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Il fauwut remonter & 1951 pour assister & la
reéussite du premier transfert d'un embryon,Vingt ans
plus tard,en 19732 naguit le premier veau 1ssu d'un
embryon congelé ,Depuis,la congélation des embryons n'a
cesse de se développer car elle présente un moyen
fiable,pratigue et peu onéreux de conserver de jeunes
embryons de & & £ jours,de dissocier c¢collecte et
transfert dans le temps et 1'espace,

De nombreuses recherches,faites sur les risgues
éventuels de transmission de maladies bactériennes et
virales,ont montré que ces risgues peuvent etre
réduits,voir nuls en respectant certaines conditions
de manipulation de 1'embryon in vitro;en conséguence
1'embryon congelé apparait conme un moyen sur
d'echanger du matériel génétigue,entre régions,pays et
continents & statuts sanitaires différents,

L'illustration du développement de 1l1'utilisation
d'embryonns congelés s'inscrit dans le succeés que
connaissent les importations d'embryons provenant des
Etats—Unis pour les centres d'insémination frangais et
les exportations gui sont pratiguées en direction
notamment des pays latino—américains,

Sur le plan technigue,la méthode de base dérive
de celle gqui fut mise auw point en 1972 par Whitingham
pour congeler de jeunes embryons de souris,

L'&volution des techniques a permis de simplifier
et de raccourcir l'&tape de congé&lation permettant
ainsi de la pratiguer dans les conditions de tervain,

Classiguement on congoit 1la congélation comme la
succession d'un certain nombre d'étapes clefs dont il
faut maitriser le déroulement pour obtenir wun taux de
survie convenable

Dans un premier temps les aspecis théorigues et
pratigues de la congélation seront &vogqués,puis nous
nous intéresserons aux résultats acqguis dans ce
domaine,avant d'examiner les principaux facteurs de
variations susceptibles de moduler le taux de survie
de 1'embryon congelég,



Apres avoir examinég l'aspect th&origue de la
cong&lation des embryons bovins, les technigues
utilisées dans ce domaine seront exposées,

A S S QUES 1S bt

—EMPRYONS

Apreéas avoir décrit dans un premier temnps les
phénoménes physigues et chimigques accompagnant le
refroidissement d'un ligquide,les conditions de survie
cellulaire a cette épreuve seront définies avant
d'énoncer les modalités théorigues de la cryoconserva-
tion de 1'embryons,

1) Hif . . ' e o mw
. SR . : :
Au cours de la congé&lation d'un milieuw salin, tel
le PES,deux phénoménes peuvent s'observer a partir
d'une certaine température

— La formation de cristaux de glace (changement
de phase) |,

- L'élévation de 1la pression osmotigque de 1la
solution saline qui accompagne le&e changement de phase,
s'accompagne de modifications chimigques du milieu
(augmentation de concentration de 11la phase saline,
modification de pH)Y), encore appelées " effet de solu-
tion "[Lovelock 1953b1l,

Ces deux types de phénoménes vont conditionner la
survie de 1l'embryon au cours de sa congé&lation,

Avant gue débutent les premiers essais de cryoccon-—
servation des embryons,des études de congélation ont
&Lé réalisdes sur d'autres types cellulaires,La congé-
lation de spermatozoides [Polge 1949]1,d'érythrocytes
fRapat=z 12€5] ou de fibroblastes [Farrant 1977 18251 a
montré gue la survie cellulaire reste inversement pro-
portionnelle a la guantiteé d'eau intracellulaire
présente au moment de la congélation,

En d'autres termes la survie de 1'embryon sst liée
a son degré de d&hydratation;dé&hydratation gui s'ef-
fectue 3 l'occasion de la congé&lation par &lévation de
la pression osmotigque du milieu,



Tout 1l'art de congeler les embryons revient alors
"4 mener & bien la déshydratation de ce dernier en limi-
tant les dommages occasionnés par la croissance des
cristaux de glace et les modifications osmotigues et
chimigues du miliew [Lovelock 1952b,Leibo 19771,

a9 i i s = i [ l= i 1 -

L'addition d'un cryoprotecteur et 1le contréle du
cycle de refroidissement et rechauffement sont les
deux &tapes clefs de la congélation des embryons,

Les cryoconservateurs sont des solvants organi-
ques gui Jdiffusent dans 1'espace intra-cellulaire,Bien
que leurs modes d'action soient mal CONNUS, on a
constate qQu'ils modifient les propriétés physigues des
solutions [Renard 198Zb,Heyman 19861 ,1Ils abaissent 1le
point de congélation du miliew [Leibo 19771,protégent
les cellules des "effets de solution" [Lovelock 1953a
1952b]l, modifient la formation des cristaux de glace
intracellulaire en diminuant la vitesse de cristalli-
sation et en favorisant la formation de cristaux ronds
[Mazur 1966,19771,1I1s auraient enfin un effet protec-
teur sur les membranes cellulaires,

La maitrise du cycle de congé&lation consiste,par
un lent refroidissement, a déeshydrater partiellement
l'em—bryon tout en limitant la formation de la glace
intracellulaire,A un certain niveau de déshydratation
l'embryon est alors plong® dans de 1'azote liguide
(-196°C) ,Trois parametres caractérisent cette premiére

phase de congélation :la température d'induction de
cristallisation du milieu, la vitesse de
refroidissement et la température de mise en place
dans l'azote ligquide,dé&éterminent l1'intensité de

déshydratation de l'embryon au cours de la congé&la_tion
LRenard 1982b,Herrera 198517,

L'étape de décong£lation s'effectus & une vitesse
suffisante pour empé&cher tout ph&noméne de recristal-
lisation de la glace,si 1l'embryon n'étant pas deshydra-
t& complatement,

ED ASPECT TECHNIQUE DE 1A CRYOCONSERVATION DES

les technigues actueliles de congélation des
embryons de bovins dérivent de la mé&éthode de base de
Vhitingham et coll, 13972 mis en pratigue pour congeler

des embryons de souris au stade & cellules,



Tableau N° I . Méthode de base uwtilisée pour la
congelation des embryons de souUris au stade S
cellules,

D'aprés Whitingham et coll, 1972,

- Equilibration des embryons avec un cryoprotec-—
teur (DMSE0 10 p,100),

- Induction & -5°C du changement de phase,

- Refroidissement lent de 0,2-0,2 *C par minute
Jusgu'a —-80°C,

- Stockage dans 1'azote liguide (-18& °C),
- Décongé&lation lente jusgu'a 0°C,

— Retrait progressif du cryoprotecteur par &tapes,

A partir de ce schéma,une méthode fut adaptée aux
embryons bovins et le premier veau naguit apreés
congé&lation et transfert en 19732 [Wilmut et Rouson 1,

Actuellement apres un peu plus de 10 ans de
recherche,on peut considérer gu'il existe une méthode
classigue de cryoconservation des embryons,utilisée
sur le terrain par les équipes de transfert , A celle-ci
s'ajoutent des procédés nouveaux gqui tendent a
simplifier et raccourcir le processus de congelation,

Chacune de ces technigues seront abordées en déga-
geant les é&léments les plus significatifs,

1 Description de la m&thode ﬁlassigue de
—congéelation

Le protocole habituellement mis en oeuvre pour
congeler—-décongeler les embryons bovins [Chupin 1985a)
Nibart ((19E8£),Rall (19&£),Renard (198Zb)]1] se congoit
comme une succession d'étapes clefs dont le respect de
leur sticte application est déterminant pour la survie
emnbryonnaire,

Classiguement on peut découpenr un cycle de
congélation—-décongélation en & &etapes dont nous
€tudierons les principales caractéristigques,

fa) Addition du cryoprotecteur,
(b)) Conditionnement de 1'embryon,
(c?) Contrdle de la phase de congélation,

(d) Conservation dans l'azote liguide,



{e2 Contrdle de la phase de décongelation,

(f>» Elimination du cryoprotecteur,

al dd it ~ ~ = o e

Utilise comme cryoprotecteur dans les premiers
essais de congélation,le DMSO0 fuit rapidement remplace
par d'autres glycols, Actuellement 1le glycernol est le
cryoprotecteur le plus employ@&,A la concentration de
10 p,100 (1,5 M) il est non seulement moins toxigue
gue le DMSD mais se distingue &aussi par uwune meilleur
stabilité chimigue et un meilleur effet cryoprotecteur
¢ 20 p,100 de glace en moins a concentration égale par
rapport au DME0),

[Bouyssou 1982,Renard 19E82b,Franks 1984 ,Heyman 19861,

Abandonnant 1la pratique des trois bains succes-—
sifs,l'addition du glycérol se fait en une &tape dans
un bain & 10 p,100 maintenu a température ambiante ou
a 27°C pour favoriser les €&changes cellulaires [Chupin
1987b21 ., L'embryon est placé dans cette solution de 10
& 20 minutes le temps que le cryoprotecteur diffuse
dans 1'espace intracellulaire [Chupin 1984b 1985b,Rall
189861,

b2 ¥ 3] i i ' ~
Initialement 1le conditionnement des embryons se
faisait dans des ampoules de verre,Cette pratique est
quasiment abandonnée,la paillette apparaissant comme
un moyen de transport simple et pratigue,

Figure N*1 : Schémas d'une paillette

Bouchon usine Bulles dair
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didentification
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Ce mode de conditionnement n'influe en aucune
maniére la survie de 1'embryon [Bielanski 1985 19861
et présente par ailleurs un certain nombre d'avan-—-
tages:

- de part sa forme cylindrigue,la paillette offre
une Jrande surface de contact pour un volume
reduit,Cette particulariteé permet d'envisager des
eéchanges thermigues trés rapides ( »200°C /mn),ce gue
l1'on recherche au cours de la décongé&lation,

- la paillettte apparait d'autre part comme wuwun
contenant facile a manipulenr et stocker ,L Une fois
l1'embryon monteé correctement entre deu:sx bulles
d'air,il reste facilement identifiable (bouchons de
couleurs différentes—inscriptions permettant d'identi-
fier 1'embryon).,La forme particuliere permet de 1la
stocker dans des bouteilles d'azote prévues pour la
conservation de semence,

- _.enfin ce type de conditionnement tend a
simplifier le travail de terrain en réduisant la
manipulation des embryons,L'exemple le plus frappant
est celle de la paillette au saccharose [Renard 1982a,
Leibo 19E51,Aprés décongélation le cryoprotecteur est
dilué en agitant la paillette (ce gui permet de
m&langer le milieuw de dilution contenant du saccharose
avec le milieu de congelation dans la paillette
meme),lae transfert s'effectue alors directement sans
manipulation supplémentaire de 1'embryon,

Figure N°®°2 ! Schémas d'une paillette contenant du
saccharose,

Bulles d'air ab:PBS+Saccharose

/\ b

d
Wiy b BTN N s .
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L'étape de congélaticn consiste & refroidir pro-
gressivement 1'embryon Jjusgu'a wun certain palier de
température avant d'étre précipité dans un bain
d'azote liguide,Le processus se distingue classigue-
ment par trois faits iaJjeurs [Renard 15982b, Chupin
1985b, 1986017,



- le changement de phase du milieu,
— la vitesse de refroidissement du miliew,

- le palier de température précédant la mise en
place des embryons dans 1'azote,

lx) = 1] = = 8 = b 01 i .

