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Introduction

Le transfert d’embryons est au point dans I’espéce bovine depuis un trentaine
d’années. A cette époque, la récolte et le transfert des embryons collectés se faisaient
par voie chirurgicale. Aujourd’hui, ces opérations ont lieu par voie transcervicale et plus
de la moitié des embryons collectés est congelée pour un transfert ultérieur (Hasler,
2001).

Un transfert d’embryons consiste a prélever des embryons produits sur une vache
donneuse et a les transférer chez des receveuses qui meneront les gestations a leur
terme. Les donneuses d’embryons subissent généralement un traitement de
superovulation, ce qui permet d’obtenir de [I’ovulation de plusieurs ovocytes
simultanément. Une insémination artificielle est alors réalisée sur ces femelles et une
semaine plus tard, la récolte d’embryons au stade morula ou blastocyste peut avoir lieu.
Ces embryons sont ensuite soit réimplantés directement (transfert en frais) sur des
receveuses dont le cycle sexuel a été synchronisé avec celui des donneuses, soit
congelés dans de I’azote liquide pour une utilisation ultérieure.

Sur le plan de la sélection, I’intérét de cette technique est de permettre la diffusion du
progres genétique par la voie femelle : I’insémination artificielle, mise au point bien
antérieurement, a permis d’avoir un grand nombre de descendants du méme male, mais
on ne pouvait avoir plus d’un descendant d’une femelle par campagne de reproduction.
C’est ce qu’a permis le transfert embryonnaire : augmenter par unité de temps le
nombre de descendants d’une méme femelle.

Pour I’éleveur, le transfert d’embryons présente plusieurs avantages : il peut a la fois
acceélérer le progrés génétique du troupeau et commercialiser les produits de ce progrés
en conservant le potentiel génétique dans son élevage. L’éleveur peut par exemple
vendre un animal femelle de haute valeur génétique tout en conservant son potentiel
sous forme d’embryons congelés.

De telles opérations sont aujourd’hui couramment pratiquées. Il existe en France une
trentaine d’équipes de transfert embryonnaire agréées. Au cours de I’année 2001, on a
recensé dans notre pays pres de 33000 embryons transférés apres fécondation in vivo
(Guérin, 2002), et la simplification des manipulations permet maintenant a des

vétérinaires praticiens de pouvoir proposer a leurs clients cette nouvelle technique.
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L’objectif de ce travail est d’étudier les facteurs qui influencent la réussite d’un
transfert d’embryons chez la Charolaise en prenant le taux de gestation comme témoin
de la réussite de cette opération. Une premiére partie bibliographique présente d’abord
les facteurs de réussite liés a I’embryon lui-méme, puis ceux liés a la receveuse de cet
embryon. Dans une seconde partie, nous présenterons une étude rétrospective des
résultats obtenus par un vétérinaire praticien en région Bourgogne sur 360 transferts

d’embryons de race Charolaise.
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PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Cette etude a pour but de présenter, a la lumiere de la bibliographie, les facteurs
susceptibles d’influencer la réussite d’un transfert d’embryons chez les bovins. Nous

présenterons d’abord les facteurs relatifs a I’embryon, puis ceux relatifs a la receveuse.

I) Etude des facteurs de variation liés a I’embryon.

La réussite d’un transfert est mesurée le plus souvent par le taux de gestation des
receveuses. Ce taux est le plus souvent calculé & partir d’un diagnostic de gestation
obtenu par palpation transrectale ou par échographie entre 30 et 40 jours apres le
transfert. On considerera qu’un transfert est réussi si le diagnostic de gestation est
positif a ce stade, sans tenir compte d’un éventuel avortement tardif de la receveuse.

Nous avons vu que les embryons pouvaient étre soit transférés en frais, soit
congelés et conservés pour un transfert ultérieur. Ces opeérations permettant la
conservation de I’embryon sont a I’origine de défauts de développement de I’embryon
aprés décongélation. Bracke et Niemann (1995) ont ainsi observé une différence
significative entre le nombre de cellules de blastocystes frais et de blastocystes congelés
et décongelés. On constate également une dégradation des taux de gestation aprés
transfert d’embryons frais ou transfert d’embryons congelés : un transfert en frais donne
en général un taux de gestation de I’ordre de 70 a 80%, alors que des embryons
congelés ne permettent pas de dépasser un taux de 60 a 70%. Spell et al (2001) ont
ainsi obtenu un taux de gestation de 82,9% pour des embryons frais contre 69% pour
des embryons congelés dans du glycérol (p=0,01). De la méme facon, il est important de
noter que les differentes techniques de congélation n’auront pas les mémes résultats et
qu’elles pourront conduire a des différences importantes dans le taux de gestation
mesuré apres transfert. On ne pourra donc juger de I’influence d’autres facteurs
intrinseques a I’embryon que pour un mode de transfert et de congélation donné.

Ceci fera I’objet d’une premiere partie de I’étude bibliographique : nous présenterons

I’influence de la qualité et du stade de I’embryon sur la réussite d’un transfert en frais.

23



Nous verrons dans une seconde partie comment les différentes techniques de

conservation influencent la réussite d’un transfert d’embryons.

A. Facteurs liés aux caracteristiques de I’embryon.

Apreés la collecte, I’embryon est observé au microscope avant d’étre mis en
paillette pour un transfert immédiat ou pour étre congelé. C’est au cours de cette phase
qu’une évaluation est possible. Les seuls criteres dont on dispose sur le terrain sont des
critéres morphologiques qui permettent d’évaluer son stade de développement et sa
qualité, c’est-a-dire la disposition et I’aspect des cellules qui le composent.

