étre significatif pour la buséréline et la 1éciréline a la dose de
25 pg pour les séquences 1 a 3 et pour la léciréline a la dose 50 pg pour les séquences 1 et 3. En
effet, il existe une interaction entre le traitement et la séquence : cette différence n’est pas
observée pour la séquence 4. 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.

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

Le Tmax.y est observé 1 heure plus tét aprés 'administration de gonadoréline a la dose
de 100 pg, autour d'l heure apres linjection, comparativement a celui observé apres
I'administration de buséréline ou léciréline aux deux doses (ANOVA, p < 0.001), autour de 2-3
heures apres l'injection. Il n’y a pas eu d’effet séquence sur le Tmax.y, ni d’'interaction entre le
traitement et la séquence.

L’AUCLupons moyenne apres une injection intramusculaire de 100 pg de gonadoréline est
significativement inférieure a celles obtenues apres les autres traitements GnRH (ANOVA, p <
0.001) pour les 3 premiéres séquences. En revanche pour la séquence 4, le nombre de génisses
traitées a la gonadoréline était probablement trop faible pour avoir une puissance du test
statistique suffisante pour montrer une différence significative. Les deux doses de léciréline et la
dose de buséréline utilisées ont eu des effets comparables sur la sécrétion de LH (AUCiupon4)
(ANOVA, NS).
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1.2. Dynamique ovarienne

Avant administration des différentes GnRH, au jour 6 - 7 du cycle (D 6-7), les femelles
incluses dans I'étude (n = 46 valeurs pour 12 ou 11 génisses sur les 4 périodes, voir II. 2.2.2.)
présentaient un follicule dominant de plus de 10 mm de diameétre (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).

Follicule dominant:

Trois évolutions du follicule dominant apres le traitement GnRH ont été observées :
- disparition et donc fin de la dominance de ce dernier :

o soit par ovulation (figure 15)
o soit par lutéinisation (figure 16)

- persistance et donc maintien de sa dominance.

Dans le cadre de notre étude (avec I'objectif d’'un protocole GPG), 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.

GnRH Disparition du Apparition dt’a la
follicule dominant structure lutéale

Figure 15: Perte de la dominance du follicule dominant par ovulation suite a 'injection de GnRH et
apparition d’une structure lutéale secondaire, observées par échographie sur une génisse représentative

GnRH Lutéinisation
périphérique
Figure 16: Perte de la dominance du follicule dominant par lutéinisation suite a l'injection de GnRH,
observée par échographie sur une génisse représentative
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Le Tableau 9 présente les résultats échographiques obtenus selon la molécule injectée :

Nombre Pourcentage de disparition du Pourcentage de
GnRH, dose de follicule dominant persistance du
génisses follicule dominant

Gonadoréline 100 pg 11 54,5 %2 (6) 18,2 % (2) 27,3 % (3)

Léciréline 25 png 11 81.8 %P (9) 0% (0) 18.2 % (2)

Léciréline 50 pg 12 100 %> (12) 0% (0) 0% (0)

Buséréline 10 pg 12 100 %P (12) 0% (0) 0% (0)

Tableau 9 : Devenir du follicule dominant, suivi par échographie aprés une 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 12 génisses
(Les valeurs d’'une méme colonne, présentant des exposant différents sont significativement différentes),
entre parenthéses le nombre de génisses

La gonadoréline a la dose de 100 pg est moins efficace que la l1éciréline (aux doses de 50 ou
25 pg) et la buséréline a la dose de 10 pg pour induire I'ovulation (p < 0.01). Cependant, seules 3
génisses sur 11 n’ont pas présenté de modification du follicule dominant apres le traitement a la
gonadoréline, qui correspond a un échec du traitement. Cette proportion n’est pas
statistiquement différente de celles observées pour les autres traitements.

Pour essayer de comprendre les facteurs qui conduisent a la persistance du follicule
dominant, ou a sa perte de dominance par ovulation ou lutéinisation, les caractéristiques
suivantes (concentration de progestérone lors de l'injection de GnRH, AUC de LH induit et

concentration maximale au pic de LH induit) des femelles ont été évaluées :

- la concentration en progestérone lors de I'injection de GnRH semble jouer un réle dans la
réponse du follicule dominant (tableau 10). En effet, sur 100 % (23 / 23) des génisses
ayant une concentration en progestérone faible lors de I'injection de GnRH (inférieur a la
valeur médiane, 5,37 ng/mlL, des 46 concentrations de progestérone a D0) une perte de la
dominance de leur follicule a été observée contre seulement 78 % (18/23) pour les
génisses présentant une concentration de progestérone élevée. Il y a donc pres de 22 % (5
/ 23) des génisses avec une concentration en progestérone a DO élevée qui ont présenté
une persistance du follicule dominant, ce qui regroupe 100 % (5/5) des cas de persistance
suite a I'injection d'une des trois molécules.

Concentration Nombre EBourcentage de disparitionidu Pourcentage de

plasmatique en persistance du
progestérone a DO génisses follicule dominant

Inférieur a 5,37 ng/mL 91,3 % (21) 8,7 % (2) 0% (0)
Supérieur a 5,37 ng/mL 23 78,3 % (18) 0% (0) 21,7 % (5)

de follicule dominant

Tableau 10: Devenir du follicule dominant suivi par échographie, suite a une injection de GnRH en
fonction de la concentration plasmatique de progestérone a 'administration de GnRH (5,37 ng/mL, valeur
médiane des 46 valeurs de concentrations de progestérone au moment de I'injection de GnRH)
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- une réponse en termes de LH plus importante (AUC du pic de LH élevée) semble favoriser
'ovulation du follicule dominant. En effet, chez 91 % (21 / 23) des vaches présentant une
AUC supérieure a 36,75 ng/h.mL (valeur médiane des 46 AUC obtenues) le follicule
dominant a ovulé, contre seulement 78 % (18 / 23) chez les vaches avec une AUC
inférieure a cette valeur. Cependant, quelle que soit la valeur de 'AUC de LH, la perte de
dominance a été similaire (21 /23 pour les AUC élevées et 20/23 pour les AUC faibles).

