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RÉSUMÉ

L’apparition de la prophase méiotique dans les cellules germinales d’embryon de brebis
peut être supprimée pendant 8 à 12 jours par la mise en culture de la gonade. Il en est ainsi si
l’ovaire est prélevé avant le 5oe jour, c’est-à-dire avant l’âge où la prophase méiotique commence
chez cette espèce. De rares figures leptotènes ou zygotènes anormales sont parfois visibles ; mais
aucun stade plus avancé de la méiose n’a jamais été observé dans ces conditions de prélèvement.
Les ovogonies qui restent après 10-12 jours de culture n’ont pas perdu leur capacité à entrer en
méiose lorsque l’ovaire mis en culture est greffé chez un embryon de 57 jours.

Si la prophase méiotique a déjà commencé lorsque le prélèvement pour la mise en culture
a lieu, le processus se poursuit. Cependant, l’évolution de la prophase méiotique subit des modifica-
tions quantitatives qui vont dans le sens d’une apparition et d’une évolution rares des premiers
stades de la prophase méiotique.

L’effet de l’ablation hypophysaire (hypophysectomie ou décapitation) est celle d’une appari-
tion retardée de la prophase méiotique sans doute due au stress opératoire. Le processus se déroule
ensuite normalement.

La vraisemblance d’un « déterminant méiotique )! et de son environnement favorable est
discutée.

L’importance biologique de la prophase méiotique est telle qu’elle a fait l’objet
de nombreuses descriptions. Cet événement se situe dans les cellules germinales après
de longues séries de divisions mitotiques aussi bien dans les gonades mâles que
femelles. Mais ce changement de comportement mitotique en comportement méio-
tique des cellules germinales n’est pas déterminé au même moment dans la gonade
mâle et dans la gonade femelle. La chronologie du déroulement de la méiose apparaît
caractéristique du sexe et semble dépendre uniquement des chromosomes sexuels.

Lorsqu’il y a stimulation ou levée d’inhibition les cellules germinales entrent
en prophase méiotique et il y a peu d’exemples où ce processus ait été arrêté expéri-
mentalement, sauf en augmentant la température de cultures in vityo de microsporo-



cytes !ST!RN et HOTTA, 1967). Par contre, en agissant de façon précise au niveau
des synthèses des acides nucléiques ou des protéines qui se produisent au début de
cette période, il est possible de changer le comportement des chromosomes au cours
de leur accouplement au stade zygotène ou au cours de la réalisation des chiasmata
(ITO, HOTTA et ST!RN, Ig67 ; PARCHMAN et ST!RN, ig6g, ROTH et PARCHMAN, Ig7I).

I,’étude des chimères expérimentales renforce l’idée de l’importance de la consti-
tution génétique propre des cellules germinales dans la détermination du moment
de leur entrée en méiose !MYSTOWSKA et TARTOWSKI, 1970; MACI,AR!N, CHANDLEY
et KOFMAN-AI,F’ARO, 1972). Mais les résultats de cette étude obligent à admettre
qu’un environnement somatique défavorable puisse être hostile au développement
des cellules germinales méiotiques au-delà du stade pachytène ou responsable de
la faible proportion de ces cellules méiotiques avant la naissance dans les testicules
xx/xy. Contrairement à ces recherches, des études sur des taureaux et des mâles
ouistitis, chimères du point de vue chromosomes sexuels car nés de gestations gémel-
laires hétérosexuelles, semblent indiquer que le déroulement de la méiose des cellules
xx puisse être aussi sous contrôle d’un environnement (TEPLITZ et al., I g6! ; B!NIRSCHxE
et BROWNHII,I, Ig63). Il est donc difficile de concilier de tels faits et l’on ne pourra appor-

ter que des spéculations sur les mécanismes dirigeant la méiose dans les cellules xx tant
que de plus nombreuses expériences n’auront pas été mises en place pour en modifier
son cours.

Deux conditions susceptibles de modifier l’environnement des ovaires en for-
mation, l’hypophysectomie des embryons et la culture in vitro de la gonade embryon-
naire, ont été créées afin de voir comment apparaissait et évoluait la prophase méio-
tique dans les cellules germinales.

MATÉRIEL ET MÉTHODES

Des embryons de brebis de race Ile-de-France, d’âge connu, ont servi de matériel expérimen-
tal.