Aprés avoir présenté les critéres permettant de les evaluer, nous présenterons leur

influence sur le taux de gestation.

1. Stade embryonnaire

a) ldentification du stade

La morphologie générale des embryons bovins est la suivante : diamétre compris
entre 150 et 190 pum dont une zone pellucide de 12 a 15 um. Ce diameétre reste constant
du stade zygote au stade du blastocyste épanoui. On donne I’age de I’embryons en
fonction du nombre de cellules qui le composent jusqu’au stade 16 cellules. Ensuite, le
comptage des cellules devient plus difficile et d’autres criteres morphologiques sont
nécessaires. On distingue les stades suivants (I’age est donné en prenant pour repere

I’cestrus comme jour z€ro) :

- Le stade morula (5 jours) ou les blastomeres sont difficilement identifiables. La masse
des cellules occupe tout I’espace périvitellin.

- Le stade morula compacte (6 jours) ou des blastoméres ont fusionné, formant une
masse compacte. L’embryon n’occupe plus que 60 a 70% de I’espace périvitellin.

- Le stade jeune blastocyste (7 jours) ou une cavité commence a se former. Il est
possible de voir une différence entre les cellules de la masse cellulaire interne et les

cellules trophoblastiques (a I’extérieur).
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- Le stade blastocyste (7 jours) avec une nette différence entre les cellule du
trophoblaste et les cellules de la masse cellulaire interne, plus sombres. L’embryon
occupe la presque totalité de I’espace périvitellin.

- Le stade blastocyste épanoui (8 jours) ou le diametre total de I’embryon augmente
beaucoup (de 20 a 50 %) avec un amincissement de la zone pellucide jusqu’a un tiers de
son épaisseur initiale. Les embryons récoltés a ce stade sont en genéral aplatis a cause
d’une disparition du blastoccele.

- Le stade blastocyste éclos (9 jours) : I’embryon quitte ou a quitté sa zone pellucide. Il
peut étre plus difficile a reconnaitre lors d’une collecte.

Une récolte a un jour donné ne contient pas toujours que des embryons du méme stade,
il existe une certaine variabilité : six jours aprés les chaleurs, ce sont surtout des
embryons au stade morula qui sont récoltés, mais il peut arriver que des blastocystes
soient également récoltés a ce stade (Saha et al., 1983).

L’ aspect des pricipaux stades d’embryons transférables est présenté en annexe 3 (Le
Guienne et al., 1990).

b) Influence du stade de développement sur la réussite du

transfert.

En ce qui concerne les transferts en frais, Lindner et al. (1983) n’observent pas
d’influence significative du stade de développement de I’embryon sur la réussite du
transfert. Pour les embryons congelés, Niemann et al. (1985) ont observe I’évolution de
la morphologie d’embryons au stade morula ou blastocyste aprés depot dans une
solution de glycérol 1,4M et équilibration une quinzaine de minutes. Apres une forte
diminution du volume des cellules, I’aspect redevenait similaire a celui que les
embryons avaient avant I’immersion dans le glycérol. Cependant, les morulas ont
montré plus de modifications a I’échelle cellulaire (zone pellucide endommagée,
blastoméres éparpillés) que les blastocystes, et le taux de gestation obtenus apreés
congélation et décongélation était plus faible pour les morulas (46,2%) que pour les
blastocytes (54,2%).

Bracke et Niemann (1995) ont observé que la survie in vitro aprés décongeélation dans

un bain a 30°C était meilleure pour les blastocytes que pour les'morulas (84,5% contre
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49,5%, p<0,01). Par contre, le taux de gestation apres transfert était comparable pour les
deux stades d’embryons.

Hasler (2001) n’a pas non plus trouvé de différence significative entre les taux de
gestation obtenus aprés transferts d’embryons de différents stades, dans une étude
réalisée aux Etats-Unis et portant sur plus de 14000 embryons transférés. Par contre,
dans une autre étude qu’il a réalisée aux Pays-Bas, il a mis en évidence que les jeunes
blastocytes donnaient un taux de gestation supérieur (p<0,05) a celui obtenu avec des
morulas ou des blastocytes plus tardifs (59,7% contre 54,3 et 52,1%). Ces résultats ont
été obtenus pour un méme mode de congélation et décongélation utilisant du glycérol
comme cryoprotecteur.

Il semble donc que pour ce mode de conservation, le stade a privilégier est le stade du

jeune blastocyste, méme si toutes les études n’en apportent pas la preuve formelle.

2. Qualité des embryons

a) Evaluation de la qualité des embryons

L’evaluation de la qualité des embryons se fait par I’intermédiaire de la taille, de la
couleur, du nombre et de la compacité des cellules, de la taille de I’espace périvitellin,
du nombre de cellules dégénérées, et du nombre et de la taille des vésicules. L’IETS
donne une définition précise de quatre qualités différentes (Robertson et Nelson, 1994).

Les embryons sont observés au grossissement 200 pour évaluer leur qualité. On

distingue quatre classes de qualité embryonnaire :

- Excellent ou bon (qualité 1) : embryon idéal pour son jour de collecte, sphérique,
symétrique avec des cellules uniformes en taille, couleur et texture ou embryon un peu
en retard pour son jour de collecte.