Pour éviter 1la surfusion,néfaste a la survie des
embryons,la cristallisation du milieu est induite a 1
ou 2 °C en dessous du point de congélation du milieu,

Dans 1la pratigque avec une solution & 10 p,100 de
glycérol,les embryons sont plongés directement dans un
bain a -7°C,Apreés guelgues minutes d'éguilibration (5
a4 10 minutes),la cristallisation du milieu est induite
en touchant les extrémités de 1la paillette avec une
pince préalablement refroidie dans de 1l'azote liguide,

B) Mitesse de refroidissement

Four obtenir  une deshydratation graduelle de
l'embryon,compatible avec sa survie, la vitesse de
refroidissement doit &tre relativement lente,Classi-
guement on opte pour une vitesse de 0,2 & O0,6°C par
minute,[Los Santos Valade=zx 1981 ,Renard 1821 ,Lehn

1983a, Bielanski 1984 ,Takeda 1985]

X)) i@ ~aturr :

Les premiers essais de congélation se sont
attacheés a deshydrater complétement 1'embryon,c'est &
dire a les refroidir progressivement Jusgu'a des
températures de -£8 -80°C [Whittingham 19721,Actuel-
lement on opte pour une déshydratation partielle de
l'embryon,celui-ci supportant sans dommage un minimum
de glace intracellulaire,Le palier de température se
situe aux alentours de -320 -325°C [Lehn 1981,Bielanski
1284, Takeda 19851, Cette pratigue racourcit considéra-
blement le cycle de congélation,

d? Conservation des embrvons dans 1 'szote :

A la fin du cycle de congélation,les paillettes
sont plongées dans l'azote liguide (=18&°Cl,Leur



conservation st alors assurée,ce gQui permet de dif-—
férer dans le temps et 1'espace,leur utilisation,
=3 S DS ) e ] D s

La décongélation s'effectue en une &tape,Lorsgue
les embryons étaient fortement dés hydratés (palier -£0
-30°C?,une dé&congélation 1lente a la vitesse de 12°C
par minute &tait la condition d'une bonne survie,
{Renard 1982ab,Cacheiro 198217,

Actuellement les embryons etant partiellement
deshydrates ,1a vitesse de décongélation doit é&tre trés
~apide,supérieure & 1000°C par minute,

[Renard 19&€1,1982ab,Chupin 15985b,1988&ab,UNCEIA 183871,

Sur le plan purement technigue,la paillette une
fois retirée de la bouteille d'azote est,soit direc-—
tement plongée dans uwun bain—-marie maintenu & 37-28°C
pendant une dizaine de secondes,soit est agitée dans
l'sir pendant guelgues secondes (& & 7)) avant d'é&tre
plong&e dans 1le bain—marie,D'apres Tadeka 1987,cette
derniére pratigue donnerait de meilleurs résultats en
limitant les cas de rupture de la zone pellucide,

£ Elimi t I " I . :
Apreas décongé&lation il faut eliminer le
cryoprotecteur qui est toxigue pour l'embryon,Le

retrait de cette substance ne peut s'effectuer en une
étape par dilution dans wun bain dépourvu de glycérol,
cette pratigue exposerait l1'embryon a un choc
osmotigue mortel (hyperhydratation de l'embrynon?
[Renard 1982b],Ceci expligue gu'il n'est pas possible
de mettre en place directement les embryons sans
gliminer le cryoprotecteur comme cela est pratigueé
dans le cas du sperme congelég,

La technigque 1la plus utilisée est basée sur 1la
dilution graduelle du glycérnl,Initialemaent an &
etapes [Lehn-Jensen 19E8tlabl,on opte actuellement pour
une série de guatre bains [10,0, 7.5, 5,0, 2,5 et 0O
p.100 de glycérsll dans lesguels 1'embryon séjourne 5
a 7 minutes avant d'&tre rincé asu PBSA [Renard 1982b,
Bielanski 19&85,Rall 19&8&1,



Les progres effectues dans le domaine de la
congélation des embryons visent a en simplifier 1le
processus afin d'en faciliter l'application sur le
terrain,

Si un certain nombre de travaux de recherche ont
eté réalisés,nous nous attacherons plus particuli-
égrement & ceux concernant la maitrise de la phase de
congélation et au probléme de l1'&limination du
cryoprotecteur,

a) c 2 z . n

Quatre procéedés permettent de simplifier et de
raccourcir le protocole de congé&lation,

x) _Congelation en deux etapes

Bouysson 1982,

Dans un premier temps la paillette tontenant
l'embryon est directement refroidie & -7°C,0On induit
manuellement 11le changement de phase en touchant uwune

des extrémités de la paillette avec une pince
préalablement refroidie dans 1'azote liguide,
Dans un second temps,on congale rapidement

l'embryon € > 10°C/mnl jusqgu'a la température de -25 &
-20°C,L'embryon est maintenu a ce palier une trentaine
de minutes avant d'@tre plongé dans 1'azote liguide,

B) ) i .. ) ) '| :

¥ Déshydratation partielle

La déhydratation partielle de 1'embryon se fait
par augmentation de la pression osmotigue du miliew,On
Uutilise habituellement une solution de saccharose a la
concentration de 0,25 & 1,0 M dans laguelle 1'embryon
séjourne de 5 a 7 minutes,

La premier procédé consiste a placer dans Ln
premiearv temps l1'embryon dans un mé&lange PBEBS-
cryoprotecteur [10 p,100 glycérol ouw propanediol en
volumel, durant ,15 a 20 wminutes,L'embryon est alors
partiellemnt deshydratg&d en séjournant 5 a 7 minutes
dans le mélange cryoprotecteur—-saccharose,
fBui—-Xuan—-Nguyen 1984, Chupin 1987a,1987b, Rall 1986,
UNCEIA 49871,

La seconde méthode revient 2 utiliser un seul bain
de FBS contenant 1,36 M de glycérol et O,25 M de



10

saccharose dans leguel 1'embryocn s&journe une dizaine
de minutes,La pénétration du cryoprotecteur et la
déshydratation partielle de 1'embryon s'effectuent en
une seule é&tape,

Lle tableau ci-dessous nous donne schématiguement
les différents technigues appliguéses dans ces deux
procédés,

Tableau n°l1 : Méthode de d&hydratation partielle

Référence | Nombre | Nature du SaccharoselDurége en
| étapes lcryoprotecteuri en M I minutes
| b e
i | | |

UNCEIA £7 | z l Gly, 2,1 M I 0,25 i 7

Chupin S | | | |

__________ (SN B (SR S
| | | |

Massip 87 | 1 i Gly, 1,26 M | 0,25 | 5

__________ | I I S
| | I |

Chupin 87 | 2 | Gly, 2,8 M | 0,25 | 7

__________ I S I S
| | 1 I

Rall 8& ] 2 I Gly, 1,5 M | 1.0 1 5

__________ | I S S
| i | |

Vincent E€61 2 | Fro, 1,0 M | 0,1 | 5

__________ L [ P e S D | Bt e S T
l i | l

Vincent S2&1 z | Fro, 2,0 M | 0.5 | 5

¥ Congélation rapide de 1'embryon
Deux méthodes sont utilisées:
(1) Mé&thode de Massip (12873

L'embryon ayant dé&ja été partiellement déhydrateé,
la température du dernier palier ne doit pas &tre
inférieure a —-25°C,

La méthode de congélation proposge revient, aprés
induction de la cristallisation & -7°C,& refroidir &
la vitesse de 0,Z°C/mn 1'embryon jusgu'a -25°C,

En effet en portant 1'embryon aux températures de
=320 ou =-35°C, 1a deshydratation cellulaire devient
excessive,diminuant de quelgues points le taux de
survie des embryons,



(2) Méthode de Chupin (1926abk)

La méthode proposée permet de congeler 1'embryon
en une etape sans induire manuellement la
cristallisation du milieu,L'embryon,conditionnég en
paillette,est maintenu dans 1le ¢l d'une bouteille
d'azote a wne distance (d) bien définie du niveau du
liguide, L'extrémité inférieure de 1la paillette est
refroidie & -170°C,la cristallisation s'amorce alors
automatiguement et remonte vers l'embryon gqu i se
trouve a la température de -9 —-11°C,[dlembryon—azote)
= 2/3 D + 2; D:distance azote—-coll, Aprés S5 minutes
d'équilibration, la paillette est progressivement
plongé&e dans 1'azote liguide,

¥
EMassip 19281

La wvitrification est un phénomé&ne physigue se
caractérisant par le passage progressif de l1'etat
liguide a 1'€&tat amorphe,solide,sans aucune transition
brutale,sans formation de cristaux de glace dans 1le
tas des solutions hydrigques,Cette technigque apparait
particuligrement intéressante dans la mesure ou elle
parmet de congeler des embryons en &liminant uwun des
facteurs limitants : la formation des cristaux de
glace intracellulaires,

La wvitrification du milieu se . produisant a des
concentrations é&levées de cryoprotecteur,la toxicité
d'un tel miliew fut réduit en en diminuwant la Jdurée
d'exposition des embryons et en uwtilisant un mé&lange
de deux cryoprotecteurs,le glycérol et le propanediol,

Techniguement,on procéde de la maniére suivante:

L'embryon sé&journe dans un premier bain [FES + 10
p.100 de glycérol + 20 p,100 de propanediocll pendant
10 minutes;il est ensuite monté en paillette dans un
second milieu titrant &5 p,100 de glycérol et 25 p,160
de propanediol en volume,La congélation s'effectue en
plongeant directement la paillette dans l1'azote
liguide,

b J liminastion wh'4 ot : s i

Les travaux dans ce domaine ont visé a4 simplifier
et raccourcir l1'étape d'élimination du cryvoprotecteur,
L'utilisation g ' une solution hypertonigue de
saccharose permet d'envisager le retrait du glycérol
en une etape (au lieu des quatre bains habituels),an
minimisant le nombre de manipulations de 1'embryon,
[Rall 198€& ,Renard 19E€2bl
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fpras avoir bDrigvement expliguée le wmwode d'actio
du saccharose, Nnous exposerons les modalités de son
utilisation pratigue,

lx) nj) L 5 10 ] ™ ) !