A. - Technique de culture in vitro d’ovaires embryonnaires

La technique de culture organotypique utilisée est voisine de celle de FAINSTATT (1968),
et le milieu de culture est comparable à celui de THIBAULT et GÉRARD (1970). Une concentration
en oxygène de 55 p. 100 est assurée dans la chambre de culture. Les ovaires sont posés sur un
fragment de millipore avant d’être placés sur grille ce qui facilite leur récupération à la fin du temps
de culture en évitant leur développement entre les mailles de la grille. La rapidité de prélèvement,
la réduction des manipulations de l’organe à un transfert sur un nouveau milieu permettent
d’obtenir d’excellentes cultures pendant iz jours, dans lesquelles la population de cellules germi-
nales est peu modifiée. La proportion de cellules germinales dans la zone corticale est de 20,8 p. ioo
dans l’ovaire de 47 jours cultivé in vitro pendant i2 jours et respectivement de i2,9 p. ioo et 22,9
p. ioo par rapport au nombre total de cellules dans les ovaires témoins de 5o jours et de 6o jours.

B. - Techniques chiyuygicales

a) Ablation de 1’§ypopoyse chez l’embryon de brebis.

L’hypophysectomie peut être réalisée avec succès chez les embryons de brebis âgés de 55 à
6o jours par voie sous orbitaire avec une technique voisine de celle utilisée chez le rat prépubère
par voie auriculaire (FALCONI et Rossi, i964). La nécessité d’effectuer cette ablation chez de j eunes
embryons de 47 jours a conduit à la mise au point d’une hypophysectomie par voie parapha-



ryngée. Le souci de supprimer les risques d’enlèvement partiel de l’hypophyse a fait comparer
les résultats de cette technique à ceux de la décapitation déjà très utilisée chez les embryons de
lapin et de rat par JosT (x947)!

Les taux de réussite de ces différentes techniques sont données dans le tableau i.

La planche photographique (I) résume les différentes phases opératoires de l’hypophysecto-
mie par voie parapharyngée qui apparaît comme une miniaturisation de celle utilisée chez l’agnelle
ou la brebis (DENAMUR et MAULÉON, i963). L’originalité principale consiste en l’extériorisation
du foetus pendant un temps maximum de une demi-heure. Ce laps de temps permet d’autres
techniques opératoires chez les embryons de brebis : décapitations, ovariectomies et greffes
d’ovaire.

La décapitation a été faite par enlèvement de la partie crânienne située au-dessus de la mâ-
choire supérieure après ligature des artères carotidiennes et coagulation des artères vertébrales.
Les échecs proviennent le plus fréquemment d’une mauvaise hémostase de ces vaisseaux. Lors-
qu’une compression importante de la trachée est provoquée par une deuxième ligature sous-
maxillaire afin d’améliorer cette hémostase, un oedème important et une ascite sévère due à
l’augmentation du volume pulmonaire et à un engorgement sanguin hépatique apparaissent alors
comme l’a montré BERTON (i96g).

b) Greffe des ovaires cultivés in vitro chez les embryons hôtes de 56-57 jours.

Les deux premières phases opératoires sont semblables à celles de l’hypophysectomie par voie
parapharyngée. La castration des femelles est opérée par le flanc ; le greffon est fixé au niveau du
ligament large ou du mésonéphros avec de très fines agrafes de platine de 4/loo de mm. Le flanc
est ensuite refermé en trois points avec des fils de soie (ooo.ooo). Des pertes de greffon peuvent
se produire si cette fermeture aboutit à un déplacement du greffon de son lieu de fixation. Les
résultats opératoires sont donnés dans le tableau 5.

C. - Technique d’analyse des ovaires embryonnaires

Une étude histologique a été faite après réaction nucléaire de Feulgen. Les stades de la pro-
phase méiotique ont été identifiés selon des critères classiques de morphologie nucléaire (MAU-
LÉON, i969) et le stade ultime d’avancement de la prophase méiotique a été recherché systémati-
quement dans les coupes sériées de la gonade.





B. - Hypophyseclomie des embryons de Brebis.
Action in vitro des hormones gonadotropes

Lorsque l’hypophysectomie ou la décapitation de l’embryon est faite à un âge
où la prophase méiotique a débuté, il n’apparaît pas qualitativement de différence
dans l’évolution de la prophase méiotique.

Lorsque cette suppression de l’hypophyse est faite par hypophysectomie para-
pharyngée ou décapitation chez des embryons plus jeunes entre le 47 et le 5 je jour
d’âge, les premières figures leptotènes n’apparaissent pas avant le 55- jour. Elles
ne sont alors que très rares (0,5 p. 100 v. s. 7,2 p. 100 dans l’ovaire témoin de 55 jours).
Mais si les ovaires de l’animal opéré à 47 jours (hypophysectomisé ou décapité) ne
sont prélevés que 8-10 jours voire 20 ou 30 jours plus tard, qualitativement la pro-
phase méiotique semble s’être déroulée normalement puisque tous les stades de la
méiose (planches photographiques II et III) peuvent être vus dans l’ovaire. En parti-
culier, il existe une très grande similitude entre l’édification des follicules primor-
diaux d’un ovaire d’embryon de 77 jours décapité depuis 30 jours et cette même
phase de l’ovogenèse chez l’embryon témoin de 74 jours, c’est-à-dire d’âge très voisin
(planche photographique IV).