- Moyen (qualité2) : Embryon en retard de développement de 1 a 2 jours ou présentant
des défauts précis tels que des cellules échappées dans I’espace périvitellin, des

blastoméres de taille variable, quelques cellules dégénérées, et quelques vésicules.
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- Médiocre (qualité 3) : anomalies visibles, nombreux défauts comme de nombreuses
cellules échappées, dégénérées, de tailles différentes et des vésicules grosses et
nombreuses.

- Mort ou dégénéré (qualité 4) : anomalies graves, arrét de développement a un stade

précoce avec des cellules dégénerées.

Nous allons a présent voir si ces différentes qualités d’embryons sont a I’origine de

variations dans le taux de gestation observé apres transfert.

b) Influence de la qualité sur la réussite du transfert.

Comme nous I’avons déja vu, I’étude des facteurs influencant un transfert ne peut se
faire que pour des embryons conservés dans les mémes conditions.

Farin et al. (1999) ont cherché a savoir si le classement en différentes qualités était un
jugement fiable ou si chaque observateur portait un jugement différent.

Six observateurs expérimentés ont analysé des images vidéo des méme 15 embryons
produits in vivo, et ils les ont classés en qualité 1, 2, 3, ou 4 (non transférables). Les
images ont eté obtenues au grossissement 60 et transférées sur un moniteur vidéo.
Chaque observateur avait préalablement observé au moins 500 embryons bovins dans
les mémes conditions.

Le nombre d’embryons classés dans chaque qualité (1, 2 ou 3) était significativement
différent pour chacun des observateurs. Les proportions pour chacune des trois qualités
(1, 2 ou 3) etaient respectivement de 20 a 53%, 20 a 53% et de 4 a 47%. Il n’y avait par
contre pas de différence significative pour juger des embryons de qualité 4. Sachant que
cette quatrieme catégorie regroupe les non-transférables, on se rend compte que I’avis
de tous les observateurs concorde quand il s’agit de juger si un embryon est transférable
ou non.

La question est ensuite de savoir si le taux de gestation est influencé par la qualité de
I’embryon. Dans leur étude, Farin et al (1999) ont obtenu les taux de gestation suivants,
pour des embryons collectés a J7 et transférés en frais : 66 a 76 % pour des embryons de
qualité 1, 62 a 69% pour des embryons de qualité 2 et 54 a 60 % pour des embryons de
qualité 3. Leur protocole ne comportait cependant pas suffisamment d’embryons pour

que ces différences soient significatives.
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Des études portant sur des effectifs plus importants ont donné des résultats plus précis.
Farin et Farin (1995)ont obtenu un taux de gestation global de 79%, mais ils n’ont
transferé que des embryons de qualité 1 ou 2. Aucune différence dans la probabilité de
survie d’un embryon en fonction de sa qualité n’a été mise en évidence.

Par contre, une étude réalisée par Hasler (2001) portant sur 9023 transferts d’embryons
frais a montré des taux de gestation significativement liés a la qualité de I’embryon
(tableau 1).

Tableau 1 : Taux de gestation et qualité d’embryons, d’aprés Hasler et al. (2001).

Qualité de I’embryon Nombre de transferts Taux de gestation (%)
1 4163 73,2
2 3156 68,3
3 1641 56,3
4 61 47,5

Les taux de gestation sont significativement différents entre eux (p<0,05).

Nous voyons donc que la qualité de I’embryon semble avoir une influence sur la
réussite du transfert, surtout quand on considére la différence entre des embryons de
qualité 1 ou 2 et des embryons de qualité 3, comme le confirment Lindner et al. (1983).
Sur 783 transferts en frais, ils obtiennent, pour des embryons de qualité 1, 2 et 3 des

taux de gestation de 45%, 44% et 27% respectivement.

Ces études présentent I’influence de la qualité de I’embryon observée au moment de la
collecte. Le devenir de I’embryon (congélation ou non) peut dépendre de cette qualité,
car L’IETS précise gue si les embryons de qualité 1 a 3 sont transférables en frais, seuls
les embryons de qualité 1 sont congelables.

L’influence de la qualité aprés congélation et décongélation est plus difficile a évaluer
puisque dans de nombreux cas, il s’agit de transferts directs, donc sans observation de

I’embryon avant sa mise en place.
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La principale caractéristique intrinseque a I’embryon qui joue un réle dans la variation
du taux de gestation aprés transfert est donc la qualité de I’embryon transféré. Nous
allons a présent étudier I’influence du mode de conservation de I’embryon sur la

réussite du transfert embryonnaire.

B. Facteurs liés au mode de conservation de I’embryon

La conservation a température ambiante des embryons de bovins ne peut se faire
gu’au cours d’une durée tres limitée, sous peine de voir le taux de gestation chuter apres
transfert. Otter cité par Hasler (2001) rapporte une chute du taux de gestation si des
embryons sont conservés plus de deux heures a température ambiante. Hasler (2001) ,
lui, n’a pas observé de chute du taux de gestation pour des embryons conserveés jusqu’a
trois heures a une température inférieure & 28°C.

La conservation des embryons de bovins ne se fait plus que par congélation dans de
I’azote liquide (-196°C). Des études avaient été faites il y a une quinzaine d’années sur
la possibilité de réfrigérer a 0°C des embryons pour les conserver, mais les taux de
survie étaient tres faibles . La nécessité de I’emploi d’un cryoprotecteur est vite
apparue : I’eau en gelant se dilate et cristallise, ce qui provoque I’éclatement des
cellules. 11 faut donc deshydrater la cellule avant de la congeler pour que I’augmentation
de volume lié a la congélation se fasse dans des proportions supportables par les
membranes cellulaires, et éviter la formation de cristaux. C’est le réle du
cryoprotecteur.

