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Il faut remonter à 1951 pour assister à la 
réussite du premier transfe1't d'un embryon,Vin•:;it ans 
plus tard,en 1973 naquit le premier veau issu d'un 
embryon congelé,Oepuis,la congélation des embryons n'a 
cessé ,je se développe!' car elle présente un moyen 
fiable,pratique et peu onéreux de conserver de jeunes 
embryons de 6 à 8 jours,de dissocier collecte et 
transfert dans le temps et l'espace, 

De nombreuses recherches,faites sur les risques 
éventuels de transmission de maladies bactériennes et 
virales,ont montré que ces risques peuvent être 
réduits,voir nuls en respectant certaines conditions 
de manipulation de l'embryon in vitro;en conséquence 
l'embryon con1:;ielé apparaît comme un rnoyen sur 
d'échanger du matériel génétique,entre rêgions,pays et 
continents à statuts sanitaires différents, 

L'illustration du développement de l'utilisation 
d'embryons congelés s'inscrit dans le succés que 
connaissent les importations d'embryons provenant des 
Etats-Unis pour les centres d'insémination français et 
les exportations qui sont pratiquées en direction 
notamment des pays latino-américains, 

Sur le plan technique, la méthode de base dérive 
de celle qui fut mise au point en 1972 par Whitingham 
pour congeler de jeunes embryons de souris, 

L'évolution des techniques a permis de simplifier 
et de raccourcir 1 'étape de congélation permettant 
ainsi de la pratiquer dans les conditions de terrain, 

Classiquement on conçoit la congélation comme la 
succession d'un certain nombre d'étapes clefs dont il 
f~ut maîtriser le déroulement pour obtenir un taux de 
survie convenable 

Dans un premier temps les aspects théoriques et 
pratiques de la congélation seront évoqués,puis n•:Jus 
nous intéresserons aux résultats acquis dans ce 
domaine,avant d'examiner les principaux facteurs de 
variations susceptibles de moduler le tau~< de su1'vie 
de l'embryon congelé, 
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.l. c:or\JGELAT I Of\J DES EMBRYONS BOVINS 
ASPECTS THEORIQUES ET PRATI (~IJES 

Après avoir 
congélation des 
utilisées dans ce 

e x aminé l'aspect théorique de la 
embryons bovins,les techniques 

domaine seront exposées, 

Al _ASPECTS THEORIQUES DE LA CRYOCONSERVATION DES 
EMBRYONS 

Après avoir décrit dans un premier temps les 
phénomènes physiques et chimiques accompagnant le 
refroidissement d'un liquide, les conditions de survie 
cellulaire à cette épreuve seront définies avant 
d ' énonce,, 1 es m •=>da 1 i tés thé or i q u es de 1 a c r y oc on se,, va. -
tion de l'embryons, 

1) Modifications observées au cours du refroidis­
sement d'un milieu de conservation 

Au cours de la c•::>ngélation d'un milieu 
le PBS,deux phénomènes peuvent s'observer 
d'une certaine température 

salin, tel 
à partir 

- La formation de cristaux de . glace (changement 
de phase) 

L'élévation de la pression osmotique de la 
solution saline qui accompagne le changement de phase, 
s'accompagne de modifications chimiques du milieu 
(augmentation de concentration de la phase saline, 
modification de pH), encore appelées " effet de solu­
tion "[Lovelock 1953bJ 

Ces deux types de 
survie de l'embryon au 

phénomènes vont conditionner 
cours de sa congélation, 

la 

2) Viabilité de l'embryon et refroidissement du 
mi 1 i eu 

Avant que débutent les premiers essais de cryocon­
servati•::>n des embryons,des études de congélation ont 
été réalisées sur d'autres types cellulaires . La congé­
lation de spermatozoïdes [Polge 1949], d'érythrocytes 
[Rapatz 1965] ou de fibroblastes [Farrant 1977 1985J a 
montré que la survie cellulaire reste inversement pro­
portionnelle à la quantité d'eau intracellulaire 
présente au moment de la congélation. 

En d'autres termes la survie de l'embryon est liée 
à son degré de d~ydratation;déS-lydratation qui s'ef­
fectue à l'occasion de la congélation par élévation de 
la pression osmotique du milieu, 



3 

Tout l'art de congeler les embryons revient alors 
à mener à bien la d~~ydratation de ce dernier en limi­
tant les d•:>mmages occasionnés par la croissance 1jes 
cristaux de glace et les m•:>difications osmotiques et 
chimiques du milieu [Lovelock 1953b,Leibo 1977J. 

3) Modalités théoriques de la conQélation 

L'addition d'un cryoprotecteur et le contrôle du 
cycle de refroidissement et réchauffement sont les 
deux étapes clefs de la congélation des embryons, 

Les cryoconservateurs sont des solvants organi­
ques qui diffusent dans l'espace intra-cellulaire,Bien 
que leurs modes d'action soient mal connus,on a 
constaté qu'ils modifient les propriétés physiques des 
solutions [Renard 1982b,Heyman 1986J, Ils abaissent le 
point de congélation du milieu [Leibo 1977J, protègent 
les cellules des "effets de solution" [Lovelock 1953a 
1953bJ,modifient la formation des cristau~< de glace 
intracellulaire en diminuant la vitesse de cristalli­
sation et en favorisant la formation de cristaux ronds 
[Mazur 1966,1977J,Ils auraient enfin un effet protec­
teur sur les membranes cellulaires1 

La maîtrise du cycle de ci:.1ngélation CQnsiste,par 
un lent refroidissement, à déshydrater partiellement 
1 ' e m ---b r y on t ou t en l i m i tant 1 a f o r ma t i on de l a g l ac e 
intracellulaire.A un certain niveau de déshydratation 
l'embryQn est alors plongé dans de l'azote liquide 
C-196°C),Trois paramètres caractérisent cette première 
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 liquide,déterminent l'intensité de 
dés11 y d r a ta t i on de 1 ' e m br y on au c ou r s de 1 a c on g é 1 a__,_. t i on 
(Renard l982b,Herrera 1985], 

L'étape de décongélation s'effectue à une vitesse 
suffisante pour empêcher tout phénomène de recristal-
1 isation de la glace, si l'embryon n'étant pas &shydra­
té complètement, 

B> ASPECT TECHNIQIJE DE LA CRYOCONSERVATION DES 
EMBRYONS 

les techniques actuelles 
embryons d~ bovins dérivent de 
Whitingham et coll, 1972 mis en 
des embryons de souris au stade 

de congélation des 
la méthode de base de 
pratique pour congeler 

8 cellules, 
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Tableau N° I : Méthode 
congélation des embryons 
cellules, 
D'après Whitingham et coll, 

de base utilisée 
de souris au 

1972, 

pour 
stade 

- Equilibration des embryons avec un cryoprotec­
teur <DMSO 10 p,100), 

Induction à -5°C du changement de phase, 

Refroidissement lent de 0,2-0,8 °C par minute 
jusqu'à -80°C, 

Stockage dans l'azote liquide C-196 °C), 

Décongélation lente jusqu'à 0°C, 

la 
8 

Retrait progressif du cryoprotecteur par étapes, 

A partir de ce schéma,une méthode fut adaptée aux 
embryons bovins et le premier veau naquit après 
congélation et transfert en 1973 [Wilmut et Rouson J, 

Actuellement après un peu plus de 10 ans de 
recherche, on peut considérer qu'il existe une méthode 
classique de cryoconservation des embryons,utilisée 
sur le terrain par les équipes de transfert.A celle-ci 
s • ajoute nt des procédés nouveaux qui tendent à 
simplifier et raccourcir le processus de congélation, 

Chacune de ces techniques seront abordées en déga­
geant les éléments les plus significatifs, 

l) Description de la méth d . cnnQélation o e classique de 

Le protocole habituellement mis en oeuvre pour 
congeler-décongeler les embryons bovins [Chupin l985a) 
Niba1~t (1986),Rall Cl986),Renard (1982b)J se ci::>nç•:>it 
comme une succession d'étapes clefs dont le respect de 
leur sticte application est déterminant pour la survie 
embry1:innai re, 

Classiquement on peut découper un cycle de 
congélation-décongélation en 6 étapes dont nous 
étudierons les principales caractéristiques, 

Ca) Addition du cryoprotecteur. 

Cb) Conditionnement de l'embryon. 

Cc) Contrôle de la phase de congélation, 

Cd) Conservation dans l'azote liquide, 
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Cel Contr ô le de la phase de décongélation. 

Cf) Elimination du cryoprotecteur. 

a) Addition du cryoprotecteur 

Utilisé comme cryoprotecteur dans les premiers 
essais de congélation,le DMSO fut rapidement remplacé 
par d'autres glycols.Actuellement le glycer•:il est le 
cryoprotecteur le plus employé.A la concentration de 
10 p,100 Cl,5 M) il est non seulement moins toxique 
que le DMSO mais se distingue aussi par une meilleur 
stabilité chimique et un meilleur effet cryoprotecteur 
( 20 p,100 de glace en moins à concentration égale par 
rapport au DMSO>. 
[Bouyssou 1982,Renard 1982b,Franks 1984,Heyman 1986], 

Abandonnant la pratique des trois bains succes­
sifs, l'addition du glycérol se fait en une étape dans 
un bain à 10 p,100 maintenu à température ambiante ou 
à 37°C pour favoriser les échanges cellulaires [Chupin 
1987b)J,L'embryon est placé dans cette solution de 10 
à 30 minutes le temps que le cryoprotecteur diffuse 
dans l'espace intracellulaire [Chupin 1984b 1985b,Rall 
1986], 

b) Cnnditionnement de l'embryon 

Initialement le 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 pratique , 

Figure N° l Schémas d'une paillette 

Bouchon usine Bulles d ·ai r 

PBS + GllJcerol -1--------J 
Embry on Bouchon 

d'identification 
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Ce mode de conditionnement n'influe en aucune 
manière la survie de l'embryon [8ielansk i 198.S 1986] 
et présente par ailleurs un certain nombre d'avan­
tages: 

de part sa forme cylindrique,la paillette offre 
une grande surface de contact pour un volume 
réduit.Cette particularité permet d'envisager des 
échanges thermiques très rapides C >200°C /mn),ce que 
l'on recherche au cours de la décongélation, 

la paillettte apparait d'autre part comme un 
contenant facile à manipuler et stocker.Une fois 
1 'embryon monté correctement entre deux bulles 
d'air,il reste facilement identifiable (bouchons de 
couleurs différentes-inscriptions permettant d'identi­
fier l'emb1•y1:>n),La forme particulière permet de la 
stocker ,jans des bouteilles d'azote prévues pour la 
conservation de semence, 

enfin ce type ·de candi tionnement tend à 
simplifier le travail de terrain en réduisant la 
manipulation des embry•:>ns.L'exemple le plus frappant 
est celle de la paillette au saccharose [Renard 1982a, 
Leibo 1985J ,Après décongélation le cryoprotecteur est 
dilué en agitant la paillette Cce qui permet de 
mélanger le milieu de dilution contenant du saccharose 
avec le milieu de congélation dans la paillette 
même), le transfert s'effectue alors directement sans 
manipulation supplémentaire de l'embryon, 

Figure N°2 
saccharose, 

Schémas d'une paillette contenant du 

Bulles d 'ai r 

a 
Il ; ·. : · ... · ... : .. 

