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RESUME

L’apparition de la prophase méiotique dans les cellules germinales d’embryon de brebis
peut étre supprimée pendant 8 & 12 jours par la mise en culture de la gonade. Il en est ainsi si
I'ovaire est prélevé avant le 50¢ jour, c’est-a-dire avant I'4ge ol1 la prophase méiotique commence
chez cette espéce. De rares figures leptoténes ou zygoténes anormales sont parfois visibles ; mais
aucun stade plus avancé de la méiose n’a jamais été observé dans ces conditions de prélévement.
Les ovogonies qui restent aprés 10-12 jours de culture n’ont pas perdu leur capacité a4 entrer en
méiose lorsque I'ovaire mis en culture est greffé chez un embryon de 57 jours.

Si la prophase méiotique a déja commencé lorsque le prélévement pour la mise en culture
alieu, le processus se poursuit. Cependant, ’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 I’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 1’objet
de nombreuses descriptions. Cet événement se situe dans les cellules germinales aprés
de longues séries de divisions mitotiques aussi bien dans les gonades miles que
femelles. Mais ce changement de comportement mitotique en comportement méio-
tique des cellules germinales n’est pas déterminé au méme moment dans la gonade
méle et dans la gonade femelle. La chronologie du déroulement de la méiose apparait
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 otl ce processus ait été arrété expéri-
mentalement, sauf en augmentant la température de cultures i» vitro de microsporo-
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cytes (STERN et Horra, 1967). Par contre, en agissant de fagon précise au niveau
des syntheses 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 zygoténe ou au cours de la réalisation des chiasmata
(ITo, HorTa et STERN, 1967 ; PARCHMAN et STERN, 1969, ROTH et PARCHMAN, Ig7I).

I’étude des chimeéres expérimentales renforce 1'idée de 'importance de la consti-
tutiodl génétique propre des cellules germinales dans la détermination du moment
de leur entrée en méiose (MYSTOWSKA et TARTOWSKI, 1970 ; MaCLAREN, CHANDLEY
et KOFMAN-ALFARO, 1g72). Mais les résultats de cette étude obligent 4 admettre
qu'un environnement somatique défavorable puisse étre hostile au développement
des cellules germinales méiotiques au-deld du stade pachyténe ou responsable de
la faible proportion de ces cellules méiotiques avant la naissance dans les testicules
xx[xy. Contrairement & ces recherches, des études sur des taureaux et des méiles
ouistitis, chimeéres 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 étre aussi sous contrdled un environnement (TEPLITZ etal., 1667 ; BENIRSCHKE
et BROWNHILL 1963). Il est donc difficile de concilier de tels faits et I’on ne pourra appor-

; ter que des spéculations surles 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 'environnement des ovaires en for-
mation, 'hypophysectomie des embryons et la culture ¢ vitro de la gonade embryon-
naire, ont été créées afin de voir comment apparaissait et évoluait la prophase méio-
tique dans les cellules germinales.

MATERIEL, ET METHODES

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

A. — Technique de culture in vitro d’ovaives embryonnaires

La technique de culture organotypique utilisée est voisine de celle de FAINSTATT (1968),
et le milieu de culture est comparable & celui de THIBAULT et GERARD (1970). Une concentration
en oxygeéne de 55 p. 100 est assurée dans la chambre de culture. Les ovaires sont posés sur un
fragment de millipore avant d’étre placés sur grille ce qui facilite leur récupération a la fin du temps
de culture en évitant leur développement entre les mailles de la grille. La rapidité de prélévement,
la réduction des manipulations de l'organe 4 un transfert sur un nouveau milieu permettent
d’obtenir d’excellentes cultures pendant 12 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. 100
dans l'ovaire de 47 jours cultivé ¢n vitro pendant 12 jours et respectivement de 12,9 p. 100 et 22,9
P. I00 par rapport au nombre total de cellules dans les ovaires témoins de 50 jours et de 60 jours.