Quantitativement, par contre, il est certain que le déroulement de la prophase
méiotique a été perturbé. Après I jours de suppression de l’hypophyse et quelle que
soit la technique, le p. 100 de cellules germinales en prophase méiotique est 2 fois
et demie plus faible à 60 jours (15,1 p. 100 v. s. 41,7 p. Ioo) . Mais aussi, le rapport
stades leptotène + zygotène sur pachytène !- diplotène est beaucoup plus élevé

(4,5 v. s. 0,67) ce qui signifie que les stades du début de la prophase méiotique
sont plus nombreux (tabl. 3).

L’action possible des hormones gonadotropes sur l’apparition de la prophase
méiotique a été abordé également en cherchant à provoquer l’apparition de figures





de prophase méiotique dans des ovaires d’embryons de 49 jours mis en culture pen-
dant 6 à 8 jours (tabl. 4). Quelle que soit la méthode d’addition de ces hormones hypo-
physaires utilisée, l’aspect des ovaires placés en culture in vitro n’a pas été modifié.

C. - Greffe d’ovaires d’embryons de Brebis cultivés in vitro

En dépit de l’aspect favorable des cultures d’ovaires, les cellules germinales
présentes après 8-12 jours de séjour in vityo sont susceptibles d’avoir perdu la capa-
cité d’entrer en méiose. Pour tester cette éventualité, de tels ovaires ont été greffés
dans la région rénale d’embryons hôtes de 56-57 jours c’est-à-dire à un âge où la
prophase méiotique est très active.

La prophase méiotique apparaît et évolue jusqu’au stade diplotène dans ces
cellules germinales encore ovogonies au moment où le greffon a été placé dans
l’hôte. Mais cette apparition et a fortiori cette évolution ne sont pas immédiates.
Après 6 jours de séjour du greffon chez l’hôte nous n’avons trouvé qu’une forte
activité mitotique des ovogonies. Les figures de mitoses ont un aspect à chromosomes
dispersés caractéristique des dernières divisions ovogoniales se produisant juste avant
la méiose. Par contre, après 14 jours ou 2o jours de séjour chez l’embryon hôte,
l’évolution de la prophase méiotique a été complète (tabl. 5). Normalement, il faut
de l’ordre de 7 à 8 jours pour que le stade diplotène soit atteint chez l’embryon de
Brebis normal (MAUr,ÉON, 1961), ce qui est compatible avec un démarrage de la
prophase méiotique après 5 ou 6 jours de greffe et la présence de stades diplotène
après 14 jours de séjour chez l’hôte.

Après 14 jours de greffe, l’ovaire prélevé initialement à 47 jours et cultivé
in vitro pendant 9 jours n’a pas la structure microscopique d’un ovaire témoin
d’âge voisin de 70 jours (planche photographique IV). A cet âge, les cellules en

prophase méiotique représentent les 3/4 de la population des cellules germinales et
les stades avancés constituent les 7/8 de ces ovocytes.



Dans ce même greffon de 14 jours, les deux paramètres habituels sont respecti-
vement 32,6 p. 100 et o,gi c’est-à-dire qu’ils correspondent approximativement à
l’état d’avancement de l’ovogenèse dans un ovaire de 58-59 jours (tabl. 6). La confu-
sion possible avec un fragment d’ovaire laissé chez l’embryon-hôte au moment de
la castration est donc impossible. L’évolution de la prophase méiotique dans le

greffon traduit bien que cette différenciation a été bloquée pendant les 9 jours de
culture.

DISCUSSION

Les conditions expérimentales utilisées permettent de modifier l’apparition et
l’évolution de la prophase méiotique dans l’ovaire d’embryon. Toutefois, ces change-
ments ne sont visibles de façon tranchée que si ces conditions sont crées avant le
5oe jour d’âge. Nous avons résumé l’ensemble des modifications provoquées dans
un diagramme.



Des expériences de mise en culture in vitro d’ovaires embryonnaires ont pourtant
été réalisées précédemment sans que les auteurs n’aient seulement émis l’hypothèse
de la possibilité de telles modifications du déroulement de l’ovogenèse.

« Le processus entier de l’ovogenèse peut avoir lieu in vityo dans des conditions
de culture appropriées » (MARTINOVITCA, 1938).

Cette idée exprimée par MARTINOVITCH (1938) est encore couramment admise
et d’autres auteurs pensent l’avoir confirmée chez la Ratte (BOUSQUET, 1967) chez
la Souris (SAI,ZG!BÈR, 1962), chez l’Homme (BLANDAU, 1969), chez les Oiseaux
(WOLFF et HAFFEN, zg52 ; Hnx!!rr, zg6q. ; NARBAITZ et ADr,!R, 1966).

