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Evaluation thermodynamique et biologique d’un substituant synthétique aux produits
d’origine animale dans les solutions de cryoconservation pour embryons de
mammifeéres

Plusieurs composés présents dans les solutions de cryoconservation pour embryons sont
source de préoccupations : soit du point de vue sanitaire a cause de leur origine animale, soit
du fait de leur role potentiellement mutagéne, notamment pour certains cryoprotecteurs
pénétrants. Leur retrait ou leur substitution par des composés chimiquement définis pourrait
donc constituer une amélioration sensible des techniques de cryoconservation des embryons.
C’est dans ce cadre de réflexion que s’inscrit notre travail.

Souvent, la conception et la mise en ceuvre des protocoles de cryoconservation sont
empiriques. Il en résulte de nombreuses variations entre les études qui rendent la
comparaison des résultats obtenus d’autant plus difficile. Dans notre démarche, deux
approches complémentaires ont été associées :

e la premicre, physique, s’appuie sur I’utilisation de la calorimétrie différentielle a balayage
(DSC) pour standardiser la comparaison des différentes solutions de congélation lente.
Ainsi, les propriétés thermodynamiques de solutions contenant un substituant défini ont
été caractérisées et comparées a celles de solutions contenant des produits de référence
(sérum de veau feetal ou albumine bovine sérique) ;

¢ la seconde, biologique, a consisté a congeler des embryons de lapins produits in vivo et
des embryons bovins produits in vitro, puis a analyser les taux de survie apres culture in
vitro et/ou transferts. Cette approche a permis d’objectiver les propriétés biologiques des
solutions ainsi définies.

Nos résultats confirment qu’il est judicieux d’utiliser une approche thermodynamique
pour sélectionner des molécules chimiquement différentes des composés habituellement
utilisés.

Mots clés

Congélation lente, substituant, produits d’origine animale, calorimétrie différentielle a
balayage, cryobiologie, embryons de lapins, embryons de bovins produits in vitro
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Thermodynamic and biological evaluation of a synthetic substitute for products of
animal origin in mammal embryo cryopreservation solutions

Several compounds in embryo cryopreservation solutions are a source of concern:
products of animal origin because of the sanitary risks, and the permeating cryoprotectants
because of their potential mutagenic effect. Removing or substituting these compounds with
chemically defined products might improve embryo cryopreservation technics.

Conception and use of cryopreservation protocols are often empirical. This empiricism
leads to many variations between the studies which make a comparison between results all
the more difficult. In our study, two complementary approaches were associated:

e the first approach (physical) consisted of using the differential scanning calorimetry to
standardize the comparison between different slow-freezing solutions. So, the
thermodynamic properties of solutions containing a potential substitute were characterized
and compared to those obtained with solutions containing reference products (fetal calf
serum and bovine serum albumin) ;

e the second approach (biological) consisted of using freezing of in vivo-produced rabbit
embryos or freezing of in vitro-produced bovine embryos in order to evaluate survival
rates after in vitro culture or transfer. This approach allowed the evaluation of the
biological properties of the slow-freezing solutions.

Our results confirm that the use of a thermodynamic approach is judicious to select
molecules which are chemically different from those usually used in cryopreservation
solutions.

Key Words

Slow-freezing, substitute, products of animal origin, differential scanning calorimetry,
cryobiology, rabbit embryos, in vitro-produced bovine embryos
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Introduction générale

Depuis 40 ans et la naissance du premier veau issu du transfert d’'un embryon congelé
[Wilmut et Rowson, 1973], les embryons de nombreuses especes de mammiferes ont été
cryoconservés avec succes (souris, vache, chévre, mouton, lapin... etc.) [Woods et al., 2004].
Dans I’espece humaine, la premiere gestation issue du transfert d’un embryon préalablement
congelé a ainsi été établie en 1983 [Trounson et Mohr, 1983] tandis que la premiére gestation
menée a terme a eu lieu en 1984 [Zeilmaker et al., 1984]. A I’heure actuelle, la
cryoconservation d’embryons humains représente une aide importante pour les couples
rencontrant des problémes de fertilité. Néanmoins, certains composés présents dans les
solutions de cryoconservation constituent une source de préoccupations. Les premiers d’entre
eux sont les composés macromoléculaires, tels que le sérum de veau feetal (SVF) ou
I’albumine bovine sérique (BSA). Ces produits d’origine animale engendrent en effet
différents risques, dont le plus important est d’ordre sanitaire. Ces deux produits, de par leur
origine bovine, peuvent en effet étre contaminés par de nombreux agents pathogenes parmi
lesquels des virus, des bactéries, des levures, des champignons, des mollicutes (et en
particulier des mycoplasmes), voire des prions [Dussurgel et al., 1994; Jochems et al., 2002;
Even et al., 2006]. Ils représentent donc un risque de contamination pour les embryons, en
particulier en especes bovine (transmission de virus) et humaine (transmission de prions).

De plus, d’autres problémes peuvent étre rencontrés avec les SVF [Jochems et al.,
2002; Even et al., 2006]. Ces derniers sont en effet des mélanges complexes comportant un
grand nombre de constituants [Horvath et Seidel, 2006; Rauch et al., 2011] parmi lesquels des
protéines (en particulier de la BSA), des vitamines, des hormones, des facteurs de croissance
ou encore des substrats énergétiques [Hasler, 2010]. La composition des SVF ¢étant
dépendante d’un grand nombre de facteurs (alimentation des animaux, saison... etc.), une
variabilité peut exister entre différents lots [Honn et al., 1975; Knepper et al., 1998; Horvath
et Seidel, 2006]. De plus, parmi les nombreux constituants d’un SVF, un certain nombre ne
sont pas identifiés [Ménézo et Khatchadourian, 1986]. L’association de ces éléments peut
engendrer une variabilit¢ des résultats obtenus avec des protocoles de cryoconservation.
Enfin, la fabrication des SVF pose une question éthique se rapportant a la souffrance des
feetus [van der Valk et al., 2004]. En effet, le SVF est recueilli par ponction intracardiaque sur
des feetus recueillis apres abattage des meres. Cette ponction n’étant pas toujours immédiate
apres 1’abattage, la question de la sensibilité du foetus a I’anoxie puis a la douleur est posée.