Nous allons présenter tout d’abord les caractéristiques recherchées chez un
cryoprotecteur, ainsi que les molécules couramment utilisées et I’influence qu’elles
peuvent avoir sur le taux de gestation. Nous verrons ensuite en quoi le mode de
congélation et de décongélation peut lui aussi avoir une influence sur la réussite du

transfert d’embryons.
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1. Le cryoprotecteur

De nombreuses molécules ont été I’objet d’expériences pour évaluer leurs
aptitudes en tant que cryoprotecteurs. L’effet recherché est toujours le méme : une
molécule qui entre dans les cellules pour remplacer I’eau mais qui ne cristallise pas en
refroidissant. La difficulté la plus grande consiste a trouver des molécules qui ne soient

pas toxiques pour les embryons.

Il'y a deux principales catégories de cryoprotecteurs utilisables :

- ceux qui pénétrent dans les cellules de I’embryon (glycérol, DiMethylSulfOxyde
(DMSO), éthanol, éthyléne glycol)

- ceux qui restent a I’extérieur des cellules (Polyvinylpyrrolidone (PVP), saccharose,
glucose).

Ces substances sont en général ajoutées en différentes étapes pour éviter les chocs
osmotiques qui pourraient endommager les cellules embryonnaires.

Les molécules les plus communément utilisées sont le glycérol, le DMSO et plus
récemment I’éthyléne glycol. On utilise en général le glycérol a 1,0M, le DMSO a 1,5M
et I’éthyléne glycol a 1,2M (Ali et Shelton, 1993).

a) Utilisation du glycérol

La molécule de glycérol est une grosse molécule qui traverse lentement les
membranes cellulaires, beaucoup plus lentement que I’eau. Lorsque ce produit est
utilise comme cryoprotecteur, on évite en général de placer I’embryon directement dans
une solution concentrée en glycérol car I’eau sort de la cellule beaucoup plus vite que le
glycérol n’y entre, et la cellule perd beaucoup de son volume. On procede alors de la
fagon suivante : on place I’embryon dans des solutions de concentration croissante en
glycérol afin de réguler les échanges au travers de la membrane plasmique.

Niemann et al. (1985) ont comparé les taux de gestation obtenus avec deux méthodes
de cryoconservation différentes : soit plonger directement des embryons dans une
solution de glycérol & 1,4 M (méthode A, 64 embryons), soit les placer dans cing

solutions de concentration croissante, de 0,2 jusqu’a 1,0M (méthode B, 53 embryons).
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Tous les embryons étaient des morulas ou des blastocytes de bonne ou excellente
qualité. La congélation s’est effectuée de la méme facon. Pour la décongélation, les
embryons de I’expérience A ont été d’abord placés dans une solution de 0,7M de
glycérol et 0,7M de saccharose, puis dans du saccharose uniquement. Les embryons de
I’expérience B ont subi le méme traitement mais dans des solutions a 0,5M de glycérol
et de saccharose.

Dans le premier cas, les auteurs ont observé une baisse importante du volume des
cellules, mais au bout de 15 minutes, elles reprenaient un volume normal, sans
différence morphologique observable par rapport a leur aspect avant expérience. Un
taux de gestation de 51% a été obtenu aprés 49 transferts. En ce qui concerne la
méthode B, elle a conduit a une proportion moitié moindre d’embryons avec une zone
pellucide endommagée (13,2 contre 26,6%), mais le taux de gestation obtenu aprés 37
transferts n’était que de 40,5%. La différence observée n’est pas significative, mais ceci
montre qu’une zone pellucide endommagée n’empéche pas d’avoir un taux de gestation
important, du moment que les blastomeéres restent intacts.

Les auteurs ont donc conclu que I’utilisation d’une solution a 1,4M de glycérol était
possible et avait I’avantage de simplifier les procédures de congélation.

L’inconvénient lié a ce cryoprotecteur est que la décongélation doit, pour les mémes
raisons, avoir lieu en plusieurs étapes, ce qui demande beaucoup de temps.

Au départ, la procédure demandait 6 étapes pour une solution de PBS avec 1,33 M de
glycérol (Elsden et al, 1982). Cela demande beaucoup de manipulations et une solution
plus simple a été mise au point, utilisant du saccharose pour limiter le nombre de
dilutions : le fait de placer I’embryon dans un milieu contenant peu de glycérol (donc de
pression osmotique moindre que celle qui régne a I’intérieur de la cellule) risque de
provoquer un éclatement de la cellule a cause de la différence de pression osmotique.
On a donc ajouté au milieu de dilution une molécule osmotiquement active mais ne
pouvant traverser les membranes cellulaires. L’effet est d’augmenter la pression
osmotique a I’extérieur de la cellule, ce qui limite le différentiel de pression sans géner
la sortie du glycérol.

On est ainsi arrive, comme I’expose Nivot (1998), a trois bains successifs. Les
embryons sont placés 5 minutes dans chaque bain avant d’étre déposés dans un milieu
de transfert. Ces bains ont tous pour point commun une solution de PBS additionnée de
sérum albumine bovine (BSA) a 4 g/l, et de saccharose a la concentration de 0,3M. Le
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premier bain contient en plus 6% de glycérol, le deuxieme 3% et le dernier n’en
contient pas.

