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SOMMAIRE

On a étudié le rythme de segmentation des oeufs prélevés sur des Brebis i à 1 r jours après l’ovu-
lation. Après fixation, inclusion, coupe et coloration des oeufs, le dénombrement des noyaux sur
coupes histologiques sériées a été fait.

La vitesse de croissance est beaucoup plus élevée entre 8 et rr jours qu’entre i et 7 jours. Elle
a été également déterminée chez les oeufs provenant de Brebis superovulées (la superovulation étant
un moyen d’augmenter naturellement le taux de progestérone circulante) et chez les oeufs issus de
mères ayant eu des ovulations simples ou multiples, mais soumises à différents traitements de pro-
gestérone exogène. De I à jours, l’oeuf fécondé est insensible au niveau de progestérone auquel est
soumis la mère. En revanche, de 8 à i jours il est fortement stimulé par l’élévation du taux de pro-
gestérone. L’accélération maximum de développement enregistrée, est obtenue lorsqu’il y a super-
ovulation et non avec des apports exogènes de progestérone, ce qui fait penser qu’en plus de la pro-
gestérone, des stéroïdes ovariens participeraient activement à cette stimulation.

INTRODUCTION

L’étude de la progression des oeufs dans l’oviducte des Mammifères étudiés
jusqu’à ce jour, comme la Souris, la Ratte, la Lapine, la Truie, la Brebis, la Vache,
laisse apparaître qu’elle est sous la dépendance des niveaux d’oestrogène et de pro-
gestérone qui s’établissent après l’ovulation.

(1) Ce travail constitue une partie d’une thèse de Doctorat d’État (Sciences naturelles) présentée à laFaculté des Sciences de Paris le 15 juin 1967 (no Ao rg93 à l’enregistrement du Centre national de la Recherche
scientifique).



En modifiant le taux respectif de ces hormones, on agit sur la durée des diffé-
rentes étapes qui caractérisent le transit, et par voie de conséquence sur la survie
embryonnaire.
ADAMS (1958) a montré en effet, chez la Lapine, que la rétention des oeufs jus-

qu’à 4 jours dans les oviductes, qui peut être obtenue par injection de fortes quan-
tités d’oestrogènes, arrête le développement des blastocystes. Par contre, l’accéléra-
tion de la descente sous l’effet de faibles quantités d’oestrogène et l’arrivée précoce
dans l’utérus, ne permettent d’observer le développement que d’une faible propor-
tion d’ceufs. r - - -

Dans ces conditions, l’utérus n’ayant pas atteint le stade de progestation corres-
pondant à l’âge de l’oeuf, ne peut en assurer la survie. On pensait que la désynchro-
nisation entre l’âge de l’oeuf et l’état de l’utérus était seule en cause pour expliquer
la mortalité embryonnaire après accélération de la descente de l’oeuf, sous l’effet
d’un déséquilibre hormonal. Or, les travaux de Gx!!rrwn!,p (1957, 1958) sont venus
montrer que le traitement oestrogénique_ après ovulation entraînait un amincisse-
ment de la zone albumineuse des oeufs chez la Lapine, non seulement parce que les
oeufs séjournaient moins longtemps dans l’oviducte, mais aussi parce que les oestro-
gènes empêchaient la décharge de mucine provoquée dans l’épithélium tubaire par
la progestérone.

On avait donc une preuve de l’action directe de l’équilibre hormonal sur la mor-
phologie des oeufs. Il restait à savoir si cette modification n’était pas sans influencer
le développement ultérieur des oeufs. I,a transplantation (Gx!!Nwn!,n, 1962) de
blastocystes de 3 jours à zone albumineuse amincie, en même temps que des blas-
tocystes normaux, respectivement dans chaque corne utérine de Lapines receveuses,
à oestrus synchronisé avec les donneuses, aboutissait à 29,2 p. 100 d’implantations
tandis que pour les blastocystes normaux, la proportion d’implantations était de
68,9 p. 100.

Actuellement, l’étude du mode d’action des contraceptifs a remis en question
le problème de leur effet sur la motilité de l’oviducte et de l’utérus et de leur action
propre sur le début du développement embryonnaire. Ceux qui n’agissent pas comme
anti-implantatoires perturbent le transit des oeufs par rétention ou accélération à
travers l’oviducte. Seul DnviDSOrr (1965) attribue au clomiphène (contraceptif
chez le Rat) un pouvoir cytolytique direct sur l’oeuf.