Pourcentage de disparition du Pourcentage de
follicule dominant persistance du
follicule
dominant

Nombre
AUCde LH de

génisses

Inférieure a 36,75

ng/h.mL

Supérieure a 36,75

78,3 % (18)

8,7 % (2) 13 % (3)

23 91,3 % (21) 0 % (0) 8,7 % (2)

ng/h.mL

Tableau 11 : Devenir du follicule dominant suivi par échographie, suite a une injection de GnRH, en
fonction de ’AUC de LH obtenue (36,75 ng/mL.h, valeur médiane des 46 AUC obtenues)

- un pic de LH inférieur a la valeur physiologique du pic préovulatoire (13 ng/mL) semble
favoriser la persistance du follicule dominant. En effet, chez 16 % (4 / 25) des vaches
présentant un pic de LH faible le follicule dominant a persisté, contre moins de 5 % (1 /
21) chez les vaches avec un pic de LH élevé.

Pourcentage de disparition du follicule Pourcentage de
dominant persistance du

Nombre
Cmax au pic de LH de

L follicule
génisses

dominant

16 % (4)

Inférieure 13 ng/mL 76 % (19)

8% (2)

Supérieure a 13

21 95,2 % (20) 0 % (0) 48 % (1)

ng/mL

Tableau 12 : Devenir du follicule dominant suivi par échographie, suite a une injection de GnRH, en
fonction de la concentration plasmatique maximale de LH atteinte lors du pic de LH induit (13 ng/mL
valeur atteinte lors du pic de LH physiologique)

Le délai de perte de dominance du follicule a été analysé en fonction des caractéristiques
des femelles et des traitements GnRH. Les critéres suivants: léciréline a la dose de 50 pg,
concentration initiale en progestérone faible, AUC de LH élevée et concentration maximale au
pic de LH élevée, semblent favoriser une disparition plus précoce de la dominance du follicule
dominant (entre 0 et 30 heures apres l'injection de GnRH, tableau 13). Cependant, il existe une
grande hétérogénéité du délai entre 'administration de GnRH et la disparition de la dominance
du follicule dominant. Par ailleurs, le plan expérimental utilisé (échographies quotidiennes) ne
nous a pas permis de déterminer précisément ce délai.
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Temps (en heure) entre I'administration de

Nombre GnRH et la disparition de la dominance du
de follicule
génisses
Gonadoréline 100 pg 6 16.7% (1) 83.3% (5) 0.0% (0)
ChRH dose Léciréline 25 pg 10 0.0% (0) 90.0% (9) 10.0% (1)
‘ Léciréline 50 pg 13 23.1% (3) 69.2% (9) 7.7% (1)
Buséréline 10 pg 12 8.3% (1) 91.7% (11) 0.0% (0)
Concentr.atlon Inférieure a 5,37 22 18.2% (4) 72.7% (16) 9.1% (2)
plasmatique ng/mL
en S Z.g 3537
progestérone uperieure a., 19 5.3% (1) 94.7% (18) 0.0% (0)
D0 iyl
I“fe;igey}fﬁfjs 18 5.6% (1) 88.9% (16) 5.6% (1)
AUC en LH Supéri .‘3675
“perr:;%i:L ' 23 17.4% (4) 78.3% (18) 4.3% (1)
o 0, 0, 0,
. Inferle,m.'e 13 r\1g/mL 21 4.8% (1) 85.7% (18) 9.5% (2)
de LH S“peglge/‘:;ia 13 20 20.0% (4) 80.0% (16) 0.0% (0)

Tableau 13 : Délai entre l'injection de GnRH et la disparition de la dominance du follicule dominant selon
la GnRH utilisée, la concentration plasmatique de progestérone lors de I'injection, ’AUC de LH obtenue et
la concentration plasmatique maximale de LH lors du pic de LH induit

En outre, les caractéristiques des femelles (concentration initiale en progestérone, AUC
de LH et concentration maximale de LH) ou le traitement GnRH n’ont pas eu d’influence sur le
délai entre l'injection de GnRH et I'apparition de la structure lutéale secondaire et sur le délai
entre la disparition de la dominance du follicule dominant et 'apparition de la structure lutéale
secondaire.

Démarrage d'une nouvelle vague folliculaire :

Les caractéristiques des femelles et des traitements a la GnRH qui ont été suivis par le
démarrage d'une nouvelle vague folliculaire chez le pourcentage le plus élevé de vaches sont
l'utilisation de Léciréline 50 ug et Buséréline 10 pg, une concentration plasmatique initiale en
progestérone faible et une disparition du follicule dominant (Tableau 14). En revanche, 'AUC de
LH et la concentration maximale de LH atteinte lors du pic de LH ne semblent pas avoir d'impact
sur le démarrage d’'une nouvelle vague folliculaire. Il faut noter que 40 % (2 / 5) des cas de
persistance du follicule dominant ont été suivis par le démarrage d'une nouvelle vague
folliculaire. En outre, il est possible que le suivi échographique durant 4 jours ait été insuffisant
pour évaluer correctement ce critere.

60



A »
Nombre Démarrage d’'une nouvelle

de vague folliculaire

génisses

Gonadoréline 100 pg 11 82% (9) 18% (2)
Léciréline 25 pg 11 91% (10) 9% (1)
GnRH, dose
Léciréline 50 pg 12 100% (12) 0% (0)
Buséréline 10 ug 12 100% (12) 0% (0)
Concentration Inférieure a 5,37 o o
IER I EL G ng/mL 23 100% (23) 0% (0)
o Supérieure a 5,37
progestérone uperieure a5, 23 87% (20) 13% (3)
2 DO g/l
Inférieure 36,75 24 92% (22) 8% (2)
ng/h.mL
AUCen LH Supérieure a 36,75
1] 0, 0,
ng/h.mL 22 95% (21) 5% (1)
Ari 0, 0,
el Inferle,ul."e 13 r\lg/mL 25 92% (23) 8% (2)
de LH Supérieure a 13 21 95% (20) 5% (1)
ng/mL
DISparit‘t‘?“ par 39 100%(39) | 0%(0)
Evolution du - ovu_a. 1on
follicule Disparition par 2 100%(2) | 0%/(0)
T lutéinisation
Persistance 5 40 % (2) 60 % (3)

Tableau 14: Démarrage d’'une nouvelle vague folliculaire selon la GnRH utilisée, la concentration
plasmatique de progestérone lors de l'injection, 'AUC de LH obtenue, la concentration plasmatique
maximale de LH lors du pic de LH induit et I'évolution du follicule dominant

Les caractéristiques des femelles (concentration initiale en progestérone, AUC de LH,
concentration maximale de LH et évolution du follicule dominant) ou le traitement GnRH n’ont
pas eu d'influence sur le délai entre la disparition de la dominance du follicule et le démarrage
d’une nouvelle vague folliculaire.