PBS + Glljcerol / 

Embryon 

ab: PBS+ Saccharose 

b 
.. . . . ., •. · ..... .... ' : · ... : 

.Bouchon 
d'identification 

c) Cycle de cnnQélation 

L'étape de congélation consiste à refroidir pro­
gressivement l'embryon jusqu'à un certain palier de 
température avant d'être précipité dans un bain 
d'azote liquide. Le p1·ocessus se distin•;iue classique­
ment par trois faits majeurs [Renard 1982b,Chupin 
1985b,1986bJ, 
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le changement de phase du milieu, 

la vitesse de refroidissement du milieu, 

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

a) CbanQement de phase du milieu 

Pour éviter la surfusi1::in,néfaste à la survie des 
embryons,la cristallisation du milieu est induite à 
ou 2 °C en dessous du point de congélation du milieu, 

Dans la pratique avec une solution à 10 p, 1 OO de 
glycérol,les embryons sont plongés directement dans un 
bain à -7°C,Après quelques minutes d'équilibration (5 
à 10 minutes), la cristallisation du milieu est induite 
en touchant les extrémités de la paillette avec une 
pince préalablement refroidie dans de l'azote liquide, 

a> Vitesse de refroidissement 

Pou r o b te n i r une dés h y d l' a ta t i on 9 rad u e 1 1 e de 
l'embryon,compatible avec sa survie,la vitesse de 
refroidissement doit être relativement lente.Classi­
quement on opte pour une vites se de 0. 3 à 0. 6 ° C par­
minute, [L•::is Santos Valadez 1981, Renard 1981, Lehn 
1983a, Bielanski 1984,Takeda 1985] 

l) Palier de température 

Les premiers essais de congélati•:::>n se s•::int 
a t tac hé s à dés b y d rater c o m p 1 è te ment 1 ' embryon , c ' es t à 
dire à les refroidir progressivement jusqu'à des 
températures de -68 -80°C [Wbittingham 1972] .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 au~: alent•:::>urs de -:30 -35°C [Lehn 1981,Bielanski 
1984,Takeda 1985], Cette pratique racourcit considéra­
blement le cycle de congélation, 

A 
S•:::>nt 

d) _Cnn~eryatinn des embrynns dans l'azote 

la fin du 
plongées 

cycle de con·~éla.tion,les paillettes 
dans l'azote liquide C-196°C),Leur 
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c •J 11 s e r va_ t. i -::. 11 es t- a. l c; r s as s u r é e , c e •=tu i p e r rù e t. de d i f -
férer dans le temps et l'espace,leur utilisation, 

e) Décnngélation des embryons 

La décongélation s'effectue en une étape.Lorsque 
les embryons étaient fortement dis hydratés (palier -60 
-80°C) 1 une décongélation lente d. la vitesse de 12°c 
par minute était la condition d'une bonne survie, 
[Renard 1982ab,Cacheiro 1983], 

Actuellement les embryons étant partiellement 
d~hydratés ,la vitesse de décongélation doit être très 
ra~ide,supérieure à l000°C par minute, 
[Renard 1981 ,1982ab,Chupin 1985b,1986ab,UNCEIA 1987], 

Sur le plan purement technique, la paillette une 
fois retirée de la bouteille d'azote est,soit direc­
tement plongée dans un bain-marie maintenu à 37-38°C 
pendant une 1jizaine de secondes,soit est a•;iitée dans 
l'air pendant quelques sec•::>ndes (6 à 7) avant d'être 
plongée dans le bain-marie.D'après Tadeka 1987,cette 
dernière pratique donnerait de meilleurs résultats en 
limitant les cas de rupture de la zone pellucide, 

f) Elimination du cryoprotecteur 

Après décongélation il faut éliminer le 
cryoprotecteur qui est toxique pour l'embryon.Le 
retrait de cette substance ne peut s'effectuer en une 
étape par dilution dans un bain dépourvu de glycérol, 
cette pratique exposerait 1 'embryon à un choc 
osmotique mortel Chyperhydratation de 1 'embryon) 
[Renard 1982bJ,Ceci explique qu'il n'est pas possible 
de mettre en place directement les embryons sans 
éliminer le cryoprotecteur comme cela est pratiqué 
dans le cas du sperme congelé, 

La technique la plus uti 1 isée est basée sur la 
dilution graduelle du glycérol,Initialement en 6 
étapes [Lehn-Jensen 198labJ,on opte actuellement pQur 
une série de quatre bains [10,0, 7,5, 5,0, 2.5 et O 
p,100 de glycérolJ dans lesquels l'embryon séjourne 5 
à 7 minutes avant d'être rincé au PBSA [Renard 1982b, 
Bielanski 1985,Rall 1986J, 
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-:• ... ..__ _, Perspective d'évolutinn 

Les progrès 
congélation des 
processus afin 
terrain, 

le domaine de 
embryons visent à en simplifier 

d'en faciliter l'application sur 

effectués dans la 
le 
le 

Si un certain nombre de travaux de recherche ont 
été réalisés,nous nous attacherons plus particuli­
èrement à ceux concernant la maîtrise de la phase de 
congélation et au problème de l'élimination du 
cryoprotecteur, 

n e raccou' · a) Sjropljficatio t 
protocole de CJ él : 1 c1ssement du 'ng at.1on 

Quatre procédés permettent de simplifier 
raccourcir le protocole de congélation, 

et de 

a) ConQélatjon en deux étapes 

Bouysson 1982, 
Dans un premier temps la paillette contenant 

l'embryon est di1'ectement refroidie à -7°C,On induit 
manuellement le changement de phase en touchant une 
des extrémités de la paillette avec une pince 
préalablement refroidie dans l'azote liquide, 

Dans un second temps,on congèle rapidement 
l'embryon [ > l0°C/mn] jusqu'à la température de -25 à 
-30°C,L'embryon est maintenu à ce palier une trentaine 
de minutes avant d'être plongé dans l'azote liquide, 

B) ~~hydratation partielle et conQélation; 

* Déshydratation partielle 

La d~bydratation partielle de l'embryon se fait 
par augmentation de la pression osmotique du milieu.On 
utilise habituellement une solution de saccharose à la 
concentration de 0,25 à l ,0 M dans laquelle l'embryon 
séjourne de 5 à 7 minutes, 

Le premier procédé consiste à placer dans un 
premier temps l'embryon dans un mélange PBS­
cryoprotecteur [ 10 p, l OO glycérol ou propanediol en 
volume], durant/ 15 à 20 minutes. L •embryon est alors 
partiellemnt desbydraté en séjournant 5 à 7 minutes 
dans le mélange cryoprotecteur-saccharose, 
[8ui-Xuan-Nguyen 1984,Chupin 1987a, 1987b,Rall 1986, 
UNCEIA 1987], 

La seconde méthode 
de PBS C•Jntenant 1 . 36 

revient 
M de 

à utiliser un seul 
glycél'•:'.)l et 0,25 

bain 
M de 
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saccharose dans lequel l 'ernbryon sèJourne une dizaine 
de minutes.La pénétration du cryoprotecteur et la 
dés h y d r a t a t i i:) n p a r t i e 1 1 e d e 1 ' e m b r y o n s ' e f f e c t u e n t e n 
une seule étape, 

Le tab 1 eau 
les différents 
procédés, 

ci-dessous 
techniques 

nous donne 
appliquées 

schématiquement 
dans ces deux 

Tableau n°I M é th ode de dé!>h y d r a ta t i on p a I' t i e 1 1 e 

Référence 1 Nombre 1 Nature du ISaccharbse 
1 étapes lcryoprotecteurl en M 

__________ l ________ l ______________ I _________ _ 

1 1 1 
UNCEIA 87 1 2 1 Gly, 2,1 M 1 0,25 
Chupin 87 1 1 1 
__________ l ________ l ______________ I _________ _ 

1 1 1 
Mass i p 87 1 l G 1 y, . l , 36 M l 0. 25 
__________ ! ________ --------------'----------

' 1 
Chupin 87 1 2 Gly, 2,8 M 1 0,25 
----------'-------- ______________ ! _________ _ 

1 1 
Ra 11 86 1 2 G 1 y. 1 , 5 M 1 1 , 0 

----------'-------- --------------'----------! 1 
Vincent 861 2 Pro, 1,0 M 1 0,1 
----------'-------- ______________ ! _________ _ 

1 1 
Vincént 861 2 Pro, 2,0 M 1 0,5 __________ ! ______________________ ! _________ _ 

*Congélation rapide de l'embryon 

Deux méthodes sont utilisées: 

Cl) Méthode de Massip (1987) 

Du1'ée en 
minutes 

7 

5 

7 

5 

5 

5 

L ' e m b r y on a y an t dé j à é té p a r t i e 1 1 e men t dés h y d r a té , 
la température du dernier palier ne d•:iit pas être 
inférieure à -25°C, 

La méth1:ide de congélation proposée revient, aprés 
induction de la cristallisation à -7°C,à ref1'oidir à 
la vitesse de 0,3°C/mn l'embryon jusqu'à -2s 0 c. 

En effet en portant l'embryon aux températures de 
- 3 0 ou - 3 5 ° C , 1 a de::. hy d r a ta t i on c e 1 1 u 1 a i r e de v i en t 
excessive,diminuant de quelques points le taux de 
survie des embryons, 
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(2) Méthode de Chupin C1986ab) 

La méthode proposée pe1·met de congeler l'embryon 
en une étape sans induire manuellement la 
cristallisation du milieu.L'embryon, conditionné en 
paillette,est maintenu dans le col d'une bouteille 
d'azote à une distance (d) bien définie du niveau du 
liquide. L'extrémité inférieure de la paillette est 
refroidie à -170°C,la ci·istallisation s'amorce alors 
automatiquement et remonte vers l'embryon qui se 
trouve à la température de -9 -11 "C, [d(embryon-azote) 
= 2/3 D + 2; D;distance azote-colJ,Après 5 minutes 
d'équilibration, la paillette est progressivement 
plongée dans l'azote liquide, 

l) Vitrification 
[Massip 1986] 

La vitrification est un phénomène physique se 
caractérisant par le passage progressif de l'état 
liquide à l'état arnorphe,solide,sans aucune transition 
b1·utale,sans formation de cristau~: de glace dans le 
cas des solutions hydriques.Cette technique apparaît 
particulièrement intéressante dans la mesure où elle 
permet de congeler des embryons en éliminant un des 
facteurs limitants : la formation des cristaux de 
glace intracellulaires, 

La vitrification du milieu se produisant à des 
concentrations élevées de cryoprotecteur, la toxicité 
d'un tel milieu fut réduit en en diminuant la durée 
d'exposition des embryons et en utilisant un mélange 
de deux cryoprotecteurs,le glycérol et le propanediol, 