En 15 minutes, on obtient donc des embryons correctement décongelés et placés dans
un milieu de transfert. 1ls sont préts a étre montés dans une paillette et transférés dans
une receveuse.

Leibo et al. (1984) ont mis au point une technique pour éviter d’avoir a pratiquer des
dilutions successives des embryons afin d’en faire sortir le glycérol. Les embryons pris
en compte dans leur études ont été congelés dans une solution de PBS contenant 1,5M
de glycérol. L’originalité de leur décongélation et de la dilution est qu’elles ont toutes
les deux lieu a I’intérieur de la pipette. La solution de saccharose pour la dilution est en
effet présente a coté de I’embryon, séparée par une bulle d’air comme le montre la

figure 1.

Figure 1 : Configuration d’une paillette de 0,25 ml avant congélation, contenant du

glycérol.

Légende : Bouchon de coton

V7774 Solution de dilution (PBS avec 1,08M de saccharose)

A

Solution de PBS avec glycérol 1,5M.

o Embryon

1 Bouchon de plastic
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Aprés réchauffement a température ambiante, on secoue la paillette en la tenant par le
coté opposé au bouchon de coton. L’air migre au bout de la paillette et le milieu de
congélation est dilué par la solution de saccharose. On peut pratiquer directement
I’insémination sans avoir besoin se sortir I’embryon ni de le rincer dans plusieurs bains
avant de le monter dans une nouvelle paillette.

Cette méthode a été testée sur une étude de terrain comportant 332 transferts. Le taux de
gestation moyen obtenu a été de 34,9%. C’est un taux assez bas mais la méthode permet
d’éviter d’utiliser un microscope sur le terrain. C’est un premier essai de transfert direct,
mais qui n’a pas eu de tres bons résultats sans doute a cause des manipulations sur la
paillette car les résultats variaient énormément en fonction du technicien qui pratiquait

le transfert. Cette méthode a été deposée sous le nom de « One-Step ™.

Nous verrons que d’autres cryoprotecteurs donnent de meilleurs résultats en transfert

direct aujourd’hui.

b) Utilisation du DMSO.

Cette molécule a été utilisée assez précocement comme cryoprotecteur dans les
opérations de congélation d’embryon. Comme le glycérol, il s’agit d’une grosse
molécule qui traverse lentement les cellules et demande des manipulations assez
longues lors de sa mise en contact avec I’embryon, pour éviter les chocs osmotiques.
Elle n’est plus que trés peu utilisée aujourd’hui, car elle présente peu d’intérét comparée
au glycérol, alors qu’elle a les mémes désavantages.

Bouyssou et Chupin (1982) ont comparé le taux de survie des embryons apres
utilisation de deux cryoprotecteurs pour la congélation/décongélation de 65 blastocytes
bovins : le DMSO et le glycérol.

Les blastocystes ont été séparés en deux groupes et ont subi deux traitements différents.
Ceux du premier groupe ont été placés dans un milieu PBS contenant 1,5M de DMSO,
ceux du second dans un milieu PBS contenant 1,4 M de glycérol. Les cryoprotecteurs
ont eté ajoutés en trois étapes. Apres décongélation, ils ont été dilués en six étapes de

dix minutes chacune.
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Le DMSO donnait de moins bons résultats que le glycérol : il y avait plus d’embryons
anormaux (27% contre 16%, p<0,05) et plus d’embryons avec une zone pellucide
endommagee (26% contre 14%, p<0,02). Le DMSO, une des molécules phares du

transfert embryonnaire il y a une quinzaine d’années, est devenue aujourd’hui obsoléte.

c) L’éthylene glycol.

Le glycérol a comme inconvénient de nécessiter une décongélation en trois temps
minimum pour en laver les embryons au moment de la décongélation. Ces trois étapes
sont rendues nécessaires par la faible perméabilité des membranes embryonnaires au
glycérol.

Depuis une dizaine d’années, on a découvert des molécules auxquelles les embryons
sont plus perméables : les glycols. Leur intérét est de permettre des transferts directs,
c’est-a-dire en placant directement la paillette décongelée dans le pistolet de transfert,
sans passer par une étape d’observation de I’embryon au microscope avant de le
transférer. Szell et al. (1989) cités par Voelkel et Hu (1992a) ont montré que, places
dans une solution d’éthyléne glycol a 2 M, des morulas et des blastocytes perdaient 20%
de leur volume, alors que dans la méme concentration de glycérol, ils perdaient 45% de

leur volume.

Les glycols forment une large famille de molécules au sein de laquelle il a fallu choisir

la plus performante.
i.  Choix du glycol

Dochi et al. (1998) ont comparé I’efficacité de deux glycols différents, le propyléne
glycol et I’éthylene glycol. lls ont utilisé un lot d’embryons congelés dans du glycérol
comme témoin.

Les embryons sont dans cette expérience congelés dans du PBS contenant du sérum de
veau feetal et du propyléne glycol a la concentration de 1,6M ou de I’éthylene glycol a
la concentration de 1,8M. La solution de glycérol avait, elle, une concentration de 1,4M.
Les résultats ont montré que le propylene glycol donnait un taux de gestation

significativement plus faible que le glycérol et I’éthyléne glycol. Ces deux derniers ont
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conduit a des taux de gestation semblables (48,5 et 44,7 % respectivement, contre 36%
pour le propylene glycol).