1.3. Progestérone

La concentration moyenne en progestérone avant administration de GnRH était de 5,21 *
1,50 ng/mL. La moyenne des concentrations de progestérone avant l'injection de Gonadoréline
était légérement plus élevée que celle obtenue avant 'injection de léciréline a la dose 50 pg
(ANOVA, post hoc Tukey, p=0,05). Cette différence a été corrigée en soustrayant la
progestéronémie avant administration de GnRH a toutes les concentrations de progestérone
mesurées aprés 'administration de GnRH, nommées concentrations corrigées.
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La figure 17 présente les concentrations corrigées de progestérone individuelles apres
administration intramusculaire des différentes modalités de traitement GnRH chez les 12

génisses.
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Figure 17 : Evolution temporelle des concentrations plasmatiques corrigées de progestérone apres
administration intramusculaire de 100 pg de gonadoréline, de léciréline a la dose 25 et 50 pg et de 10 pg
de buséréline chez 12 génisses Prim’Holstein

L’inspection visuelle de la figure 17 montre que, globalement, les concentrations
plasmatiques corrigées de progestérone augmentent au cours du temps, mais de fagon
relativement variable selon les génisses et la GnRH injectée.
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La figure 18 présente les moyennes des concentrations plasmatiques corrigées de
progestérone apres injection intramusculaire des différentes GnRH pour les 12 génisses de

I'étude.

== Gonadorelin

== Lecirelin 25 pg
== Lecirelin 50 pg
== Buserelin

Moyenne des 12 génisses

0 1 2 3
Jours post GnRH

Concentrtaion corrigé en progestérone (ng/mL)

Figure 18 : Evolution temporelle des moyennes des concentrations plasmatiques corrigées de
progestérone aprés administration intramusculaire de 100 pug de gonadoréline, de 1éciréline a la dose 25

et 50 pg et de 10 pg de buséréline pour 12 génisses Prim’Holstein

En quatre jours, la concentration plasmatique en progestérone a augmenté d’environ 2,5
a 3 ng/mL suite a 'administration de gonadoréline, de léciréline a la dose de 25 pg ou de
buséréline et de prés de 4 ng/mL suite a 'administration de léciréline a la dose de 50 pg.

Toutefois, ces différences ne sont pas significatives.

Le tableau 15 regroupe les moyennes et écart-types de 'augmentation de progestérone
observée 4 jours post injection de GnRH en fonction de la molécule administrée.

Moyenne des augmentations de concentrations
GnRH, dose plasmatiques de progestérone 4 jours post

Ecart-type

Nombre de

génisses

injection

Gonadoréline 100 pg 3 ng/mL

1,41 ng/mL

Léciréline 25 pg 2,74 ng/mL

1,48 ng/mL 11
Léciréline 50 pg 3,81 ng/mL 2,22 ng/mL 12
Buséréline 10 pg 2,91 ng/mL 1,56 ng/mL 12

Tableau 15: Valeurs moyennes et écart-types des différences de progestéronémie entre J4 et JO post
administration intramusculaire de 100 pg de gonadoréline, de léciréline a la dose 25 pg et 50 pg et de 10

pg de buséréline pour 12 génisses Prim’Holstein
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Les facteurs associés a la plus forte augmentation de progestérone ont été une
concentration faible en progestérone avant I'administration de GnRH et une Cmax au pic de LH
élevée (Tableau 16). En revanche, '’AUC de LH, I'évolution du follicule dominant, le diameétre du
follicule lors de I'ovulation, 'apparition d’une structure lutéale secondaire et la précocité de son
apparition ne semblent pas avoir d'impact sur le niveau de production de progestérone suite a
I'administration de GnRH (Tableau 16).

Nombre Différence de progestéronémie entre J4 et JO

de
génisses

Concen?ratlon Inférieure a 5,37 ng/mL 23 39% (9) 61% (14)
plasmatique en
progestérone - IR 2 70% (16 30% (7)
I“fe;‘e/“}f fn3’L6'75 23 57% (13) 43% (10)
AUCen LH SR
“pern‘;‘]ie n‘;‘L g 23 43% (10) 57% (13)
Ari 0, 0,
Cmax au pic de Inférieure 13 ng/mL 25 60% (15) 40% (10)
LH Supérieure a 13 ng/mL 21 38% (8) 62% (13)
Disparition par 39 49% (19) 51% (21)
: ovulation
Evolution du Di iti
follicule ‘Sparttion par 2 50% (1) 50% (1)
domi lutéinisation
ominant
Persistance 5 60% (3) 40% (2)
Apparition d’'une Oui 40 50 % (20) 50 % (20)
structure lutéale
secondaire Non 6 50% (3) 50% (3)
Diametre du Inférieur a 13 mm 19 47% (9) 53% (10)
follicule a
I'ovulation Supérieur a 13 mm 20 50% (10) 50% (10)
2 jours apres injection o o
Jour d’apparition de GnRH ° 5556 SRE0 )
de la structure 3 jours apres injection o o
lutéale de GnRH 22 50% (11) 50% (11)
secondaire 4 jours ou plus apres o o
injection de GnRH ? cavalE AR

Tableau 16 : Différence de progestéronémie entre J4 et JO en fonction de la concentration plasmatique de
progestérone lors de l'injection, I’AUC de LH, la concentration plasmatique maximale de LH lors du pic de