B. — Techniques chirurgicales

a) Ablation de hypophyse chez I'embryon de brebis.

L’hypophysectomie peut étre réalisée avec succés chez les embryons de brebis 4gés de 55 a
60 jours par voie sous orbitaire avec une technique voisine de celle utilisée chez le rat prépubére
par voie auriculaire (FaLcon1 et RosslI, 1964). La nécessité d’effectuer cette ablation chez de jeunes
embryons de 47 jours a conduit a la mise au point d'une hypophysectomie par voie parapha-
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ryngée. Le souci de supprimer les risques d’enlévement partiel de I'hypophyse a fait comparer
les résultats de cette technique 4 ceux de la décapitation déja treés utilisée chez les embryons de

lapin et de rat par JosT (1947).
Les taux de réussite de ces différentes techniques sont données dans le tableau 1.

TABLEAU I

Taux de véussite des différentes techniques d’ablation de I'hypophyse utilisées chez les ovins

Taux de survie Taux Taux de réussite
) Age des ,Nombre (Ts) pendant &’hypophysectomie Ts x T¢
Technique embryons |d’embryons totale (Ty) —_—
@) opérés | < 8§ | > 8i (‘V)t <8j | >8]
(%) (%) ¢ (%) (%)
Hypophysectomie
par voie 55-60 35 .80 58 46,4
sous-orbitaire
Par voie 47-52 62 42,4 31,0 100 42,4 31,0
parapharyngée
Décapitation 47-65 79 27,7 13,2 100 27,7 13,2

Critéres de survie : croissance du feetus, battements cardiaques, circulation ombilicale normale.

La planche photographique (I) résume les différentes phases opératoires de I’hypophysecto-
mie par voie parapharyngée qui apparait comme une miniaturisation de celle utilisée chez 1'agnelle
ou la brebis (DENAMUR et MAULEON, 1963). L’originalité principale consiste en I’extériorisation
du feetus 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 enlévement de la partie crinienne située au-dessus de la ma-
choire supérieure aprés ligature des artéres carotidiennes et coagulation des artéres vertébrales.
Les échecs proviennent le plus fréguemment d'une mauvaise hémostase de ces vaisseaux. Lors-
qu’une compression importante de la trachée est provoquée par une deuxiéme ligature sous-
maxillaire afin d’améliorer cette hémostase, un cedéme important et une ascite sévére due a
l'augmentation du volume pulmonaire et 4 un engorgement sanguin hépatique apparaissent alors
comme I’a montré BERTON (1969).

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

Les deux premiéres phases opératoires sont semblables 2 celles de I'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 trés fines agrafes de platine de 4/100 de mm. Le flanc
est ensuite refermé en trois points avec des fils de soie (000.000). Des pertes de greffon peuvent
se produire si cette fermeture aboutit & 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 aprés réaction nucléaire de Feulgen. Les stades de la pro-
phase méiotique ont été identifiés selon des critéres classiques de morphologie nucléaire (Mau-
LEON, 1969) et le stade ultime d’avancement de la prophase méiotique a été recherché systémati-
quement dans les coupes sériées de la gonade.
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Deux critéres quantitatifs ont permis d’apprécier I’apparition et le degré d’évolution de cette
différenciation du noyau : le p. 100 de cellules en prophase méiotique par rapport au nombre total
de cellules germinales et lerapport du nombre de stades leptoténe +- zygoténe au nombre de stades
pachyténe + diploténe.

Ces pourcentages ont été déterminés aprés comptages d’au moins 500 cellules germinales
de différents types nucléaires se trouvant dans 36 champs microscopiques distribués dans 3 coupes
les plus médianes possibles, appartenant a quatre régions diamétralement opposées représentant
toute I’épaisseur du cortex pour une coupe donnée.

Cet échantillonnage orienté est imposé par la différenciation centripéte des cellules germinales
dans le cortex, différenciation responsable d’une hétérogénéité de distribution de ces types cellu-
laires.