Les auteurs ont également remarqué que le taux de gestation baissait significativement
si plus de 11 minutes s’écoulaient entre la décongélation et le transfert, I’embryon
supportant mal d’étre conserve a température ambiante dans un cryoprotecteur comme

I’éthylene glycol.

Maintenant que nous avons déterminé quel était la molécule la plus performante, nous

allons chercher a savoir a quelle concentration il faut I’utiliser.

ii.  Concentration optimale en glycol

Voelkel et al. (1992a) ont essayé trois concentrations différentes d’éthyléne glycol :
1,25M, 1,5M, 1,75M. lIs ont placé des embryons dans chacune de ces trois solutions, les
ont congelés puis décongelés et placés dans un milieu de culture. Quarante-huit heures
plus tard, ils les ont observés pour voir si les différentes concentrations avaient une
influence sur le taux de survie. Le meilleur résultat a été obtenu pour une concentration
de 1,5M, mais les deux autres solutions n’ont pas donné de résultats significativement
différents.

A partir de I3, ils ont essayé de savoir s’il était possible d’améliorer les résultat obtenus
avec I’éthylene glycol par rapport a ceux obtenus avec du glycérol. Pour cela, ils ont
réalisé des paillettes avec deux milieux différents : de I’éthyléne glycol et du tampon
PBS (Figure 2).
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Figure 2 : Configuration d’une paillette de 0,25 ml avant congélation, contenant de
I’éthyléene glycol d’apres Voelkel et al.(1992a)

Légende : Bouchon de coton

77772 Solution de dilution (PBS)

] AIr

M Ethyléene glycol 1,5M dans du PBS
o Embryon

I Bouchon de plastic

Un ratio d’un volume de solution d’éthyléne glycol pour trois volumes de PBS a été
maintenu constant. Le taux de gestation obtenu avec cette solution était un peu plus
élevé qu’avec de I’éthyléne glycol seul, mais la différence n’est pas significative. Les
auteurs pensent que le milieu PBS a deux fonctions : il dilue le milieu dans lequel se
trouve I’embryon, et limite la quantité d’éthyléne glycol déposé dans les voies génitales
femelles, ce qui peut réduire les effets locaux sur I’endometre.

Mc Intosh et al. (1994) ont congelé 1962 embryons a J7 dans une solution d’éthyléne
glycol a 1,5M. Les embryons ont été placés dans des paillettes de 0,25ml, refroidies et
plongées dans de I’azote liquide. lls ont ensuite décongelé ces paillettes dans de I’eau a
20°C et observé les embryons dans un bain de PBS et BSA. Ils les ont ensuite transférés
chez des receveuses. Sur 518 animaux ayant subi un transfert, 286 gestations ont été
confirmées. Le taux de gestation obtenu est donc de 59%, ce qui montre que cette
méthode de conservation est utilisable en routine. Comme elle est plus simple a mettre
en ceuvre que la congélation dans du glycérol, les auteurs déclarent I’utiliser

exclusivement depuis 1994.
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Cette série d’expériences nous montre que le transfert direct utilisant I’éthyléne
glycol est un progres intéressant en matiere de transplantation embryonnaire, puisqu’il
conduit aux mémes résultats que le glycérol, mais avec des manipulations beaucoup

plus simples et rapides.

Maintenant que nous savons dans quels milieux la congélation pouvait se faire, nous
allons étudier les différentes possibilités offertes pour la réalisation pratique de cette

congélation.

2. Le mode de congélation

Nous avons vu que I’alternative au transfert en frais passait par la congélation
des embryons dans de I’azote liquide pour assurer leur conservation a long terme dans
de bonnes conditions.

Le refroidissement d’une température ambiante (environ 20°C) a une température de
—-196°C (celle de I’azote liquide sous 1 bar) doit se faire selon un protocole précis.

Deux principales modalités sont couramment décrites : soit on procede a un
refroidissement lent et progressif avec des paliers bien définis, soit on procede a un
refroidissement extrémement rapide : la vitrification.

Nous commencerons par présenter les différents modalités de refroidissement lent

envisageables, ainsi que leur influence sur la survie de I’embryon.

a) Le refroidissement progressif.

Si la conservation des embryons ne demande qu’une cuve isotherme contenant
de I’azote liquide, il n’en est pas de méme pour les opérations de refroidissement de
I’embryon.

L’equipement le plus colteux nécessaire a la conservation des embryons est le
congélateur. La plupart utilisent les vapeurs d’azote pour faire chuter progressivement
la température. Les paillettes sont alors placées dans un réceptacle muni de résistances
chauffantes baignant dans des vapeurs d’azote liquide. Ces résistances chauffent les

paillettes pour accompagner le refroidissement di a I’azote. D’autres, moins onéreux,
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fonctionnent avec un bain d’éthanol dans lequel les paillettes sont placées. Le
refroidissement a lieu au moyen d’un compresseur. 1l est préférable de n’utiliser que de
I’éthanol absolu (99,6%) pour le bain et non des mélanges d’alcools parfois
recommandés qui peuvent provoquer la dégénérescence des embryons (Niemann,
1991).

Une induction artificielle de la congélation est nécessaire pour éviter les
problémes de surfusion : on met en contact avec la paillette une tige préalablement
placée dans de I’azote liquide pour provoquer le changement d’état des liquides
contenus dans la paillette. C’est une opération qui doit se faire rapidement et pas a
I’endroit de la paillette ou se trouve I’embryon.