Dans ce cadre, le remplacement des produits d’origine animale pourrait constituer une
amélioration sensible des méthodes de cryoconservation pour embryons, en particulier du
point de vue sanitaire. Ce postulat est a la base du questionnement de ce travail. L’objectif de
notre étude est donc double :

e [’évaluation de I’impact de I’origine des SVF sur les propriétés des solutions de
congélation pour embryons ;
e [’¢valuation des propriétés d’un substituant chimiquement défini (CRYO3, Réf. 5617,

Stem Alpha, France) aux produits d’origine animale, dans les solutions de

cryoconservation pour embryons.

Le CRYO3 est un produit entierement synthétique dont la composition a fait 1’objet
d’un dépot de brevet par la sociét¢é STEM ALPHA (brevet n° 03 08206). Sa composition ainsi
que la nature de certains composés ne sont donc pas exactement connus. Ce produit a été
développé pour la congélation de cellules mononuclées humaines telles les cellules souches,
en particulier les cellules souches hématopoiétiques. Il a déja été utilisé avec succes pour la
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cryoconservation de cellules souches issues du sang de cordon ombilical humain [Jurga et al.,
2012].

Pour réaliser les évaluations, deux approches complémentaires ont été utilisées. Tout
d’abord, une approche thermodynamique utilisant la calorimétrie différentielle a balayage
(DSC) a permis la caractérisation physique de solutions de cryoconservation pour embryons
contenant différents SVF ou du CRYO3. Dans un second temps, une évaluation biologique de
ces solutions a été réalisée par culture in vitro et transfert embryonnaire d’embryons
préalablement congelés.

Du fait que peu d’études ont eu pour objet la caractérisation de solutions de
congélation lente par DSC, plusieurs études préliminaires ont été réalisées afin d’adapter notre
procédure d’utilisation du DSC a I’étude de solutions de congélation lente. En particulier, une
¢valuation des différents facteurs permettant une bonne reproductibilit¢ des mesures a été
réalisée.

Concernant ’approche biologique, deux modeles d’études ont été choisis: les
embryons de lapins et les embryons bovins produits in vitro. Ces deux espéces ont été
choisies dans la mesure ou leurs caractéristiques biologiques les rendent complémentaires.

Les embryons de lapins (Oryctolagus cuniculus) ont tout d’abord été sélectionnés car
ils constituent un bon mod¢le pour la reproduction des mammiféres, pour I’étude du
développement embryonnaire précoce et pour la recherche biomédicale [Joly et al., 1998;
Salvetti et al., 2006; Salvetti et al., 2007; Puschel et al., 2010]. De plus, la grande prolificité
(dix lapereaux par portée en moyenne), le rythme de reproduction intensif (une mise bas tous
les 42 jours) et le treés bref intervalle de génération (inférieur a six mois) caractérisant cette
espece permettent 1’acquisition rapide de résultats in vitro et in vivo.

Les embryons de bovins (Bos taurus) produits in vitro ont également été utilisés car ils
constituent un bon modele pour les techniques de reproduction assistée en médecine humaine
[Ménézo et Hérubel, 2002; Adjaye et al., 2007]. En effet, les biotechnologies de la
reproduction sont bien maitrisées dans cette espéce, qu’il s’agisse de 1’insémination
artificielle (IA), du transfert embryonnaire, de la fertilisation in vitro (FIV) ou encore de la
ponction échoguidée d’ovocytes.

Dans une premiere partie bibliographique, nous nous intéresserons aux bases de la
cryobiologie, a la cryoconservation des embryons de lapins et de bovins produits in vitro ainsi
qu’aux aspects sanitaires liés a la cryoconservation. Le principe de la DSC et son utilisation
en cryobiologie seront ensuite abordés.

Dans une seconde partie expérimentale seront présentés les différents protocoles
d’utilisation du CRYO3 pour la congélation lente d’embryons de lapins et de bovins ainsi que
les résultats thermodynamiques et biologiques obtenus suite a leur évaluation.
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Etude bibliographique

Dans un premier temps, nous présenterons les principes de base nécessaires a la
compréhension de la cryobiologie des embryons. Nous focaliserons ensuite notre propos sur
la cryoconservation des embryons de lapins et de bovins produits in vitro, modeles utilisés
lors de 1’¢étude expérimentale. Nous aborderons enfin les différents aspects sanitaires relatifs a
la cryoconservation des embryons, en particulier concernant 1’utilisation des produits
d’origine animale.

A cette partie succédera la présentation de la méthode d’analyse thermodynamique
utilisée lors de notre travail expérimental : la calorimétrie différentielle a balayage (DSC).
Apres avoir exposé les principes de cette méthode, nous nous intéresserons a ses différentes
utilisations en cryobiologie, plus particuliérement dans le domaine de 1’é¢tude des solutions de
congélation lente, sujet de notre étude expérimentale. Nous évoquerons également les aspects
liés a la vitrification car ils constituent une ouverture potentielle pour de futures études.
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La cryobiologie des embryons

. Principes de base de cryobiologie

L’eau liquide joue un rdle essentiel dans la structure et la fonction des étres vivants
[Mazur, 2004]. Elle compose ainsi 60 a 85% des cellules. Lorsque la température diminue, la
transformation de 1’eau liquide en glace s’accompagne de profonds changements des milieux
extra- et intracellulaire qui peuvent étre déléteres pour les cellules. La transition eau-glace est
donc un phénomeéne d’importance critique en cryoconservation [Karlsson et Toner, 1996].

Nous nous intéresserons dans cette premiere partie au phénomene de cristallisation,
aux dommages cellulaires que peut engendrer un refroidissement, puis aux molécules et
protocoles pouvant protéger les embryons de ces altérations.

A. Nucléation et cristallisation

Lorsque de ’eau liquide est refroidie, il existe une température a laquelle elle se
transforme en une phase solide et stable : la glace [Muldrew et al., 2004]. Un cristal de glace
est une structure solide composée de molécules d’eau agencées selon un motif se répétant a
I’infini [Mazur, 2004]. Ce motif est représenté par une molécule d’eau centrale entourée par
quatre molécules d’eau formant un tétraedre. L’ensemble est relié par des liaisons hydrogénes
¢tablies entre un atome d’oxygene et deux atomes d’hydrogéne. Parmi les particularités de
I’eau, on peut noter I’augmentation de volume d’environ 9% associée a la cristallisation
[Baudot, 1997]. Au niveau cellulaire, cette dilatation peut engendrer des dommages
irréversibles. Il est donc nécessaire de comprendre les mécanismes de formation de la glace
afin de pouvoir les contrdler.