Dans nos précédents travaux (W!·rT!NS!xG!R-ToRx!s S., ig6i), nous avions
constaté la nécessité de l’établissement d’un équilibre oestrogène/progestérone, bien
déterminé, permettant la progression des oeufs chez la Brebis, par action sur la moti-
lité de l’oviducte. En fonction des problèmes posés chez d’autres espèces, il nous a

paru intéressant de suivre le développement des oeufs chez des Brebis normales et
soumises à différents traitements hormonaux.

Comme nous avions constaté une accélération du transport dans les cas de
superovulations (WiNTEr!sExGEx S., tg53), nous nous sommes attachés tout parti-
culièiétrient à l’étude de la segmentation en présence de niveaux élevés de stéroïdes
ovariens.

On sait en effet, depuis SHORT (1961), S’roxMSxeK et al. (ig63), que la superovu-
lation et l’augmentation du nombre de corps jaunes qu’elle entraîne, provoque une
élévation importante, principalement de la progestérone dans le sang.



C’est pourquoi, dans une seconde série d’expériences, nous avons étudié l’effet
de l’augmentation provoquée de la progestéronémie sur la vitesse de segmentation
d’oeufs issus d’ovulation simple et de superovulation.

MATERIEL ET MÉTHODES

Afin de déterminer aussi précisément que possible l’âge des ceufs dont on veut étudier la seg-
mentation, on déclenche l’ovulation 24 h après le début des chaleurs, par une injection intraveineuse
en début d’oestrus de 400 ut d’hormone gonadotrope d’origine sérique (P. M. S. Organon). Trois
accouplements sont provoqués pendant l’oestrus.

On déclenche une superovulation par une injection sous-cutanée, au r3e jour 1/2 ou 14e jour du
cycle de 2 ooo UI de gonadotropine d’origine sérique (P. M. S. Organon). Les ovulations sont régu-
larisées comme précédemment.

L’apport exogène de progestérone est fait sous forme de solution huileuse injectée par voie
sous-cutanée et donnée journellement de j 2 à j I (j o étant le moment de l’ovulation). La dose
journalière a été :

a) dans le cas d’ovulation simple de 20 mg,

b) dans les cas de superovulation de 10, 20 ou 40 mg.
Les Brebis sont abattues toutes les 24 h, entre i et I jours après l’ovulation.
Les oeufs ou les blastocystes sont récupérés après perfusion des oviductes ou des cornes puis

fixés, colorés, coupés à 10 (L. Après coloration à l’hématoxyline/eos*me, leur développement est estimé
par dénombrement de tous les noyaux.

RESULTATS

I. État de segmentation des oeufs « témoins »

Chez les Brebis n’ayant subi. aucun traitement, la segmentation se déroule selon
le schéma suivant :

La première division peut être terminée 24 h après l’ovulation, la deuxième lui
succéder dès 36 h. Le stade 8 est atteint à 48 h et le stade 12 à 72 h. Ces temps repré-
sentent des délais minimum qui peuvent être allongés ; en effet, nous avons observé
des stades 2 à 31 h, des stades 8 à 72 h. La division des premiers blastomères n’est
pas toujours synchrone puisqu’il existe des stades 3, 6, 7, 12 et 14.

Le tableau i résume l’état de segmentation des oeufs de i à 5 jours.



A partir du 6e jour, il faut tenir compte de la différenciation du bouton embryon-
naire et du trophoblaste. Les résultats sont rapportés dans le tableau 2.. _

I,a croissance est régulière jusqu’à 7 jours, subit un léger fléchissement à 8 jours
et repart de façon très accélérée de 9 à ii jours.

En transformant en racine carrée les données relatives au nombre de noyaux (N)
on peut représenter le développement par deux droites de régression de formule :

Le segment A correspond à la période de i - 7 jours et le segment B à celle de
8 - iZ jours, le coefficient de cette droite très significativement supérieur à la pre-
mière témoigne de la croissance accélérée après 8 jours (fig. I).



!. I,e .trophoblaste qui constitue la partie la plus importante des blastocystes, a
évidemment les mêmes caractéristiques de développement. Quant au bouton embryon-
naire, son évolution, représentée sur la figure 2, est proportionnellement beaucoup
moins rapide que celle du trophoblaste.

Si on fait le rapport (R) entre le nombre moyen : cellules du bouton embryon-
naire/cellules du trophoblaste, à 6 jours, il est voisin de 0,35 à mesure que le blas-

tocyste croît, il décroît pour tomber à 0,05 à W jours (fig. 3).

2. État de segmentation des oeufs « superovulés o

L’injection d’hormone gonadostimulante permet d’obtenir environ 5 à 10 oeufs

par Brebis. Leur état de division jusqu’à 5 jours est représenté dans le tableau 3.