Techniquement,on procède de la manière suivante: 
L'embryon séjourne dans un p1·emier bain CPBS + 10 

p. l OO de glycérol + 20 p. l OO de propanediol J pendant 
10 minutes; i 1 est ensui te monté en paillette dans un 
second milieu titrant 25 p,100 de glycérol et 25 p,100 
de propanediol en volume.La congélation s'effectue en 
plongeant directement la paillette dans l'azote 
liquide, 

b) Eliminatinn du cryoprntecteur 

Les travaux dans ce domaine ont visé à simplifier 
et raccourcir l'étape d'élimination du cryoprotecteur, 
L'utilisation d'une solution hypertonique de 
saccharose permet d'envisa1;ier le 1·etrait du glycérol 
en une é tape ( au l i eu des qua t r e b a i n s hab i tue l s ) , en 
minimisant le nombre de manipulations de l'embryon, 
[Rall 1986,Renard 1982bJ 
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A;:•rès avc; ir brié\1eff1er1t e~.:: plicfué le ffPJ•je ;j 1 acti1~r1 

du saccharose,nous exposerons les modalités de son 
utilisation pratique, 

a) Mode d'action du saccbarnse 

Le saccharose confère à la solution dans laquelle 
il est incorporé Cici le PBS) un fort pouvoir 
osmotique,étant donné qu'il ne diffuse pas dans 
l'espace intra-cellulaire,Le principe d'élimination du 
cryoprotecteur repose sur cette faculté.En présence de 
ce mi 1 ieu hyperosrni::itique, 1 'embryon se réhydrate pro­
gressivement au fur et à mesure de la diffusion du 
glycérol; le saccharose se comporte comme un osmop1·0-
tecteur limitant tout choc osmi:ltique dQ à une 
réhydratation brutale, 

Le saccharose agirait par ailleurs au 
métab1:::>lisme de l'embryon en facilitant le 
nement des pompes ATP membrannaires, 

B> Utilisation pratique 

niveau du 
fonction-

Le saccharose s 'uti 1 ise à des concentrations de 
l'ordre de 0 , 25 à 1,0 M,Le saccharose étant toxique 
pour les embryons, le temps de séjour ne doit pas 
dépasser 7 à 10 minutes pour une solution à l, O M 
[Bielanski 1985,Chupin 1987aJ et un 20 minutes environ 
dans une solution à 0,25 M [Heyman 1986,Renard 1982aJ, 

L'addition du saccharose peut s'effectuer de 
différentes manières [Chupin 1984a,1985b,1986b,Heyman 
1 984] . 

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

La seconde solution consiste à uti 1 iser la pai I­
lette comme support du retrait du glycérol , 

Dans un premier cas de figure [Renard 1982aJ, le 
monta•;;ie de 1 'embryon permet d'associer dans la même 
paillette le mi 1 ieu à l 0 p, 1 OO de glycérol (contenant 
l'embryon) et la solution de saccharose,les deux 
milieux étant séparés par une bulle d'air (Figure 
n°3l,Après décongélation,on agite la paillet t e de 
manière à chasser la bulle d'air permettant ainsi au 
deux fractions de se mélanger,sans que l'on ait besoin 
de manipuler l'embryon, 



Figure n°3 

a 
1 • • . . 

13 

Schémas de la paillette de Renard 

Bulles d ·ai r ab~ PBS+ Saccharose 

b 

PBS + Glycerol / 
Bouchon 
d'identification 

Embryon 

L ' autre type de montage vise à simplifier au 
maximum toute manipulation [Massip 1987J.L'embryon, 
préalablement d~hydraté dans le mélange glycérol­
saccharose, est morité en paillette en utilisant le même 
type de milieu.Après décongélation, la fraction saccha­
rose permet à l'embryon de se réhydrater progressi­
vement au fui· et à mesure 1je la diffusion passive du 
glycérol, 
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II RESULTATS ET FACTEURS DE VARIATIONS 

Dans cette seconde partie, les résultats acquis 
dans ce domaine et les facteurs suceptibles 
d'influencer le niveau 
exposés, 

A) RESULTATS 

de survie des embryons seront 

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

Nous nous intéresserons aux critères permettant 
d'apprécier la survie et le développement de 
l'embryon,avant d'exposer les résultats enregistrés in 
vivo et in vitro.Un tableau rendra compte des niveaux 
de survie obtenus avec les différents types de prote-
cales mis en oeuvre. 

1) Critères d'appréciation 

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

Si la première pratique permet de traiter un 
nombre plus important de données en limitant les couts 
d'investigations, la seconde reflète la réalité exacte 
du phénomène. 

La corrélation entre ces deu~< méthodes d' appréc i­
ation n'est pas constante.Elle e>-~iste dans certaines 
circonstances [Herrera 1985],ce qui permet d'exploiter 
les résultats obtenus in vitro pour préjuger toutefois 
de la survie in vivo, l'importance de la m•:irtalité em­
bryonnaire dans l'espèce bovine CRenard l982bJ limite 
l'interprétation des résultats de culture et 
priviligie les expériences de transferts après décon­
gélation, 

Nous aborderons successivement chacune de ces 
tec h niques d'appréciation,en analysant les méthodolo­
gies utilisées, 

a) Appréciation de la survie in yitrn 

Après décongélation 
teur,les embryons sont 
heures,période durant 
évaluée, 

et élimination du cryoprotec­
mis en culture pendant 24 à 48 

laquelle leur survie est 
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a ) Techniques de mise en culture 

Les embryons sont mis en culture pendant 24 à 48 
heures à 37-38°C dans un milieu approprié à leur 
développement.On utilise è. cette fin t1-ois types de 
milieu 

- Milieu 82 gazé à 5 p,100 de C02, 
Bouyssou 1982 
Bui-Xuan-VGuyen 1984 
Renard 1982a 

Milieu HAM FlO gazé à 5 p,100 de C02 et enrichi en 
serum de veau foetal CSVF) décomplémenté à raison de: 

5 p,100 [Takeda 1985] 
10 p,100 [Niemann 1985,Voelkel 1984] 
15 p,100 [Takeda 1987] 
20 p,100 [8ondioli 1985], 

Certains auteurs [Bielanski 1984 1986,Chupin 1984b 
l986a 1987a,Farrand 1985,Lehn-Jensen 1981] utilisent 
comme milieu de culture du PBS enrichi en SVF 
déci:::implémenté (10 à 20 p,100),lequel est parfois gazé 
[Cachei ro 198], 

B> Modalités d'appréciation des embryons 

Le jugement des embryons fait appel à 
l'observation ainsi qu'à certains tests biochimiques, 

• L'observation morphologique permet d'estimer la 
qualité et le degré de développement de l ' embryon,Au 
stade morula et blast•::>cyste (J7 - J8) ,on distingue 
quatre catégories d'embryons selon leur qualité: 
excellent,bon,moyen et médiocre [INRA 1980J, 

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

J6 

Morula 

b 1 ils tomères zone pellucide 

nombre de cellules : 30 a 60 

J8-J9 

Blas tocyfil 

pe 11 ucide 

blastocoele 

embryonnaire 

nomore de , cellules: 70-180 
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Le tableau n ° I I 1·ésume les critères 
d'appréciation utilisés, 

Tableau n°II : Appréciation de la qualité et 
de développement des embryons d'après l'INRA 

du 1jeg1·é 
1980 

* Jugement de la qualité d'un embryon,on 
recherche et observe 

(1) L'intégrité de la zone pellucide 

(2) La forme générale de l'embryon 
régularité 
opacité 
aspect des structures visibles 
Ctrophoblaste,bouton embryonnaire, 
blastocoele) 

(3) Aspect de la masse cellulaire 
degré d'agrégation des cellules 
cellules détachées 
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 
Blastocyste épanoui:sortie de la zone pellucide 

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

Le test d'absorption du glucose mesure l'intensité 
de l'activité métabolique des embryons à JlO,Seuls les 
blastocystes glucose + C consommation de •,;ilucose 
supérieure à 2,5 µg par h de culture) sont estimés, 
viables,donc tra~sférables [Renard INRA 1980], 

Les p r o c éd é s a c tue 1 1 e men t l es p l us u t i 1 i s é s .son t 
des tests de coloration présentant le double avant.age 
d'être facilement mis en oeuvre et rapidement 
i1,terprétables, 

• Le test au diacétate de fluoresceine CFDA) 
appa1·aît comme étant le plus utilisé [Sielanski 198E., 
Blakewood 1987,Franks 1985,Renard 1982b,Rodrigues 
1987J,Le FDA diffuse dans l'espace intra-cellulaire et 
devient fluorescent au contact des hydrolases 
présentes dans les cellules vivantes.Une incubation de 
3 à 6 minutes dans le FDA est suffisante poui· trier 
les embryons [INRA 1980], 
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• D'autres types de colorants sont utilisés, 
Renat'd (1982c) propose l'utilisation conjointe 

de deux colorants le rouge neut1·e et le bleu 
trypant,Le principe rep•:•se sur le fait que seuls les 
embryons viables,plongés 5 minutes dans une solution à 
0,02 p , 100 sont colorés par le 1·ow~e neut1·e,Le bleu 
trypan,permet de marquer les embryons qui ont 
dégénérés ou qui sont morts, 

D'autres auteurs CMechekour 1986) ont testé des 
colorants comme l 'é•::>sine 8, Si cette substance s'avère 
efficace pour juger des embryons de souris , son 
caractère to x ique limite son usage dans les conditions 
de pratique, 

b) Appréciation de la survie in yiyn 

L'appréciation de la survie 
revient à C•::>nstater la gestation 
une vache receveuse, 

in vivo de l'emb1'yon 
après transfert chez 

Un premier diagnostic de gestation est effectué à 
21 jours par dosage de la progestérone plasmatique . Une 
palpation rectale vers 60-90 jours confirmera ce 
diagnostic.Cette méthode permet de tenir compte du 
phénomène de mortalité embryonnaire qui est important 
dans l'espèce bovine. 

2) Résultats moyens de suryie des embryons 
congelés 

Les résultats exposés correspondent à des valeurs 
moyennes qui ont le mérite de refléter le niveau 
actuel des recherches en matière de congélation des 
embryons, 

a) Résultats in yitrn 

Trois paramètres caractérisent la survie in vitro 
des embryons après décongélation, ce sont 

l'aspect morphologique après décongélation 

le développement après 24 h de culture 

le développement après 48 h de culture 

Le tableau 11° III nous donne les valeurs m•:iyennes 
observées ces dernières années 
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•<CJ. L...t.L C::O.a......t 11 4.1...L ~;ur 'vie ..L •• ·v 1 t.. r o •:] e- i t e ffi b r y c• T1 a. p r è s 

décon9élation, 

• Aspect après décongélation 
71 a SS p 1nn des embryons apparaissent normau x 

après décongélation, 
Bielanski 1986 Bouyssou 1982 
Renard 1981 1982a 

• Survie après 24 h de culture 
Le poucentage de développement est de 65 p Jnn. 