Lors d’un refroidissement, la formation de glace requiert un événement nucléant, c'est-
a-dire la présence d’un événement permettant 1’induction de la cristallisation [Meryman,
2007]. Deux types de nucléation existent. La plus courante en condition biologique est la
nucléation hétérogene ou la formation de glace est induite par la présence d’une impureté,
appelée noyau de nucléation [Meryman, 1966; Muldrew et al., 2004]. La température a
laquelle la cristallisation a lieu dépend de la taille des sites de nucléation [Meryman, 2007].
Plus les noyaux de nucléation sont petits, plus la température de cristallisation est basse, et
inversement.

Lorsque la température de I’eau atteint -40°C, la taille nécessaire pour qu’un noyau de
nucléation induise la cristallisation est d’environ 1 nm, soit la taille d’un groupe aléatoire de
molécules d’eau [Meryman, 2007]. A cette température, la glace se forme donc de maniére
spontanée. On parle alors de nucléation homogene.

Une fois la cristallisation initiée, la croissance des cristaux ainsi que la structure de la
glace dépendent de la vitesse de refroidissement, de la température de cristallisation et de
I’état de surfusion de la solution au moment de la cristallisation [Meryman, 2007; Gosden et
al., 2010].

Tout d’abord, la croissance des cristaux dépend de la viscosité de la solution [Karlsson
et Toner, 1996; Morris et al., 2006]. La vitesse de cette croissance est schématisée dans la
Figure 1.
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Figure 1 : Représentation schématique des vitesses de nucléation et de croissance des
cristaux en fonction de la température (d’aprés [Baudot, 1997])

Lors du refroidissement, la vitesse de cristallisation augmente avant celle de nucléation. Un
refroidissement lent conduit donc a la formation d’un faible nombre de cristaux de grande
taille. A l'inverse, lors du réchauffement, la vitesse de nucléation augmente avant celle de
cristallisation. La probabilité d’apparition de la glace est donc plus importante au
réchauffement qu’au refroidissement.

Dans des solutions aqueuses, la croissance des cristaux se produit par diffusion de
molécules d’eau depuis la solution adjacente jusqu’au cristal. Une augmentation de la
viscosité¢ diminue donc la diffusion des molécules d’eau et la croissance des cristaux. Or la
viscosité de solutions aqueuses augmente lorsque la température baisse. Ainsi, lorsque la
température baisse, la vitesse de croissance des cristaux augmente tout d’abord avant de
diminuer du fait de I’augmentation de viscosité. Il est intéressant de remarquer que le domaine
de nucléation se situe a des températures plus basses que le domaine de cristallisation. Lors
d’un refroidissement lent, le début de la nucléation se produit alors que la vitesse de
croissance des cristaux est déja grande. Un refroidissement lent conduit donc a la formation
d’un faible nombre de cristaux de grande taille [Meryman, 2007]. De plus, les travées de
glace formées ont une surface lisse [Morris et al., 2006]. A I’inverse, un refroidissement
rapide conduit a la formation de nombreux cristaux de petite taille [Meryman, 2007]. Les
travées de glace formées ont une surface irréguliére avec présence de dendrites et contiennent
des puits de solution non cristallisé [Morris et al., 2006].

Par ailleurs, lorsque la température d’une solution est inférieure a 7; (Figure 1),
I’apparition de glace est possible. Si la solution reste néanmoins liquide, elle entre dans un
¢tat instable, qualifié d’état de surfusion, qui se maintient tant qu’il n’y a pas de cristallisation.
Plus ’abaissement de la température de la solution par rapport a 7; est important au moment
de la cristallisation, plus la structure de la glace est chaotique avec présence de cristaux de
petite taille (10 pm) [Gosden et al., 2010]. Lorsque la cristallisation a lieu alors que 1’état de
surfusion est faible, la glace prend au contraire la forme de cristaux dendritiques ramifiés
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uniformes et de taille plus importante (10-30 um). Il semble ainsi nécessaire de limiter autant
que possible 1’état de surfusion lors de protocoles de congélation.

Enfin, il est intéressant de remarquer que, lors d’un réchauffement, les courbes de
nucléation et de croissance des cristaux se succedent « dans le bon sens » (Figure 1). La
probabilité d’apparition de glace est donc plus importante au réchauffement qu’au
refroidissement. Ceci explique en particulier que lors des procédures de cryoconservation, les
vitesses de réchauffement appliquées doivent étre supérieures aux vitesses de refroidissement,
en particulier lors des protocoles de vitrification.

B. Dommages cellulaires lors d’un processus de refroidissement

Tous les embryons subissent des dommages morphologiques et fonctionnels
considérables lors d’un processus de refroidissement [Vajta et Kuwayama, 2006; Pereira et
Marques, 2008]. Ces dommages dépendent de plusieurs facteurs tels que le stade
embryonnaire, I’espéce, la perméabilit¢ des membranes, la vitesse de refroidissement,
I’origine des embryons (in vivo ou in vitro), leur qualité... etc.

Les dommages cellulaires lors d’un processus de refroidissement sont divers et n’ont
pas encore été totalement élucidés [Karlsson et Toner, 1996; Mullen et Critser, 2007].
Néanmoins, ils peuvent étre liés a la formation de glace, a des altérations de la membrane
plasmique ou du cytosquelette, a des effets toxiques des cryoprotecteurs ou a des effets
osmotiques [Vajta et al., 1997; Vajta, 2000; Vajta et Kuwayama, 2006].