LH, I'évolution du follicule, I'apparition d'une structure lutéale secondaire, le diamétre du follicule

dominant a 'ovulation et le jour d’apparition de la structure lutéale secondaire (2,79 ng/mL: valeur

médiane des augmentations de concentrations plasmatiques de progestérone 4 jours post injection)
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2. Discussion

2.1. Aspects méthodologiques

2.1.1. Excellence de I’étude

Les différents groupes de génisses ont été constitués a partir de génisses homogénes en
dge (moyenne de 19,8 mois au début de I'étude avec un écart-type de 1,9 mois), en poids
(moyenne de 325,8 kg en début d’étude avec un écart-type de 28,30 kg), en note d’état corporel
et en gain moyen quotidien (poids en fin d’étude de 359,2 kg avec un écart-type de 24,24 kg).
Cette homogénéité est importante car une croissance insuffisante peut influencer la réponse
ovulatoire (Souza et al., 2009).

Le plan expérimental en carré latin, qui signifie que toutes les génisses ont recu tous les
traitements, permet de prendre en compte la variabilité intra individuelle et I'effet possible de la
répétition des traitements au travers de I'effet séquence est pris en compte.

L’étude a été réalisée en aveugle, c’est-a-dire que lors des suivis échographiques le
traitement recu par la génisse n’était pas connu par 'opérateur. De plus, le laboratoire qui a
financé 1'étude (Vétoquinol), qui commercialise également une des molécules étudiées, n’a pas
été impliqué dans la phase animale des expérimentations ni dans I'analyse des résultats.

L’observation des chaleurs, point clé du protocole pour la détermination du jour DO du
cycle, a été réalisée de maniere soutenue. En effet, 'observation des chaleurs qui a débuté deux
jours apres 'administration de cloprosténol, a été réalisée quotidiennement de 7h00 a 22h00,
pendant des séquences de 20 minutes toutes les 2 a 4 heures jusqu’a la manifestation des signes
de chaleurs de toutes les génisses sur la base de plusieurs criteres comportementaux et du
dispositif marqueur de chevauchement (Estrotec TM).

Pour maitriser les facteurs de variation de la réponse a la GnRH, le statut physiologique
des femelles au moment des administrations des différentes GnRH a été standardisé. Les
administrations ont été réalisées en phase lutéale et au cours de la phase de dominance de la
premiere vague folliculaire. Premierement, les échographies ont été réalisées a partir des jours 5
et 6 post-cestrus, ce qui correspond a la période de plus forte probabilité d’observation d'un
follicule dominant chez des génisses Prim’Holstein (Knopft et al,, 1988 ; Ginther et al., 1989).
Deuxiemement, pour étre incluses dans l'étude les génisses devaient présenter lors des
échographies au jour 6 ou 7 du cycle, un follicule de diameétre supérieur ou égal a 10 mm. En
effet, c’est a cette taille que les follicules acquierent la capacité a ovuler (Sartori et al,, 2001). La
présence d'un corps jaune mature a ce stade a également été vérifiée par échographie et
confirmée a posteriori par des concentrations plasmatiques de progestérone supérieures a 2
ng/mkL.

L’administration du cloprosténol a été réalisée 7 jours apres 'administration de GnRH,
soit au minimum 5 jours aprés I'ovulation ou la lutéinisation du follicule dominant. La structure
lutéale secondaire était donc théoriquement sensible au cloprosténol au moment de son
injection (Valldecabres-Torres et al., 2012). De plus, les injections de cloprosténol ont été
réalisées le matin, vers 8 heures ce qui optimise les chances d’observer les chaleurs en journée,
contrairement a une injection réalisée en fin de journée, vers 20 heures (Hodges et al., 1988).

66



La génisse L a été par deux fois exclue de I'étude (pour la période 2 car elle n’a pas été
vue en chaleur a la fin de la période 1 et pour la période 4 car elle ne présentait pas un follicule
dominant de diametre supérieur a 10 mm), ce qui limite le nombre de données pour la
gonadoréline, la l1éciréline 25 pg et pour la séquence 4. Ainsi, lors de cette derniere séquence, le
nombre de vaches était insuffisant pour avoir une puissance suffisante des tests statistiques et
pour conclure a des effets significatifs.

Un groupe témoin, ne recevant pas d’injection de GnRH au sixiéme ou septiéme jour du
cycle et avec le méme suivi hormonal (LH et progestérone) et échographique aurait permis de
faire la distinction entre les événements (disparition naturelle du follicule dominant et
I'augmentation de la progestéronémie) attribuables a I’évolution physiologique du cycle et ceux
induits par I'injection de GnRH.

Les antécédents (alimentaire, pathologique) des génisses ne sont pas connus sur les 5
derniers mois. Or il faut en moyenne 5 mois a un follicule pour passer du stade primordial au
stade pré-ovulatoire (Webb et al., 2004). Cependant, toutes les génisses étaient cyclées avant le
début de I'étude (présence de corps jaune et follicules).

Enfin, les volumes injectés et les solvants lors des traitements étaient différents selon la
molécule et la dose, de 1 a 2,5 mL. Toutefois, il est peu probable que ces parametres puissent
expliquer des différences de réponses aux différentes GnRH.

2.1.2. Pertinence de l’étude

La reproduction en élevage bovin, principalement laitier, est un des axes prioritaires de
recherche en médecine vétérinaire, en raison de la détérioration importante de la fertilité ces
derniéres décennies (Le Mézec P., 2014). Or la reproduction conditionne la rentabilité technico-
économique de I'élevage. Dans ce contexte, notre étude contribue a approfondir la physiologie
reproductive et son controle hormonal chez les vaches Prim’Holstein, race la plus répandue dans
les élevages laitiers frangais.

Les trois molécules étudiées, la gonadoréline, la buséréline et la léciréline sont
commercialisées et utilisées sur le terrain en France. A la lumiere de la bibliographie, a notre
connaissance, aucune étude n’avait comparé in vivo ces trois molécules en méme temps, en
particulier la l1éciréline.