Bielanski 1985 Blakewood 1987 
Bouyssou 1982 Chupin 1986b 1987a 
Lehn-Jensen 1981 Massip 1986 
Renard 1986 Takeda 1985 

• Survie après 48 h de culture 
Le pourcentage de dévelopement est de SQ p 100, 

Bouyssou 1982 Bui-Xuan-NGuyen 1984 
Cacheiro 1983 Renard 1982a 

b) Résultats in vivo 

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

A l'occasion du 3° colloque de l'AETE (Association 
Européenne de Transfert Embryonnaire les 4 et 5 sep­
tembre 1987,Nibart et Thibier CUNCEIA) ont précisé 
quel est le taux moyen de gestation que l'on peut 
espérer après transfert,[Tableau n°IVJ 

Tableau n°IV Taux de gestation après transfert, 
influence de la congélation et du mode 
de transfert [Nibart et ThibierC49>J 

• Mode de 1 Mode de 1 Taux de 
conservation 1 transfert 1 gestation (90j) 

_________________ ! ________________ ! __________________ _ 

1 1 
Frais 1 Cervical 1 50-65 p,100 

-----------------'----------------'-------------------
' 1 

Congelé 1 Cervical 1 50 p,100 

-----------------'----------------'-------------------
! 1 

Congelé 1 Chirurgical 1 55 p,100 

-----------------'----------------'-------------------

3) Survie des embryons cnnQelés selnn les 
dif féren~s prntocnles de cnnQélatinn 

Le niveau moyen de sul"'vie in vitro et in vivo ne 
reflète pas la diversité des procédés de congélation 
des embryons.Il nous a donc paru intéressant de 
relever,à l'aide du tableau n°V,la technicité et les 
résultats obtenus avec ces différents protocoles, 
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8) FACTEURS DE VARIATION 

En dehors des différentes techniques de congé­
var iation lation, les principaux facteurs de 

proviennent d'après Nibart 1986 de 

la technicité de l'équipe 

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

la qualité des embryons 

l'interval de temps ent1'e la collecte et la 
congélation 

S'il est difficile d'apprécier l'impact des deux 
premiers facteurs,certains travaux ont clairement mis 
en évidence l'importance de la qualité de l'embryon et 
du délai entre collecte et congélation sur la survie 
de l'embryon après congélation, 

Nous nous attacherons à étudier l'influence de ces 
deux paramètres en étudiant successivement 

• l'impact du délai séparant la collecte de la 
phase de congélation, 

• l'importance du choix de l'embryon, 

• l'influence des traitements subies par l'em­
bryon avant congélation, 

l) Impact du délai séparant la collecte de la 
conQéletion 

D'après les 
délai sépa1'ant 
con•;jélation est 

travaux de Pettit 1985,la durée du 
embryons de leur 
leur survie, 

la collecte des 
d~terminant quant à 

Si le délai dépasse 
embryons après congélation 

trois heures, la survie des 
diminue significativement, 

Le tableau n"VI 
le taux de •;::Jestat.ion 
collecte-congélation, 

il lustre ce 
à '30 j OUl'S 

propos en rapportant 
en fonction du délai 
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Tableau na VI : Taux de gestation après 
d'embryons bovins décongelés,en fonction 
collecte-congélation.D'après W,H, Pettit 1985, 

transfert. 
du délai 

Intervalle de temps 1 Taux de gestation 
entre 1 En p,100 

Collecte et congélation 1 1 
________________________ l ____________________________ I 

1 1 
Inférieur à 3 heures 1 66 p,100 CN:l19) 

1 
De 3 à 4 heures 56 p, l OO ( N: l 66) 

De 4 à 5 heures 50 p,100 CN:114) 

De 5 à 9 heures 1 45 p,100 CN:130> 1 
1 

________________________ ! ____________________________ ! 

2) Importance de l'embryon 

Dans ce 
l'influence du 
de l'embryon, 

chapitre 
stade de 

nous nous intéresserons à 
développement et de la qualité 

a) _Influence du stade de développement de 
l'embryon 

Habituellement la congélation concerne des em­
bryons au stade morula ou blastocyste.Il est possible 
néanmoins de congeler des embryons plus jeunes,de une 
à deux cellules,mais le niveau de survie in vitro 
reste faible (de l'ordre de 33 p,100 après 24 heures 
de culture),[Vincent 1985,1986] 

A un niveau de développement plus avancé (morula, 
blastocyste) le taux de survie de l'embryon dépend du 
c6uple degré de développement-mode de congélation, 

Ainsi on observe un taux de survie comparable pour 
un blastocyste et une morula,si cette dePnière est 
con•;Jelée (à la vitesse de 0,3°C/mn) à un palie1· de 
température plus bas.L'explication de ce phénomène 
vient du fait que les cellules de la morula étant plus 
grosses, les échanges hydriques avec le roi lieu exté­
rieur sont plus lents. Le méme degré de déhydratation 
est ainsi obtenu en prolongeant la courbe de 
refroidissement de quelques degrés, 

b) nlnfluence de la qualité embry1-.nnaire 

Nous 
qualité 

examinerons 
de l'embryon 

successivement 
au moment de 

i'influence de la 
sa congèlation,puis 
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nous aborderons le rôle controversé de la zone pellu­
cide, 

:t: Dans le domaine de la congélation,on retien•jra 
l'importance primordiale de la qualité de l'embryon en 
tant que paramètre déterminant la survie de celui-ci. 
[Leibo 1987,Massip 1982,Niemann 1986J 

Le tableau suivant il lustre 
entre la qualité de l'embryon 
congélation. 

la relation existant 
et sa survie après 

Tableau n°VI I 
bovin et survie 

Influence de la qualité de l'embryon 
après décongélation et culture in 

vitro, 
D'après Kennedy 1983, 

QUALITE DE 
L'EMBRYON 

Excellent < 1) 

Bon < 2) 

Moyen (3) 

SURVIE APRES 
DECONGELATION 

En p, 1 OO 

100 CN:ll) 

86 ( N: 28) 

83 <N:24) 

POURCENTAGE DE 
DEVELOPPEMENT 
NORMAL En p,100 

91 <N:ll) 

50 <N:28) 

29 ( N: 24) 

Sur le terrain l'application 
revient à congeler uniquement les 
qualité,sélectionnés d'après leurs 
giques,Le tableau n°VIII illustre ce 

de ce principe 
embryons de bonne 
aspects morpholo­
princ ipe, 

Tableau n°VI II Influence de la qualité de l'embryon 
bovin et taux de gestation après décongélation et 
transfert cervical,[Leibo 1986] 

QUALITE DE 
L'EMBRYON 

Excellent 

Bon 

Mauvais 

TAUX DE GESTATION 
APRES DECONGELATION 
ET TRANSFERT CERVICAL 

En p,100 1 
________________________ ! 

1 
49 3 (84/173) 1 

1 
45 % (98/220) 1 

1 
24 % (20/83) 1 

1 ________________________ ! 
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:t: La 
cellulaire 

zone pellucide qui enveloppe la masse 
de l'embryon,a une importance plus ou moins 

controversée , 

Selon Farrand 1985,la zone pellucide n'a pas 
d'influence sur la survie de l'embryon après le stade 
morula compactée,niveau de développemnt à partir 
duquel la cohésion des blastomères devient importante, 
Cependant les résultats de survie,après con9élation 
d'embryons sans pellucide, restent contradictoires, 
Certains [Blakewood 1987,Niemann 1986,Rorie 1987, 
Scripongpun 1986ab,UNCEIA 1987] estiment que la zone 
pellucide n'a aucune impact sur la survie de l'embryon 
coni;ielé. D'autres [t<anagawa 1979, Lehn-.Jensen 1981 J 
pensent que la ZP a un rôle cryoprotecteur qui 
augmenterait de quelques points le taux de survie 
après congélation de l'embryon entier, 

3 ) Influence des traitements effectués ayant 
conoélation 

Dans ce paragraphe,nous soulèverons les problèmes 
liés à la bissection de l'embryon et à l'intérêt d'une 
période de culture avant le cycle de congélation; 

a) Biopsie et congélation 

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

D'après Heyman (26) les pertes cellulaires con­
sécutives à cette intervention ne sont que de 10 p,100 
ce qui permet d'envisager de congeler avec succès les 
embryons biopsés, 

D'après Nibart et Mechekour 1987b les taux de 
gestation après biopsie et transfert sont voisin de 30 
p, 1 OO, 

b) Bissection et congélatinn 

La bissection,elle,se traduit par une destruction 
cellulaire plus importante [15 à 18 p,1 0 0 des cellules 
d'après Chesné 1987; en congélant des demi-embryon on 
ne fait. fait qu'ag9raver les pertes cellulaires qui 
dépasse 25 p , 100 de la masse cellulair12 initiale.Une 
telle destruction permet d'assurer qu'un tau x de 
gestation proche de 25 p,100, 

Le tab 1 eau n ° IX nous dcinne 1 es tau~< 

obtenus en fonction du nombre d'embryon 
tau x de gestation est de 56 p,100 pour 

de gestation 
congelé. Si le 

le blastocyste 
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entier,il tombe à 36 p,10 pour 
[Scriponghun 1986abJ,Aucune gestation 
à partir de quart d'embryon congelé, 

le demi-embryon 
n'a été obtenue 

Tableau n°VIII : Bissection et congélation 
Influence de la qualité de l'embryon, 
D'après Scriponghun 1986ab et Heymann 1984, 

NBR D'EMBRYONS MIS 
EN PLACE 

2 Blastocystes entiers! 
1 

Blastocyste entier l 
1 

2 Demi-Blastocystes l 
1 . 

Demi-Blastocyste 1 

TAUX DE GESTATION 

En p, l OO 

68 p, l OO 

47 .:. 56 p, l OO d. 

61 p, 1 OO 

25 à 36 p. l OO 

1 Quart de Blastocyste! 0 p,100 
_______________________ ! ____________________________ _ 

c) ConQélation et culture 

Pour améliorer la survie du demi-embryon con•;ielé, 
deux voies ont été explorées, 

La première voie consiste après bissection d'un 
blastocyste de qualité l (excellent) ou 2 (bon) à 
mettre en culture les demi-embryons pendant 4 à 6 
heures avant de les congeler ,On obtient un taux de 
survie in vitro de 45 p,100 C85 p,100 pour les 
embryons entiersl[Chesné 1987,Heyman 1986,UNCEIA 1987] 

Une durée de culture supérieure à 4 heures,de 
l'ordre de 24 heures,a un effet dépresseur sur la 
survie du demi-embryon,[Farrand 1985,Petit 1985] 

Le second procédé revient à pratiquer la 
bissection après la décongélation de l'embryon entier, 
[Lehn-Jensen 1983b,Rorie 1987,Takeda 1987,UNCEIA 
1987], 

Il semble qu'actuellement la première méthode soit 
plus avantageuse,car elle permet d'obtenir un taux de 
gestation de C54 p,100),alors qu'avec le second 
procédé seulement 38 p,100 des demi-embryons se 
développent [Scripongpun 1985b,Pettit 1985J,Les 
résultats restent néanmoins contradictoires, 
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CQncusion 

La con9élation des embryons bovins a favorisé le 
développement de la transplantation embryonnaire,en 
permettant de différer dans le temps et dans l'espace 
l'acte de transplantation de la collecte, 

Actuellement sur les 10 000 transferts effectué en 
1986,plus du tiers concernent des embryons con9elés, 