Comparés aux oeufs « témoins », leur rythme de segmentation pendant cette
période n’est pas différent.

Par contre, entre 6 et I jours, la vitesse de division est non seulement supérieure
à la période de 1-5 jours, mais aussi très nettement accélérée, surtout à partir de
8 jours, par rapport à celle enregistrée chez les oeufs « témoins » de même âge (tabl. 4).

En effectuant la transformation en racine carrée de ces données on construit
deux droites de régression de formule :

qui correspondent respectivement aux oeufs âgés de i à 7 jours et de 8 à m jours
(fig. 4). Par rapport aux observations faites sur des oeufs issus d’ovulations normales,
on constate que les coefficients de régression des droites A (Yi = 3,m x - 5,5 et

ya = 3!22 x - 5,34) ne sont pas significativement différents..



Par contre, si on compare les coefficients de régression des segments de droites B,
des deux séries d’observations (Yi = 21,54 x - 155,47 et Y2 = 82 x - 637) ils
sont significativement différents et très supérieur dans les cas de superovulation.
L’accélération de la segmentation qui se manifeste ainsi à partir de 8 jours est consi-
dérable, certains blastocystes « superovulés » présentant en effet jusqu’à 8 fois plus
de cellules que les blastocystes « normaux ».

Le développement des blastocystes issus de superovulation n’en reste pas moins
harmonieux. La courbe de croissance du bouton embryonnaire est exprimée sur la
figure 5. Les croissances relatives du trophoblaste et du bouton embryonnaire évo-
luent selon un rapport qui décroît progressivement de 0,30 à 0,005 en passant à
9 jours, par la valeur o,05 trouvée à m jours chez les Brebis « normales » (fig. 6).

3. Vitesse de segmentation des ceufs après action de la progestérone

Dans les différents groupes expérimentaux, les oeufs sont prélevés à 3, g, 6, 8 et
y jours après l’ovulation.

a) Après ovulation normale et injection de 20 mg de progestérone de j 2 d j i 11.
I,e tableau 5 donne l’état de division correspondant à ces différentes périodes.

Après transformation en racine carrée des résultats, on construit deux droites de



régression qui sont comme précédemment, pour les périodes 1 - 7 jours (A3) et
8 - m jours (B,), et de formule :

et qui sont représentées sur la figure 7.

Comparée aux formules obtenues à partir des oeufs témoins (A, Y, = 3,Il X - 5,5 5
et B, Y, = 21,54 x - 155,47), la droite A n’a pas un coefficient de régression signi-
ficativement différent.

Par contre, si on compare les droites B, et B., on obtient après le traitement de
progestérone, une nette augmentation : x = 38,66 au lieu de 21,54. L’injection
journalière de 20 mg de progestérone a une action sensible à partir du 8e jour. Le
coefficient de régression n’atteint cependant pas celui de 82 obtenu dans le cas de

superovulation.

b) Effet du traitement progestéronique après ovulation multiple.
Cette action stimulante de la progestérone sur la segmentation des oeufs « té-

moins » nous a conduit à rechercher les limites d’action de la progestérone en essayant
de cumuler un apport exogène et une hypersécrétion naturelle par superovulation.

a) Traitement journalier de 10 mg de progestérone de j 2 à j 11.
Le tableau 6 donne les résultats des numérations effectuées sur les coupes his-

tologiques des oeufs recueillis de 3 à 11 jours après l’ovulation. Les formules des
droites de régression représentées sur la figure 8b, sont :





fi) Traitement journalier de 20 mg de progestérone.

I,e tableau 7 donne les résultats obtenus avec ce traitement et les droites de

régression représentées sur la figure 8c, ont pour formule :

As Y5 = 3,4 x - 7,1
B, Ye = 5o,6 x - 360,24

y) Traitement de 40 mg de progestérone (tabl. 8).

Les droites de régression correspondantes représentées sur la figure 8d, sont de
formules :



Des doses variées de progestérone laissent inchangée la vitesse de segmentation
jusqu’à 7 jours. I,’accélératior: se produit à partir de 8 jours, par rapport aux oeufs
témoins, chaque fois qu’existe un niveau anormalement élevé de progestérone.
Cependant, bien qu’il s’agisse d’oeufs superovulés, l’apport de progestérone exogène
ne permet plus d’obtenir l’accélération enregistrée avec une superovulation simple,
sans supplémentation de progestérone.

Sur le tableau 9, on trouve la comparaison des variances calculées à 5, 6, 8 et
et m jours. Quand celles-ci sont homogènes, le test de Student ou loi normale a été
employé, par contre, lorsqu’elles ne le sont pas, on utilise le test de Behrens et Fisher
et les tables de Sukhatme.