RESULTATS

A. — Cultures organotypiques d’ovaives d’embryon de brebis

1’4ge de 'embryon au moment du prélévement de l'ovaire pour sa mise en
culture influence de facon trés marquée le déroulement de I'ovogenése dans ces
gonades comme nous ’avons signalé dans une courte note publiée précédemment
(MaurLEoN et THIBAULT, 1971).

St Uovaire est prélevé avant le 50¢ jour c’est-a-dire avant l'apparition normale
des premiéres figures de prophase méiotique qui a lieu le 51¢-52¢ jour chez la Brebis,
il n’a été trouvé, aprés 8 & 12 jours de culture que des ovogonies. Elles sont souvent
en activité mitotique. Un faible taux de figures nucléaires ressemblant 4 un stade
leptoténe mais présentant plutét des arrangements nucléaires atypiques de la pro-
phase méiotique peut s’y trouver (planche photographique II). Il n’a jamais été
observé, sur plus de 50 ovaires mis en culture, dans ces conditions de prélévement,
de stade pachyténe ou diploténe. Ces stades sont pourtant fréquents (les 3/5 des
cellules en prophase méiotique) dans un ovaire normal d’embryon de 60 jours
c’est-a-dire de méme 4ge.

Quantitativement, ces figures de type leptoténe ou ces prophases atypiques
sont rares (au plus 10,4 p. 100) alors que dans un ovaire normal de méme ige
(60¢ jour) plus de 40 p. 100 des cellules germinales sont différenciées en prophase
méiotique. Dans les ovaires in vitro, les figures de début de méiose augmentent
avec le temps de culture donc, avec 1'dge de 'ovaire ainsi qu’avec 'Age de 'embryon
au moment du prélévement (tabl. 2).

St Uovaire est prélevé aprés le H0¢ jour, tous les stades de la prophase méiotique
jusqu’au stade diploténe sont trouvés dans I'ovaire mis en culture. Les stades de la
prophase méiotique semblent morphologiquement normaux (planche photogra-
phique III).

Toutefois, le pourcentage de cellules en prophase méiotique aprés 10-12 jours
de culture d'un ovaire prélevé au 55-56¢ jour est anormalement bas (24,4 p. 100
v.s. 65-75 p. 100 dans un ovaire témoin de 65-68 jours) (tabl. 2). Mais surtout le
rapport des stades leptoténe + zygoténe sur pachyténe 4 diploténe est plus faible
que normalement dans un ovaire de cet 4ge (0,42 v. s. 0,67), les stades du début de
la méiose étant moins nombreux.
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TABLEAU 2

Apparition et évolution de la prophase méiotique dans des ovaires embryonnaives de brebis
aprés culture in vitro en velation avec I'dge de I'embryon

% de prophase

Age méiotique/cellules Stade ultime
Age Temps de l'ovaire germinales de la prophase

de P’embryon de culture au moment Nombre méiotique

donneur in vitro de la fixation | d’ovaires Témoins atteint

@) [6)] histologique Culture | de mémes dans Povaire

(j) (%) ages en culture

(étendue)

47-48-49 7-8 54-57 10 1,2 5-17,5 Types
47-48 12 59-60 8 7,2 32,5-40 leptotenes
50-51-52 3-4-5 53-57 3 2,5 2,7-17,5 et zygoténes
50-51-52 7-8 58-60 3 10,4 22,5-40 anormaux
50-56 10-12 65-67 3 24,4 65-75,0 Diploténe

B. — Hypophysectomie des embryons de Brebis.
Action in vitro des hormones gonadotropes

Lorsque I'hypophysectomie ou la décapitation de 'embryon est faite & un 4ge
olt la prophase méiotique a débuté, il n’apparait pas qualitativement de différence
dans I'évolution de la prophase méiotique.