1. Dommages liés a la formation de glace

La formation de cristaux de glace est une des causes les plus dangereuses de
dommages dus au froid [Vajta et Kuwayama, 2006]. Plusieurs phénomenes sont a 1’origine
des altérations liées a cette formation.

a)  Stress mécanique

L’apparition de glace extracellulaire est a I’origine de contraintes mécaniques sur les
cellules [Ishiguro et Rubinsky, 1994; Karlsson et Toner, 1996; Takamatsu et Zawlodzka,
2006]. En effet, les cellules refroidies dans une solution sont séquestrées dans des canaux de
solution liquide au milieu de solution cristallisée [Mullen et Critser, 2007]. Les interactions
entre cellules et cristaux de glace peuvent donc conduire a des dommages, en particulier aux
points de contact entre les cristaux et la membrane plasmique [Ashwood-Smith et al., 1988;
Hubel et al., 1992]. Néanmoins, la morphologie des cristaux est extrémement dépendante des
conditions expérimentales. Les contraintes mécaniques peuvent donc varier fortement en
fonction des protocoles de cryoconservation et il est trés difficile de les quantifier.

b)  Augmentation des concentrations en solutés extra- et
intracellulaires

Lors de la formation de glace extracellulaire, les électrolytes extracellulaires se
concentrent dans la phase liquide restante [Leibo et Pool, 2011]. Il en résulte plusieurs

phénomenes a I’origine de dommages cellulaires.

Premiérement, 1’augmentation de concentration en solutés extracellulaires engendre
une force motrice qui entraine une sortie de I’eau intracellulaire et donc une déshydratation de
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la cellule [Seki et Mazur, 2009]. On parle d’effet de solution [Karlsson et Toner, 1996]. Sous
I’effet de la déshydratation, les cellules se contractent et leur membrane se déforme nettement
(Figure 2) [ Yoshimori et Takamatsu, 2009].

Vue de
dessus

Vue de
coté

Figure 2 : Représentation 3D d’une cellule avant (a) et aprés (b) exposition a une
solution hypertonique [Yoshimori et Takamatsu, 2009]
Apres exposition a la solution hypertonique, la cellule se contracte du fait de la sortie d 'une
partie de l’eau intracellulaire. On parle d’effet de solution.

Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer les dommages engendrés par
I’effet de solution. D une part, la déshydratation des cellules peut engendrer une transition de
phase des lipides de la membrane plasmique, qui passent d’une phase lamellaire a une phase
hexagonale [Gordon-Kamm et Steponkus, 1984a; Pihakaski-Maunshach et Kukkonen, 1997].
Cette transition pourrait altérer la structure de cette dernicre, et donc ses propriétés, en
particulier concernant sa perméabilité a 1’eau. D’autre part, la déshydratation des cellules peut
induire, lors du refroidissement, une internalisation de vésicules issues de la membrane
plasmique [Gordon-Kamm et Steponkus, 1984b]. L’absence de réincorporation de ces
vésicules durant le réchauffement serait responsable d’une diminution de la surface de la
membrane plasmique. La réhydratation et le retour au volume isotonique pourrait donc
engendrer un éclatement de la cellule. Enfin, des dommages pourraient étre issus du
rapprochement de surfaces ou de groupes polaires séparés normalement par de 1’eau [Crowe
et al., 2004]. Ce rapprochement pourrait induire une altération de la structure de la membrane
plasmique et des protéines intracellulaires.

Deuxiémement, I’augmentation de la concentration en solutés extracellulaires est a
I’origine d’une augmentation de la concentration en solutés intracellulaires. Deux mécanismes
sont a I’origine de ce phénoméne. D’une part, la déshydratation intracellulaire résultant de
I’effet de solution engendre une augmentation de la concentration des solutés présents dans le
cytoplasme [Muldrew et al., 2004]. D’autre part, [’augmentation de concentration
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extracellulaire peut étre a ’origine du passage dans le cytoplasme de solutés extracellulaires
normalement non perméables [Muldrew et al., 2004; Meryman, 2007]. Bien que
I’augmentation de la concentration en solutés intracellulaires ne soit pas nécessairement
létale, elle peut limiter la tolérance des cellules lors de leur suspension dans une solution
hypotonique en augmentant la pression osmotique intracellulaire. Elle augmente ainsi les
risques d’éclatement par pénétration d’eau lors du réchauffement. Elle pourrait également
modifier 1’équilibre osmotique nécessaire au bon fonctionnement des cellules et engendrer
ainsi de nombreuses modifications biophysiques et biochimiques potentiellement 1étales.

c) Cristallisation intracellulaire

La formation de glace intracellulaire, méme dans des proportions trés faibles, peut
engendrer des dommages trés importants et donc la mort cellulaire [Mullen et Critser, 2007].
Le volume maximal de glace intracellulaire au-dela duquel la mort cellulaire survient se
situerait ainsi entre 2% et 3,7% du volume total d’eau intracellulaire pour des hépatocytes
[Karlsson et al., 1993]. Les différentes procédures de cryoconservation ont donc pour but
d’éviter sa formation [Campos-Chillon et al., 2006].

Les phénomenes par lesquels la glace intracellulaire se forme sont encore mal connus
[Muldrew et al., 2004]. Néanmoins, il semble nécessaire de distinguer les phénomeénes
responsables de la formation de glace intracellulaire en fonction de la température de
cristallisation [Mazur, 2004]. A des températures inférieures a -30°C, cette formation est une
conséquence de I’action de noyaux de nucléation hétérogéne présents dans la cellule. La
faible quantit¢ de noyaux présents dans le milieu intracellulaire explique les températures
basses de cristallisation. Pour des températures supérieures a -30°C, les mécanismes sont
encore méconnus [Mazur, 2004; Muldrew et al., 2004]. Néanmoins, la présence de glace
extracellulaire en contact étroit avec la cellule semble étre un élément déterminant. Trois
hypothéses principales existent concernant 1’induction de la cristallisation intracellulaire par
de la glace extracellulaire: i) induction par le passage de glace extracellulaire au travers de la
membrane plasmique via des pores, ii) induction par le passage de glace extracellulaire au
travers de 1ésions de la membrane plasmique et iii) induction par la glace extracellulaire de
changements structuraux de la membrane plasmique permettant de transformer la surface
interne de la membrane en site de nucléation hétérogene.