En outre, notre étude a pris en compte différentes réponses a la GnRH, (1) sur la
sécrétion de LH, (2) sur la dynamique ovarienne, plus particulierement la disparition du follicule
dominant et le démarrage d'une nouvelle vague folliculaire, qui correspondent aux effets
recherchés lors de leur utilisation sur le terrain et rarement évalués dans les autres études, (3)
sur la production de progestérone, trés rarement évaluée en réponse a la GnRH, malgré son
importance primordiale dans la survie embryonnaire.

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 a cette
catégorie d’animaux, et non pas a l'ensemble des vaches francaises. L'impossibilité
d’extrapolation ne provient pas de la dose. En effet les doses sont similaires quels que soit I'age
ou la race. En revanche, la physiologie ovarienne varie en fonction de 1'age, par exemple la
proportion de cycles a 2 ou 3 vagues differe selon la classe d’age des bovins (Knopf et al.,, 1988 ;
Ginther et al., 1989) ou du type de production, le pic de LH est plus précoce apres une injection
de GnRH chez les vaches allaitantes que chez les vaches laitieres (Martinez et al., 2003).
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Par ailleurs, la comparaison des analogues de la GnRH a été réalisée dans un schéma
expérimental contrélé : administration des différentes molécules analogues de la GnRH en phase
lutéale, en fin de premiere vague folliculaire, apres une détection des chaleurs rigoureuse. Ces
conditions ne correspondent pas a des conditions de terrain. De plus, la GnRH s’utilise
principalement dans le cadre d'un traitement GPG pour malitriser la phase folliculaire et
contrdler 'ovulation, afin de programmer I'insémination en s’affranchissant de I'observation des
chaleurs. Dans ce cadre, la premiére GnRH n’est pas réalisée a un moment prédéterminé du
cycle. C'est une limite a l'exploitation des résultats de I'étude en termes de réussite des
traitements. Toutefois, actuellement, le traitement GPG (ou Ovsynch) utilisé en Amérique du
Nord aprés une pré synchronisation permet d’obtenir de meilleurs résultats de fertilité a
I'cestrus induit. Il serait intéressant de compléter notre étude sur la comparaison de différentes
GnRH en termes de réponse hormonale et de dynamique ovarienne par une étude terrain.

2.2. Discussion des résultats

2.2.1. Dynamique ovarienne

Dans notre étude, le taux de disparition de la dominance du follicule suite a
I'administration de GnRH est élevé. Cela peut s’expliquer par une standardisation du protocole
avec une administration au jour 6 (7 génisses) ou 7 (38 génisses) du cycle. En effet, cette période
correspond a la phase de dominance de la premiere vague, que le cycle comporte 2 ou 3 vagues.
Plus précisément, le follicule atteint son plus gros diameétre au jour 6,2 du cycle pour les cycles a
2 vagues et au jour 6,5 du cycle pour les cycles a 3 vagues (Ginther et al., 1989).

Cette étude a permis de montrer qu'une demi-dose de léciréline (25 pg) est aussi efficace
que la dose recommandée pour l'indication de I'induction de l'ovulation dans le RCP du produit
(50 pg) pour entrainer la disparition de la dominance du follicule dominant de la premiére vague
entre le sixieme et septieme jour du cycle et engendrer le démarrage d’'une nouvelle vague
folliculaire chez des génisses Prim’Holstein.

Dans cette étude, des concentrations plasmatiques élevées en progestérone au moment
de I'administration de GnRH pourraient avoir un effet négatif sur la perte de dominance du
follicule et sur le démarrage d’'une nouvelle vague folliculaire (voir 11.1.2.). Cette observation est
en accord avec les études de Twagiramungu et al. (1994), Colazo et al. (2008) et Dias et al.
(2010). On peut trouver plusieurs explications a ce phénomene. Premierement, un follicule en
croissance dans un environnement avec une progestéronémie basse posséde plus de récepteurs
a LH et est par conséquent plus sensible a une élévation de la LH (Schmitt et al., 1996).
Deuxiemement, une concentration de progestérone élevée peut jouer un réle inhibiteur sur la
sécrétion de LH en réponse a une administration de GnRH (Kaltenbach et al., 1974 ; Dias et al,,
2010). Enfin, d’aprés Colazo et al. (2008), un follicule en croissance avec une progestéronémie
élevée serait de plus petite taille, ce qui est souvent associé a moins de récepteurs de LH, ce qui
expliquerait sa moindre sensibilité a une administration de GnRH. Cependant, pour les 12
génisses et les trois molécules utilisées, aucune différence de taille du follicule n’a été notée
entre ceux en croissance dans un environnement a faible progestéronémie (12,5 + 1,1 mm de
diametre) et ceux ayant crll en présence d’'une forte concentration en progestérone (13,1 + 1,0
mm de diametre).
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Le critere d’'inclusion dans I’étude a été une taille minimale de 10 mm pour le follicule
dominant au jour 5 ou 6 du cycle. Sartori et al. (2001) ont montré en effet que les follicules
deviennent aptes a ovuler, grace a 'augmentation du nombre de récepteurs a LH, a la taille de 10
mm de diameétre. En revanche, ces derniers ont aussi montré que l'ovulation a cette taille
nécessite une plus forte dose de GnRH. Ainsi, une dose de gonadoréline de 200 pg, aurait pu
permettre d’obtenir un effet maximal en termes de LH et de réponse ovulatoire (Chesnault et al.,
1990 ; Monnoyer et al., 2004) et d’optimiser ainsi les chances de redémarrage d’'une nouvelle
vague folliculaire.

Le jour de détection de la structure lutéale secondaire est de plus en plus précoce et
répétable (écart-type en diminution) entre la premiére période (début de I'étude) et la derniere
période (fin de I’étude, Tableau 17). Cette observation pourrait s’expliquer par 'amélioration de
la technicité des opérateurs au cours de I'étude pour détecter échographiquement les structures
lutéales secondaires et par le fait que sa mise en évidence n’avait pas été initialement prévue
dans le protocole. Pour prévenir ce biais expérimental, il aurait donc été souhaitable que cette
structure lutéale secondaire soit systématiquement recherchée dés la premiere période.