Les protocoles décrits sont tous semblables. On présentera ici celui proposé par
Niemann (1991) .

Le refroidissement se fait entre 0,1 et 0,3°C/min jusqu’a —-30 ou -35°C, avant
I’immersion dans I’azote liquide. Le processus de congélation utilisé par les auteurs est
le suivant :

- Passage des embryons dans une solution a 1,4M de glycérol pendant 20 minutes a
température ambiante.

- Chargement des embryons dans une paillette de 0,25 ml entre deux bulles d’air elles
mémes entourées de deux bulles de solution.

- Immersion dans un bain d’éthanol & -7°C.

- Induction de cristallisation et période d’équilibration de cing minutes, au moyen d’une
spatule plongeée préalablement dans I’azote liquide.

- Refroidissement lent de —7 a =28 °C & raison de 0,3°C /min.

- Refroidissement lent de —28 a —35°C a raison de 0,1 °C/min.

- Immersion dans de I’azote liquide a -196°C.

D’autres vitesses de refroidissement ont été testées, notamment par Elsden et al. (1982).
IIs ont comparé trois modes de refroidissement différents, aprés induction de
cristallisationa -7°C:

-2 0,3°C/min jusqu’a —35°C et maintien 30 min a cette température

- a0,3°/min jusqu’a -38°C

- a0,3°/min jusqu’a —=35°C puis a 0,1°/min jusqu’a —38°C.

Les embryons étaient ensuite plongés dans de I’azote liquide.
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Le meilleur résultat en terme de taux de gestation apres transfert a été obtenu avec la
troisieme méthode (p<0,01).

Suzuki et al. (1990), quant a eux, n’ont pas trouvé de différence significative dans le
taux de survie entre un refroidissement de 0,3°C/min jusqu’a —30°C et un second de
0,5°C/min.

Des techniques de refroidissement plus rapide ont été testées. Ainsi, des
embryons bovins ont été refroidis rapidement a raison de 12°C/min jusqu’a —-35 °C
avant d’étre plongés dans de I’azote liquide. Mais le taux de survie apres ce type
d’opération est bas (33% a 50% environ). Il n’est donc pas utilisé chez les bovins. On
peut noter cependant que les embryons de souris, de rat et de lapin supportent beaucoup
mieux ces variations rapides de température (Niemann, 1991).

Une autre technique de refroidissement rapide a été mise au point chez les bovins. Les
paillettes passent presque instantanément de la température ambiante a celle de I’azote

liquide : c’est la vitrification.

b) La vitrification d’embryons bovins.

La vitrification est un processus thermodynamique de refroidissement au cours

duquel la viscosité d’un fluide est augmentée de facon importante, jusqu’a lui donner
les propriétés d’un solide.
Le probleme associé a un refroidissement aussi brusque est la probabilité de formation
de cristaux, incompatibles avec la survie des cellules. La probabilité de formation de ces
cristaux est liée au volume de la solution et a sa viscosité. Plus la solution est visqueuse
et de faible volume, moins les cristaux sont susceptibles de se former (Bautista, 1998) .
La composition de la solution de vitrification est donc primordiale pour la survie des
cellules.
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i.  Choix des composants de la solution de vitrification

Ali et Shelton (1993) ont présenté les principales caractéristiques d’une telle

solution.
Une bonne solution de vitrification peut étre obtenue facilement en utilisant un
cryoprotecteur a forte concentration, mais c’est en général une solution qui est alors
toxique pour les embryons. On utilise donc des solutions contenant un mélange de
cryoprotecteurs différents pour diminuer la toxicité de chacun, ainsi que des polymeéres
de haut poids moléculaire qui permettent de réduire les concentrations de
cryoprotecteurs. Les solutions de saccharose sont egalement utilisées, toujours parce
qu’elles évitent la sortie d’eau trop rapide des cellules.

La capacité de différentes solutions a vitrifier a été étudiée en les placant dans
des paillettes de 0,25ml et en les immergeant dans de I’azote liquide. Le but est de
n’avoir de formation de cristaux ni lors du refroidissement, ni lors du réchauffement. Le
DMSO et le glycérol vitrifient a 5 mol/l, I’éthyléne glycol a 6,5 mol/l. Mais aucun ne
reste complétement vitreux au cours du refroidissement. La raison proposée est qu’un
noyau de glace se forme lors du refroidissement mais qu’il n’a pas le temps de grandir.
Il reprend sa croissance au cours du réchauffement et forme de la glace visible
macroscopiquement (Darvelid, 1994).

A I’inverse, des mélanges de cryoprotecteurs vitrifient convenablement (association
d’éthyléne glycol a 3,5 mol/l et de glycérol a 4,5 mol/l, par exemple). Ces mélanges ont
été testes pour mesurer leur toxicité sur des embryons de souris.

Un mélange a été sélectionné pour son innocuité et est utilisé pour la congélation des
embryons de mouton. Il se compose d’éthylene glycol a 5,5 mol/l et de saccharose a 1
mol/l (Ali et Shelton, 1993). Ces deux composants ne vitrifient pas séparément I’un de
I’autre a ces concentrations, d’ou I’utilité de les associer. L’éthyléne glycol seul ne
vitrifie et ne reste dans cet état au cours du réchauffement qu’a la concentration de 8
mol/l, qui est toxique pour les embryons de souris.

