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RESUME - Dans le cadre de la pratique de I'lndmination Anificielle (IA) chez la chhvre, les traitements hormonaux utilisks 
pour I'induction et la synchronisation de I'oesuus et de I'ovulation, cornportent la pose d'une kponge vaginale imprkgnke d'un 
progestaghne (adtate de fluorogestone) et I'injection d'hormone choriogonadotropine Cquine (eCG, dknommke aussi PMSG). 
L'administration successive de ces deux produits mime ainsi les mkcanismes endocriniens qui contr6lent les cycles sexuels. Chez 
certaines femelles I'injection de eCG enuaine dks le premier traitement I'apparition d'anticorps anti-eCG ii des taux trhs variables 
selon les individus. La consQuence en est une baisse de la fertilid aprks IA lors du traitement suivant, pouvant aller jusqu'h 20 %. 
L'ktude de la rkponse immunitaire humorale chez des chkvres traitkes une fois par an, au cours de quatre annks condcutives, a 
montrk que les femelles ayant dkvelopp6 une trks faible rCponse immunitaire ap&s un premier traitement continuaient 2 prksen- 
ter une trks faible rtponse lors des traitements suivants. A I'inverse, des femelles ayant une forte dponse immunitaire aprks un 
premier traitement, prksentaient systkmatiquement une forte dponse lors des traitements suivants. Nous avons alors recherchk 
I'origine des phknotypes *fort ou faible dpondeurn en faisant I'hypothkse qu'elle pouvait impliquer le Complexe Majeur d'His- 
tocompatibilitC (CMH). Nous avons recherchk s'il existait un polymorphisme gknktique dans la rkgion du CMH pouvant &tre lik 
au caractkre fort ou faible de la rkponse immunitaire apparaissant suite h un traitement avec eCG. 
Nos travaux obtenus avec le microsatellite caprin OLADRB, situk dans la dgion DRB du CMH de classe 11, ont montrk une liai- 
son significative (p<0,05) entre le locus OLADRB et le phknotype de la dponse immunitaire antieCG. Ces rksultats suggkrent 
fortement I'implication du CMH de classe I1 dans la variabilitk de la RIH antieCG. 
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SUMMARY - In dairy goats, hormonal treatments are necessary for out of season breeding and artificial insemination (AI). The 
most efficient hormonal treatment to achieve induction and synchronisation of estrus and ovulation remains the association bet- 
ween a progestagen (FGA : Fluorogestone Acetate) delivered by a vaginal sponge and injection of eCG, previously known as pre- 
gnant mare serum gonadotropin (PMSG). In some goats, during the fust or following treatments, injection of eCG induced secre- 
tion of anti-eCG antibodies in variable levels. This humoral immune response is associated with a decreased fertility after the next 
hormonal treatment and AI. 
Analysis of anti-eCG immune response in the same animals treated once a year, over four years demonstrated that goats eliciting 
a low humoral immune response after the first treatment were also poor responders after the following treatments. Conversely, 
goats with a strong immune response at the fust treatment systematically yielded higher immune response during following treat- 
ments. The origin of <<high and low respondern phenotypes was researched and the major histocompatibility complex (MHC) was 
considered as a good candidate. An association between genetic polymorphism of MHC region and the variability of anti-eCG 
immune response was investigated. 
Preliminary results obtained with caprin OLADRB microsatellite located inside the DRB class I1 MHC region displayed a signi- 
ficant association (p<0.05) between some alleles of this OLADRB microsatellite and antieCG response phenotype. Our results 
strongly suggest the class I1 MHC implication in the anti-eCG immune response level. 
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I N T R O D U C T I O N  