Le saccharose confére a4 la solution dans laguelle
il est incorpore Cici le FES) un fort pouvoir
osmotique,&tant donné qu'il ne diffuse pas dans
l'espace intra-cellulaire,Le principe d'é€limination du
cryoprotecteur repose sur cette facuwlté En présence de
ce milieu hyperosmotigue,l'embryon se& réhydrate pro-
gressivement au fur et & mesure de 1la diffusion du
glycérol;le saccharose se comporte comme un OsSmopro-—-
tecteur limitant tout choc osmotigue da & une
réhydratation brutale,

Le saccharopse agirait par ailleudrs auw niveau du
métabolisme de 1'embryon en facilitant 1le fonction-—
nement des pompes ATPF membrannaires,

By _Utilisation pratigue

Le saccharose s'utilise a des concentrations de
l1'ordre de 0,25 a 1,0 M,Le saccharose &tant toxigue
pour les embryons,le temps de sé&jour ne doit pas
dépasser 7 a 10 minutes pour une solution a 1,0 ™
[Bielanski 1985,Chupin 1387al] et un 20 minutes environ
dans une solution & 0,25 M [Heyman 1986,Renard 198Z2Zal,

L'addition du saccharose peut s'effectuer de
différentes maniéres [Chupin 1984a,1985b,1986b,Heyman
19841,

Aprés décongélation,le contenu de la paillette est
expulsé dans une solution de FBS contenant du saccha-
rose;l'élimination du cryoprotecteur s'effectuant
ainsi en dehors de la paillette,

’ La seconde solution consiste a uwtiliser la pail-
lette comme support du retrait du glycérol,

Dans uwun premier cas de figure [Renard 1982al,le
montage de 1'embryon permet d'associer dans la mé&me
paillette le milieuw & 10 p,100 de glycérol (contenant
l'embryon) et la solution de saccharose, les deux
milieux ¢&tant séparés par une bulle d'air (Figure
Nn°32) , Apréas décong&lation,on agite la paillette de
maniére & chasser la bulle d'air permettant ainsi au
deux fractions de se mé&langer,sans que 1'on ait besoin
de manipuler 1'embryon,
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Figure n®*3 ; Schémas de la paillette de Renard
Bulles d'air ab. PBS+Saccharose
. — -y & 5 ERPREXIE W vsresi

PBS + Glycerol

Embryon Bouchon

didentification

L'autre type de montage vise a simplifier au
maximum toute manipulation [LMassip 195871 ,L'embryon,
préalablement déshydraté dans le mélange glycérnol-
saccharose,est monté en paillette en utilisant le me&me
type de milieu, Apreés décongélation,la fraction saccha-
rose permet a 1'embryon de se réhydrater progressi-
vement au fur et a mesure de la diffusion passive du

glycérol,
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II RESULTATS ET FACTEWURS DE VARIATIONS

Dans cette seconde partie, les résultats acquis
dans ce domaine et les facteurs suceptibles
d'influencer 1le niveau de survie des embryons seront
exposeés,

A RESULTATS

Ce chapitre aborde les résultats concernant la
survie des embryons aprés un cycle de congélation—
décongélation,

Nous nous intéresserons aux critéres permettant

'apprécier la survie et le développement de
l'embryon,avant d'exposer les résultats enregistirés in
vivo et in vitro,Un tableau rendra compte des niveaux
de surwvie obtenus avec les différents types de proto-
coles mis &en oeuvre,

1) Critéreg d'appréciation

L'appréciation de la survie des embryons peut
s'effectuer selon deux méthodes in vitro en
contrélant le développement en culture et in vivo en
examinant le taux de gestation aprés transfert,

i la premiére pratigue permet de traiter un
nombre plus important de données en limitant les couts
d'investigations,la seconde reflete la réalité exacte
du ph&noméne,

La corrélation entre ces deux méthodes d'appréci-
ation n'est pas constante Elle existe dans certaines
circonstances [Herrera 1985]1,ce gui permet d'exploiter
les résultats obtenus in vitro pour prejuger toutefois
de la suwrvie in vivo,l'importance de la mortalité em-—
bryonnaire dans 1'espéce bovine [Renard 1982bl limite
l1'interprétation des resultats de culture et
priviligie les expériences de transferts aprés décon-
gelation,

Nous aborderons successivement chacune de ces
technigues d'appréciation,en analysant les méthodolo-
gies wtilisées,

ad S 3 i i 5 i i itro

Apres décongélation et &limination du cryoprotec-
teur,les embryons sont mis en culture pendant 24 & 48
heures ,période durant laquelile leur survie est
evaluée,
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Les embryons sont mis en culiure pendant 24 & 48
heures & 27-3238°C dans wun milieu approprié a leur
développement ,On utilise a cette fin trois types de
milieu

- Milieu B2 gazé a 5 p,100 de COZ,
Eouyssou 192
Bui-Xuan—-VGuyen 1934
Renard 1982a

- Milieu HAM F10 gazé a 5 p,100 de COZ et enrichi en
serum de veauw foetal (SVF) décomplémenté a raison de;
5 p,100 [Takeda 19E851]
10 p,100 [Niemann 1985 ,Voelkel 19E41]
15 p,100 [Takeda 19871
20 p,100 [Bondioli 19857,

- Certains auteurs ([Bielanski 13984 19g¢,Chupin 1984b
198€a 1987a,Farrand 1985,Lehn—-Jensen 19811 wuwtilisent
comme milieu de culture du FES enrichi en SVF
décomplémente (10 & 20 p,100),legquel est parfois gazé
[Cacheiro 18813,

B Modalites d'appreciation degs embrvons @

Le jugement des embrvons fait appel a
l'observation ainsi gqu'a certains tests biochimigues,

o | 'observation morphologigque permet d'estimer 1la
gqualité et le degré& de développement de 1'embryon, Au
stade morula et blastocyste (J7 - J8),on distingue
quatre catégories d'embryons selon leur gualiteée;
excellent,bon,moyen et médiocre L[INRA 12801,

La figure n°4 schématise 1'aspect morphologigue
d'un embryon au stade morula puis blastocyste,

Jb6
J8-J9
Morula Blastocyste
zone pellucide
blastoméres zone pellucide trophob]aste

blastocoele

espace périvitellin bouton embryonnaire

nombre de cellules :30 a 60 nomore de, cellules : 70-180
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Le tableau nelil résume les critéres
d'appréciation utilisés,

Tableauw n°II : Appréciation de la gualité et du degré
de développement des embryons d'aprés 1'INRA 19850

¥ Jugement de la gualité d'un embryon,on
recherche et observe

1) L'intégrité de la zone pellucide

(2) La forme générale de 1'embryon
- régularite
- Dopacite
- aspect des structures visibles
(trophoblaste,bouton embryonnaire,
blastoconele)

(2) Aspect de la masse cellulaire
- degré d'agrégation des cellules
- cellules détachees
- taille des cellules
- signe de dégénérescence cellulaire
(noyau picnotique,vacuolisation)

¥ Jugement du développement des embryons,on
recherche

(1) Stade morula : apparition du blastocoele

(2) Stade blastocyste
Jeune blastocyste:développement du blastocoele
Elastoncyste &panoui:sortie de la zone pellucide

Certains tests biochimigues permettent de juger
moins arbitrairement la vitalité des embryons,

Le test d'absorption du glucocse mesure 1'intensité
de l'activité métaboligue des embryons & J10,Seuls les
blastocystes glucose + (consommation de Jlucose
superieure a 2.5 pg par h de culturel) sont estimés,
viables,donc transférables [Renard INRA 18E01,

Les procédés actuellement les plus uwtilisés sont
des tests de coloration présentant le dowuble avantage
d'&tre facilement mis en oeuvre et rapidement
interprétables,

e Le test au diacétate cde fluoresceine CFDA)

apparait comme &tant le plus utilisée [Bielanski 19E&,
Elakewoond 1827 ,Franks 1985, Renard 1982b,Rodrigues
19871 ,Le FDA diffuse dans 1'espace intra-csllulaire et
devient fluorescent au contact des hydrolases

présentes dans les cellules vivantes,Une incubation de
Z & & minutes dans le FDA est suffisante pour trier
les embryons [INRA 19801,
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¢ D'autres types de colorants sont uwutilisés,

Renard (1982c) propose l'utilisation conjointe
de deux colorants le rouge neutre et le bleu
trypant,Le principe repose sur le fait gue seuls les
embrynns viables,plongés 5 minutes dans une solution a
0,02 p,.100 sont colorés par le rouge neutre,lLe bleu
trypan,permet de marquer les embryons qui ont
dégénérés ou gui sont morts,

D'autres auteurs (Mechekour 19863 ont testé des
ctolorants comme 1'é&obpsine B,Si cette substance s'avére
efficace pour Juger des embryons de souris,son
caractére toxigue limite son usage dans les conditions
de pratigue,

b Ru i i mi= Urvie in vivo :

L'appréciation de 1la survie in vivo de 1'embryon
reviant a constater la gestation apreées transfert chexz
une vache receveuse,

Un premier diagnostic de gestation est effectud &
21 Jjours par dosage de la progestérone plasmatigue,Une
palpation rectale vers £0-390 jours confirmera ce
diagnostic,Cette méthode permet de tenir compte du
phénoméne de mortalité embryonnaire gui est important
dans 1'espéce bovine,

2) _Résultats moyvens de survie des embryvons
~Longelés ¢

Les résultats exposés correspondent a des valesurs
moyennes JQui ont le mérite de refléter le niveau
actuel des recherches en matiére de congélation des
embryons,

a)d Reswltats in vitrno -

Trois paramétres caractérisent la survie in vitro
des embryons apres décongélation,ce sont

- i'aspect morphologigue aprés décongélation
- le développement aprés Z4 h de culture
— le développement aprés 48 h de culture

Lte tableau n°III nous donne les valeurs moyennes
observées ces derniéres annges |,
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Survie in vitro de 1

décongéelation,

r
i
m
i
¥
i
=
(]
(]

¢ Aspect aprés décongélation
Z1 & 85 p. 100 des embryons apparaissent normauss
aprés décongélation,
Bielanski 19&£¢& Eouyssou 19!
Renard 129221 19&2s5
¢ Survie aprés 24 KL de culture
Le poucentage de développement est de_£5 p 100,

]

-
—

L

Eielanski 1985 Blakewnod 198
Enuyssou 1982 Chupin 188&b 19&87a
Lefn=-Jensen 1981 Massip 19E6

Renard 1926 Takeda 19EES

e Survie aprés 48 h de culture
Le pourcentage de dévelopement est de_S50 p 100,
Eouyssou 1922 Euli—-Xuan—-NGuyen 1954
Cacheiro 18983 Renard 1982a

b) _Resultats in vivo

Le taux de gestation permet d'apprécier la survie
in vivo des embryons apreés décongélation,

A l'occasion du 2° collogue de 1'AETE (Association
Européenne de Transfert Embryonnaire les 4 et 5 sep-
tembre 1987 ,Nibart et Thibier (UNCEIA) ont préciseé
quel est le taux moyen de gestation qgque 1'on peut
espérer aprés transfert,[Tableau n°IV]

Tableau n?IV : Taux de gestation aprés transfert,
influence de la congélation et du mode
de transfert [Nibart 2t Thibier(49)1,

e Mode de i Mode de ! Taux de
censervation ! transfert | gestation (S0Cj3J
_________________ N V) VeI VN | B S P
l I
Frais 1 Cervical | 50-&85 p,100
_________________ S |
! |
Congeleée l Cervical i 50 p,100
_________________ N T CE TR | O,
| |
Congelé | Chirurgical | 55 p,100
_________________ e U S N | P S e
23