Lorsque cette suppression de I’hypophyse est faite par hypophysectomie para-
pharyngée ou décapitation chez des embryons plus jeunes entre le 47 et le 51¢ jour
d’age, les premidres figures leptoténes n’apparaissent pas avant le 55¢ jour. Elles
ne sont alors que trés rares (0,5 p. 100 v. s. 7,2 p. 100 dans 'ovaire témoin de 55 jours).
Mais si les ovaires de I'animal opéré & 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’étre déroulée normalement puisque tous les stades de la
méiose (planches photographiques II et ITI) peuvent étre vus dans 'ovaire. En parti-
culier, il existe une trés grande similitude entre I’édification des follicules primor-
diaux d'un ovaire d'embryon de 77 jours décapité depuis 30 jours et cette méme
phase de l'ovogenése chez’embryon témoin de 74 jours, c’est-a-dire d’4ge trés voisin
(planche photographique IV).

Quantitativement, par contre, il est certain que le déroulement de la prophase
méiotique a été perturbé. Aprés 11 jours de suppression de I’hypophyse et quelle que
soit la technique, le p. 100 de cellules germinales en prophase méiotique est 2 fois
et demie plus faible 4 60 jours (15,1 p. 100 v.s. 41,7 p. 100). Mais aussi, le rapport
stades leptoténe + zygoténe sur pachyténe 4 diploténe 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 I'apparition de la prophase
méiotique a été abordé également en cherchant & provoquer I'apparition de figures
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de prophase méiotique dans des ovaires d’embryons de 49 jours mis en culture pen-
dant 6 a 8 jours (tabl. 4). Quelle que soit la méthode d’addition de ces hormones hypo-
physaires utilisée, 'aspect des ovaires placés en culture » vitro n’a pas été modifié.

TABLEAU 4

Diverses méthodes d’addition d’hormones gonadotvopes
au miliew de cultuve des ovaives embryonnairves de brebis de 49 jours

(Temps de culture : 6-8 jours)

Méthodes d’addition des hormones gonadotropes Nombre .dovalres
cultivés
1° Culture simultanée avec ( 52 jours ............ 5
lovaire et [I’hypophyse { 56 jours ............ 3
d’embryons de Brebis de { 90 jours ............ 2
20 Addition d’extraits hypophysaires lyophilisés pro-
venant d’'embryons de Brebis de 54 j....... 1
oude100j....... 1
de Brebis adulte ........... 1
3° Addition de sérum de Jument gravide non purifié
(5320 %) turireeiee e 9
ou de PMSG purifiée (30 %) ......ovviiviinne. 2
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 aprés 8-12 jours de séjour in vitro 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 hotes de 56-57 jours c’est-d-dire a un 4ge ou la
prophase méiotique est trés active.

La prophase méiotique apparait et évolue jusqu'au stade diploténe dans ces
cellules germinales encore ovogonies au moment ol le greffon a été placé dans
I’héte. Mais cette apparition et a fortiori cette évolution ne sont pas immédiates.
Aprés 6 jours de séjour du greffon chez I’hdéte nous n’avons trouvé qu'une forte
activité mitotique des ovogonies. Les figures de mitoses ont un aspect 4 chromosomes
dispersés caractéristique des derniéres divisions ovogoniales se produisant justeavant
la méiose. Par contre, aprés 14 jours ou 20 jours de séjour chez ’embryon hoéte,
I’évolution de la prophase méiotique a été compléte (tabl. 5). Normalement, il faut
de I'ordre de 7 a 8 jours pour que le stade diploténe soit atteint chez ’embryon de
Brebis normal (MAULEON, 1961), ce qui est compatible avec un démarrage de la
prophase méiotique aprés 5 ou 6 jours de greffe et la présence de stades diploténe
aprés 14 jours de séjour chez I’hote.