Jour moyen de détection Ecart-type
Période 1 3,5 1,3

Période 2 3,5 0,8

Période 3 2,8 0,4

Période 4 2,4 0,5

Tableau 17 : Jour moyen de détection échographique de la structure lutéale secondaire et écart-type selon
les périodes

Dans 2 cas sur 5 de persistance du follicule dominant (soit 40 %), un démarrage d’une
nouvelle vague folliculaire a été observé, alors méme que ce follicule dominant inhibe cette
entrée en croissance folliculaire. On peut donc penser que pour ces deux cas une lutéinisation
des follicules s’est produite et qu’elle n’aurait pas été détectée échographiquement.

Sur I'ensemble des femelles, les démarrages d’'une nouvelle vague folliculaire ont été
observés entre les jours 8 et 11 du cycle qui correspondent aux jours de démarrage
physiologique de la seconde (du 9ime gqu 12i¢me jour) ou de la deuxieme (8i¢me au 10ime jour)
vague folliculaire (voir 1.1.3.2.), sans administration de GnRH. Il est donc difficile de différencier
I'initiation d’'une nouvelle vague qui serait due a I'administration de GnRH de celle survenant
spontanément au cours du cycle cestral. L'inclusion d’'un groupe témoin, ne recevant pas
d’administration de GnRH, aurait été souhaitable.

Le suivi échographique des petits follicules a été réalisé sans identification des follicules.
Cette méthode est relativement sensible pour mettre en évidence le démarrage d'une nouvelle
vague (Ginther, 1992). Par contre, le suivi échographique du follicule dominant a nécessité son
identification spatiale sur I'ovaire, méthode semblant étre la plus spécifique et sensible (Ginther,
1992). Pour éviter que la connaissance du follicule dominant identifié au cours de I'échographie
précédente (24 h plus tot) modifie son interprétation par 'opérateur, 'emplacement spatial du
follicule dominant et sa taille n’ont été vérifié qu’a posteriori, une fois I'échographie réalisée.
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2.2.2. Progestérone

La concentration plasmatique en progestérone avant 'administration des différentes
GnRH, soit au jour 6 ou 7 du cycle, était en moyenne de 5,21 * 1,5 ng/mL, valeur supérieure a
celles rapportées dans la bibliographie qui se situent entre 3 et 3,5 ng/mL a ce stade du cycle.
Cette différence pourrait s’expliquer par I’échantillon biologique (plasma ou sérum) ou par un
effet matrice, ou a des différences en fonction des méthodes de dosage (radio-immunologique,
immuno-enzymatique).

Il a été montré que l'injection de GnRH en phase lutéale entraine 90 minutes plus tard
une augmentation de la concentration de progestérone, due a un effet direct de la GnRH sur le
corps jaune (Macmillan et al., 1984) et a un effet du pic de LH induit (voir 1.2.3.2). Cette variation
transitoire n’a pu étre percue au cours de cette étude car le premier prélévement a été réalisé
avant I'injection de GnRH et le second 24 heures aprés. De plus, Hannan et al. (2010) ont montré
qu’il n’existait pas de variations diurnes de la concentration de progestérone. Ainsi, les
variations liées a I'heure de prélevement de sang pour le dosage de la progestérone suivant les
jours n’ont pas d’influence sur I’évolution de la progestéronémie observée.

L’augmentation des concentrations de progestérone sur les 4 jours post injection (jour 6
ou 7 au jour 10 ou 11 du cycle) de GnRH est de 3,1 ng/mL en moyenne, toutes molécules et
génisses confondues. L’absence de groupe témoin dans cette étude ne permet pas de savoir si

by

cette augmentation est attribuable a la GnRH ou si elle correspond a celle qui est
physiologiquement observée au cours du cycle. Le tableau 18 est une synthése bibliographique
des valeurs de concentration de progestérone au cours du cycle des jours6a10et7 a 11.

Nombre et Jour 6 = jour 10 du cycle Jour 7 =» jour 11 du cycle

Référence caractér_istiques U8 Concentration Augmentation | Concentration | Augmentation
SHTHEE (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Davis et s N
al, 2003 7 génisses laitiéres 294 2 324 1
Modele 2> 44 2,4 2,6 4,9 2,3
27 pic
Wl yaches | Modele 2959 3,9 396 3
al,, 2009 - plateau
laitiéres Modele
a 3242 1,2 35> 4,4 0,9
structuré
Hannan et 10 génisses
al,, 2010 Prim’Holstein 6374 L4 6385 2,5
BVl eS| Méta-analyse a partir
al,, 2013 de 20 études LA = 285 22
Moyenne 2,92 5,1 2,2 3,554 1,9

Tableau 18 : Synthése bibliographique des valeurs de concentration de progestérone et leur augmentation
desjours 6 a 10 et des jours 7 a 11 d’un cycle
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L’augmentation physiologique des concentrations de progestérone au cours d'un cycle
cestral est similaire pour les jours 6 a 10 (2,2 ng/mL) ou 7 a 11 (1,9 ng/mL) et est inférieure a
I'augmentation moyenne de la concentration de progestérone observée dans notre étude (3,1
ng/mL) au cours de cette période.

Cette augmentation de la progestéronémie peut avoir deux origines: le corps jaune
primaire et/ou le corps jaune secondaire. Apres ablation chirurgicale du corps jaune secondaire
au jour 13 du cycle, soit 8 jours apres l'injection de GnRH (ayant eu lieu le cinquiéme jour du
cycle) (Schmitt et al., 1996 b), la concentration de progestérone des vaches ayant regu 'injection
de GnRH, qui était alors au jour 13 du cycle supérieure a la concentration du groupe controle, est
revenue similaire a la concentration du groupe contrdle le jour 14 du cycle. Cette étude semble
donc montrer que le corps jaune secondaire 8 jours apres sa formation est responsable au moins
en partie de la sécrétion supplémentaire de progestérone par rapport a un cycle cestral.