De méme que pour sa formation, les mécanismes par lesquels la glace intracellulaire
endommage les cellules font encore I’objet d’un questionnement [Karlsson et Toner, 1996;
Muldrew et al., 2004]. L’hypothése la plus répandue lie les dommages a des Iésions
mécaniques engendrées par la croissance du cristal, en particulier au niveau de la membrane
plasmique ou des organelles. D’autres hypotheses liées a 1’effet de solution, au choc
thermique ou encore a la formation de bulles de gaz ont également ét¢ avancées. Il est
néanmoins nécessaire de remarquer que la formation de glace intracellulaire seule ne peut
expliquer tous les dommages. D’autres facteurs tels que la quantité et la taille des cristaux,
leur localisation et les mécanismes de leur formation ont également un role.

2. Dommages liés a des altérations de la membrane plasmique
La membrane plasmique est un des principaux sites subissant des dommages lors d’un
refroidissement [Horvath et Seidel, 2006]. Elle peut en effet subir des altérations dues au

refroidissement (« chilling injuries »), a un stress oxydant ou, comme dit précédemment, a la
formation de glace qui peut provoquer sa rupture [ Dobrinsky et al., 2000].
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Les «chilling injuries » sont définies comme des dommages engendrés par des
températures subphysiologiques en I’absence de glace [Horvath et Seidel, 2006; Mazur et al.,
2008]. Ces altérations doivent étre séparées en deux catégories : les 1ésions dues a 1I’exposition
au froid (« cold injuries ») et les Iésions dues a une vitesse de descente en température trop
importante (choc thermique ou « cold choc ») [Mazur et al., 2008]. Les premieres augmentent
lorsque le temps passé a basse température est plus long. Elles sont donc limitées par un
refroidissement rapide. A D’inverse, le choc thermique est accentué par des vitesses de
refroidissement rapides. Chaque type cellulaire présente une sensibilité plus ou moins
importante aux « cold injuries » ou au choc thermique. En conséquence, les protocoles de
cryoconservation doivent étre adaptés aux différentes cellules cryoconservées.

Les «cold injuries » sont classiquement imputées a un changement de phase des
lipides membranaires [Mazur et al., 2008]. En effet, lorsque la température diminue, les
lipides de la membrane plasmique sont affectés par une transition de phase qui les améne
d’une phase liquide cristalline a une phase solide également appelée phase de gel [Horvath et
Seidel, 2006]. Les changements provoqués par cette transition peuvent engendrer des
altérations de la membrane, en particulier a la température ou cette transition s’effectue. Parmi
les différentes caractéristiques de la membrane plasmique, sa composition joue un role
particulierement important dans sa sensibilité au refroidissement. Modifier cette composition
a donc été une des solutions envisagées pour diminuer 1I’impact des « cold injuries ». Il a ainsi
¢été observé qu’enrichir la membrane plasmique en cholestérol ou en acides gras polyinsaturés
augmentait sa résistance [Hochi et al., 1999; Zeron et al., 2002; Horvath et Seidel, 2006].

Les explications du choc thermique sont quant a elles bien différentes. L’une d’entre
elles a été proposée par McGrath et est basée sur les propriétés mécaniques de la membrane
plasmique a basse température ([McGrath, 1987] cité par [Mazur et al., 2008]). Lors d’un
refroidissement, la surface de la membrane plasmique diminue du fait de sa contraction. Cette
diminution s’accompagne d’une augmentation de la pression hydrostatique qui engendre une
sortie d’eau intracellulaire. Lorsque le refroidissement est lent, la sortie d’eau est suffisante
pour compenser la diminution de surface de la membrane, ce qui évite sa rupture. A 1’inverse,
si le refroidissement est trop rapide, la sortie d’eau n’est pas suffisante et la membrane se
rompt. Il est intéressant de remarquer que les cellules les plus sensibles au choc thermique
sont les spermatozoides et les globules rouges. Ces deux cellules, contrairement a d’autres, ne
possedent ni plis ni microvillosités sur leur membrane plasmique. La présence de plis et de
microvillosités pourrait en effet représenter une «réserve» de membrane qui limiterait
I’impact de la contraction thermique. Cette hypothese est renforcée par la faible sensibilité au
choc thermique d’autres types cellulaires possédant des plis et des microvillosités de la
membrane plasmique, ce qui est le cas des embryons.

Les protocoles de cryoconservation sont également a I’origine d’un stress oxydant
[Bilodeau et al., 2000]. L’augmentation de la concentration intracellulaire en radicaux libres
oxygénés qui en résulte pourrait étre a 1’origine d’une peroxydation des phospholipides de la
membrane plasmique [Lane et al.,, 2002]. Or ce phénomene est un des mécanismes par
lesquels les membranes peuvent étre endommagées et leurs fonctions physiologiques altérées.
Les causes exactes de ces dommages ne sont pas encore totalement ¢lucidées [ Wong-Ekkabut
et al., 2007]. Il a néanmoins été observé qu’une peroxydation des lipides membranaires peut
étre a ’origine d’une augmentation de la perméabilité d’une bicouche lipidique, ce qui peut
perturber les gradients ioniques nécessaires au métabolisme des cellules. Elle peut également
étre responsable d’une perturbation de la structure de la membrane plasmique, d’une
diminution de son épaisseur ou d’une modification de sa fluidité. L’addition d’antioxydants
dans des solutions de cryoconservation pourrait donc permettre d’améliorer les taux de survie
embryonnaire aprés cryoconservation. Cela a été confirmé dans une étude dans laquelle
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I’ajout d’acide ascorbique a favoris¢ le développement d’embryons de souris apres
congélation ou vitrification [Lane et al., 2002].

3. Dommages liés a des altérations du cytosquelette

Le cytosquelette est un autre composant cellulaire fréquemment endommagé
[Dobrinsky et al., 2000]. Il semble en effet étre sensible a la présence de cryoprotecteurs et a
leur concentration. Une étude a ainsi montré qu’une exposition a de fortes concentrations en
cryoprotecteurs lors d’un processus de vitrification peut engendrer une altération du
cytosquelette par désorganisation des microtubules et des microfilaments [Overstrom et al.,
1993]. Cette désorganisation n’était pas observée lors d’un protocole de congélation lente
nécessitant des concentrations moindres en cryoprotecteurs. De la méme maniére, un
processus de vitrification peut étre a I’origine d’une altération de la configuration du fuseau
méiotique par désorganisation ou désassemblage des microtubules [Pereira et Marques, 2008].