Aprés 14 jours de greffe, 'ovaire prélevé initialement 4 47 jours et cultivé
in vitro pendant g jours n’a pas la structure microscopique d’'un ovaire témoin
d’age voisin de 70 jours (planche photographique IV). A cet 4ge, 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.
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TABLEAU §

Résultats des greffes chez des embryons de brebis de 56-57 jours
d’ovaives embryonnaives de 47-48 jours cultivés in vitro pemndant 9-10 jours

de’srg?af;:esdfcﬁ]t(i)xs ) Survie Récupération Présence de
chez les embryons des embryons | des greffons | figures méiqtiques
« hate » (j) « hote » ovariens (stade ultime)
6 4[4 414 Néant
(mitoses goniales
dispersées)
14 3/3 2/3 Diploténe
= 20 2/2 1/2 Diploténe

Dans ce méme greffon de 14 jours, les deux paramétres habituels sont respecti-
vement 32,6 p. 100 et 0,91 c’est-d-dire qu’ils correspondent approximativement 2
I'état d’avancement de ’ovogenése dans un ovaire de 58-59 jours (tabl. 6). La confu-
sion possible avec un fragment d’ovaire laissé chez I’embryon-h6éte au moment de
la castration est donc impossible. I,’évolution de la prophase méiotique dans le
greffon traduit bien que cette différenciation a été bloquée pendant les g jours de
culture.

TABLEAU 6

Evolution de la prophase méiotique dans les ovaires embryomnaives de brebis
cultivés in vitro puis greffés chez des hétes de 57 jours (p.c.)

% prophase méiotique Leptoténe + zygoténe
Type d’ovaire Cellules germinales -
Pachyte diplote
(%) achyténe + diploténe
48 j 4+ 9 j (culture) 1,2 ©
48 j + 9 j (culture)
et + 14 j (greffe) 32,6 0,91
60 j (témoin) 41,7 0,67
74 j (témoin) 72,6 0,14
DISCUSSION

Les conditions expérimentales utilisées permettent de modifier I'apparition et
I’évolution de la prophase méiotique dans 'ovaire d’embryon. Toutefois, ces change-
ments ne sont visibles de facon tranchée que si ces conditions sont crées avant le
50¢ jour d’4ge. Nous avons résumé l'ensemble des modifications provoquées dans
un diagramme.
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Des expériences de mise en culture % vitro d’ovaires embryonnaires ont pourtant
été réalisées précédemment sans que les auteurs n’aient seulement émis I’hypothése
de la possibilité de telles modifications du déroulement de 'ovogenése.

« Le processus entier de I'ovogenése peut avoir lieu i vitro dans des conditions
de culture appropriées » (MARTINOVITCH, 1938).

Cette idée exprimée par MARTINOVITCH (1938) est encore couramment admise
et d’autres auteurs pensent 1'avoir confirmée chez la Ratte (BOUSQUET, 1967) chez
la Souris (SALZGEBER, 1962), chez I'Homme (BLANDAU, 1969), chez les Oiseaux
(WoLrF et HAFFEN, 1952 ; HAFFEN, 1964 ; NARBAITZ et ADLER, 1966).

Certes, lorsque l'ovaire est prélevé aprés le 50¢ jour et si nous ne cherchons
pas & apprécier quantitativement I’évolution de la prophase méiotique nous pouvons
dire que les observations des précédents auteurs sont confirmées. Mais dans ces
expériences de cultures i vitro d’ovaires embryonnaires, rares ont été les cas ot la
gonade a été retirée de I'embryon 4 un 4ge oil la prophase méiotique n’avait pas
débuté. Lorsque cela s’est produit, souvent il n’a pas été montré d’évolution parti-
culiere d'un prélévement d’un Age donné mais seulement une analyse globale des
résultats de culture sn vitro des ovaires de différents dges.