Ida maitrise de la fonction de reproduction dans les Clevages 
caprins modernes necessite I'utilisation de traitements hormo- 
naux permettant I'induction et la synchronisation de I'oestrus 
et de I'ovulation indispensables h la praiique de I'lnsCmination 
Artificielle (IA). Ces traitements comportent la pose d'une 
eponge vaginale imprCgnCe d'un progestagkne (acetate de 
fluorogestone) et I'injection d'hormone choriogonadotropine 
equine (eCG, denommee aussi PMSG pour Pregnant Mare 
Serum Gonadotropine), et miment ainsi les rnCcanismes endo- 
criniens qui contr6lent les cycles sexuels. Chez les caprins, 
I'IA est pratiquke de facon systkmatique, 43 heures (race 
Alpine) ou 45 heures (race Saanen) aprks la fin du traiternent 
hormonal. Cependant, I'utilisation rCpt5tCe de la eCG au cours 
de la vie de I'animal, est gCnCralement suivie d'une baisse de 
la fertilite aprhs IA, pouvant aller jusqu'h 20% (Baril et al., 
1993 et 1996). Des travaux ont montrC l'apparition d'une liai- 
son plasmatique anti-eCG, mesurk par dosage radio-immuno- 
logique (RIA), suite B la rCp6tition de traiternents avec eCG 
(Baril et al., 1992 - 1996). Cette observation a CtC corrCl& B 
une baisse de fertilite chez les animaux traitCs et insCmin6s. La 
mise au point d'un dosage immunoenzymatique (ELISA) per- 
mettant de quantifier la concentration en anticorps anti-eCG 
dans le plasma (Maurel et al., 1994) a permis de dCmontrer et 
d'analyser finement la rCponse immunitaire humorale (RIH) 
mise en place suite au traitement par eCG chez les chkvres trai- 
tees (Roy et al., 1995). Les rksultats obtenus montrent que la 
chronologie de la reponse irnmunitaire est identique chez 
toutes les chkvres contrairement au taux de dcrktion des anti- 
corps qui est trks variable d'une femelle h I'autre, quel que soit 
le nombre de traitements prCcCdemment reps.  L'apparition 
des anticorps anti-eCG circulants dCbute 10 jours aprks I'in- 
jection chez les femelles n'ayant jamais C t t  traitCes et 7 jours 
aprks 1'in.jection de eCG chez les fernelles ayant dejh CtC trai- 
tCes. De plus, les rksultats obtenus par technique RIA puis par 
ELlSA ont permis d'Ctablir clairement d'une part, que le taux 
de liaison ou la concentration en anticorps rCsiduels, mesurCs 
avant I'adrninistration du traitement, augmentaient de faqon 
significative avec le nombre de traitements reGus et d'autre 
part, que ces anticorps Ctaient h I'origine d'une baisse de la fer- 
tilit6 aprks IA. Celle-ci est associk h un retard important du 
moment d'apparition de I'oestrus (Baril et al., 1993) et du pic 
prCovulatoire de LH ce qui entraine un retard du moment de 
I'ovulation (Roy et al., en cours de publication). La const- 
quence en est une baisse de fertilitC du fait de la pratique sys- 
tematique de I'IA B un moment prCdtterminC par rapport B la 
fin du traitement hormonal. 
Dans ce travail, nous avons CtudiC sur un mCme lot de femelles 
la rep6tabilitC individuelle de I'intensitC de la rCponse immu- 
nitaire anti-eCG en les traitant une fois par an et ce, pendant 
quatre annCes consCcutives. Nous avons ensuite rechercht 
I'origine du caractkre 'fort ou faible repondeur' en faisant 
I'hypothkse que le Complexe Majeur d'HistocompatibilitC 
(CMtl) pouvait en Ctre le facteur responsable. En effet, le 
CMH est impliquk dans la rCponse immunitaire humorale vis- 
h-vis de nombreux antigknes. L'indisponibilitt d'outils drolo- 
giques permettant de typer les antighnes du CMH chez la 
chkvre nous a conduits B aborder cette Ctude en utilisant I'ap- 
proche des micros;itellites. En effet, I'Ctablissement de la pre- 
inikre carte de liaison gCnCtique caprine a permis de localiser 
un microsatellite, OLADRB, dans la rCgion du CMH de classe 
11 chez In chkvre (Vaiman et al, 1996). 

1.  MATERIEL ET METHODES 

1.1. MI?THOI)R IMMIINOENZYMATIQUE: I)E IK)SA<;E I)LS ANTI- 
CORPS ANTI-KC(; 
Cette methode utilise une technique ELlSA rkalide sur 
plaques de microtitration de 96 puits. Les puits sont prCalable- 
ment sensibilisCs avec de la eCG sur laquelle sont ensuite 
incubks les plasmas de chkvres diluts. La pdsence d'anticorps 
lies h la eCG adsorbke est rCvCl& en incubant un deuxikme 
anticorps anti-lgG de ch&vre conjuguC h la peroxydase. Une 
reaction color& est obtenue aprks ajout d'un substrat spt5ci- 

fique de la peroxydase, I'ABTS; son intensitk est proportion- 
nelle aux complexes anticorps-antigkne formCs. L'utilisation 
d'une gamme Ctalon rkalisk h partir d'un anticorps polyclonal 
anti-eCG servant de standard, permet une dktermination quan- 
titative de la concentration plasmatique (exprimCe en pglml) 
des anticorps anti-eCG chez les femelles traitks. 