Comparés au cas de superovulation simple, les trois traitements présentent des
variances significativement différentes, l’homogénéité des résultats est particulière-
ment nette pour les points 8 et m jours. L’apport de progestérone dans les cas de
superovulation freine l’accélération du développement et n’a pas une action cumulée
avec la superovulation.

Les variations que subissent les blastocystes dans leur croissance sous l’effet des
différents traitements ne troublent pas l’harmonie entre le développement du bouton
embryonnaire et le trophoblaste. Il s’ensuit qu’une accélération de la vitesse de seg-
mentation du blastocyste se traduit également par une accélération du développement



du bouton embryonnaire. La figure 9 représente pour les quatre traitements à
la progestérone les courbes de développement que suivent les boutons embryon-
naires.

DÉGÉNÉRESCENCE

Au cours de nos observations microscopiques, nous avons enregistré de nombreux
cas de dégénérescence qui se manifestent de trois façons différentes :
- soit par une évolution picnotique des noyaux. Ce type de dégénérescence

survient à tous les stades de développement étudiés.
- soit par des anomalies morphogénétiques qui se produisent vers 5-6 jours au

moment de la formation du blastocyste et à m jours pour les oeufs témoins, c’est-à-dire
quand le blastocyste s’allonge en vésicule filiforme ; chez les oeufs dont l’évolution
est plus rapide comme les oeufs superovulés, cette période critique se trouve déplacée
vers 9 jours.
- soit par un retard de segmentation. Nous avons considéré que les oeufs pré-

sentant un retard de 2 jours ne pouvaient survivre. Les expériences de transplanta-
tions asynchrones ont montré, en effet, qu’un écart de plus de 48 h entre l’âge de l’oeuf
et le stade physiologique de l’utérus aboutissait à un échec.

On a établi pour chaque série expérimentale, le pourcentage de dégénérescence
observé chez les oeufs de même âge.

La figure 10 a représente la courbe obtenue avec les oeufs «témoins ». L’augmenta-
tion de la dégénérescnece vers 6-7 jours correspond à la première période critique que
traverse l’oeuf au moment de la formation du blastocyste. Le deuxième maximum



vers io-m jours correspond à la seconde période critique au moment de son allonge-
ment en une longue vésicule filiforme.

Pour les oeufs « superovulés » (fig. 10 b) on constate l’existence d’un maximum
vers 2 jours qui correspond aux oeufs non fécondés ou anormaux dont la proportion
est plus importante dans les cas de superovulation. Le deuxième maximum corres-
pond, comme précédemment à la formation du blastocyste, et le troisième maximum
qui coïncide avec l’allongement en vésicule filiforme est déplacé vers 9 jours car nous
avons vu que ces blastocystes avaient un développement accéléré.

Après traitement à la progestérone et ovulation simple, la figure 10 c indique le
passage par une même période critique vers 6 jours et un taux de dégénérescence qui
reste élevé jusqu’à I jours.

Dans les cas de superovulation combinée avec traitements à la progestérone, les
courbes de dégénérescence ont un aspect assez analogue.

DISCUSSION

Ces études laissent apparaître la constance relative du développement embryon-
naire pendant les 7 premiers jours. La segmentation des oeufs parvenus dans l’utérus
se poursuit jusqu’au 7e jour sans que l’apport de progestérone endogène ou exogène
modifiant le rythme de descente dans l’oviducte, puisse en changer le cours.



. C’est à partir du 8e jour que le blastocyste devient sensible à l’équilibre hormonal
maternel. Cette étape de son développement correspond à un stade physiologique.
Il perd alors sa membrane pellucide, les cellules endodermiques commencent à émigrer
du bouton embryonnaire vers le trophoblaste et la vitesse de segmentation subit une
très nette accélération. Si on augmente le taux de progestérone chez les Brebis
« témoins » ou si on se place dans les conditions de progestéronémie élevée (superovula-
tion) le rythme des divisions est accéléré de façon spectaculaire. Comment la progesté-
rone peut-elle provoquer une telle stimulation ?

On peut envisager une action directe. La présence de progestérone dans les sécré-
tions de l’utérus n’a pas été démontrée actuellement chez la Brebis. Chez le Rat rece-
vant des injections de progestérone 1,C, un très faible marquage apparaît dans l’épi-
thélium glandulaire (ROGERS, THOMAS, YATES, Ig65). Par ailleurs, l’addition de pro-
gestérone au milieu de culture des oeufs de Souris (WHITTEN, 1957) et de Lapine
(DANIEL et LEVY, I964), s’est révélée arrêter les mitoses. Il y a donc peu de chance
pour que ce circuit direct se réalise, et s’il existe, favorise la croissance.