Cependant, SALZGEBER (1961) a signalé que la culture de gonade indifférenciée
sexuellement d’embryon de Souris, c’est-d-dire juste avant I'apparition de la pro-
phase méiotique dans l'ovaire de cette espéce, était difficile voire impossible. Cela
signifie peut-&tre qu’elle n’obtenait pas de différenciation des ovogonies en ovocytes.
Enfin, une relation entre le poids des embryons de Souris ol 'ovaire est prélevé et
la possibilité d’obtenir des ovocytes évolués jusqu'au stade follicule primordial
a été rapportée récemment par Ocawa (1968) ; le poids de 200 mg des embryons
constitue une limite dans la maturation de l'ovaire de 'embryon avant laquelle il
n'est obtenu que des ovogonies. Il est toutefois difficile en microscopie & contraste
de phase de reconnaitre, comme le fait Ocawa, ovocytes et ovogonies. BLANDAU
(19609) utilisant une technique identique devait fixer les fragments d’ovaires humains
cultivés im vitro pour identifier les ovocytes qui n’avaient pas encore augmenté
suffisamment de diamétre pour étre reconnaissables.

Suivant I’Age de 'embryon au moment du prélévement de I'ovaire mis en culture
in vitro 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 déja requ une induction et qu’aucune ovogonie ne I'a subie si le
prélévement est suffisamment précoce.

La critique la plus courante formulée & I'encontre d’un résultat négatif obtenu
in vitro est celle des modifications trop profondes de l'environnement de I'organe.
Certes, la prophase méiotique débute dans quelques cellules germinales sous des
formes atypiques leptoténe et surtout zygoténe ; ceci est en faveur d’une thése de
perturbations anormales. Mais si ces stades existent au moment de la mise en
culture, ils sont capables d’évoluer normalement en pachyténe et diploténe. Les
cellules germinales se divisent ¢%n 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.

I, existence d’un inducteur de la méiose n’a jusqu’ici été montré que dans le cas

4
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de la maturation des ovocytes des Etoiles de mer ; la 1-méthyladénine agit au mo-
ment de la reprise de la méiose sur la rupture de la vésicule germinative (KANATANI
et SHIRAI, 1967, 1971 ; STEVENS, 1970 ; SCHUETZ, 1970). Cette action est bien diffé-
rente de celle de la détermination des cellules germinales & débuter leur différencia-
tion méiotique. A ce moment, le premier événement identifiable est une suppression
sélective de 0,3 p. 100 de la synthése de 'ADN a la fin de la prophase préméiotique
(STERN et HOTTa, 1969). Mais ce retard dans la synthése de I’ADN n’est pas suffi-
sant pour déterminer I'entrée de la cellule en méiose bien que les cellules germinales
aient perdu au cours de la phase G, qui suit cette synthése partielle de 'ADN leur
capacité & se diviser de fagon équationnelle. Rien n’est connu sur la nature de cette
détermination. Par contre, 4 la fin de cette période et tout au début du stade lepto-
téne va se produire une synthése protéique essentielle (STERN et HorTa, 1969 ;
HEcHT et STERN, 1971 ; HOTTA et STERN, 1971). Elle permet la réalisation de 1’accou-
plement des chromosomes du complexe synaptinemal au niveau des régions d’ADN
a une seule bande (HOWEL et STERN, 1971). Cette « protéine de liaison » de ’ADN
a été isolée dans les cellules en méiose du Lelium, mais n’a pu 'étre 4 partir des cel-
lules somatiques de ce méme végétal. Elle est synthétisée de novo 4 un moment
précis de la prophase méiotique. Sa valeur fonctionnelle est générale puisqu’elle a
été purifiée également 4 partir des spermatocytes de mammiféres (HoTTA et STERN,
1971).

L’ensemble de ces données sur la physiologie de la méiose permet d’imaginer
que des phénomenes d’inhibition ou de non stimulation puissent exister. Par exemple,
si des échanges entre cellules somatiques ou cellules germinales sont rompus ce qui
a lieu lorsque l'architecture ovarienne en culture n vitro est trop modifiée ou si le
milieu nutritif est inadéquat, l'induction peut étre supprimée ou perturbée. L’exis-
tence de périodes de détermination de 'entrée en méiose et de périodes de provoca-
tion de formes atypiques permet de comprendre 'influence importante de I'dge de
prélévement de l'ovaire sur les résultats de la mise en culture in vitro. Mais le fait
que les cellules aprés un temps de culture puissent retrouver, chez I'embryon et
vraisemblablement — si les résultats préliminaires se confirment — seulement chez
un embryon d’un 4ge donné, les conditions favorables au « déterminant méiotique »,
suggére qu'un environnement, au sens le plus large, doit étre créé.