Le cytosquelette semble également étre sensible au processus de refroidissement et
réchauffement proprement dit. Une congélation lente et un réchauffement peuvent ainsi
conduire a une diminution importante de sa qualité et induire des morts cellulaires en
I’absence d’effets toxiques d’un cryoprotecteur [ Tharasanit et al., 2005].

La stabilisation du cytosquelette pourrait donc favoriser la survie des cellules
cryoconservées [Pereira et Marques, 2008; Saragusty et Arav, 2011]. Différents stabilisateurs
du cytosquelette existent et ont été utilisés lors de protocoles de cryoconservation. La
cytochalasine B en particulier est un inhibiteur réversible de la polymérisation de 1’actine.
Elle permet la dépolymérisation temporaire des microfilaments présents dans les cellules et
augmenterait ainsi la flexibilité¢ du cytosquelette et de la membrane plasmique [Tharasanit et
al., 2005; Pereira et Marques, 2008]. D’autres stabilisateurs tels que la colchicine et le taxol
peuvent également étre utilisés.

L’ajout de cytochalasine B seule a permis de favoriser la survie d’embryons porcins
aprés vitrification et de blastocystes équins apres congélation lente [Dobrinsky et al., 2000;
Tharasanit et al., 2005]. Dans les deux études, I’effet protecteur de la cytochalasine B
semblait s’orienter préférentiellement vers les embryons de grande taille (blastocystes porcins
expansés et €clos ; blastocystes équins les plus grands). Il est également nécessaire de noter
que le cytosquelette des embryons €quins congelés en présence de cytochalasine B n’a pas
retrouvé d’aspect normal aprés décongélation, et ce, méme aprés 6 h de culture in vitro en
I’absence de cytochalasine [Tharasanit et al., 2005]. Cette absence de régénération pourrait
étre due aux dommages engendrés par le processus de congélation sur les mitochondries,
organelles nécessaires aux mécanismes de réparation du cytosquelette.

La cytochalasine B, la colchicine et le taxol ont également été utilisés lors de la
cryoconservation d’embryons bovins produits in vivo [Dobrinsky et al., 1995]. Le taxol, la
cytochalasine B et son association avec la colchicine ont permis de favoriser la survie de
morulas et de jeunes blastocystes apres vitrification.

4. Dommages osmotiques

Les dommages osmotiques sont liés aux différences de concentrations en
cryoprotecteurs entre les milieux intra- et extracellulaire et aux déséquilibres osmotiques qui
en résultent [Meryman, 2007; Gao et Zhou, 2012]. Ces différences peuvent survenir lors de
deux phases qui doivent donc étre correctement appréciées : 1’addition des cryoprotecteurs
avant le processus de refroidissement et le retrait des cryoprotecteurs pendant et/ou apres le
processus de réchauffement. En effet, la plupart des cryoprotecteurs utilisés posseédent un
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coefficient de perméabilité membranaire inférieur a celui de 1’eau [Mullen et Critser, 2007].
Ainsi, lors de 1’addition des cryoprotecteurs, leur présence rend hypertonique la solution ou
sont placés les embryons. Les cellules subissent donc dans un premier temps une contraction
du fait de la sortie d’eau intracellulaire avant de ré-augmenter de volume du fait de la
pénétration des cryoprotecteurs et de la rentrée concomitante d’eau. A 1’inverse, lors du retrait
des cryoprotecteurs, les embryons sont placés dans une solution hypotonique du fait de la
présence de cryoprotecteurs dans le milieu intracellulaire. Les cellules vont donc tout d’abord
gonfler du fait de la rentrée d’eau avant de voir leur volume diminuer du fait de la sortie des
cryoprotecteurs et d’une partie de 1’eau intracellulaire. Ainsi, les dommages osmotiques sont
engendrés par des variations de volume, plus ou moins importantes en fonction de la
concentration en cryoprotecteurs [Meryman, 2007]. Plusieurs hypothéses ont été proposées
afin d’expliquer la survenue de ces dommages (rupture de la membrane plasmique par
¢clatement lors de la rentrée d’eau ou au contraire par interaction avec le cytosquelette lors de
la sortie d’eau... etc.) [Gao et Zhou, 2012]. Néanmoins, les mécanismes des dommages
osmotiques ne sont pas encore clairement compris. L’addition et le retrait des cryoprotecteurs
par paliers progressifs permettent de les limiter, voire de les éliminer.

5. Autres dommages

D’autres dommages engendrés par un processus de cryoconservation ont également
¢té¢ rapportés dans la littérature. Tout d’abord, lors d’un refroidissement ou d’un
réchauffement trop rapides, des changements de volumes non uniformes peuvent avoir lieu au
sein de la solution pendant la transition de phase et étre a I’origine de plans de fracture [Kasai
et al., 1996]. Lorsque ces plans de fracture passent par un embryon, le stress mécanique
engendré peut étre a l’origine d’une fracture de 1’embryon ou de sa zone pellucide.
L’importance de ces fractures peut étre diminuée a 1’aide d’une vitesse de refroidissement ou
de réchauffement limitée lors de la transition de phase. Une autre étude a révélé que le bouton
embryonnaire d’embryons cryoconservés était partiellement distordu [Saha et al., 1996]. Les
cellules des embryons ¢étaient par ailleurs plus espacées que celles d’embryons non
cryoconservés [Saha et al., 1996; Vajta et al., 1997]. Cette observation était associée a une
réduction de la taille des desmosomes et des jonctions serrées, ce qui suggere une altération
des contacts entre cellules lors d’un processus de cryoconservation. Enfin, un processus de
refroidissement peut étre a I’origine d’altérations sur les organelles intracellulaire. Lors d’un
processus de vitrification, il a en effet été¢ observé une dilatation du réticulum endoplasmique
granuleux ainsi qu’une augmentation ou diminution de la taille des mitochondries avec
augmentation de leur densité [Vajta et al., 1997; Cuello et al., 2007].