L’action indirecte de la progestérone semble plus vraisemblable. On connaît les
variations cycliques de la composition des sécrétions de la muqueuse utérine chez le
Rat, la Lapine, la Brebis et la Vache (HEAP, 1962 ; HEAP et I,A!!INGS, I962). Chez
la Lapine, après castration, les traitements progestogènes, non seulement restaurent
la même teneur en acides aminés, des sécrétions utérines que chez les femelles cycliques,
mais élèvent notablement la concentration en glycine et en sérine (GR!ÉGOIR!,
GONGSAKDI, RAKOFF, 1961), DANIEL (1965) a trouvé une action stimulante de la
glycine et de la sérine sur la croissance in vitro du blastocyste de Lapine de 5 jours.

On peut imaginer chez la Brebis une action analogue de la progestérone, augmen-
tant dans les sécrétions utérines la concentration de certains arnino-acides, qui stimu-
leraient le développement des blastocystes. Chez le Rat, une action hypertensive
exercée par la progestérone et la meilleure irrigation de l’utérus qui en résulte (CES-
sioN-FossioN, I,1M!T, i965) a été identifiée au niveau du myomètre. Si un phénomène
semblable se produisait chez la Brebis, l’apport accéléré de métabolites pourrait
également intervenir dans la modification du rythme de segmentation des blastocystes.

Cependant, la proportionnalité qui s’établit entre la taille du blastocyste et le
taux de progestérone est limitée. En effet, la courbe de croissance des blastocystes de
Lapine, établie en fonction de la quantité de progestérone administrée, trouvée par
Wu, se termine en palier pour la dose de I mg /j.

Bien qu’il s’agisse dans nos expériences d’un apport supplémentaire en présence
de corps jaunes fonctionnels, nos résultats sont cependant comparables.

Notre raisonnement suppose que l’apport exogène de progestérone peut être
identifié à la sécrétion d’un nombre correspondant de corps jaunes assurant le même
taux de progestérone dans l’utérus. Cette équivalence semble être démontrée par les
expériences de castration pendant la gestation et de maintien des embryons par
traitement progestéronique (PINCUS et WERTHESSEN, 1938 ; CORNER, ig28 ; ADAMS,
1958 ; Wu, 1961 ; HAFEZ, 1964 : chez la Lapine ; CANIVENC et LAFFARGUE, 1957; 1
CARPENT, 1962 : chez la Ratte ; MEITES, W!BSTF;R, ITOUNG, THORD et HATCH, 1951 :
chez la Chèvre ; REASIDE et TURNER, 1950 : chez la Vache). Cependant, :FOOTE,
GOOCH, Por! et CASIDA (1957) ont amélioré très nettement la survie embryonnaire
chez les Brebis ovariectomisées, en accompagnant le traitement progestéronique
d’aestrone.



Peut-on imputer à la seule progestérone, l’action stimulante constatée ?
En présence d’un ou de deux corps jaunes, un traitement de 20 mg de progesté-

rone accélère significativement le développement des blastocystes, mais dans des pro-
portions toutefois bien inférieures à ce qu’elles sont avec 5 corps jaunes ou plus.
L’ovaire secréterait donc, en plus de la progestérone, des stéroïdes capables de ren-
forcer de façon très sensible l’effet constaté en présence de progestérone seule.

Reçu pouy publication en scptembrc 96y.

SUMMARY

EFFECT OF PROGESTERONE AND OVARIAN STERO DS
ON EGG SEGMENTATION IN THE EWE

We have studied the egg segmentation rate of ewes killed i-ii days after ovulation. After fixa-
tion, embedment, and coloration, the nuclei were counted in the histological, seriated sections. The
growth rate has also been studied in superovulated eggs (which contain more ovarian steroids and
progesterone than usual). We have also studied the eggs of ewes having one or more ovulations and
receiving exogenous progesterone.

Egg segmentation usually accelerated at 8 days (fig. i), but is was found that from days i to

7 the segmentation rate was the same in every case (fig. i, 4, !, 8b-c-!. Thus, the period from 8 days
onward was most strongly influenced by the action of superovulation which increased the segmen-
tation rate (fig. 4). After progesterone treatment during normal ovulation, the segmentation rate
also increased (fig. 7), but less than during superovulation. Protesterone treatment during supero-
vulation slowed down the segmentation rate observed during superowlation (fig. 8b-c-rt).
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