Le niveau moyen de survie in vitro et in vivo ne
refléte pas la diversité des procédés de congé&lation
des embryons, Il nous a dnonc paru intéressant de
relever,a 1l'aide du tableau n°V,1i1a technicité et les
résultats obtenus avec ces différents protocoles,
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Tableau n® V : Frotocole de congélation et survie des

FROTOCOLE DE *  CLASSIGUE (6,3 -0,5 *C/mn) % EN DEUX % EN UNE & VITRIFI- & AUTRES PROTOCOLESY
CONGELATION % Variante | fprés dés §  TEMPS ¥ TEMPS % CATION &% b
SO N 4 I (30 fhydratationd 4 ] 4 D¥ED 1Propanedinl
_____________ S SRS PR N P S SN SN S N
bt ! | | b i b 4 | b

REFERENCES  #Cacheirs IChupin S4alChupin ¥ Massip €7 § Eouyssoud Chupin ¥ Massip  %tBouys-| Remard %
%1983 [Niemann €51 19%4a % ¥ 1982 ¥ 1986b % 19%¢ % osou | 1961 %

%Elsden  [Renard €2allehn ¥ 4 ¥ b ¥ 82 | ¥

¥ 1992 | [Jensen ¥ ¥ | b X | ¥

% | | 19832 & X b H b3 I ¥
_____________ SRS VS, R WP S SR . N, SN | S
NATURE CRYOPROTECTEUR | | b % ¥ i b | b
Enp, 100 % [ l % H * % b | ¥
¢ Glycdol % 10 1 10 1 % 10 ¥ 01 % 10 $10et 2854 | *
¢ DMS0 b | I % b % b o1 *
¢ Propanediol® | I 3 H b ¥ 20 et 25 % I 10 ¥
_____________ > S SR P S SR N T N P
ADDITION CRYOPROTECTEURI I ¥ X * b % | ¥
¢ 3 bains ¥ (+) | (3 | =) ¥ =) - S T S € I ¢ =) % (#) | (4) %
o | bains % =) |1 E () % () ¥4k (1) % 1 % (=) (=) %
_____________ - S N W WO TS T . S R
DESHYDRATATION | | % % b % b | ¥
Saccharose % | | H * b b b | b
025400 K%  £~) | =}y | =y ¥ () 3 (=) X (H 3 =) % (=] (=) %
53 10nn b | | ¥ b b H X | b
_____________ N I . T SR SN W S W -
CONDITIONNEMENT | | b ¥ b4 X % | H
1 Paillette % (+y | () 1 () % (+) % (&) % () ¥ (#) % (+) | (+) %
v Ampoule ¥ (#) =y { =) & (=) ¥ ¢ r =% ) % (=) (- %
_____________ ) (SR DU WS | N S TN SR (S [
CONGELATION # | | b X % b % | b
v Températuret -7°C |} =-7°C | -7°C ¥ ~-7°C % ~-7'C % K £-7T'Cl1 =1'C 3%
cristallisation | | b b * ds col % b | b
¢t Vitesse de & | | b b ¥ bouteil, dams & | H
refroidissenent ,3°C/mnl 0,3°C/mn 10,2°C/munk 0,3°C/mn X 10°C/nn % d'azoted 1'azote % 0,3°Ct  0,3°C/mn%
o Palier d' ¥ | | b b ¥ pendant# % | b
immersion ds ¥ ~30°C 1 -30°C | -30°C % -25°C ¥-30°C % GSamntk t =30°Ct -30°C %
N2 liguide % l | b %pd 30 mn X b b ! b
_____________ b " k__ U S T TR S, S
DECONGELATION® i | b b b b ¥ | b
v Eau 37-38°Cx (1) | (#) | (+) % (¢} % (&) % ) % (&) % (H) | (+) %
_____________ S U U S S S ST S S
ELIMINATION % | | b b b 3 H | X
CRYDPROTECTEUR [ { ¥ ¥ H ¥ b ; b
v Dbaing ¥ {#) | (=) (=) X =y % =) ¥ (=) % (=3 % {49 | (+) %
v Saccharose ¥ (=) 1 (4) | {4) % () % (&) ¥ (# % ) F =2 (= %
_____________ - . W T TR S N SN . S
RESULTATS % ! ! % b i b b ! %
¢ Culture % | | H % tJb BE X * | 3
» Décong, ¥ 79-87 WL 82% i 7 X ? PO 1 T SN G (O $33¢ 1 ? b
24 h % 56 %! ? 160-70 % % ? ¥ O 50% ¥ 17-68 4% 1 T38| ? b
48 bo24-50 %1 87 % | b ? ¥ 025 F 44¥% % 7 r1e a1y %

v Taux de % ! {51 & X% b b ¥ 1) Elask | X
Gestation % 5C-65 %1 40-50 % Mo 46 %% S24¢% % 7 ¥ 7% #39Z|Porula4 (. ? %
X l |Bla 54 &% % * % 0%Blasto % | %

H ! | % x i H 4 l b3
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= ToliDe e IAB T AT TAR
B2 FACTEUR DE VYARIASTION

En dehors des différentes techniqgues de congeé-
lation, les principausx facteurs da variation
proviennent d'aprés Nibart 1986 de

- la techniciteée de 1'équipe

— la donneuse et du taureau utilisé pour 1'IA
ou la saillie,

- la gualite des embryons

- l'interval de temps entre la collecte et la
congélation

S'il est difficile d'apprécier 1'impact des deux
premiers facteurs,certains travaux ont clairement mis
en évidence 1'importance de la gualitée de 1'embryon et
du déelai entre collecte et congélation sur la survie
de 1'embryon aprés congélation,

Nous nous attacherons a étudier 1'influence de ces
deux paramétres en étudiant successivement

o l'impact du dé&lai séparant la collecte de 1la
phase de congé&lation,

e l'importance du choix de 1'embryon,

¢ 1'influence des traitements subies par 1'em—
bryon avant congélation,

D'aprés 1les travaux de Fettit 1885,1a durée du
delai séparant la collecte des embryons de leur
congelation est déterminant guant & leur survie,

51 le délai dépasse trois heures,la survie des
embryons aprés congelation diminue significativement,

Le tableau n*VI illustre ce propos en rapportant

le taux de gestation & 90 jours en fonction du déelai
collecte—-congélation,
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Tableau neVI ; Taux de gestation apreées transfert
d'embryons bovins décongelés,en fonction du de&elail
collecte—-congélation,D'apres W, H, Fettit 1985,

Intervalle de temps |
entre |
Collecte et congé&lation |

x de gestation
En p,100

Inférieur a 2 heures
De 2 & 4
De 4 a3 5 hesures

De

n

Dans ce chapitre nous nous intéresserans a
1'influence du stade de développement et de la gQualité
de 1l'embryon,

al D - . i

_1l'embrvon

Habituellement la congélation concerne des em—
bryons au stade morwla ow blastocyste,Il est possible
néanmoins de congeler des embryons plus jeunes,de une
a deux cellules,mais le niveau de survie in vitro
reste faible (de 1l'ordre de 33 p,100 aprés 24 heures
de culture),[Vincent 1985,19861]

A un niveau de développement plus avancé (morula,
blastocyste) le tauwx de survie de 1'embryon dépend du
couple degré de développement—-mode de congélation,

Ainsi on observe un taux de survie comparable pour
un blastocyste et uwune morula,si cette derniére est
congelée (a la vitesse de 0,3°C/mn) a un palier de
température plus bas,L'explication de ce phénocmane
vient du fait gue les cellules de la morula &tant plus
grosses, les é&changes hydrigues avet le milieu exteée-
rieur sont plus lents,Le méme degré de déhydratation
est ainsi obtenu en prolaongeant la courbe de
refroidissement de gQuelgues degrés,

b3

Nous examinerons successivement 1'influence de 1a
qualitée de 1'embryon au moment de sa congélation,puis



22

nous aborderons le rdle controversé de la zone pellu-
cide,

¥ Dans le domaine de 1la congelation,on retiendra
l'importance primordiale de la gualité de 1'embryon en
tant que paramétre déterminant la survie de celui-ci,
CLeibo 1987 ,Massip 1982 ,Niemann 1388&1]

Le tableau suivant illustre 1la relation existant
entre la Qqualité de 1'embryon et sa survie aprés
congé&lation,

Tableau n°VII : Influence de la qgualiteé de 1'embryon
bovin et survie aprés décongélation et culture in
vitro,

D'aprés Kennedy 13SE3,

PODURCENTAGE DE

QUALITE DE SURVIE AFRES

| | ]
L'EMERYON | DECOMGELATION I DEVELOFFPEMENT |
| En p,100 | NORMAL En p,100 |
______________ e e V]
1 | |
Excellent (13 | 100 (N:11D I 91 (N:11) I
| | i
Bon (2) | 86 (N:28) I 50 (N:28) |
| l |
Moyen (3) | 83 (N:24) | 29 (N:24) |
| | |
______________ . | P |
Sur le terrain l1'application de ce principe

revient a congeler uniguement les embryons de bonne
qualité,sélectionnés d'aprés leurs aspects morpholo-
giques,Le tableau n°*VIII illustre ce principe,

Tableau n°VIII Influence de la qualité de 1'embryon
bovin et taux de gestation aprés décongélation et
transfert cervical ,[Leibo 19861

| TAUX DE GESTATION
| APRES DECONGELATION

| ET TRANSFERT CERVICAL
| En p,100

QUALITE DE
L'EMERYON

Excellent 49 % (24/172)

24 % (20/83)

|
|
i

Eon l 45 % (987220
|
Mauvais |
|



23

¥ La Tone pellucide gqui enveloppe la masse
cellulaire de 1'embryon,a une importance plus ou moins
controverseée,

Selon Farrand 1985,1a Zone pellucide n'a pas
d'influence sur la survie de 1'embryon aprés le stade
morula compactée, niveau de développemnt a partir

dugquel la cohésion des blastoméres devient importante,
Cependant 1les résultats de survie,aprés congéelation
d'embryons sans pellucide,restent contradictoires,
Certains [Blakewood 1987 ,Niemann 1286 ,Rorie 1987,
Scripongpun 198€ab,UNCEIA 19871 estiment gue la =zone
pellucide n'a auvcune impact sur la survie de 1'embryon
congelé, D'autres [Kanagawa 1879 ,Lehn—Jensen 19211
pensent que la £ a un rédle cryoprotecteur qui
augmenterait de guelgues points le taux de survie
apreés congé&lation de 1'embryon entier,

Dans ce paragraphe,nous soul@&verons les problémes
liés a la bissection de 1'embryon et a 1'intéré&t d'une
période de cuwlture avant le cycle de congélation;

a) i < i ) 1 '

La biopsie du trophoblaste,pratiguée dans 1le but
de sexer les embryons,est une manipulation compatible
avec la congélation de ce dernier, .

D'aprés Heyman (26) les pertes cellulaires con-
sécutives a cette intervention ne sont gue de 10 p,100
ce gqui permet d'envisager de congeler avec succés les
embryons biopsés,

D'aprés Nibart et Mechekour 1927b les taux de
gestation aprés biopsie et transfert sont voisin de 20
P.100,

b) i | + s N - L 1 ¢ .