C. Les cryoprotecteurs

Un cryoprotecteur peut étre défini comme une molécule dont la mise en contact avec
des cellules avant leur cryoconservation permet d’augmenter leur taux de survie apres
décongélation [Fuller, 2004; Muldrew et al., 2004]. Ce sont des composants primordiaux dans
la réussite de protocoles de congélation lente ou de vitrification dans la mesure ou ils limitent,
voire évitent la formation de glace [Moore et Bonilla, 2006; Pereira et Marques, 2008]. Les
cryoprotecteurs peuvent étre séparés en deux catégories : les cryoprotecteurs pénétrants qui
peuvent traverser la membrane plasmique et s’équilibrer dans le cytoplasme et les
cryoprotecteurs non pénétrants qui ne peuvent pas entrer dans le cytoplasme [Muldrew et al.,
2004; Pereira et Marques, 2008].
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1. Les cryoprotecteurs pénétrants

Les cryoprotecteurs pénétrants sont de petites molécules non ioniques qui peuvent
traverser facilement la membrane cellulaire et possédent une grande solubilité dans 1’eau a
basse température [Muldrew et al., 2004; Pereira et Marques, 2008; Leibo et Pool, 2011]. IIs
protégent les cellules lors d’un processus de cryoconservation en limitant la cristallisation et
I’effet de solution. Les cryoprotecteurs pénétrants permettent donc de limiter les dommages
liés a un protocole de congélation lente, mais protégent moins contre ceux liés a un
refroidissement rapide [Muldrew et al., 2004].

Plusieurs mécanismes sont a [’origine de D’effet protecteur de ces molécules.
Concernant la cristallisation, les cryoprotecteurs pénétrants forment des liaisons hydrogenes
avec les molécules d’eau et diminuent la température de cristallisation des solutions, ce qui
limite la formation de glace [Pereira et Marques, 2008; Leibo et Pool, 2011]. IIs facilitent
¢galement la déshydratation du milieu intracellulaire par leur action osmotique et leur aptitude
a diminuer la température de cristallisation (augmentation du temps de déshydratation), ce qui
limite la cristallisation intracellulaire [Moore et Bonilla, 2006]. 11 a enfin ét¢ évoqué un
possible masquage des sites de nucléation [Fuller, 2004].

Par ailleurs, les cryoprotecteurs pénétrants diminuent les concentrations en sels
auxquelles devraient étre exposées les cellules a une température négative donnée [Fuller,
2004; Muldrew et al., 2004; Mazur et al., 2008]. Ils réduisent en effet la quantité de glace qui
devrait étre présente et agissent également comme un second solvant pour les sels. Il est
d’ailleurs intéressant de remarquer que cette propriété est colligative, c’est-a-dire qu’elle
dépend uniquement du nombre de molécules présentes et non de leur nature. Les
cryoprotecteurs pénétrants diminuent donc les dommages dus a I’effet de solution.

Depuis la mise en évidence de 1’effet protecteur du glycérol en 1949 [Polge et al.,
1949], de nombreux cryoprotecteurs pénétrants ont été¢ découverts : éthylene glycol (EG),
diméthyle sulfoxyde (DMSO), propanediol... etc. [Moore et Bonilla, 2006]. Leurs propriétés
lors de protocoles de cryoconservation peuvent étre extrémement différentes. L’EG est par
exemple un cryoprotecteur pénétrant rapidement dans les cellules [Hotamisligil et al., 1996;
Kuleshova et al., 1999]. 1l limite donc les risques de chocs osmotiques et bien que son
aptitude a former un verre ne soit pas trés bonne, sa faible toxicit¢ en fait un des
cryoprotecteurs de choix lors de protocoles de vitrification [Liebermann, 2012]. A I’inverse,
le DMSO permet facilement la formation de verre mais sa toxicité est plus importante [Moore
et Bonilla, 2006]. Ces deux cryoprotecteurs sont donc actuellement couramment associés a
concentrations égales dans des solutions de vitrification [Liebermann, 2012]. 1l est d’ailleurs
intéressant de remarquer que les propriétés des cryoprotecteurs dépendent trés fortement de
leur structure. Des modifications de leur formule peuvent donc engendrer des modifications
importantes de leurs propriétés. Il a ainsi été observé que la substitution au groupe hydroxyle
d’un groupe méthoxyle sur des polyols, tels que I’EG ou le glycérol favorisait leur capacité a
former un verre stable [Wowk et al., 1999].

Les cryoprotecteurs pénétrants sont considérés comme toxiques, en particulier
lorsqu’ils sont présents a forte concentration [Hotamisligil et al., 1996; Moore et Bonilla,
2006]. Cette toxicité dépend du cryoprotecteur, de I’espéce considérée, du type de cellule, de
la température et également du temps de contact entre le cryoprotecteur et les cellules
[Hotamisligil et al., 1996; Agca et al., 1998; Fuller, 2004; Vajta et Kuwayama, 2006]. Comme
dit précédemment, les cryoprotecteurs pénétrants peuvent E&tre responsables d’une
désorganisation réversible ou irréversible des microfilaments et microtubules du cytosquelette
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[Dobrinsky, 1996]. Des essais ont donc ¢€té réalisés afin de diminuer cette toxicité en réduisant
le temps de contact avec les cellules ou encore en abaissant la température [Fuller, 2004].
Cependant, la perméabilit¢ des cellules aux cryoprotecteurs pénétrants dépend de la
température, de I’espece et du type d’embryons [Moore et Bonilla, 2006]. Ainsi, plus la
température est basse, moins les membranes plasmiques sont perméables [Agca et al., 1998].
Réduire le temps de contact ou abaisser la température diminue donc la pénétration des
cryoprotecteurs dans les cellules et leur efficacité. Un équilibre doit donc étre trouvé entre
toxicité et cryoprotection.

Il est enfin nécessaire de remarquer que cette toxicité ne fait pas consensus. Leibo
pense ainsi que ces composés sont non toxiques lors d’expositions limitées (10 a 15 min) a
une température inférieure a 25°C [Leibo et Pool, 2011]. Selon lui, la toxicité observée a forte
concentration serait en réalité issue des dommages engendrés par le choc osmotique.

2. Les cryoprotecteurs non pénétrants

Les cryoprotecteurs non pénétrants sont généralement des molécules solubles dans
I’eau, possédant un important coefficient osmotique mais ne pouvant pas traverser la
membrane plasmique [Muldrew et al., 2004]. Ils agissent donc sur 1’osmolarit¢ du milieu
extracellulaire [Moore et Bonilla, 2006]. Il s’agit la plupart du temps de disaccharides tels que
le saccharose ou le tréhalose, mais d’autres saccharides ou macromolécules (Ficoll, dextrans)
peuvent également étre utilisés [Kuleshova et al., 1999; Moore et Bonilla, 2006; Pereira et
Marques, 2008]. Les cryoprotecteurs non pénétrants jouent plusieurs réles dans les solutions
de cryoconservation.