Techniquement le taux 
chirurgical d'embryons 
inférieur (53 p,100) à 

de gestation après transfert 
con·~elés reste lé9érement 

celui qui est •:ibtenu avec des 
cervicale (50 et 65 p,100), embryons frais par voie 

Les progrès effectués dans le domaine de la 
cryoconservation des embryons tendent vers une réduc­
tion et une simplification des processus.On envisage 
d'appliquer sur le terrain des techniques permettant 
de raccoucir la durée de la phase de congélation 
(Congélation en une à deux étape) et de simplifier le 
procédé de décongélation en uti 1 isant des paillettes 
contenant du saccharose, 
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Introduction 

Après collecte, l'utilisation de l'embryon bovin 
s'effectue selon t1'ois voies: le transfert directe, le 
transfert des demi-embryons après bissection ou la 
congélatii:::>n de l'embryon qui sera utilisé ultérieu­
rement.Actuellement il parait impossible de pratiquer 
une bissection et une congélation sur le même 
embryon;ces deux manipulations se traduisant par une 
perte de plus de 30 p , 100 des cellules CHeyman 
1986),le taux de ·~estati•::>n qui en résulterait,serait 
incompatible avec une pratique de terrain, 

Pour pallier ce phénomène, deux solutions sont 
proposées.La première consiste 
bissection après décongélation de 
1987), le second procédé revient à 
l 'embryon b i sséqué que 1 ques heur es 
sa congélation CChésne 1987), 

à pratiquer la 
l'embryon CRorie 

mettre en cultu1'e 
avant d'effectuer 

Notre étude se propose d'évaluer l'effet d'une 
culture de 4 à 6 heures avant congélation sur la 
viabilité de l'embryon de souris congelé, 

Nous aborderons dans un premier temps les 
techniques et les méthodes mises en oeuvre dans ce 
protocole puis nous nous intéresserons aux résultats 
de l'expérimentation, 
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I MATERIEL ET METHODE 

Nous aborderons successivement les problèmes de la 
production des embryons de souris,de leur 
bissection,de leur congélation et du jugement des 
résultats après décongélation, 

1) Production d'embryons 

a) Superoyulation et fécnndation des oyocytes 

Des so~ris Agées de 6 à 16 semaines ont été 
superovulées par des injections iota-péritonéales de 
10 UI de PMSG CCHRONOGEST d'INTERVET>. 

Quarante huit heures après, l'ovulation est 
provoquée par l 'administratii:)n iota-péritonéale de 10 
UI d'HCG (QRGANON NDl,La mise au màle <1 m~le par 
femelle) est faite immédiatement après cette dernière 
injection. 

b) Collecte des embryons 

T1~ois 

femelles 
prélevées 
< PBS) , 

jours après l'injection d'HCG,les souris 
sont sacrifiées.Les cornes utérines sont 
puis perfusées avec 1 ml de tampon phosphate 

La collecte et la recherche des embryons 
s'effectuent à l'aide d'une loupe Niki:>n ASM Z 10 au 
faible grossissement Cx20-30),Les embryons sont 
prélevés à l'aide d'un micro-aspirateur CBRAND 259) 
puis,sont rincés 6 fois dans du PBSA C2g/l 
d'albumine), préalablement fi 1 trés à l'aide d'un 
micro-filtre <Millex-GS Non pyrogénic 
stérile,0,22µm,MILLIPORE SA>, avant d'être jugés, 

c) Jugement des embryons 

La qualité des embryons collectés est appréciée en 
fonction de leur aspect morph•:>logique ( HJRA 1980) à 
l'aide d'une loupe binoculaire CNikon ASM Z 10) au 
grossissement 80, 

Nous nous sommes intéressés 
blastocyste qui ont été jugés en 

aux embryons au 
quatre classes 

stade 

• Classe CExcellent) Stade normal de développement 
masse cellulaire homogène 
couleur normale 
pas de cellule échappée 
membrane pellucide intacte 
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• Classe 2 (Bon) : Un embryon de type l avec quelques 
défauts, 

- déformations de la masse cellulaire 
- coloration hétérogène 

• Classe 3 (Moyen) : Embryon en retard de 
développement. 

taille des cellules hétérogènes 
- présence de cellules vacuolisées ou picnotiques 

coloration hétérogène,noirâtre 

• Classe 4 (Mauvais) : Embryon dégénéré 
cellules détachées 
cellules déformées 
cellules dégénérées (vacuolisées et picnotiques) 

Seuls les embryons,au stade 
blastocyste épanoui,de qualité 
dans ce travail. 

2) Technique de bissection 

a) Matériel utilisé 

• Micro-manipulateur 

jeune blastocyste et 
et 2 ont été utilisés 

Les embryons ont été bisséqués à l'aide d'un mi­
cro-manipulateur de marque ALCATEL CII,comportant deux 
postes dont le système de transmission est pneumatique 
et homothétique, 

Le poste A supporte le micro-scalpel qui a été 
fabriqué à partir d'un éclat de lame de rasoir, 

La micro-pipette de maintien est fixée au poste 8 
du micro-manipulateur, 

· · Micro-forge 
Une micro-f•:n~•;ie CALCATEL) a servi à confectionner 

les micro-pipettes de maintien dont le diamètre 
extérieur est de 80 à 100 µm,Les extrémités des 
pipettes ont été rodées avec la microforge, 

• Loupe binoculaire 
Les manipulations 

binoculaire de marque 
80 fois. 

ont été effectuées sous loupe 
NIKON CASM Z10) au grossissement 

b) Méthode de bissection 

Les embryons,une fois 
boite de Pétri contenant 

rincés,sont déposés dans une 
du PBS,préalablement filtrés 
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Figure n• 1 Technique de bissection, 

1 Réolaoe de l 'installation 

Le micro-scalpel est perpendiculaire à la pipette, 

La lame est placée au dessus de l'embryon, 

... 
2 d la zone pellucide Ouverture e 

La lame est 
l'ouverture de 

abaissée de manière 
la zone pellucide, 

~ ,_, ® 

3 Section de la masse embryonnaire 

à provoquer 

Un léger mouvement de va et vient divise la masse 
embryonnaire en deux parties égales . 

... 
~ 

~ Séparation des deux demi-embryons 

Un mouvement de rotation 
deux demi-embryons, 

du 

A 
~I 

micro-scalpel détache les 
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à l'aide d'un microfiltre (Millex-GS 
stérile,0,22 µm,MILLIPORE SA), 

Non pyro•;1énic 

La technique de bissection est la suivante 
[Figure n°lJ 

(1) En exe1'çant une lé•;1ère dépression, l'embryon 
est maintenu à 1 'extrémité de la micro-pipette de 
telle manière que le micro-scalpel puisse couper en 
deux parties égales, le bouton embryonnaire.et le 
troph•:>blaste, 

(2) On place le 
l'embryon dans l'axe du 

micro-scalpel au -dessus 
bouton embryonnaire, 

de 

(3) Le micro-scalpel 
membrane pellucide plait 
ment,la masse cellulaire 
deux parties égales, 

est abaissé d'un seul jet;la 
un instant puis cède brusque­
est instantanément coupée en 

(4) On diminue la dép1·ession de la 
maintien, la bissection est alors achevée 
légèrement le micro-scalpel, 

pipette de 
en bougeant 

qui 
< 5) On 
a pour 

déplace 
effet de 

latéralement le micro-scalpel 
séparer les deux demi embryons. 

Les demi-embryons sont 
directement congelés sans 
membrane pellucide, 

soit 
être 

mis en culture 
remis dans 

ce 

soit 
leur 

3) ConQélation des embrynns et des demi-embryons 

a) Matériel utilisé 

Le matériel utilisé 
embryons ,est le suivant 

pour la congélation des 

• Paillettes de 
d'identification 

0,25 ml <IMV 
en plastique, 

France) et 

• Une bouteille d'azote ( Air Liquide S, A 
contenant 5 à 6 cm d'azote liquide, 

b•::>uchons 

France ) 

• Le congélateur 
d'un 

d'Elsden se 
thermomètre 

compose 
digital (n"8500-40 COLE 

PARMER USA ) 
d' un thermo-couple Ctype T COLE PARMER USA ) 
d'un cylindre métallique percé d'orifices 
destinés à recevoir les paillettes, 
d'une tige métallique en T percée de trous à 
intervalles réguliers, 
d'~ne tige métallique droite, 
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b) Méthode de cnnQéla t ion 

• Préparation du congélateur 
La cuve d'azote est remplie 1je 5à 6 cm d'azote 

liquide. 
Une paillette de 0,25 ml est remplie de PBS 

contenant 10 p,100 de glycérol ,On introduit alors 
l'e x trémité du thermo-couple dans la paillette témoin, 
de manière à le placer au niveau où se situerait 
l'embryon (moitié de la paillettel,La paillette témoin 
est alors introduite dans un des trous du cylindre.On 
fixe le tbermo-couple à la barre en T laquelle est 
visée dans le cylindre suivant son grand a~< e [Figure 
n°3J, 

• Con·~élation 
Le cylindre est placé dans le col de la bouteille 

de telle manière que la température du cylindre se 
stabilise autour de - 7°C ( de -6 à -9°C), 

Les embryons ou les demi-embryons destinés à êt1·e 
congelés,sont placés dans une petite boîte de Pétri 
contenant du PBSA ( 2g/ 1) additionné de l 0 p, l OO de 
glycérol,Ils y séjournent une dizaine de minutes avant 
d'être montés dans des paillettes de 0 , 25 ml,à raison 
de 4 à 5 embryons ou demi-embryons par paillette, Le 
montage s'effectue en aspirant des fractions de 
milieu de congélation et d'air, dans l'ordre suivant: 

Glycérol 
PBS 

Chaque 
plastique 
nécessaires 
embryon, 

Glycérol 
air PBS + embryon air 

paillette est fermée par un 
sur lequel on porte les 

pour identifier l'embryon 

Glycérol 
PBS 

bouch•::>n en 
indications 

ou le demi 

Les paillettes sont placées directement dans les 
orifices du cylindre,maintenues aux alentours de 
-7°C, L'équilibre thermique de la paillette s 'effectue 
e 1i 1 à 2 m i nu tes , A p r ès l. 0 m i nu tes à c e t te 
température,on induit la cristallisation du milieu 
contenant l'embryon en touchant une des extrémités de 
la paillette avec une pince préalablement refri:::>idie 
dans de l'azote liquide, 

Après quelques minutes ( 3 à 4); le cylindre est 
descendu lé·~èrement dans le C•:>l de la bouteille de 
rna11ière à am•:ircer un refroidissement à la vitesse de 
0 , 3 à 0,5°C/mn.Cinquante à soi~< ante-di~<: minutes plus 
tard on marque un palier de quelques minutes C4-5l à -
30°C avant de plonger les paillettes dans 1 ' azote 
liquide,[Figure n°3J 
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4) DécnnQélatinn et éliminaiinn du crynprntecteur 

a) PécooQélation 

Selon le protocole de Takeda C1987al,les 
paillettes sont maintenues quelques instants (5 à 6 
secondes) dans l'air avant d'être plongées dans une 
cuve d'eau maintenue à 37°C et agitée doucement 
pendant une dizaine de secondes, 

b) Eliminatinn du cryoprotecteyr 

L'élimination du 
dilution progressive 
placé dans 4 bains 
glycérol (10'%, 7,5%, 
minutes par bain, 

glycérol est réalisée 
du cryoprotecteur,L'embryon 

à concentration décroissante 
5%, 2.5%, 0%, ) à raison de 5 

par 
est 
en 

à 7 

Si la manipulation des embryons entiers s'effectue 
à l'aide d'un micro-aspirateur CBRANO) et de micro­
pipettes de 10 µl CDrummond MICRODISPENSERl,celle des 
demi-embryons a nécessité la confection de micro­
pipettes plus adaptées à leurs tailles (30 à 40 µm 
environ). 