Douze chbvres alpines, n'ayant requ aucun traitement prCa- 
lable avec eCG, ont CtC traitks une fois par an durant 4 annCes 
consCcutives, en @node d'anoestrus saisonnier avec 500 UI 
de eCG (Synchro-Part, Sanofi) inject& par voie I.M. Pour 
chaque expkrience, la concentration plasmatique des anticorps 
anti-eCG a CtC dosk h pmir de prCEvernents sanguins effec- 
tuCs avant I'injection de eCG puis 2 fois par semaine pendant 
8 semaines afin de suivre et comparer la RIH de chaque 
femelle sur ces 4 annCes. 

1.3. ANALYSE DU POLYMORPHISME DFS MICROSATE1,I.PI.F-S 
OLADRB ET ~ ~ 1 2 5 8  

Animaux : cette Ctude a CtC rCalis& h partir de 2 lots de 50 
chkvres rkparties dans 9 Clevages diffkrents et caracttrisCes par 
une faible ou une forte rCponse immunitaire antieCG. Ces 
deux lots de femelles ont CtC constituts h partir des concentra- 
tions en anticorps anti-eCG mesurhs I0 jours aprhs I'injection 
de I'hormone. A cette date, la sCcrCtion d'anticorps anti-eCG 
est maxirnale et permet de discriminer au mieux les femelles 
faibles ou fortes rkpondeuses. 

Extraction d'ADN gknomique : elle a CtC rkaliske h partir du 
sang de ces fernelles selon la mCthode de Jeanpierre (1987). 

PCR : les microsatellites OLADRB et BM1258 ont Ctk ampli- 
fiCs en utilisant les amorces spkcifiques prkalablernent dCcrites 
par Vaiman et al(1996). Brikvement, la PCR est rCalisCe h par- 
tir de 100 ng d'ADN diluCs dans 10 p1 d'un tampon 67mM 
Tris HCl pH 8.8 - 16mM (NH4)2S04 - 0.01 % Tween 20 - 
2mM MgCI2 - 150pM dNTP (Dupont). Juste avant la rkaction 
de polymkrisation marquke par I'addition de 1.3 unit6 de DNA 
polymkrase (Eurobio), les Cchantillons sont incubks 2 mn h 
94°C selon la technique de <<hot-start,, (Erlich et al. 1991) puis 
30 sec h 94°C 15 sec h 58°C et 20 sec h 72°C durant 30 cycld. 
Les Cchantillons arnplifiCs sont ensuite analysCs sur un skquen- 
ceur automatique ABI 377 (Perkin Elmer). La taille des frag- 
ments est determinee h I'aide du logiciel Genescan Analysis 
version 2.0.2 (Perkin Elmer). 

2. RESULTATS 

L'Ctude de la rCponse immunitaire hurnorale chez des chkvres 
traitees une fois par an, au cours de quatre annCes constcu- 
lives, a montrC que les femelles ayant dCvelopp4 une trhs faible 
rCponse immunitaire humorale antieCG aprks un premier trai- 
tement continuaient h prksenter une trks faible rCponse au 
cours des traitements suivants (Figure 1, femelles 372 et 914). 
A I'inverse, des femelles ayant une forte rkponse immunitaire 
aprks un premier traitement, prtsentaient systCmatiquement et 
de faqon amplifiCe une forte rCponse au cours des traiternents 
suivants (Figure 1 ,  femelle 375). Ainsi, pour I'ensernble des 
animaux, les moyennes des concentrations en anticorps anti- 
eCG mesurkes h J10 pendant les quatre annCes consCcutives 
ont CtC de 2.1 * 2.8, 3.5 * 3.5,3.9 * 3.3 et 2.2 + 1 . 1  pglrnl chez 
les faibles rCpondeuses et 21.5 + 19, 37.7 9.5, 144 + 134 et 
92.8 + 58.4 pglml chez les moyennes et fortes repondeuses. 