La bissection,elle,se traduit par une destruction
cellulaire plus importante [15 & 18 p,100 des cellules
d'aprés Chesné 1987;en congélant des demi-embryon on
ne fait fait gu'aggraver 1les pertes cellulsires gui
depasse 25 p,100 de 1la masse cellulaire initiale,Une
telle destruction permet d'assurer gu ' un taux de
gestation proche de 25 p,100,

Le tableawu n*® IX nows donne les taux de gestation
obtenus en fonction du nombre d'embryon congelée,Si le
taux de gestation st de 56 p,100 pour le blastocyste
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entier,il tombe & e p.10 pour le deml—embryon
EScriponghun 19S€abl,Aucune gestation n'a &té obtenue
a& partir de guart d'embryon congeleée,

Tableau n°*VIII ; Bissection et congé&lation
Influence de la gualiteé de 1'embryon,
D'aprés Scriponghun 198&ab et Heymann 1254,
NER D'EMBRYONS MIS i TAUX DE GESTATION
EN PLACE !
|

2 Blastocystes entiers

1 Blastocyste entier

1 Demi-EBlastocyste

|
i
|
l
|
2 Demi—EBElastocystes | &1 p,.100O
|
|
|
|

Pour améliorer la survie du demi-—-embryon congelé,
deux voies ont &té& exploreées,

La premiére wvole consiste aprés bissection d'un
blastocyste de qgualitée 1 (excellent?) ou 2 (bon)
mettre en culture 1les demi—-embryons pendant 4 &
heures avant de 1les congeler , On obtient un taux d
survie in vitro de 45 p,100 (85 p,100 pour le

embryons entiersl)iChesne 1987,Heyman 198&5,UNCEIA 189E&71

mmp Mo

Une duree de culture supériedure & 4 heures,de
I'ordre de 24 heures,a un effet dépresseur sur 1la
survie du demi-embryon,[Farrand 13885,Petit 1985]

Le second procédse revient a pratiguer la
bissection aprés la décongélation de 1'embryon entier,
[Lehn—-Jensen 12E85Eb,Rorie 1887, Takeda 1SE7 ,UNCEIA

19871,

Il semble gu'actuellement la premiére m&thode soit
plus avantageuse,car elle permet d'obtenir uwun taux de

gestation de (54 p.1002,alors gqu'avec ile second
procé&dé seulement 22 =, 100 des demli—-embryons se
développent LScriponapun 198sb,Pettit 19851 ,Les

résultats resten n&anmoins contradictoires,
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Concusion

Lta congélation des embryons bovins a favoriség le
développement de la transplantatian embryonnaire,en
permettant de différer dans le temps et dans 1'espace
l'acte de transplantation de la collecte,

Actuellement sur les 10 000 transferts effectug&g en
1986 ,plus du tiers concernent des embryons congelés,

Techniguement le taux de gestation aprés transfert
chirurgical d'embryons congelés reste légérement
inférieur (52 p,100) & celui qui est obtenu avec des
embryons frais par voie cervicale (50 et €5 p,100),

Les progreés effectueés dans le domailne de la
cryoconservation des embryons tendent vers une réduc-—
tion &t une simplification des processus,0On envisage
d'appliguer sur 1le terrain des technigues permettant
de raccoucir la durée de 1la phase de congélation
(Congélation en une a deux &tapel) et de simplifier le
procédé de décongélation en wtilisant des paillettes
contenant du saccharose,
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II PARTIE

ETUDE EXPERIMENTALE

Survie du Demi-Embryon

de Souris Congele

&nfluence d'une période d'une culture de guatre heures
entre la bissection et la congélation]
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Apreés collecte,l'utilisation de l1'embryon bovin
s'effectue selon +trois voies:le +transfert directe,le
transfert des demi—-embryons aprés bissection ou 1la
congé&lation de 1'embryon gui sera utilisé ultérieu-
rement ,Actuellement il parait impossible de pratiguer
une bissection et une cong&lation sur le meéme
embryon;ces deux manipulations se tradwuisant par une
perte de plus de 20 p.100 des cellules tHeyman
1986),1e taux de gestation gJgui en résulterait,serait
incompatible avec une pratigue de terrain,

Four pallier ce phénoméne, deux solutions sont
proposées,La premiére consiste a pratiguer la
bissection aprés décongélation de l'embryon (Rorie
19€72,1le second procéeds& revient a mettre en culture
l'embryon bisségqué guelgues heures avant d'effectuer
sa cong&lation (Chésne 1887,

Notre &tude se propose d'évaluer l'effet d'une
culture de 4 a €& heures avant congélation sur 1la
viabilité de 1'embryon de souris congelég,

Nous aborderons dans un premier temps les
technigques et 1les méthodes mises en oeuvre dans ce
protocole puis nous nous intéresserons aux résultats
de 1l'expérimentation,



I _MATERIEL ET METHODE

Nous aborderons successivement les problémes de la
production des embryons de souris, de leur
bissection, de leur congélation et du jugement des
résultats aprés décongé&lation,

1) Wil . 1 & ' ) :

Des souris 4&gées de £ A& 1& semaines ont &té
superovulées par des i1injections inta-péritongales de
10 UI de PMSG (CHRONOGEST d4d'INTERVET?,

Quarante huit heures aprés,l'ovulation est
provogquée par 1l'administration inta-—-peéritonéale de 10
Ul d'HCG (ORGANON ND)J),.La mise au mé&le (1 méle par
femelle) est faite immédiatement aprés cette dernidgre
injection,

b)Qb_l_l_e_c_LLd_e_s_emb_r_wz_nﬁ_:

Trois Jours apreas l'injection d'HCG, les souris
femelles sont sacrifiées,Les carnes utérines sont
prélevées puis perfuséges avec 1 ml de tampon phosphate
(FBS) ,

La collecte et la recherche des embryons
s'effectuent a 1l'aide d'une loupe Nikon ASEM Z 10 au
faible grossissement (x20-202 ,Les embryons sont
prélevés & 1l'aide d'un micro—aspirateur {(BRAND 259)
puis,sont rincés & fois dans du FESA r2g/1
d'albumine), preéalablement filtrés =1 l1'aide d'un
micro—-filtre (Millex—GS Non pyrogénic

stérile,0,22pum ,MILLIPORE SA), avant d'&tre jugés,

c) Jugement des embryons

La gualité des embryons collectés est apprécig&e en
fonction de leur aspect morphologiguse (INRA 19802 &
l'aide d'une loupe binoculaire (Nikon ASM Z 10) au
grossissement 20,

Nous nous sommes intéressés aux embryons au stade
blastocyste gui ont &té& jugés en gquatre classes
¢ lasse 1 (Excellent) : Stade normal de développement
- masse cellulaire homogéne
- couleur normales
- pas de cellule &chappée
- membrane pellucide intacte



e Classe 2 (Bon) : Un embryon de type 1 avec qgquelques
défauts,
- déformations de la masse cellulaire
- coloration hétérongéne

¢ Classe 3 (Moyen) ; Embryon en retard de
développement,
- taille des cellules hétérogénes
- présence de cellules vacuolisees ou picnotiques
— coloration hé&térongene,noirdatre

¢ Classe 4 (Mauvais?) ; Embryon dégénéré |
- cellules détachées
- cellules déformées
- cellules dégénerées (vacuolisées et picnotiques)

Seuls les embryons,au stade Jjeune Dblastocyste et
blastocyste épanoul,de gualité 1 et 2 ont &té utilisés
dans ce travail,

¢ Micro—manipulateur

Les embryons ont &té bisséqués & l'aide d'un mi-
cro—manipulateur de margue ALCATEL CIT,comportant deux
postes dont le systéme de transmission est pneumatigue
et homothétiqgue,

Le poste A supporie le micro-scalpel gqui a &té
fabrigué a partir d'un &clat de lame de rasoir,

La micro-pipette de maintien est fixée au poste E
du micro—manipulateur,

e Micro-—forge

Une micro—-forge (ALCATEL) a servi a confectionner
les micro—pipettes de maintien dont le diameétre
extérieur est de £0 a 100 pm,Les extrémités des
pipettes ont &t& rodées avec la microforge,

¢ Loupe binoculaire

Les manipulations ont &té effectuées sous loupe
binoculaire de margue NIKON (ASM Z210) au grossissement
20 fois
Lo i ¥

b hode de bis ' :

Les embryons,une fois rincés,sont déposés dans une
boite de Pétri contenant du FPBES,préalablement filtrés
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Figure n®1 : Technique de bissection,

Regl . tallati ;
Le micro-scalpel est perpendiculaire a la pipette,

La lame est placée au dessus de 1'embryon,

La  lame est abaissée de maniére a prov
1‘ouverture de la zone pellucide,

Un 1léger mouvement de va et vient divise 1la
embryonnaire en deux parties égales,

oquer

masse

Un mouvement de rotation du micro-—-scalpel détache les

deux demi-embryons,




=

a2 l'aide d'un microfiltre (Millex—GE Non pyrogénic
stérile,Q, 22 pm,MILLIFORE EA),

La technigue de bissection est la suivante
[Figure n°113]

(17 En exergant wne 1légere dépression,l'embryon
est maintenu a 1'extrémité de la micro-pipette de
telle maniére gue le micro—-scalpel pulisse couper en
deux parties egales, le bouton embrvonnaire,et le
trophoblaste,

2 On place le micro-scalpel au —Jdessus de
l'embryon dans 1'axe du bowuton embryonnaire,

(27 Le micro—-scalpel est abaissé d'un seul jet:la
membrane pellucide ploit un instant puils ceéede brusgue-—
nent,la masse cellulaire est instantanément coupée en
deux parties é&gales,

(4) 0On diminue 1la dépression de la pipette de
maintien,la bissection est alors achevée en bougeant
légérement le micro—-scalpel,

(5) 0On déplace latéralement le micro-scalpel ce
qui a pour effet de séparer les deux demi embryons,

Les demi—-embryons sont soit mis en culture soit
directement congeléas sans gtre remis dans leur
membrane pellucide,

Le matériel Lutilisé pour la congelation des
embryons ,est le suivant

€ Faillettes de c,25 ml (IMY France) et bouchons
d'identification en plastiqgue,

¢ Une bouwteille d'azote ( Air Liguide £, A France 2
contenant 5 & € cm d'azote liguide,

¢ |2 congélateur d'Elsden se compose |
- d'un thermométre digital (n°8500-40 COLE
PARMER Usa )
- d' un thermo-couple (type T COLE PARMER USA 2
— d'un cylindre mé&talligue percé d'orifices
destineégs & recevoir les paillettes,
— d'une tige métaliligue en T percée de trous a
intervalles réguliers,
- d'une tige métalligue droite,
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¢ Préparation du congélateur
La cuve d'azote est remplie de 534 &€ cocm d'azote

ligquide,
Une paillette de 0,25 m1l est remplie de FES
contenant 10 Pp.100 dJe glycérocl,On introduit alors

l'extrémité du thermo—couple dans la paillette témoin,
de maniére a 1le placer au niveau ou se situerait
l'embryon (moitié de la paillette),La paillette témoin
est alors introduite dans un des trowus du cylindre,0On
fixe 1le thermo-couple & la barre en T laguelle est
visge dans le cylindre suivant son grand axe L[Figure
n°*31],