5) Etude de la curyie après déconQélation et 
du développement en culture 

Le jugement est réalisé par l'étude de la survie 
in vitro du demi-embryon après décongélation, 

a) schéma expérimental de répartit~ d-
embryons .... on t::S 

Afin d'interpréter statistiquement 
de survie,il apparut nécessaire 
plusieurs lots témoins permettant de 
degré de survie des demi-embryons 
quelques heures de culture, 

les résultats 
de constituer 
relativiser le 

con•;ielés après 

La répartition des embryons est la suivante 
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Présentation du dispositif 
congeler les embryons. 
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Répartition des embryons en vue 
d'étudier la survie in vitro des demi­
embryons, 

Traitement 1 Nbre embryons 1 Influence observée 1 
____________ 1 _______________ 1 ________________________ 1 

1 1 1 
Ebr entier 1 33 1 1 

Frais 1 1 Comparaison 1 
____________ ! _______________ ! entre 

1 1 l'état Frais/Congelé 
Demi-Ebr 1 57 1 

Frais 1 1 l'état Entier/bissêquél 
____________ ! _______________ ! 1 

1 1 Etude des 1 
Ebr entier 1 28 1 intéractions entre 1 

Congelé 1 1 groupes i 
------------'-----------~---1 ________________________ 1 

1 1 1 
Demi-Ebr 1 24 1 1 

Congelé 1 1 Influence 1 
Sans culturel 1 d'une 
____________ ! _______________ ! Culture de 4 h 

1 1 sur 
Demi-Ebr 1 44 i la survie du 

Congelé 1 1 demi-embryon 
Après culture 1 Congelé 1 ____________ l _______________ l ________________________ I 

b) Méthode de culture 

Les embryons 
pendant 24 à 48 
additionné 20 
décomplémenté à 
s'est effectuée 
à 37°C, 

et les demi-embryons ont été cultivés 
heures 
p. 1 OO 
56°C 

dans du HAM Fl 0 auquel on a 
de sérum de veau foétal 

pendant 30 minutes.La culture 
sous atmosphère gazée CSp,100 de C02) 

Les embryons entiers ont été placés dans de 
petites boîtes de Péti'i CFALCON n°1008),alors que les 
demi-embryons,difficilement identifiables en raison de 
leurs faibles dimensions et de l'absence de membrane 
péllucide,ont été mis en culture sur micro-plaques 
CFond U 96 trous NUNC), 

c) JuQement de viabilité des embrynns 

ix) .TuQement des embry•...,ns après 
décnnr;iélatiQD 

Les embryons et les demi-embryons sont notés après 
décongélation de l à 3 suivant leur aspect mi:1rpho­
logique à la loupe binoculaire (grossissement 80) 
!:NUO::ON ASM Zl OJ. 



1 1 

• Classe Embryon et demi-embryon de bonne qualité. 
masse cellulaire compacte 
cellules homogènes 
absence de cellule détachée 
couleur homogène et claire 

• Classe 2;Embryon et demi-embryon de qualité moyenne. 
même aspect général que les embryons de 
classe 1 avec quelques défauts 

• Classe 3 

$) 

contour ± irrégulier 
cellules échappées 
couleur hétérogène 

Embryon et demi-embryon dégénérés. 
forme irrégulière 
nombreuse cellules échappées 
cellules en dégénérescence (noyaux 
picnotiques,vacuolisation cellulaire) 

JuQement après cyltyre 

Le jugement du développement s'est effectué par 
1 'observation de 1 'aspect morphologique à la loupe 
binoculaire (grossissement 80) [NIKON ASM 210J à trois 
périodes distinctes: 

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

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

On 
(±) et 

distingue 
( - ) ' 

trois classes d'embryons notées 

• Classe (+) : Développement, 
Embryon entier: 

Demi-embryon 

présence d'un bouton embryonnaire 
compact 
stade plus avancé de développement 
absence de signe de dégénérescence 

développement d'un blastocoele 
absence de signe de dégénérescence 

• Classe C±l : Etat stationnaire, 

( + ) 

Absence de signe de dégénérescence,mais aucun signe de 
développement, 

• Classe (-) : Dégénérescence, 
Signe de dégénérescence: 

forme irrégulière 
cellules échappées 
dégénérescence cellulaire 
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Remarque: pour 1 'étude statitique,on a 
deux classes;les embryons développés (+) 
embryons peu ou pas développés(+/- , -), 

6) Analyse statistique 

Le traitement 
réalisé à l'aide du 

statistique des données 
test du X2 (Schwartz 1963), 

regroupé 
et les 

a """" .:. t= \.• t= 
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l. l. F) ES t) L T AT :=: 

Les 
tableaux 

r-ésultats seront 
et de figures, 

présentés sous fo1·me de 

Un premier tableau (n°IIl rapporte l'ensemble 
détail 

des 
des données puis,nous examinerons le 

résultats,c'est à dire 

• Le degré de développement après 4 heures de culture. 

• L'aspect des embryons après décongélation. 

• Le degré de développement après 24 et 48 heur-es de 
culture. 

1) Présentatinn Qénérale des résultats 

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

Dans ce tableau ,figurent aussi le niveau de 
développement des demi-embryons après 4 h de culture 
ainsi que l'aspect des embryons après décongélation, 

2) 
4 b de 

Développement du demi-embryon de souris après 
culture 

Tableau n°III Développement du demi-embryon après 
4 h de culture, 

Niveau de développement Proportion d'embryons 
en pourcentage 

1 1 -------------------------'---------------------------' 
1 

(+) : Embryons 1 42 p,100 (37/88) 
développés 1 1 

-~-----------------------1 ___________________________ , 
1 i 

(+) : Développement 1 56 p,100 C56/88) 1 
stationnaire 1 i 

-------------------------'---------------------------' 
1 1 

(-) : Embryons 1 2 p,100 (2/88) 1 
dégénérés 1 1 

-------------------------'---------------------------' 

Une for-te proportion d'embryons (92 p,100) a 
survécu à l 'èp1·euve de la bissection, Plus de quarante 
pour cent d'entre eux se sont nettement dével•::>ppés en 
présentant ap1·ès 4 heures de culture ,un blastocoele 
visible et un bouton embryonnaire compact. 
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Tableau n"II Viabilité des embryons 

Evaluation du taux de survie et de développement des 
différents gaupes d'embryons,CEn p,100) 

PERIODE 
D'OBSERVATION 

EMBRYON ENTIER 
FRAIS 

EMBRYON ENTIER 
CONGELE 

DEMI-EMBRYON 
FRAIS 

DEMI-EMBRYON ! DEMI-EMBRYON 1 
CONGELE 1 CONGELE APRES 1 

SANS CULTURE 1 4 h DE CULTURE 1 
1 1 

is:ii:stii:isi::i:1ziiziiiz:iizi:::ii1iiziiiiii:i::si:ii1i:::i:isi1iiii:i1:::iiiiisiiiiszi1siiisii:siisi***' 
1 1 1 1 1 1 

Ap rès4heuresdel 1 1 1 1(+):42[37/881 
culture 1 1 1 1 1 (±l;56 [56/881 

1 1 1 1 1 {-):2 [2/881 
1 

*****************''******************i****************:*'****************'****************'****************' 

Après 
décongélation 

1 1 1 1 1 1 

1 1 (1):61 [17/28] 1 1 (il:l7 [4/24] 1 (ll:52 [23/44J 1 

1 1 (2):25 [7/28] 1 1 (2);83 [20/24] 1 (2):30 [13/44] 1 

1 (3): 14 [4/28J 1 1 (3) :O [0/241 1 (3); 18 [8/441 1 
1 1 1 1 1 

*******=**********'******************'******************'****************'****************'****************' 
1 1 1 1 

Après 24 heures 1 (+):79 [26/331 1 (+);19 (5/26] 1 (+):65 [37/57] 1 (+l;lO [2/20l 1 (+l:31 [12/39l 
de culture 1 (±):3 [1/331 1 C±l;35 [9/26l 1 (±):7 W57l 1 (±);35 (7120l 1 (±l:21 [8/391 

1 (-) ;18 [6/33] 1 (-);46 [12/26] 1 (-):28 [16/57] 1 (-):55 [11/20] 1 (-):49 [19/39] 
1 1 1 1 1 1 

------------------'------------------'------------------'----------------'----------------'----------------' 
1 1 1 1 1 1 

Après 48 heures 1 (+):52 [17/33J 1 (+):4 [l/26] 1 (fl:25 (9/36] 1 (+l:O [0/20] 1 (+):5 [2/39] 1 
de culture 1 (±):6 (2/33] 1 (±) ;38 [10/26] 1 (±):0 (0/36l 1 (±):15 [3/201 1 (±):8 [3/39l 

1 H:42 [1A/33J 1 (-);58 (15/261 1 H:75 [27/361 1 (-);85 [17/20] 1 (-):87 [3A/39J 
1 1 1 

**:***************'******************'******************'****************'****************'***%*********1%11 

Aspects des embryons après décongélation : 

( l ) 

( ,...., ' 
. L) 

( 3 ) 

Embryons 
(bon> . 
Embryons 
Embryons 

de qualité 

de qualité 
de qualité 

l Ce>::cellent) 

3 (moyen), 
4 (dégénéré). 

ou 2 

Niveaux de développement des embryons après culture 

(+) : Développement de l'embryon, 
(±) : Etat stationnaire, 
(-) '. Dégénérescence de l'embryon, 
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...... ) . -=- Aspect 
dècon 1.;iélation 

•:le..s embryons •ie. souris après 

Tableau n°IV Appréciation de l'aspect morphologique 
des embryons congelés au moment de la 

décongélation, 

Aspect IEmbryonlDemi-embryonlDemi-embryon 
morphologiquelentier lsans culturel4 h culture 
_____________ 1 _______ 1 ____________ 1 ___________ _ 

1 1 
( l ) 61 % 1 17 % 1 

(17/28)1 (4/24) 1 
1 1 

52 X 
(23/44) 

_____________ ________ ( ____________ ( ___________ _ 
l 1 

( 2 ) 39 X 1 83 % 1 48 X 
ou ( 3) (11/28)1 (20/24) 1 (21/44) 

1 1 
_____________________ l ____________ I ___________ _ 

1 1 
Total 28 1 24 1 44 

1 1 1 

-------------'-------'------------'------------

To ta 1 1 
1 

44 

52 

96 

Nous avons décidé de regrouper les catégories 2 et 
3, la 1 imite séparant ces deux types d'embryons étant 
parfois difficile à déterminer, 

L'analyse statistique (test du X2) montre Cp <0.01, 
X2;ll,47 DDL;2) que l'aspect morphologique des 
embryons après déci:::>ngélati•::>n n'est pas le même selon 
la nature du traitement qui lui a été appliqué. 