La certitude d’une activité hormonale hypophysaire chez le feetus (DuBoIS et
MavuLrfon, 1968) peut faire penser, par analogie avec la non apparition de la pro-
phase méiotique chez le jeune méile hypophysectomisé, 4 une régulation hormonale
de ces phénomeénes. Jusqu'ici, lorsque des embryons de mammiféres ont été décapités,
les gonades femelles n’ont pas été observées. Dauns le cas des embryons de Brebis,
la suppression de ’hypophyse a été faite trop tard pour avoir une action de ce type
(LANMAN et SCHAFER, 1968 ; LiccINs, KENNEDY et HorLmM, 1967). Seul, RAYNAUD
(1950) note une diminution du nombre des cellules germinales aprés hypophysecto-
mies de jeunes souris femelles ; mais, l'irradiation qui a servi &4 détruire I’hypophyse
feetale peut fort bien en étre responsable. 1 effet de I’hypophysectomie, dans notre
cas, apparait comme une action provisoire. Un stress opératoire peut en é&tre la cause.
Une activité hormonale placentaire gonadotrope suggérée par VANKAMPEN et ErLis
(1972) chez la Brebis pourrait prendre le relai de 'hypophyse feetale. Si I'on admet
qu’'une telle activité dépende du type de placentation, elle devrait étre trés faible
chez les porcins. I,a décapitation des embryons du Porc au 4z¢ jour, c’est-d-dire
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avant le début de la prophase méiotique dans les gonades, n’empéche pas que les
ovaires prélevés II jours plus tard ne soient riches en tous stades de la prophase
méiotique.

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

Apparition
de la prophase
meiotique i3 CULTURE IN VITRO
8]
56 64

1
L g HotE
55 60

47 52 74
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Diagramme d’évolution de la prophase méiotique chez des embryons
de Brebis placés dans différentes conditions expérimentales
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SUMMARY

EXPERIMENTAIL ALTERATIONS 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 feetus 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 4 zygotene on pachytene
-+ diplotene in the oocytes. The low value of these relationships after 10 days of culture indicates
that in vitro, 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 ocogenesis is qualitatively normal. However, the
shift persists. The possibility of a « meiotic determinant » and its favorable environment are
discussed.
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LEGENDE DES PLANCHES

Stades de la prophase méiotique

Figures normales Figures anormales
’ Leptoténe °Leptoténe
3 Zygoténe | O Zygoténe

B Pachyténe

% Diploténe

PLANCHE 1

Description de la technique d’hypophysectomie par voie parapharyngée.
Embryon de Brebis de 47-52 jours

Fic. 1

Suspension de 'utérus.
Ouverture médiane et longitudinale dans l'espace acotylé-
donaire.

F1c. 2

Ouverture de I'amnio-chorion, bords retenus par des clamps
rejetés sur 'utérus.

FiG. 3

Embryon sorti de la poche amniotique placé dans un « ber-
ceau » A distance préréglée d’'une loupe chirurgicale. Humidifica-
tion, température, aseptie controlées.

F16. 4

Fixation de la téte par un fil.
Relation meére-feetus maintenue par le cordon ombilical non

tendu.

Fic. 5

Ouverture submédiane de l'espace intermandibulaire au ni-
veau de 'angle du maxillaire inférieur.
Ecartement de la trachée. Découpage du cartilage de la
jonction pré- et postsphénoide avec une lancette ophtalmologlste
«  Ablation a la curette de I'hypophyse.

Fr1c. 6

Réintroduction de 'embryon dans la poche ammiotique.
Fermeture par surjets séparés de 'amnio-chorion et de
I'utérus.