Cependant, d’autres hypotheses peuvent étre avancées pour expliquer cette
augmentation de la progestéronémie. Premierement, le pic de LH induit par l'injection de GnRH
peut stimuler la production de progestérone par le corps jaune primaire (Davis et al., 2002).
Deuxiemement, le pic de LH peut stimuler la transformation de petites cellules lutéales en
grande cellules lutéales, plus hautes productrices de progestérone (Twagiramungu et al., 1995).

Au cours de cette étude, 'ovulation a eu lieu dans la majorité des cas entre le premier et
le deuxieme jour post administration de GnRH. Les corps jaunes secondaires ont donc été suivis,
en termes de production potentielle de progestérone, de leur jour de formation a leur troisieme
jour. Le tableau 19 est une synthése bibliographique des valeurs de concentration de
progestérone au cours d’un cycle physiologique des jours 0 a 3.

Nombre et Jour 0 = jour 3 du cycle

Référence caractéristiques des
animaux Concentration (ng/mL) | Augmentation (ng/mL)
Modeéle pic 021 1
27 vaches Modele
. 0=>0,4 0,4
Meier et al., 2009 laitisres plateau
Modele 00,6 0,6
structuré
EEVEL I BN 10 génisses Prim’Holstein 0,4=>2 1,6
VT T IRl cta-analyse a partir de 0,59 1 0,5
20 études
Moyenne 02=>1 0,8

Tableau 19 : Synthése bibliographique des valeurs de concentration de progestérone et leur augmentation
des jours 0 a 3 d’'un cycle physiologique

La production de progestérone par le corps jaune secondaire dans ces 3 premiers jours
peut étre comparée a la production de progestérone d'un corps jaune primaire dans les trois
premiers jours d'un cycle cestral. Cette approximation surévalue certainement la production de
progestérone du corps jaune secondaire. En effet, le diamétre du follicule a 'origine du corps
jaune secondaire dans cette étude est inférieur au diametre d'un follicule pré-ovulatoire d’'un
cycle cestral, et un petit follicule produit un petit corps jaune dont la taille est proportionnelle a sa
production de progestérone (Atkins et al., 2008 ; Macmillan et al., 2003). Dans notre étude, la
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différence entre la production de progestérone sur les 4 jours suivant 'administration de GnRH
(3,1 ng/mL) et la production de progestérone au cours du un cycle du 6-7i#me gu 10-11iéme jour (1,9
a 2,2 ng/mL) correspond approximativement a la production d’'un corps jaune secondaire sur
cette méme période (0,8 ng/mL). Cette observation est un argument en faveur de I'hypothese
selon laquelle la formation du corps jaune secondaire en réponse a la GnRH est, au moins en
partie, responsable de 'augmentation de la production supérieure de progestérone dans notre
étude.

2.3. Intéréts et perspectives de I'étude

L’étude a permis de montrer que l'utilisation de la gonadoréline, de la buséréline et de la
léciréline a la dose «induction de l'ovulation » est efficace pour synchroniser la vague de
croissance folliculaire de génisses cyclées au jour 6 - 7 du cycle. Cela a donc un intérét majeur
dans le cadre d’'un protocole GPG (Ovsynch®), si toutefois une présynchronisation (Presynch®,
protocole comprenant deux injections de PGF2 alpha a 14 jours d’intervalle, débuté 26 jours
avant un protocole GPG) a été mise en place. En Amérique du Nord, ce type de protocole, est
largement utilisé et permet d’augmenter le taux de gestation en comparaison a un protocole GPG
seul, respectivement 47% contre 34 % (Moreira et al, 2001). Cette pratique a de grandes
chances de se développer en France dans les prochaines années, pour faciliter la gestion de la
reproduction et s’affranchir de la détection des chaleurs, en raison de I'augmentation de la taille
des troupeaux et de la diminution de la main d’ceuvre.

Par ailleurs, I'utilisation d’'une demi-dose de léciréline (25 pg) est suffisante pour induire
une nouvelle vague folliculaire et les effets observés sont comparables a ceux d’'une dose de
léciréline indiquée pour induire I'ovulation, en termes de sécrétion de LH, de progestérone et de
dynamique folliculaire.

Ces dernieres décennies la fertilité des vaches laitiéres s’est clairement dégradée (Le
Mézec, 2014) : le taux de réussite en premiere insémination est passé de 43 a 38 % de 2000 a
2012 et I'intervalle vélage-vélage a augmenté de 23 jours sur cette méme période pour atteindre
une valeur de 423 jours. Les résultats en reproduction sont négativement corrélés a la
production laitiére. La sélection génétique centrée sur le critére de la production laitiére
explique donc la dégradation de la fertilité. On peut expliquer ce phénomene par :

- l'existence d’une corrélation positive entre la production laitiére et la quantité de matiere
séche ingérée (Champenois et Verdoolaege, 2015),

- l'existence d’une corrélation positive entre la quantité de matiere séche ingérée et le flux
sanguin hépatique (Wiltbank et al., 2006),

- l'existence d’une corrélation positive entre le flux sanguin hépatique et le catabolisme de
la progestérone (Wiltbank et al., 2006 ; Wiltbank et al., 2014 a ; Wiltbank et al,, 2014 b),