Certaines études ont montré que la toxicité des produits pouvait étre réduite si la
paillette était maintenue a une température basse, mais ceci demande un équipement
important. Les tests réalisés ici ont tous été faits a température ambiante pour pouvoir

étre facilement applicables.
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ii.  Temps d’équilibration

Une étude a été menée par Ishimori et al. (1993) sur des morulas récoltées a six
jours et demi et des blastocystes récoltés a sept jours et demi pour déterminer le temps
optimal d’équilibration. 1l s’agit du temps nécessaire a I’entrée des molécules de la
solution de vitrification a I’intérieur de la cellule. Seuls les embryons de trés bonne
qualité ont été conserves et placés dans un milieu PBS avec 1% de sérum de veau.

La solution de vitrification (VSED) est composée de 25% d’éthylene glycol et de 25%
de DMSO dans un milieu PBS supplémenté.

La solution d’équilibration est composée de la solution de vitrification diluée a 50%
dans une solution de PBS. Les embryons sont placés une, deux ou cing minutes dans
cette solution, puis ils sont placés dans le milieu VSED et transférés dans une paillette

comme le montre la figure 3.

Figure 3: Configuration d’une paillette de 0,25 ml avant congélation, contenant la
solution VSED (d’apres Ishimori et al., 1993)

Légende : EEEEEH Bouchon de coton

[ZAA/Z7A Solution de dilution (0,5 mol/l de saccharose et PBS, 150 pl)

] Ar

M Solution VSED

o Embryon

I Bouchon de plastic
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La paillette est ensuite placée 2 minutes dans des vapeurs d’azote liquide avant
d’étre plongée dans I’azote liquide lui-méme. Ceci correspond a une vitesse de
congélation de 200°C/minute. Quand on les place directement dans de I’azote liquide,
les paillettes ont tendance a se briser a cause du changement trop brusque de
température (2500°C/minute).

La décongélation a lieu en plongeant la paillette 15 secondes dans de I’eau a 20°C.

Le taux de survie des embryons varie de 73 a 90% pour ceux qui sont restés une
ou deux minutes dans le milieu d’équilibration, alors qu’il chute de maniére
significative (p<0,05) a 20% pour ceux qui y ont restés cing minutes. Ceci peut étre di a
la toxicité d’un ou des produits. Comme il s’agit de petites molécules qui traversent
facilement les membranes, un temps de contact court est suffisant pour assurer une
bonne cryoprotection sans engendrer de troubles par toxicité des produits.

L’avantage de ce protocole est que les opérations de congélation et de
décongelation prennent tres peu de temps, ce qui présente un avantage important par
rapport aux techniques traditionnelles. Il permet également de se dispenser du
congélateur.

Il semble que les blastocytes soient plus sensibles a la congélation que les
morulas sans différence significative observable dans cette étude. De leur coté, Saha et
al. (1994) estiment que le stade de la morula compacte est le plus a méme de subir une

vitrification.

3. Le mode de décongélation.

Le réchauffement des paillettes demande beaucoup moins de temps que le
refroidissement. Elles sont directement placées a une température proche de la
température de manipulation ultérieure des leur sortie de la bombonne d’azote liquide.
Nous ne présentons ici que I’influence de la décongélation sur I’embryon dans son
milieu de conservation, c’est-a-dire du réchauffement de la paillette de —196°C a la
température ambiante. Les procédés nécessaires a la dilution du cryoprotecteur sont

envisageés dans la partie les concernant.
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La question est de savoir s’il faut laisser les paillettes a I’air libre ou les immerger dans
I’eau pour accélérer le réchauffement, et si oui a quelle température.

Bracke et Niemann (1995) ont ainsi comparé 5 procédés de décongélation :

- dans I’air a température ambiante (18 a 22°C)

- 10 secondes dans de I’eau a 20°C

- 10 secondes dans de I’eau a 30°C

- 10 secondes dans I’air puis 10 secondes dans de I’eau a 20°C

- 10 secondes dans I’air puis 10 secondes dans I’eau a 30°C.

L efficacité des différents procédés a été jugée en considérant le développement in vitro
de I’embryon pendant les 48 heures qui suivaient la décongélation. Une morula
congelée devait évoluer vers le stade blastocyste épanoui, et un blastocyste congelé
devait évoluer vers le stade blastocyste éclos. Les meilleurs résultats ont été obtenus
pour les décongélations dans I’eau uniqguement, mais sans que la différence avec les

autres techniques ne soit significative.

Il ne semble pas qu’il y ait un procédé de décongélation des paillettes qui influence le
taux de gestation. Les recommandations sont cependant toujours les mémes: une
décongeélation rapide dans un bain d’eau maintenue a une température comprise entre 20
et 30°C. (Bracke et Niemann, 1995 ; Voelkel et Hu, 1992b).

A I’inverse, il est intéressant de noter que le temps pendant lequel on peut laisser les
embryons dans le milieu de transfert apres décongélation ne doit pas étre trop long sous
peine de faire chuter le taux de gestation apres transfert. Ceci est surtout valable pour
I’éthyléne glycol, puisque dans le cas du glycérol, les embryons sont placés dans un
milieu de transfert ou ils peuvent rester plus longtemps sans dommage. Ainsi, Dochi et
al. (1995) recommandent de ne pas laisser des embryons plus de onze minutes dans de

I’éthyléne glycol a température ambiante.

Ces nouvelles techniques de conservation permettent un gain de temps non
négligeable ainsi qu’une réduction de I’investissement nécessaire a la congélation des
paillettes. Nous avons cependant vu que le taux de survie des 