Certes, lorsque l’ovaire est prélevé après le 5oe jour et si nous ne cherchons
pas à apprécier quantitativement l’évolution de la prophase méiotique nous pouvons
dire que les observations des précédents auteurs sont confirmées. Mais dans ces
expériences de cultures in vitro d’ovaires embryonnaires, rares ont été les cas où la
gonade a été retirée de l’embryon à un âge où la prophase méiotique n’avait pas
débuté. Lorsque cela s’est produit, souvent il n’a pas été montré d’évolution parti-
culière d’un prélèvement d’un âge donné mais seulement une analyse globale des
résultats de culture in vityo des ovaires de différents âges.

Cependant, SAI,ZGEB!R (rg6i) a signalé que la culture de gonade indifférenciée
sexuellement d’embryon de Souris, c’est-à-dire juste avant l’apparition de la pro-
phase méiotique dans l’ovaire de cette espèce, était difficile voire impossible. Cela
signifie peut-être qu’elle n’obtenait pas de différenciation des ovogonies en ovocytes.
Enfin, une relation entre le poids des embryons de Souris où l’ovaire est prélevé et
la possibilité d’obtenir des ovocytes évolués jusqu’au stade follicule primordial
a été rapportée récemment par OGnwa (1968) ; le poids de 200 mg des embryons
constitue une limite dans la maturation de l’ovaire de l’embryon avant laquelle il

n’est obtenu que des ovogonies. Il est toutefois difficile en microscopie à contraste
de phase de reconnaître, comme le fait OGAwn, ovocytes et ovogonies. BLANDAU
(1969) utilisant une technique identique devait fixer les fragments d’ovaires humains
cultivés in vitro pour identifier les ovocytes qui n’avaient pas encore augmenté
suffisamment de diamètre pour être reconnaissables.

Suivant l’âge de l’embryon au moment du prélèvement de l’ovaire mis en culture
in vityo les ovogonies se différencient ou non en ovocytes. Une interprétation pos-
sible de ce résultat est de dire que la prophase méiotique peut se poursuivre dans
les cellules ayant déjà reçu une induction et qu’aucune ovogonie ne l’a subie si le
prélèvement est suffisamment précoce.

La critique la plus courante formulée à l’encontre d’un résultat négatif obtenu
in vitro est celle des modifications trop profondes de l’environnement de l’organe.
Certes, la prophase méiotique débute dans quelques cellules germinales sous des
formes atypiques leptotène et surtout zygotène ; ceci est en faveur d’une thèse de
perturbations anormales. Mais si ces stades existent au moment de la mise en

culture, ils sont capables d’évoluer normalement en pachytène et diplotène. Les
cellules germinales se divisent in vitro. Elles y synthétisent ADN et protéines et
y trouvent les autres conditions qui permettent aux processus déterminant la pro-
phase mitotique de se réaliser. Par contre, les processus qui modifient le changement
de comportement des chromosomes au cours de la prophase méiotique ne se déve-
loppent pas.
. L’existence d’un inducteur de la méiose n’a jusqu’ici été montré que dans le cas





avant le début de la prophase méiotique dans les gonades, n’empêche pas que les
ovaires prélevés m jours plus tard ne soient riches en tous stades de la prophase
méiotique.

Les faits expérimentaux observés sont compatibles avec l’existence d’un déter-
minant méiotique. Les facteurs qui modifient son existence sont peu précisés au
cours de ces expériences.
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SUMMARY .

’ 

EXPERIMENTAL AI,T!RATIONS IN THE APPEARANCE AND EVOLUTION

OF MEIOTIC PROPHASE IN THE OVARY OF THE SHEEP FOETUS

The onset of meiotic prophase in the germ cells of sheep foetus is suspended by the culture
in vitro of the gonad for 8 or 12 days, if the ovary is removed from the foetus before day 50, that
is, before the age when meiotic prophase begins in this species. A few leptotene and abnormal
zygotene can be found in serial sections, but more advanced stages are never seen in these condi-
tions. The oogonia which remain at the end of the culture period do not loose the capacity to enter
in meiosis when the ovary is grafted into a 57 day-old sheep foetus.

If the meiotic prophase has already begun at the time of ovary removal, the process conti-
nues. However, its evolution undergoes some quantitative modifications measured by the per-
centage of meiotic stages in the germ cells and the ratio leptotene -f- zygotene on pachytene
+ diplotene in the oocytes. The low value of these relationships after 10 days of culture indicates
that in vityo, new waves of meiotic prophase do not appear. This confirms the first experiment
and the impossibility of starting meiosis in vitro.

Hypophysectomy or decapitation delays the appearance of meiosis because of probable
operative stress, but further development of oogenesis is qualitatively normal. However, the
shift persists. The possibility of a o meiotic determinant » and its favorable environment are
discussed.
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