- l'existence d’une corrélation positive entre la concentration de progestérone circulante
avant I'insémination artificielle et la fertilité (Wiltbank et al., 2014 b).
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La production de progestérone dans notre étude, sur la période du 6-7ime jour au 10 -
11ieme jour du cycle, suite a une injection de GnRH au jour 6 -7 du cycle semble supérieure a celle
observée au cours d'un cycle cestral. Ce résultat pourrait donc avoir des applications pour
optimiser la reproduction des vaches laitieres. En effet, la reconnaissance maternelle de
I'embryon se déroule 11 jours aprés l'ovulation chez les bovins et a pour but d’éviter la
régression du corps jaune, ce dernier étant essentiel pour la poursuite de la gestation. La
lutéolyse débutant physiologiquement apres le 13i¢me jour du cycle sans fécondation, la période
critique pour la survie embryonnaire se situe alors entre le 11ime et 13i¢me jour du cycle. Une
augmentation de la progestéronémie sur cette période suite a une injection de GnRH pourrait
permettre de diminuer le taux de mortalité embryonnaire précoce. Il a été montré en effet que
I'augmentation de la concentration de progestérone circulante aprés I'insémination artificielle
permet une augmentation de la fertilité, de 3 a 3,5 % (Wiltbank et al., 2006 ; Wiltbank et al,
2014 b). Mais il a aussi été montré qu’'une augmentation de la concentration de progestérone
circulante avant I'insémination artificielle diminue la mortalité embryonnaire et augmente la
fertilité jusqu’'a 10 % (Shaham-Albalancy et al., 2001). La premiere injection de GnRH du
protocole GPG semble donc une méthode encourageante pour augmenter la progestéronémie
avant l'insémination artificielle et donc augmenter la fertilité aprés I'insémination artificielle.
L’utilisation d’implants de progestérone ou la vérification échographique de la présence d'un
corps jaune fonctionnel (de diametre supérieur a 15 mm) sont d’autres solutions pour optimiser
la progestéronémie avant I'insémination artificielle.

Toutefois, la part des insuffisances lutéales dans les mortalités embryonnaires précoces
n’est pas connue dans l'espéce bovine en raison des impossibilités techniques de dépistage,
contrairement a l'espéce humaine ou ce dernier peut étre réalisé. L’augmentation de
I’homozygotie dans le génotype bovin due a la sélection génétique, semble a elle seule expliquer
une grande quantité des mortalités embryonnaires précoces, cause rarement évoquée dans
I'espéce humaine en raison d’un plus grand brassage génétique.

Des études complémentaires sont nécessaires pour confirmer ces conclusions chez des
génisses et des vaches, de différentes races et dans les conditions de terrains mais aussi pour
déterminer la fertilité a I'cestrus induit ainsi que le taux de survie embryonnaire.
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TITRE : Comparaison de la réponse en termes de sécrétion de progestérone et de dynamique ovarienne a
la gonadoréline, a la léciréline et a 1a buséréline chez des génisses Prim’Holstein

RESUME : L’objectif de cette étude était de comparer les effets en termes de sécrétion de progestérone et
de dynamique ovarienne d’'une administration, a la dose indiquée pour l'induction de l'ovulation de
gonadoréline (Cystoréline ®), de léciréline (Reproreline ®) et de buséréline (Réceptal ®), trois agonistes
de GnRH commercialisés en France pour 'espece bovine. En outre, 'effet d'une demi-dose de léciréline a
été évalué. L’étude a été réalisée sur 12 génisses Prim’Holstein cyclées, incluses dans 4 groupes selon un
protocole expérimental en carré latin et recevant chacune les 4 traitements GnRH, selon une séquence
déterminée, au cours de 4 périodes. Chaque période a débuté 6 ou 7 jours aprés les chaleurs,
correspondant a la présence d'un follicule dominant, par 'administration de 100 ug de gonadoréline, 25
ug de léciréline, 50 pg de léciréline ou 10 pg de buséréline. La concentration plasmatique en progestérone
et la dynamique ovarienne ont été évaluées jusqu’a 4 jours apres 'administration de GnRH.

Quatre jours aprés 'administration de GnRH la concentration moyenne en progestérone a augmenté de 70
% et a été similaire, quelle que soit la molécule de GnRH. Le pourcentage de disparition du follicule
dominant (84,8% d’ovulation et 4,3% de lutéinisation) aprés traitement a été élevé (73, 82, 100 et 100 %
respectivement, pour la gonadoréline, la 1éciréline a la dose 25 et 50 pg et la buséréline) et n’a pas été
différent selon le traitement. Ces disparitions ont été suivies par 1'émergence d’'une nouvelle vague
folliculaire dans les 2 jours et par 'apparition d’une structure lutéale secondaire dans presque tous les cas.
En conclusion, notre étude a permis de montrer que les trois agonistes de GnRH, a la dose indiquée pour
I'induction de l'ovulation et a la demi dose pour la léciréline, permettent d’'induire la disparition du
follicule dominant au jour 6 ou 7 du cycle cestral chez des génisses Prim’Holstein cyclées.

MOTS CLES: GnRH - progestérone - gonadoréline - léciréline - buséréline - follicule - dynamique
ovarienne - synchronisation des chaleurs - corps jaune - bovin

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

ABSTRACT : The aim of this study was to compare the effects in terms of progesterone secretion and
ovarian dynamics in response to the administration of gonadorelin (Cystoréline ®), lecirelin (Reproreline
®) and buserelin (Réceptal ®), which are three GnRH agonists marketed in France for cattle. Moreover,
the effects of a half dose of lecirelin were assessed. The study was conducted on 12 Holstein heifers,
divided into four groups, according to a Latin square design and receiving the four treatments each during
one of the four periods. Before each period, the estrous cycle was synchronized and on Day 6 or 7 of the
ensuing cycle, the time at which it was the most likely to have a dominant follicle., 100 pg of gonadorelin,
25 pg of lecirelin, 50 pg of lecirelin or 10 pg of buserelin was administered to the heifers. The plasma
progesterone response and ovarian dynamics were evaluated over the next 4 days.

Four days after the GnRH administration, the overall mean increase in plasma progesterone concentration
was 70% and no difference was evidence between the treatments groups. The percentage of
disappearance of the dominant follicle (84.8% by ovulation and 4.3% by luteinization) after treatment
was high (73, 82, 100 and 100% for gonadorelin, lecirelin at the doses of 25 and 50 pg and buserelin,
respectively) and did not differ between treatments groups. The follicle disappearance was followed by
the emergence of a new follicle wave within 2 days and by the appearance of a secondary luteal structure
in almost all of the heifers.

Altogether, our study shows that the three GnRH agonists, at the doses indicated for the induction of the
ovulation or at a half dose for the lecirelin, are almost equally effective in inducing the disappearance of
the dominant follicle at Day 6 or 7 of the estrous cycle of Holstein heifers.
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ovulation synchronization program - corpus luteum - cattle