¢ Congé&lation

Le cylindre est placé dans le col de la bowuteille
de telle manigre gue la température du cylindre se
stabilise autour de - 7°C (de -& a&a -9°C),

Les embryons ou les demi—-embryons destinégs a etre
congelés,sont placés dans une petite boite de Pétri
contenant du PBSA (2g/1) additionng de 10 p,100 de
glycérol ,Ils y sé&journent une dizaine de minutes avant
d'&tre montés dans des paillettes de 0,25 ml,a raison
de 4 a 5 embryons ouw demi—-embryons par paillette.lLe
montage s'effectue en aspirant des fractions de
milieu de congé&lation et d'air, dans 1l'ordre suivant;

Glycérol Glycérol Glycérol
PES - air - PBS + embryon - air - PES
Chague paillette est fermée par un bouchon en

plastique suUr leguel on porte les indications
necessaires pour identifier l'embryon ou le demi
embryon,

Les paillettes sont placées directement dans les
orifices du cylindre,maintenues aux alentours de
-7°C.,L'égquilibre thermigue de la paillette s'effectue
en 1 a & minutes, Apreés 10 minutes a cette
température,on induit la cristallisation du milieu
contenant 1'embryon en touchant une des extrémités de
la paillette avec une pince préalablement refroidie
dans de 1l'azote liguide,

Aprés guelgues minutes (32 & &£):;le cylindre est
descendu légérement dans le c¢col de la bouteille de
manidre a3 amorcer un refroidissement & la vitesse de
0.2 & 0,5°C/mn,Cinguante & soixante-dix minutes plus
tard on margue un palier de guelguwes minutes (4-5) & -
20°*C avant de plonger les paillettes dans l'aznte
liguide,[Figure n°Z21]



Selon le protocole de Takeda (1987a),les
paillettes sont maintenues guelgues instants (&5 a &
secondes) dans 1l'air avant d'etre plongees dans uwune
cuve d'eau maintenue a 37°C et agitée doucement
pendant une dizaine de secondes,

b) . - _— . . ;

L'é¢limination du glycérol est réalisée par
dilution progressive du cryoprotecteur ,L'embryon est
placé dans 4 bains & concentration décroissante en
glycérol (10%, 7.,5%, 5%, 2,5%, 0%, ) & raison de 5 & 7
minutes par bain, .

i la manipulation des embryons entiers s'effectue
& l1l'aide d'un micro—aspirateur (BRAND) et de micro-
pipettes de 10 pl (Drummond MICRODISFPENSER),celle des
demi-embryons a nécessité la confection de micro-
pipettes plus adaptées a leurs tailles (30 a 40 pm
environl,

L2 jugement est ré&alisé par 1'&tude de la survie
in vitro du demi-embryon aprés dé&congéelation,

EW M
—enbryons

Afin d'interpréter statistiguement 1l1es résultats

de survie, il apparut nécessaire de constituer

plusiesurs 1lots témoins permettant de relativiser 1le
degré de survie des demi-embryons congelés apreées
guelgues heures de culture,

La répartition des embryons est la suivante



Figure n*2 : Présentation du dispositif d'Elsden
utilisé pour congeler les embryons,
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Figure n°2 : Disposition du cylindre de congélation
dans la bouteille d'azote,
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Tableau n® I ! Répartition des embryons en vue
d'étudier la survie in vitro des demi-—
embryons,

Traitement ! Nbre embryons | Influence observée !
el e U o e e e e v—— |

| l |

Ebr entier | 323 l 1
Frais | | Comparaison |
____________ . | entre |
| l l1'état Frais/Congelé !

Demi-Ebr I 57 | |
Frais | ! l1'état Entier/bisséquel
___________ | e i
i | Etude des |

Ebr entier | 28 | intéractions entre i
Congele | 1 groupes i
_______ b e

| i 1

Demi—-Ebr | 24 | |
Congelé | | Influence l
Sans culturel i d'une |
____________ d S | Culture de 4 h |
| 1 sur |

Demi-Ebr i 44 I la survie du 1
Congelé 1 | demi-embryon |
Aprés culture | Congelé 1

Les embryons et les demi—-embryons ont &té& cultiveés
pendant 24 a 482 heures dans du HAM F10 auguel on a
additionné 20 p.100 de sérum de veau foétal
décomplémented & 56°C pendant 30 minutes,La culture
s'est effectude sous atmosphére gazée (5p,100 de COZ)
a z7°C,

Les embryons entiers ont &été placeés dans de
petites boites de Fé&tri (FALCON n°1008) ,alors gue les
demi—embryons,difficilement identifiables en raison de
leurs faibles dimensions et de 1'absence de membrane
p&llucide,ont &t& mis en culture sur micro-plagues
(Fond U 9& trous NUNC?,

€ iabili i =mbryo

X ) I T 9 ¥ ons oreg

Les embryons et les demi—-embryons sont notés aprés
deécongélation de 1 & 2 suivant leur aspect morpho-
logigue & la loupe binoculaire tgrossissement S0
CNIKON ASM Z101,
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¢ Ciasse 1 : Embryon et demi—-embryon de bonne gualitée,
-~ masse cellulaire compacte
- cellules homogénes
- absence de celluie détachée
- couleur homogéne et claire

¢ Classe 2;Embryon et demi—-embryon de gualité movenne,
meme aspect général gque les embryons de
tlasse 1 avec guelgues defauts
- tontour % irréegulier
- cellules &chappées
= couleur hété&rogéne

e Classe 2 : Embryon et demi—-embryon dégénérés,
- forme irrégulieére
- nombreuse cellules échappées
- ctellules en dégénérescence (noyaux
picnotiques,vacunlisation cellulaire?

B _J_L.Luemg.n.t__am_é_s__nul_LHJ_L

Le Jugement du développement s'est effectug& par
l'observation de 1'aspect morphologigue & 1la loupe
binoculaire (grossissement 80 [NIKON ASM Z101 a trois
périndes distinctes;

- 4 heures de culture pour la catégorie de
demi-embryons congelés aprés culture, ,

- 24 et 48 heuwures de culture pour toutes les
catégories d'embryons,

On distingue trois classes d'embryons notges (+)
() et (-3,

¢ Classe (+) : Dé&veloppement,
Embryon entier:
- présence d'un bouton embrysnnaire
compact
- stade plus avancé de développement
- absence de signe de dégénérescence

Demi-embryon
— déeveloppement d'un blastocoele
— absence de signe de dégénd&rescence

¢ Classe () tat stationnaire,
Absence de signe de dégénérescence,mais auvucun signe de
développement,

se (—-) : D&gé&nérescence,
de dégénérescence |

- forme irréguliére

- cellules &chappées

- dégénérescence cellulaire

Clas
gne

5
i
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Remargue pour l'étude statitique,on a regroupé
deux ctlasses,; les embryons développés (+) et les
embryons peu ou pas développés (+/- , -3,

&) : ati ' = :

Le traitement statistigue des données a ete

réaliséd & l'aide du test du X2 (Schwartz 19632,
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Les résultats seront présentés sSous forme de
tableaux et de figures,

Un premier tableau (n°II) rapporte 1'ensemble des
données puis, nous examinerons le détail des

-

résultats,c'est & dire

¢ Le degré de développement apres 4 heures de culture,
e L'aspect des embryons aprés décongélation,

¢ Le degré de déeveloppement apreées 24 et 48 heures de

culture,

12

Le tableau n*II nous rapporte la survie des
différentes classes d'embryons frais et congelés aprés
24 et 48 heures de culture,

Dans ce tableau , figurent aussi le niveau de
développement des demi-embryons apres 4 h de culture
ainsi gue 1'aspect des embryons apres décongélation,

2) = - > D 1 apDres
4 h de culture
Tableau n*III ; Déeveloppement du demi—-embryon aprés

4 h de culture,

Proportion d'embryons

Niveau de développement | |
l en pourcentage |
H 1

(+) : Embryons | 42 p,100 (37/88) |
développés | |

(+) : Développemant i 56 p,100 (55/88) |
stationnaire i i

(-7 1 Embryons ! 2 p,100 (2/88) i
dégénérés 1 i

Une forte proportion d'embryons (92 p.1003 a
survecu & 1'épreuve de la bissection,Plus de guarante
pourcent d'entre eux se sont netitement développés en
présentant apreés 4 heures de culture ,un blastocoele
visible &t un bouitocn embryonnaire compact,
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Tableauw n°*II : Viabilité des embryons

Evaluation du taux de survie et de développement des
différents goupes d'embryons,(En p,100)

DEMI-EMERYON |
CONGELE APRES |
4 h DE CULTURE 1
|

PERIODE ENBRYON ENTIER | EMBRYON ENTIER |
1
I
I
XELRRERRRERERRR A EDRER KRS TRRRE | LRERRERSRRRR AR
|
|
!
!

| | DEMI-EMERYON
D'0BSERVATION ! FRAIS f CONGELE
I !

FRAIS

| DEMI- EHBP{BN
I CONGEL

I SANS CULTUnE

| | |

FFESFEREHTACT TSI TEI SRRV SEIAACI SIS S SFTHETERIISS S Y

! I l

Apras 4 heures de | ! |

culture | | I

| ! |

| | l |

pESTPIEIRICERSEEIIPIIERISSEIFCEIIF LGP SN EIIEITEIIITEIPLESREFOSFELEFEIAFEVEEFSEEOFEIIC AP TS EFIPFISHETEF]

! I I ! !

|

(=L I S ]

(+)
(£}
{=)

| SR o B N

~ oo
ro o
~ oM
€D ~~ S
CO o Co
— CO CO
P

fiprés I 01)61 [17/28] Id/”d] (1):52 [23/44]
(2):30 [13/44] |
I (314 [4/28] [0/“4] (3);18 (87441 |

|
|
|
!
!
!
|
!
!
I
!
I
I
11
I
I

I WERERY
décongélation J | (2):25 [7/281 | | (2):83 [20/2
I (3):0
I |
I

|
I I
[RERRFERRRRRRRN R D s

PEECIPEEISEIDIETITAPESEISIEISEEEFSETIAR IS EE o2 oSS e

)
|
! ! I . !
Apres 24 heures | (+):79 [26/33]1 | (+);19 [5/26] P (+)185 [37/571 1 (#0210 [2/201 1 (4):31 [12/39) |
de culture P(e):8 [1/22] [ (£):35 [9/261 1 (20,7 [4/571 1 (4£),35 [7/201 | (1):21 [8/38]
| (=):18 [£/32] | (=) 46 [12/261 1 (-):28 [1&/571 | (-);55 [11/201 | (-):49 [19/39] |
I [ ! | ! |
__________________ A | N S W—
I | | | I I
fiprés 48 heures | (+):82 [17/331 | (#)4 [1/261 1 (+),25 (9/38] 1 (+):0 10/201 1 (+):5 [2/39]
de culture P e [2/33] P (£);28 T10/261 1 (£):0 [O/36) | (2);15 [3/20] | (4):8 [3/39]
[ (=):42 [14/33) 1 (-);56 [15/261 1 (-):75 [27/36) 1 (-);85 [17/201 | (-):87 [24/39] |
! ! ! ! ! |
! I I | !