PLANCHE 1

P. MAULEON



PLANCHE 11

® Ovaires d’embryons de brebis cultivés in vitro el prélevés avant
Papparition de la prophase méiotique :

— moment de prélévement : 47 jours;
— temps de culture : 12 jours.
II. : X 760.

ITv, Il. : figures de prophase méiotique atypique (stade 1
ou stade 2). x 1.750.

® Ovaires témoins d’embryons de brebis :
IIa : de I’age a la fin de la culture = 60 jours. x 760.

Ile : figures de prophase méiotique typique ; leptoténe et
zygoténe dans un ovaire de 60 jours. x 1.750.

® Ovaires d’embryons de brebis hypophysectomisés a 49 jours
et prélevés 11 jours plus tard :

II: : figures de prophase méiotique normale : leptoténe et
zygoténe. x 1.750.

La différence de structure entre un ovaire cultivé in wvilro
pendant 12 jours (IL.) avec un ovaire témoin de 60 jours (IIla)
est flagrante.

Le stade 1 des figures de la prophase méiotique des ovaires
cultivés in vitro (11, et 1I.) est proche du stade leptoténe normal
(II) mais le stade 2 ne ressemble pas au stade zygoténe normal
(Ile). Chez les embryons hypophysectomisés, ces 2 stades nec
sont pas morphologiquement anormaux au niveau d’observation
considéré ici (II).
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PLANCHE III

® Ovaires d’embryons de brebis cultivés in vitro prélevés aprés
Uapparition de la prophase méiotique :

— moment du prélévement : 56 jours;
— temps de culture : 8 jours.

IIl. : X 760.
ITIy : x 1.750.

® Ovaires témoins d’embryons de brebis :

III; : 4 I’age correspondant ala fin de la culture = 65 jours.
X 760.

IITa : figures de prophase méiotique typiques : pachyténe
diploténe dans un ovaire de 65 jours. x 1.750.

@ Ovaires d’embryons de brebis hypophysectomisé a 48 jours et
prélevé 20 jours plus tard :

ITl. : figures du prophase méiotique normales : pachyténe
diploteéne. x 1.750.

Au moment du prélevement le 56¢ jour, il existe dans I'ovaire
des figures leptoténe et zygoténe qui évoluent en pachyténe et
diploténe (IIl.). Aprés 8 jours de culture tous les stades de la
prophase méiotique sont présents comme dans l'ovaire d’Age
correspondant a 56 + 8 jours de culture, c’est-a-dire 65 jours
(IIT;). Mais dans ce dernier ovaire (III.) la proportion de stades
leptoténes est beaucoup plus élevée que dans celle d’un ovaire
de 56 jours mis en culture pendant 8 jours (1IL.).

Les stades pachyténe et diploténe ne sont pas morphologique-
ment différents aprés 8 jours de mise en culture (IIl,) de ceux
d’un ovaire témoin de 60 jours (II1s) ou d’un embryon de 48 jours
hypophysectomisé depuis 20 jours (IIl).
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PLANCHE IV

® Ovaire d’embryon de brebis de 47 jours mis en culture pendani
9 jours el greffé pendant 14 jours chez un embryon héte de 57 jours :

IVa : X 750,
IVe @ x 1.750.

® Ovaire témoin d’embryon de brebis de 74 jours :
IVe © X 760.

® Ovaire d’embryon de brebis décapité & 47 jours el prélevé 30 jours
plus tard :

IVa : X 760.

I’ovaire d’embryon de brebis décapité (IVq4) présente une
structure identique a celle de ’embryon témoin de 74 jours (IV.)
caractérisée par 1’édification des follicules primordiaux et la
présence de nombreuses pycnoses.

Par contre, le greffon (IV,) a une structure qui correspond plu-
tot a celle d’un ovaire de 60 jours, ce qui prouve que les cellules
ont cessé de se différencier pendant le temps de culture et que la
prophase méiotique est apparue et a évolué jusqu’au stade diplo-
téne dans l'environnement d’un embryon de 57 jours.
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