Ces rksultats nous ont conduits h I'hypothbe que le phCnotype 
de la rkponse immunitaire anti-eCG pouvait Ctre dependant du 
CMH, impliquC dans la presentation des peptides dtrivts d'an- 
tigknes. 
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2.2. LIAISON ENTWE MAWQIJEUW IN1 CMH Kl' W ~ I ' O N S E  IMMUNI- 
TAIRE ANTI-eCG 

Nous avons choisi d'Ctudier la variabilitk du CMH au niveau 
gCnCtique du fait de I'impossibilitC de pouvoir typer les anti- 
genes du (1MH par des techniques ~Crologiques classiques 
chez la chkvre. La presence du microsatellite OLADRB situC 
sur le chromosome 23 dans la rkgion DRB du CMH de classe 
11 chez la chkvre, nous a permis de rechercher s'il existe un 
polymorphisme gCnCtique dans cette rCgion pouvant Etre l iC au 
caractkre fort ou faible de la RIH anti-eCG. Un microsatellite 
contr6le. BM 1258 situC 13cM de OLADRB, mais en dehors 
de la rkgion du CMH, a Ctk utilisC Cgalement. Les deux lots de 
chkvres Ctaient caractCrisCs par une concentration en anticorps 
anti-eCG supkrieure h 30 pglml pour les fortes rkpondeuses ou 
infkrieure h 6 pglml pour les faibles rkpondeuses. Le taux de 
fertilitt, apres traitement et (A, ktait de 74 % pour les faibles 
rkpondeuses contre 53 C/o chez les fortes repondeuses. 

Les resultats ont monuC un ~ 2 s  grand polymorphisme du mar- 
queur OLADRB puisque 12 allkles ont CtC identifiks dans les 
2 lots de femelles, avec une taille variant de 276 h 306 paires 
de bases (pb). La frkquence de distribution des allkles a mon- 
trC des diffkrences importantes entre les deux lots de femelles, 
particulierement pour 3 alleles (Figure 2A). L'allele 280 pb a 
present6 une association significative (test de chi2, p<0.05) 
avec le phknotype faible rCpondeuse : parmi les chkvres por- 
tant I'allkle 280 (n=32) 68 O/c d'entre elles avaient un phCno- 
type faible rCpondeuse. A I'inverse, les allkles 288 pb et 295 
pb ont prCsentC une association significative (p<0.05) avec le 
phCnotype forte repondeuse. Ainsi, parmi les femelles portant 
les alkles 288 pb (n=23) et 295 pb (n=14), 67 O/c et 79 % 
d'enue elles respectivement, avaient un phtnotype forte 
repondeuse. 

Avec le microsatellite conu6le BM1258, les rksultats obtenus 
dans les 2 lots de femelles ont mis en Cvidence 5 alkles. Leurs 
tailles varient de 101 h 1 13 pb. Contrairement h OLADRB, la 
frkquence de distribution des diffkrents allbles de BM 1258 n'a 
montrt! aucune diffkrence entre les 2 lots expkrimentaux, tra- 
duisant I'absence d'association avec les phCnotypes fort ou 
faible rkpondeuse. 

Figure 1 

Quelques profils types de la rep6tabiliti 
de la rkponse immunitaire humorale anti-eCG chez des chkvres 
traitties une fois par an et pendant quatre a n k e s  condcutives 
(les flkhes indiquent le moment d'injection de 500 UI de eCG) 

(d'aprk Roy etal. 1999) 

Figure 2 

Frkquence des diffkrents alleles des microsatellites OLADRB 
situk dans le CMH (A) et BM12W situe en dehors du CMH (B) 

chez des chevres prkentant une forte 
nu une faible RIH anti-eCG (* ~ 4 . 0 5 )  

(d'aprk Roy etal. 1999) 

OFaible R.I. 

306 302 295 294 292 290 288 286 284 280 278 276 

Alleles OLADRB (pb) 

OFaible R.I. 

113 111 109 103 101 

Alleles BM1258 (pb) 

CONCLUSION 
L'Ctude de la rkponse immunitaire humorale anti-eCG mise en 
place chez des chevres traitCes pendant quatre annCes cond- 
cutives, a montre que chaque femelle rkpondait en termeh de 
taux de sCcrCtion d'anticorps anti-eCG, de faqon semblable 
d'un traitement A l'autre. Ces rksultats ont hit  ressortir que 
chaque femelle prksentait soit un phCnotype *forte,, ou sfaible 
rkpondeuse~, mettant en Cvidence un &terminisme gCnCtique 
de ce caractere. Nous avons WouvC pour la premiere fois une 
liaison significative entre I'expression de certains allkles du 
microsatellite OLADRB situC dans la region DRB du CMH de 
classe I1 et le phCnotype de la RIH anti-eCG. 11 sera nCcessaire 
de rCp6ter cette Ctude h partir de familles informatives en 
typant et en cwactCrisant le phCnotype de la RIH anti-eCG de 
filles de boucs d'1.A. prkalablement choisis en fonction de 
leurs allkles OLADRB. 
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