R R AR R R R R R A R R R R R AR R s i o

Aspects des embryons aprés décongélation ¢
{12 : Embryons de qualité 1 (excellent) ou 2
(bonl,
(23 : Embryons de qgualit® 3 (moyen?’,
(=) : Embryons de gualité 4 (dé&généreél,

Niveaux de développement des embryons aprés culture
{(+) : Développement de 1'embryon,

(2 : Etat stationnaire
(=2 : Deégénerescence de 1'embryon,



Tableau n°IV : Appréciation de 1'aspect morphologigue
des embryons congelés au moment de la
décongélation,

Aspect lIEmbryoniDemi—-embryoniDemi—-embryoniTotall
morphologigueientier lsans cultureld h culture | |

i l | | |

1) | &1 % 1 17 % | 52 % | |
11772801 C4/24) | (22744) | 44 |

| I | | |
_____________ | S P | PRSP | S ST | U |
l l | | |

(= | 39 % 1 83 % | 48 % | |

ou (3 1C11/728)1 (20/24) | (21/44) I B2 i
1 | | i |
_____________ | S | PRI S | DU PSR | F— |
| | ! | i

Total 1 28 | 24 | 44 I 96 !

Nows avons décidé de regrouper les catégories 2
2,1a limite séparant ces deux types d'embryons &tant
parfois difficile a déterminer,

L'analyse statistigue (test du X2 montre (p<0,01,
X2:11,47 DDL : 2) gque l1'aspect morphologique des
embryons aprés décongélation n'est pas le méme selon
la nature du traitement gqui lui a &té appligué,

En comparant lIes classes deux a deuwux,le test du X2
révéle gue

- 1l'embryon entier,avec un taux de survie de §£1
p.100 (embryon de type €13 supporte mieux la
congélation gue les demi-embryons dont le niveau de
survie n'atteint gue 17 et 52 p,100 (X2:11.,58 DDL:2
pL0,013

- 4 h de culiure avant la congélation am&liore de
maniére significative la survie du demi-embryon,ce gui
se L{raduit par un taux plus important de demi-embryons
de type (1) aprés dé&congélation (52 p,100 pour les
embryons congelés aprés 4 h de culture et 17 p,100
pour le 1ot témain des embryons congelés sans
culturel,
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4) _Survie des embrvons et demi-embryons apres 24
21 gO DE!II:!ES !d!a :”]x“re ¢
a) s g (= ) P =

Tableau n°V : Influence d'une période de culture de 4
heures sur la survie du demi-embryon congelée

POURCENTAGE DE SURVIE DU |

\ I |

\ NIVEAU DE SURVIE | DEMI-EMERYON DEMI-EMBRYON | Kombre |
I I
|

CULTURE \ CONGELE CONGELE | total

|
| SANS CULTURE | APRES CULTURE | d'embryonl
PEEDRKAS K LRELRER R AR UER R LA R TR R LR | R LR LR | KRR AR
i | z | |
24 heures | (4 Po10p00 1 300 1 M|
| | L2201 1 012391 | |
e | TN I |
| 1 1 1
[ (W ou(-) 1 90plo0 | E9plod0 | 45
| Lr18/201 1 L21/391 |
l

PEETOSEEISUPISEIIISTIFRIIIIAPIIEI TS TS HISEIRSEEF SIS EE S IR RS IREES

I

!

I

I ! | I
|

! ! !
|

|

f
48 heures | (+) { 0p, 100 5p,100 | 2
! booro/201 1 02291 |
I { P e e S |
I ! I
(£)ou (=) 1 100 p,000 1 S5pt00 | 57
booor20/201 1 L3738 |
! ! |
%

!
|
I
I
EREEISEEEIRITIEFSHE SIS HEIEERIIEFIFEEHSFEFLERIFEEFI SRS FETEEF TR FH 4]

Remargue : () ; bon développement de 1'embryan ou du demi-embryon,
() (=) , développement stalionnaire ou dégénérescence,

Aprés 24 h de culture, 21 p.100C des embryons
cultivés avant congélation se sont développés alors
que ce taux n'atteint gue 10 p.100 dans le lot
témoin,Néanmoins ,1'analyse statistigue ne révele
aucune diffé&rence significative entre ctes deux classes
cxz2:2.,0, DbhL:1 ,pr0.5),

L'analyse statistigue,ad l'aide du X2 amé&liorég par
la corvection de Yates Cpetits eéchantilion?, des
resultats de survie aprés 42 heures de culture aboutit
& la méme conclusion,Il n'existe aucune différence
significative entre les deux groupes
d'enbryons, (X220 ,0DL;1,p>0,57,

On peut donc assimiler ces deux groupes de demi-—
embryons a une méme et unigue classe.Le niveau de
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survie calculéd a 24 et 48 h représente celle du demi-
embryon congelé,

bl

- 0 -~ ~ ~—
1,

Il nous a paru 1intéressant d'analyser la survie
des embryons a partir de 24 heures de culture en
tenant compte de l'action de trois paramétres (la
congé&lation,la durée de culture et la bissection)
ainsi gue leurs intéractions réciprogques,

Nous eXxposerons en premier lieu les résultats
globaux de survie aprés 24 et 428 heures de culture
pour nous intéresser ensuite = l'effet des
différents facteurs déterminants,

X ’ = ) i = 71 4 5 ~ =

Nous trouvons - dans le tableau n°VI le taux de
survie des différentes classes d'embryons apreés 24 et
428 heures de culture,

A 24 heures de culture le niveau de survie des
embryons entiers frais est de 79 p,100 alors gu'il
atteint seulement 19 p.100 chexz l'embryon
congele , Lorsgqu'on examine le niveau de survie des
demi—-embryons,on constate gque le demi-embryons frais
avet un taux de survie de €5 p,100 ,se développe miesux
que le demi—-embryon congelé (24 p,100 de surviel,

La figure n® 4 illustre les résultats précédents

¥ Tableau n*VI : Survie des embryons aprés 24 et 42
heures de culture,

DUREE DE CULTURE | EMBRYON ENTIER | EMBRYON ENTIZR | DEMI-EMERYON | DEMI-EMBRYON |
EN HEURES | FRRIS | CONGELE { FRAILS | CONGELE |
| | | ! !
(. | N Y | N LY | N8 | N
_________________ S R S AT
i | | ! |
24 | 78,8 | (26/32) 1 190 ) £5/28) | 64,5 | (3057 23 P 14759) |
| | | ! |
_________________ . S [N S
| i
48 | 25,0 (97283 |
| [
| i

L'existence de différences significatives,dues aux
traitements,entre classes d'embryons ,sera abordée
dans le prochain paragraphe,
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Tableau n*VII ; Influence de la congélation et de 1=
bissection sur la survie des embryons,
% 24 HEURES DE H 4% HEURES DE ¥ TOTAL ¥
4 CULTURE ¥ CULTURE ¥ 3
b H I K * 4 i N % 4 (I T
b ¥ % ¥
¢ % i ¥
ESEFES ST E T EFTFREFEEIFUT SIS EFEAFSTEEISEETUFREESEIFE ST ESPEIHEISEEIFEISFRSECFIELVSSEFFEF S AT 431
¥ ¥ 3k e ¥ i
+ EMERYON % 19 | (5/26) ¥ 4 I (i/28) N | (87527 %
¥ ENTIER % | b I b | %
CONGELE  ¥___________ S S S S S S
< b bi# fx 1%
¥ DEMI % 24 [ (11/58) H 3 | (2/59) 04 [OE18)%
Y EMBRYON ¥ | b | % | ¥
b b b b ¥
FSESFEFIFATTIASFREREPIFEIFREFHCTFCESIEREETHPFE4IUSEETEEIECIFEEFISSCEFEEOSELITSFTHFTERSVITESVEEETHEFFEFEV S
X b o g ¥ k¥
¥ EMBRYON ¥ 79 [ (26/33) % 52 L Q7/33) ¥ E5 I (4376634
Y ENTIER & I ¥ I % I %
FRAIS > SRS E S i — IR S, ¥
% b3 d 3 h & 1%
¥ DEMI % &5 | (37/57) b 25 I (9/36) ¥ 50 | (46/93)%
¥ EMBRYON % ! % I b I ¥
% b b b )
PSS SEFHET T EF I SRFVIEF S F T IIIIx*x:;:::x*xt«x*x;xxx**x*zx:at ARSI SREFT RS SEEIFHEOHESTIHSUSEISEEF SR TS
% {a+blvsle +d) 5 pl0,000 % (et flvsig+ h) S pl0,000 3§ (i+ jlvs(k +1)8
b b ¢ - p40,00)
1 (a4 clvslhb +d) NS ¥ (et glvs(f 4+ h)Spl0,01 X (i+kivs(j+1)§
* b % p<G,05
§ . Différence significative
NS . Différence non significative
Apreés 24 heures de cultiure,nous avons observé un
effet trés significatif (X2:;28.,8 ) de 1la congélation
sur la survie de l1'embryon entier et du demi-—
embryon,alors gue l1'effet de 1a bissection ne semble
Jouer aucun ré&le a ce niveau (XZ2:1,15),
Aprés 48 heures de culture,l'analyse statistigue
des résultats montre gue la totalité des différences
s'expligue aussi bien par la congélation (X2:29,1) gue

par

la bissection

(X2:8,573,
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i EMERYON EKTIER ¥ DEKI-EMBRYON ¥ T0TAL ¥

b ) | N % % { N % 3 i N

% b b b

b b b b

B S A L A R A o e s ks kv k
b b a % e % i 4

t 24 heures ¥ 19 | (5/28) b 24 I (14/59) ¥ 22 1(19/85) %

% CULTURE & | b | % I b

CONGELE % _________. ) : t
b 4 b #% f X ik

Y 48 heures ¥ 4 I (1/26) b 3 I (2/59) b 4 [(3785) ¥

t CULTURE % f % | b | S

b b b X %
FFSEESESIHSTESFCH SRS SEUFIFEIEH P F SV IEEFSSEFFUSFEVHE SRS ISEFSSEIFSUEF SR SHETOVEEFFUPSFEPSFE PSS T FEF S
b b £ ¥ g 4 k X

+ 24 heures X 79 I (26/33) b €5 | (37/5) X 70 1(63/90) %

Y CULTURE % | b | b | b

FRALS S i o N S *
X % d ¥ h % 1 %

4 48 heures ¥ 52 | (17/33) % 25 I (9/36) % 38 1{26/69) %

X CULTURE X | b | bt | b

X b H b bt

K KR KRR K RS KR RS
% a+blvs(c +d) S p0,001 % (e + flvalg + h) § p<0,001 % (i + jivalk + 1) S