En comparant les classes deux à deux,le test du X2 
révèle que 

l'embryon 
p. 1 OO (embryon 
congélation que 
survie n'atteint 
p<0.01) 

entier,avec un taux de survie de 61 
de type ( 1 ) ) supporte mieux la 
les demi-embryons dont le niveau de 
que 1 7 et s--=· ""- p. l OO CX2;11,5 DDL;2 

4 h de culture avant la congélation améliore de 
manière significative la survie du demi-embryon,ce qui 
se traduit par un taux plus important de demi-embryons 
de type ( 1) apd~~s décongélation C.52 p. 1 OO pour les 
embryons congelés après 4 h de culture et 17 p,100 
pour le lot témoin des embryons congelés sans 
cultu1~e). 
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4) Suryie des embryons et demi-embryons après 24 
et 48 heures de culture 

al Influence d'une période de 4 heures de 
culture ayant conQélation sur la suryie du 
demi-embryon 

Tableau n°V 
heures sur la 

Influence d'une période de culture 
survie du demi-embryon congelé 

de 4 

POURCENTAGE DE SURVIE OU 1 
\ NIVEAU DE SURVIE 1 DEMI-EMBRYON DEMI-EMBRYON 1 Nombre 

CUL TURE \ 1 CONGELE 1 CONGELE 1 total 
1 1 SANS CULTURE 1 APRES CULTURE 1 d'embryon! 

1ssi11SSlll*****ISIZIS%lllSIZSZIZSS:ss:zi1zz1s::::zz::zzi:z11sz:z:s:szt1 
1 1 1 1 

2A heures 1 (+) i 10 p, 100 1 31 p, 100 1 14 1 
1 1 (2/201 1 (12/39] 1 1 
1 ________________ 1 ________________ 1 _______ ~ _______ 1 __________ 1 

1 1 1 1 1 
1 ( ±) ou ( - ) 1 90 p 1 OO 1 69 p 1 OO 1 45 1 
1 1 ( 18/20 ) . 1 [ 27 /39 ) 1 1 
1 1 1 1 1 

**********l****************l****************l***************l**********I 
1 1 1 1 1 

48 heures 1 ( +) 1 0 p, 1 OO 1 5 p, 1 OO 1 2 1 
1 1 ( 0/20 ) 1 [ 2/39 ) 1 1 
1 ____________ ~ ___ 1 ________________ 1 _______________ 1 __________ 1 

1 1 1 1 1 
1 (±)ou(-) 1 100p,100 1 95 p,100 1 57 1 
1 1 [ 20/20 J 1 [ 37 /39 ) 1 1 
1 1 1 1 1 

************************************************************************ 

Remarque : (+) : bon développement de l'embryon ou du demi-embryon, 
(±) (-) : développement stationnaire ou dégénérescence, 

Après 24 h de culture,31 p,100 des embryons 
cultivés avant C>:)ngélation se sont développés alors 
que ce taux n'atteint que 10 p,100 dans le lot 
témoin.Néanmoins , l'analyse statistique ne révèle 
aucune différence significative entre ces deux classes 
(X2:2.0, DDL:l ,p>O.Sl. 

L'analyse statistique, à l'aide du X2 amélioré par 
la co1~rection de Va.tes (petits échantillon) ,des 
résultats de survie après 48 heures de culture aboutit 
à la même conclusion, Il n'existe aucune 
significative entre les deu>:: 
d'enbryons.cx2~0,DDL:l ,p>O.Sl, 

différence 
groupes 

On peut 
embryons à 

donc assirni 1er ces deu~< groupes de demi­
une même et unique classe.Le niveau de 
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survie calculé à 24 et 48 h représente celle du demi­
embryon congelé. 

b) Appréciatinn des paramètres déterminant la 
survie des embryons de souris 

Il nous a paru intéressant d'analyse:' la survie 
des embryons à partir de 24 heures de culture en 
tenant compte de 1 'action de trois paramètres Cla 
congélation,la durée de culture et la bissection) 
ainsi que leurs intéractions réciproques, 

Nous exposerons en premier lieu les résultats 
globau~: de survie après 24 et 48 heures de culture 
p•::>ur nous intéresser ensui te à l'effet des 
différents facteurs déterminants, 

a Présentatinn des résultats de survie 
après 24 a 48 heures de culture 

Nous trouvons dans le tableau n°VI 
survie des différentes classes d'embryons 
48 heures de culture. 

le taux 
après 24 

de 
et 

A 24 heures de culture le niveau de survie des 
embryons entiers frais est de 79 p. 1 OO alors qu •il 
atteint seulement 19 p, 100 chez l'embryon 
congelé.Lorsqu'on examine le niveau de survie des 
demi-embryons,on constate que le deini-embryons frais 
avec un taux de survie de 65 p,100 ,se développe mieux 
que le demi-embryon congelé (24 p,100 de survie), 

La figure n° 4 illustre les résultats précédents 

:t Tableau n°VI 

DUREE DE CULiURE 1 EMBRYON ENTIER 
EN HEURES 1 FRAIS 

t N 

Survie des embryons après 24 et 48 
heures de culture, 

EMBRYON ENTIER 
CONGELE 

~ N 

DEMI-EMBRYON 
FRAIS 

% N 

DEMI-EMBRYON 
CONGELE 

i N 
1 1 1 1 1 ----------------- __________________ 1 __________________ 1 _________________ 1 __________________ , 

24 1 78,8 ! (26 /331 1 19,0 1 (5/261 1 6l,5 1 <37/57 11 23 ,7 l (14!59 1 l 
1 i 1 
1 : 1 1 1 

-----------------·------------------'------------------'----------------- '------------------' 
t8 1 su 1 ( i 1133 1 1 3 . s 1 ( 1126 ; 1 25 . o 1 ( 9 r,;, ) 1 3 . 4 1 ( 21s9 J 1 

_____________ ____ i __________________ l __________________ i _________________ l __________________ i 

L'existence de différences significatives,dues au x 
traitements,entre classes d'embryons ,sera abordée 
dans le prochain paragraphe, 
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la durée 
survie de 

de culture 
l'embryon et 

Ern!ER J DEMI-EMBRYON :f. 
1 N ~ ~ 1 N :f. .. 

'I' J ·• 

* J 

e..i 
.d...u. 

TOTAL 
~ i 

rje 1 a 

d.e..m..i-

J 
N J 

.,. .. 
~· .. 

IJl%JSJJIJlilJl*l*************************Z*JIJ:S*l!!IZIJJIJJIJIJIJIJIJISJJJJlîlltZJS%tlJJJi:rrz1JJJZJJJSI 

J * 
J 24 heures J 19 ( c l'l". 

..;1 ..:.CJ 
a * 

·1· .. 24 
e J: 

(14/59) * ?'1 . .. 
i J 

J(19/85)J 
J CULTURE J * * 1 * 

CONGELE *-----------*-----------------------------*-----------------------------*-------------------* 
J J bS fi jJ 

J 48 heures J 4 1 ( 1 /26 ) * 3 1 W59l ~: A 1 (3/85l J 
:i CULTURE J: 1 J 1 J 1 1 

: *: * * * 
JllJJJJJJJJZJJIJJJJ:SJJJJJIJJJSJZJJll*SZJJJJJSJJllJS*ll*Jll*******SJJlJ*J:JJllJJSZJllt*lllJJIZJllJ%1J:SJIJ 

* * c: gl kt 
t 24 heures 1 79 1 (26/33) * 65 1 (37/57) * 70 1 (63/90l * 
1 CUL TURE Z 1 J 1 t 1 t FRAIS l ___________ :t _____________________________ t _____________________________ S ___________________ t 

t J dt hl It 
148heures* 52 1 (17/33l * 2.S 1 (9/36l * 38 1(26/69)1 
1 CUL TURE t 1 * 1 : 1 t 

:~ * * * * tSJSlll*lllJlltlJltSi:tStllSlllSIJIJtlJIJllS:tittllJJJSIJISSlll*SIJltlll*SIS*llltlîlt:z:tJJSISlllllSJllSil 
* (a+ blvs(c +dl S p<0,001 S (e + flvs(g +hl S p<0,001 1 (i + jlvs(k + li S 
* * * p<0,001 
* (a+ c)vs(b + dl S p<0.05 * (e + glvs(f + hl S p<0,001 t Ci + k)vs(j + ll S 
* * * p<0.001 

S : Différence significative 

Les différences observées s'expliquent tant par 
le facteur congélation que par la durée de mise en 
cultu1·e. 

La congélation apparaît de nouveau comme un 
facteur puissant CX2 24,4 DDL:2> expliquant les diffé­
rences de survie constatées entre embryons entiers 
frais et congelés à 24 heures C79 vs 19 p,100) et à 48 
heures C52 vs 4 p,100), 

Cette analyse souligne l'importance de la durée de 
la mise en culture.Quelque soit la classe de l'embryon 
CEntier,demi-embryon ou embryons totaux> l'allongement 
de la durée de mise en culture s'accompagne d'une 
diminution de la survie de l'embryon, 

Aucune 
facteurs, 

interaction n'a été 
la congélation et la 

décelée 
durée, 

entre ces deu~< 
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* Influence de la durée et la bissection sur la 
survie de l'embryon et du demi-embryon 

J ENBRYON FRAIS J ENBRYON CONGELE t TOTALE J ~ 

1 t t 1 . • 
J ~ 1 N * 1 1 N t t 1 N i 
~ 

t t i ~ 

JlîJJJîtltJIJJISISJ:tlîlJIJJIJllllJ:tJJllJJJIJJIJIJJIJJIJJJIJJJJJIJJJl*SJJJJJJJJJJ*llJJJJJJJJJJJJJJJl1JJJJ 
1 J a * e :~ i J 
J EMBRYON J 79 1 (2€,/33) J 15 1 (5/26) 1 53 i (31/59)J 
J ENTi ER :i:: 1 J 1 J 1 J 

24 HEURES *-----------*-----------------------------*-----------------------------*-------------------* 
DE 1 1 b J f J j J 

CULTIJRE J DEMI J 65 1 (3i/57) J 24 1 ( 14/59) J 44 1 (.51 /116H 
J EMBRYON ~: 1 J 1 J 1 ~: 

J :i: * J * 
JIJJJJJJJIJJIJJIJJJJJJJJJIJIJJlllJJIJJIJJJISJIJIJJJJIJIZZlllSJJIJllîJJllJ%JZSIJSSIJSZJJJJZ%1lllZZllZlllSZI 

'!' ., .. •· c * g :t k 1 
1 EMBRYON 1 52 1 (17/33) Z 4 1 W26) 1 31 1 (18/59)1 
S ENTIER 1 1 Z 1 1 1 1 

48 HEURES *-----------*-----------------------------*-----------------------------*-------------------* 
DE 1 :t. d 1 h J l s 