X H] ¥ p<0,00]
Y(a+tclvslb+d) Spd0,05 % (e+ glvs(f +h) S pl0,001 % (i4kvs(j+1)§
b b % p<0,001

§ ; Différence significative

Les différences observées s'expliguent tant par
le facteur cong&lation gue par la durée de mise en
culture '

La congé&lation apparait de nouveau comme un
facteur puissant (X2 24,4 DDL:2) expligquant les diffeée-
rences de survie constatées entre embryons entiers
frais et congelés a 24 heures (79 vs 19 p,100) et a 48
heures (52 vs 4 p,1007),

Cette analyse souligne 1'importance de 1a durége de
la mise en culture,GQuelgue soit la classe de 1'embryon
fEntier,demi—-embryon ouw embryons totaux) l'allongement
de la durée de mise en cuwliture s'accompagne d'une
diminution de la survie de 1'embryon,

Aucune interaction n'a été& décelée entre ces deux
facteurs la congélation et la durée,

! 4
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£ b X d % h X 1 %
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¥ bt % X b
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¥ (a+blvs(c +d) S p<0,001 % (et fivs(g+ h) S pL0,001 X (i+ jlvalk +1) 8

¥ ¥ X p<0,001
$(a+clvslb +d) S pl0,05 % (et glvs(f 4+ h)NS ¥ (i+khvs(j+1)8
% % X p<0,05

§ ., Différence significative
N& ; Différence non significative

Ce dernier tableau évalue 1l'effet de la duree de
culture et de la bissection sur la survie de 1'embryon
frais et congelé,

L'analyse statistigue des données confirme les
constatations des tableaux précédents ;11 souligne
I'importance de la durée de mise en culture,gui
apparait comme un des facteurs expliguant la
variabilité des niveaux de survie des diffé&rentes
ctlasses d'embryons,A 1'opposé,l'effet de la bissection
ne se fait sentir gue chez les embryons frais aprés 24
heures (72 vs €52 et 42 heures (52 vs 253 ,Le niveau de
survie des embryons congelés n'est apparemment pas
determiné par leur bissection,(X2:;0,13 DDL:2)>
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Conclusion ! L'observation des taux de survie apreés 24
et 42 heures de culture montre gue

® Le niveau de survieg des difféerentes classes
d'embryons est par ordre décroissant de

Aprés 24 heures de culture

- embryon entier frais 79 p.10C0O
- demi—-embryon frais &5 p,100
- embryon entier congelé 24 p,10G0
- demi—-embryon frais 19 p.100C
Apres 48 heures de culture
— embryon entier frais 52 p.160O
- demi—-embryon frais 25 p,100
- embryon entier congelé 4 p,100
- demi-embryon congelé S p,100
® L'analyse statistique rapporte l'effet des

principaux facteurs déterminant le niveau de survie
des embryons,Far ordre décroissant nous trouvons

€1 La congélation est un facteur puissant
expliguant les différences de niveaau de survie
constatées entre embryons entiers frais et congelés
(79 vs 19 p,100 & 24h ,52 vs 4 p,100 a 45h) et demi-
embryons frais et congelés (€5 vs 24 p,100 a 24h,25 vs
S p,100 & 48h2,

(2) L'effet de la durée de mise en culture est un
facteur puissant;son effet ressort moins sur les
embryons entiers frais (79 vs 52 p,100 & 24 et 48h) bu
congelés (19 vs 4 p,100 a 24 et 48h) gue sur les demi-
embryons frais tes wvs 25 p,100 a&a 24 et 4£E2h) ou
congelés (24 vs 32 p,100 a 24 et 48hJ,

(2> L'effet de 1la bissection ne se fait ressentir
qu'aprés 48 heures de culture,Elle expligque les diffé-
rences de swurvie observées entre embryons et demi-
embryons frais (52 wvs 25 p,100) ouw congeléEs (4 vs 3
p.100) ,Son effet apparait par ailleurs plus important
sur l'embryon frais (52 vs 25 p,100) gue sur 1'embryon
congelée (4 vs 3 p,100),
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La discussion portera dans un premier temps sur la
partie "Matériel et PMéthodes" , Nows nous i1intéressons
F
~

ensuite aux résultats de survie gui ont &Lé& observés,

1) = [nY) .
al Materiel animal -
Les souris utilisées proviennent de ligneées

différentes,

Certains auteurs [Schmidt (19285 ,Whitten (196£)31]
ont néanmoins remargué gue ce facteur est capable de
modifier le degré de développement in vitro des
embryons,

Les embryons sélectionneés sont des jeunes
blastocystes oDu des blastocystes épanouis de gualités
1 et 2.,.D'aprés Williams (13984) cela correspond au
stade idé&éal pour pratigquer la bissection de 1'embryon
de souris,

b) T - d b et i ;

La technigue gui fut utilisée dérive de celle mise
au point par Williams (1982),elle différe de celle de
Nagashimah (1984) qui uwutilise simplement une micro-
aiguille pour couper 1'embryon apres avoir partiel-
lement digéré la zone pellucide,

Contrairement & Scripongpun (198 ) la position du
micro—-scalpel est perpendiculalire a la micro—pipette
st non dans son axe,

Les demi-embryons n'ont pas £t€ remis dans leur
Zonea pellucide apras bissection,Certains auteurs
[INieman t12sg)y ,Picard (18845 ,Ysunoda (198731 ont
montré gue 1'on obtient un meilleuwr taux de survie en
replagant le demi-embryon dans sa pellucide ou dans de
l'agar avant de 1a congeler,Ici il nous a semblé
intéressant d'examiner 1a survie du demi-embryon
congelé sans pellucide car celia se rapproche des
conditions de terrain o4 1'oDn essaye de limiter le
nombre de manipulation des embryons,

c ) T 1 M = co2 Y «

Les embryons ont été& cultivés dans du HAM F10
enrichi avec 20 p,100 de sérum de veauw foetal pendant
24 & 48 heures,
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Lle HAM est un milieu adéguat pour la culture de

l'embryon de souris,D'apreés Ladd L1983 il est
possible d'obtenir des niveauss de developpement
comparable (75 p,100 de de survie apres 2Z4 h de
culture Zans du HAM avec des embryons frais) avec des
milieusx plus simples que le HAM comme tu 1 FES

supplémenté& avec 15 & 20 p,100 de sérum de wveau
foetal,

i la durée de mise en culture (24 a 48 h) permet
d'apprécier le développement des embryons entiers,elle
seralt excessive pour le demi-embryon,FPicard (128242
rapporte gque le demi—-embryon bovin dégénére rapidement
apres 10 & 12 heures de culture,Baker (1985 propose
pour juger la survie du demi—-embryon frais,une durée
de culture limitée & 18-24 heures,.

d) i B owh @ ’ : ———

'appréciation Sl développement du demi-—-embryon
fut basée sur la recherche de la présence d'un
blastoconele et d'un bouton embryonnaire compact,Ces
deux critéres doivent s'observer conjointement d'aprés
Mc Ewvay (12887 pour gualifier le demi-embryon de,
développé,

Renard (1978) souligne néanmoins la précarité de
ce type de jugement Il existe en effet d'autres
m&thodes pevrmettant d'apprécier le degré de dévelop-
pement des embryons,Picard (1984) propose de fixer les
embrycns et de Jjuger leur viabilité en comptant le
nombre de novaux picnotigues,D'autres auteurs
préconisent 1'usage de tests biochimigues,Linda (1920)
et Low (18E£) recommandent par exemple l'utilisation
d'un test & la fluoresceine,

Socixante et un p,100 des embryons entiers sont
és dans la catégorie 1 aprés décongélation et
nation dul cryoprotecteur ,Cette valeur est
ieure & celle que 1'on trouve dans la littérature
niveau de survie aprés décongélation varie de 70
B, 100 [Miyamoto (19772 ,Rall £139e4), Takeda
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Le développement des embryons entiers est de 19
p.100 aprés 24 heures de culture et de 4 p,100 su bout
de 48 heures,

Herrera (1985) et Takeda (1982) nous rapportent uwn
taux de développement de 45 et 46 p,100 aprés 24
heures de culture;apreées 4 heures les valeurs
affichées dans la littérature sont beaucoup plus
dispersées,elles varient de 12 p,100 (d'Avout 18803 a
£5 p,100 (Whittingham),

D'une maniére générale nos résultats apparaissent
plus faibles que ceusx que 1'on trouve dans la
littérature,L'explication provient sans doute de 1la
seévériteé de notre Jugement ou seuls les embryons

classés C+) ont eté retenus ,En selectionnant les
embryons de type 0D et Cx) (dé&éveloppés et
stationnaires?’ on aurait obtenu des résultats {54

p.100 a 24 h et 42 p,100 3 48h) comparables avect ceux
de la litté&érature,

La mise en culture pendant 4 heures de demi-
embryons avant d'étre congelés a uwun effet limité,Si
aprés décongélation et éelimination du glycérol le
niveauw de survie est significativement plus élevée Jgue
dans le 1lot témoin (52 vs 17 p,100),1'effet diminue
rapidement,la différence de survie entre les deux
groupes n'etant plus significative auw bout de 24
heures de culture (21 vs 10 p,100),

i ces résultats concordent en partie avec ceux de
Chesné t1987),1'analyse statistiqgue des résultats
confirme gue la durge de mise en culture a &té
excessive [Picard 19845 ,Baker (192551, masgquant
l'effet de certains facteurs tels,la mise en culture
avant congélation ou 1'effet de la bissection,
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Conclusion

¢ Quatre heures de mise en culture avant congé&la-
tion amé&liore la survie du demi-—-embryon aprés décongeée-
lation et retrait du cryoprotecteur,

Néanmoins 1l'effet de ce traitement tend & diminuer
pour disparaitre au bout de 24 heures de culture,

e Le niveau de survie apreées 24 et 48 heures de
culture est de

¥ 24 heures de culture

- embryon entier frais 79 p,100
- demi-embryon frais &5 p,100
- embryon entier congelé 24 p,100
- demi—-embryon frais 19 p.100
¥ 482 heures de culture
— embryon entier frais 52 p,100
- demi—-embryon frais 25 p,100
— embryon entier congelé 4 p,100
- demi-—-embryon congelé 3 p,100

¢ Trois types de facteurs déterminent le niveau de
survie des embryons,Leurs actions s'exercent de
maniére indépendante, Far ordre décroissant nous
trouvons

(1) La congé&lation,

(22 La durége de mise en culture,dont l1'effet
ressort moins sur l'embryon entier gue sur le demi-
embryon,

Z) L'effet de la bissection ne se fait ressentir
qu'apres 48 heuwres de culture,Son effet apparait par
ailleurs plus important sur 1'embryon frais gue sur
l'embryon congelé,

o Il serait intéressant a l'occasion d'etudes
ultérieures de menear ce type d'expérience en
contrdlant le développement des demi-—-embryons avant 24
heures de culture (& 2 et 24 heures par exemplel), En
effet au dela dea cette periode,l1'influence d'une
culture de 4 heuvres semble &ire masqguée,
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