CULTURE 1 DEMI 1 25 1 (9/36) 1 3 1 (2/59) S 12 1 (11/95)J 
1 EMBRYON J 1 Z 1 S 1 * 
:t 1 * J * 

tilSIJISSSISS*SISISSJlllS*JISSSJllllSIJSZIJlllllSll*******************************l*l*ISllSISISJllSSlillll 
t (a+ b)vs(c +dl S p<0,001 1 (e + f)vs(g +hl S p<0,001 1 (i + j)vs(k + ll S 
* * * p<0,001 * (a+ clvs(b +dl S p<0 ,05 * (e + g)vs(f +hl NS * (i + k)vs(j + 1) S 
* * * p<0,05 

S : Différence significative 
NS : Différence non significative 

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

L'analyse statistique des données confirme les 
constatations des tableaux précédents ;il souligne 
l'importance de la durée de mise en culture,qui 
apparait comme un des facteurs expliquant la 
variabilité des niveaux de survie des différentes 
classes d'embryons.A l'opposé,l'effet de la bissection 
ne se fait sentir que chez les embryons frais après 24 
heures C79 vs 65) et 48 heures (52 vs 25),Le niveau de 
survie des embryons congelés n'est apparemment pas 
déterminé par leur bissection,CX2:0,13 DDL:2) 
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Conclusi o n : L'observation des tau x de survie après 24 
et 48 heures de culture montre que 

• Le niveau 
d'embryons est 

de survie des différentes 
par ordre décroissant de 

classes 

Ap 1' ès 24 heures de culture 
embryon entier frais 79 p. l OO 
demi-embryon frais 65 p, 1 OO 
embryon entier congelé 24 p, l OO 
demi-embryon frais l 9 p, l OO 

Après 48 heures de culture 
embryon entier frais 52 p. l OO 
demi-embryon frais 25 p, l OO 
embryon entier con•;ielé 4 p, l OO 
demi-embryon congelé 3 p, l OO 

• L'analyse statistique rapporte l'effet des 
principaux facteurs déterminant le niveau de survie 
des embryons.Par ordre décroissant nous trouvons 

( l) La congélation est un facteur puissant 
expliquant les différences de niveau de survie 
constatées entre embryons entiers frais et congelés 
( 79 vs l 9 p, l OO à 24h , 52 vs 4 p. l OO à 48h) et demi -
embryons frais et congelés (65 vs 24 p,100 à 24h,25 vs 
3 p, l OO à 48h) , 

( 2 ) 
facteur 
embry•::>ns 
congelés 
embryons 
congelés 

L'effet de la durée de mise en culture est un 
puissant;son effet ressort moins sur les 
entiers frais (79 vs 52 p,100 à 24 et 48h> ou 
(19 vs 4 p,100 à 24 et 48h) que sur les demi-
frais (65 vs 25 p,100 à 24 et 48h) ou 

(24 vs 3 p,100 à 24 et 48h) 

(3) L'effet de la bissection ne se fait ressentir 
qu'après 48 heures de culture.Elle explique les diffé­
rences de survie observées entre embryons et demi­
embry•:ins frais (52 vs 25 p,100) ou congelés (4 vs 3 
p,100),Son effet apparaît par ailleurs plus imp•:irtant 
sur l'embryon frais C52 vs 25 p,100) que sur l'embryon 
congelé (4 vs 3 p,100), 
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T "':"' T r. T c-:-· 1 sc- c - T nt .. ; 
.L L .L w· ,4, •-1 \..· " : · • • ~ .L y l u 

La discussion portera dans un premier temps sur la 
partie "Matériel et Méthodes", Nous nous intéressons 
ensuite aux résultats de survie qui ont été observés, 

1) . Matériel et mét.h1-.de 

a) Matériel animal 

utilisées Les souris 
différentes, 

Certains auteurs 

proviennent de lignées 

ont néanmoins 
modifier le 
embryons. 

[Schmidt ,Whitten Cl968)J 
que ce facteur est capable de 

développement in vitro des 

(1985) 
remarqué 

degré de 

Les embryons sélectionnés sont des jeunes 
blastocystes ou des blastocystes épanouis de qualités 
1 et 2,D'après Williams (1984) cela correspond au 
stade idéal pour pratiquer la bissection de l'embryon 
de souris, 

b) Technique de bissection 

La technique qui fut utilisée dérive de celle mise 
au point par Williams C1982l,elle diffère de celle de 
Nagashimah ( 1984) qui utilise simplement une micro­
aigui l le pour couper l'embryon après avoir partiel­
lement digéré la zone pellucide, 

Contrairement à Scripongpun C198 
micro-scalpel est perpendiculaire à 
est non dans son axe, 

) la position du 
la micro-pipette 

Les demi-embryons n'ont pas été remis dans leur 
zone pellucide après bissection.Certains auteurs 
[Nieman C1986l,Picard (1984),Ysunoda C1987)J ont 
montré que l'on obtient un meilleur taux de survie en 
replaçant le demi-embryon dans sa pellucide ou dans de 
l'agar avant de la congeler.Ici il nous a semblé 
intéressant d'examiner la survie du demi-embryon 
congelé sans pellucide car cela se rapproche des 
C•::>nditions de terrain où l'on essaye de limiter le 
nombre de manipulation des embryons, 

c) Technique de culture 

L.es 
enrichi 

embryons ont 
avec 20 p,100 

24 à 48 heures, 

été cultivés dans du HAM FlO 
de sérum de veau foetal pendant 
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Le HAM est un mi 1 ieu adéquat p•::>ur la culture de 
l'embry•::>n de souris.D'après Ladd (1983) il est 
possible d'obtenir des niveau~< de développement 
comparable (75 p,100 de de survie après 24 h de 
culture dans du HAM avec des embryons frais) avec des 
milieu>:: plus simples que le HAM comme du PBS 
su pp 1 é me n té av e c l 5 à 2 0 p . l O·O de s é r u m de veau 
f:::>etal 

Si la durée de mise en culture (24 à 48 h) permet 
d'apprécier le développement des embryons entiers,elle 
serait excessive pour le demi-embryon.Picard C1984) 
rapporte que le demi-embryon bovin dégénère rapidement 
après l 0 à 12 heures de culture. Baker ( 19~:5) propose 
pour ju1,;ier la survie du demi-embryon fi-ais.une durée 
de culture limitée à 18-24 heures . . 

d) Appréciation de la survie après 
déconQélation 

L'appréciation du développement du demi-embryon 
fut basée sur la recherche de la présence d'un 
blastocoele et d'un bouton embryonnaire compact.Ces 
deux critères doivent s'observer conjointement d'après 
Mc Evay (1987) pour qualifier le demi-embryon de, 
développé, 

Renard (1978) souligne néanmoins la précarité de 
ce type de jugement.Il existe en effet d'autres 
méthodes permettant d' app1·éc ier le degré de dévelop­
pement des embryons.Picard Cl984) propose de fixer les 
embryons et de juger leur viabilité en comptant le 
nombre de noyaux picnotiques,D'autres auteurs 
préconisent l'usage de tests biochimiques,Linda (1980) 
et Low ( 1985) recommandent par exemple l 'uti 1 isation 
d'un test à la f luoresceine, 

2) Rést..;ltats 

a) _Aspect des embryons après décnngélatinn et 
élimin2tinn du crynprotecteur 

Soixante 
classés dans 
élimination 
inférieure à 
où le niveau 
â 80 p,100 
(1982)], 

et un p,100 des embryons entiers sont 
la catégorie 1 après décongélation et 
du cryoprotecteur,Cette valeur est 

celle que l'on trouve dans la littérature 
de survie après décongélation varie de 70 

[Miyamoto (1977),Rall (1984), Takeda 
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b) Niveau de déyelnppement après 24 et 48 
heures de culture 

Le développement des embryons entiers est de 19 
p,100 après 24 heures de culture et de 4 p.100 au bout 
de 48 heures. 

Herrera (1985) et Takeda (1982) nous rapportent un 
taux de développement de 45 et 46 p, 100 après 24 
be u r es de c u 1 tu r e ; a p r ès 4 8 heu 1- es 1 es va 1 eu r s 
affichées dans la littérature sont beaucoup plus 
dispersées,elles varient de 13 p,100 Cd'Avout 1980) à 
65 p,100 CWhittingham), 

D'une manière générale no::rs résultats apparaissent 
plus faibles que ceux que l'on trouve dans la 
littérature.L'e x plication provient sans doute de la 
sévérité de notre jugement o~ seuls les embryons 
classés (+) ont été retenus.En sélectionnant les 
embryons de type (+) et (±) (développés et 
stationnaires) on aurait obtenu des résultats (54 
p,100 à 24 h et 42 p,100 à 48h) comparables avec ceux 
de la littérature. 

La mise en culture pendant 4 heures de demi­
embry•:::>ns avant d'être C•:::>ngelés a un effet limité.Si 
après décongélation et élimination du glycérol le 
niveau de survie est significativement plus élevé que 
dans le l•:::>t témoin C52 vs 17 p,100),l'effet diminue 
rapidement,la différence de survie entre les deux 
groupes n'étant plus significative au bout de 24 
heures de culture C31 vs 10 p,100), 

Si ces résultats concordent en partie avec ceux de 
Chesné C1987),l'analyse statistique des résultats 
confirme que la durée de mise en culture a été 
excessive [Picard (1984),Baker (1985)],masquant 
l'effet de certains facteurs tels, la mise en culture 
avant congélation ou l'effet de la bissection. 
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Conclusinn 

• Quatre heures de mise en culture avant congéla­
tion améliore la survie du demi-embryon après décongé­
lation et retrait du cryoprotecteur. 

Néanmoins l'effet de ce traitement tend à diminuer 
pour disparaître au bout de 24 heures de culture, 

•Le niveau de survie après 24 et 48 heures 1je 
culture est de 

* 24 heures de culture 
embryon entier frais 79 p. 1 OO 
demi-embryon frais 65 p, 1 OO 
embryon entier congelé 24 p. 1 OO 
demi-embryon frais 1 9 p. 1 OO 

* 48 heures de culture 
embryon entier frais 52 p. 1 OO 
dem i-emb r yi:::>n frais 25 p. 1 OO 
embryon entier congelé 4 p. l OO 
demi-embryon congelé 3 p. l OO 

• Trois types de facteurs 
survie des embryons.Leurs 

déterminent le niveau de 
de 

ni'.) US manière indépendante.Par 
trouvons 

C 1) La congélati•:>n. 

( 2 ) 
ressort 
embryon. 

La durée 
moins sur 

de mise 
l'embryon 

actions s'exercent 
ordre décroissant 

en culture, dont l'effet 
entier que sur le demi-

(3) L'effet de la bissection ne se fait ressentir 
qu'après A.8 heures de culture.Son effet appa1·aît par 
ailleurs plus important sur l'embryon frais que sur 
l'embryon congelé. 

• Il serait intéressant à l'occasion d'études 
ultérieures de mener ce type d'expérience en 
contrôlant le développement des demi-embryons avant 24 
heures de cultu1·e C6 12 et 24 heures par exemple),En 
effet au delà de cette période, l'influence d'une 
culture de 4 heures semble être masquée, 
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