Premiérement, leur action sur I’osmolarité du milieu extracellulaire constitue une aide
précieuse lors des protocoles de congélation lente. Lors du refroidissement, ils favorisent la
déshydratation des cellules avant la cristallisation, ce qui diminue la quantité¢ d’eau que la
cellule doit perdre afin de conserver un équilibre osmotique avec le milieu extracellulaire
[Kuleshova et al., 1999; Muldrew et al., 2004; Moore et Bonilla, 2006; Pereira et Marques,
2008; Liebermann, 2012]. Cette « pré-déshydratation » permet d’une part de diminuer le
temps de contact avec les cryoprotecteurs pénétrants et donc leur toxicité [Liebermann, 2012].
Elle permet d’autre part de limiter 1’état de surfusion du cytoplasme et donc la probabilité
d’apparition de glace intracellulaire [Muldrew et al., 2004]. Lors du réchauffement, ils jouent
au contraire le role de tampon osmotique en empéchant une entrée massive d’eau dans les
cellules qui pourrait provoquer leur éclatement [Kuleshova et al., 1999; Mazur, 2004; Leibo et
Pool, 2011; Liebermann, 2012].

Deuxi¢mement, les cryoprotecteurs non pénétrants jouent le role de stabilisateurs et/ou
de protecteurs de la membrane plasmique, des protéines intracellulaires et de la zone pellucide
[Hotamisligil et al., 1996; Crowe et al., 2004; Mazur, 2004; Pereira et Marques, 2008]. Cette
propriété est conservée en présence de fortes concentrations en cryoprotecteurs pénétrants. Le
tréhalose et la proline inhibent ainsi le risque de fusion des membranes lipidiques lors d’un
processus de refroidissement [Rudolph et Crowe, 1985]. De méme, le tréhalose est capable de
stabiliser certaines enzymes a basse température [Xie et Timasheff, 1997].

Troisiémement, les cryoprotecteurs non pénétrants permettent de diminuer la quantité
de glace se formant dans une solution ainsi que sa température de fusion. Cette propriété est
corrélée a leur concentration et dépend du cryoprotecteur considéré (tréhalose et saccharose
sont plus efficaces que glucose et fructose) [Wang et Haymet, 1998].

Enfin, ils peuvent substituer une partie des cryoprotecteurs pénétrants présents dans les
solutions de vitrification et donc diminuer leur toxicité. Kuleshova a ainsi observé que la
substitution d’EG par des mono-, des di- ou des polysaccharides provoquait une augmentation
de la température de transition vitreuse [Kuleshova et al., 1999]. 1l est d’ailleurs intéressant de
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remarquer que les disaccharides sont actuellement les sucres les plus utilisés dans des
solutions de vitrification. Néanmoins, il ¢&tait observé dans cette étude que les
monosaccharides semblaient plus efficaces et étaient plus faciles a solubiliser. A I’inverse la
solubilisation des polysaccharides était particulierement difficile. Les monosaccharides
pourraient donc se révéler des cryoprotecteurs non pénétrants intéressants. L’efficacité des
polysaccharides a été confirmée dans une seconde étude [Kuleshova et al., 2001]. De tres
bons résultats ont en effet été obtenus aprés culture in vitro ou transfert d’embryons murins
vitrifiés dans des solutions ne contenant que 10% a 25% d’EG et 35% a 50% de dextrans ou
de ficoll.

D. Les différents protocoles de cryoconservation pour embryons

Deux grands protocoles de cryoconservation existent: la congélation lente et la
vitrification (Figure 3) [Vajta et Kuwayama, 2006]. Ces deux méthodes sont basées sur des
principes tres différents, mais ont toutes les deux pour but d’empécher la formation de glace
intracellulaire [Campos-Chillon et al., 2006; Vajta et Kuwayama, 2006; Meryman, 2007].

Comme dit précédemment, les différents types cellulaires sont plus ou moins sensibles
a une exposition a des températures subphysiologiques et a des vitesses de descente en
température importantes. Les embryons de différentes espéces se comportent donc
différemment lors d’un protocole de cryoconservation [Saragusty et Arav, 2011]. Le choix
d’un protocole de cryoconservation et son application doivent donc étre adaptés aux
embryons cryoconserves.
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Figure 3 : Représentation schématique des protocoles de congélation équilibrée et
vitrification (d’apres [Ménézo, 2004])

Lors d’un protocole de vitrification, des vitesses de refroidissement tres importantes
favorisent la formation d’un verre et empéchent donc [’apparition de glace intracellulaire. A
I’inverse, lors d’un protocole de congélation lente, les vitesses de refroidissement appliquées
apres induction de la cristallisation extracellulaire sont relativement lentes ce qui permet de
controler la déshydratation cellulaire et d’empécher ainsi la cristallisation intracellulaire.
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1. La congélation lente

Cette méthode de congélation, dite également congélation a 1’équilibre, a été la
premiere méthode de cryoconservation développée [Whittingham, 1971; Whittingham et al.,
1972]. Elle a également été¢ jusqu’a aujourd’hui la plus utilisée pour la congélation
d’embryons [Pereira et Marques, 2008; Saragusty et Arav, 2011; Bielanski, 2012].

La congélation lente est basée sur le principe de déshydratation osmotique [Campos-
Chillon et al., 2006; Moore et Bonilla, 2006; Mazur et al., 2008]. Elle consiste a appliquer aux
cellules une vitesse de refroidissement lente apres induction de la cristallisation extracellulaire
de maniére a déshydrater progressivement les cellules sans déformation excessive ou effet
osmotique important [Vajta et Kuwayama, 2006]. Cette déshydratation controlée permet le
maintien d’un équilibre entre les potentiels chimiques des milieux intra- et extracellulaire et
empéche la formation de glace intracellulaire [Vajta, 2000; Muldrew et al., 2004; Meryman,
2007; Mazur et al., 2008]. La vitesse de refroidissement optimale dépend de trois facteurs
principaux qui différent en fonction de chaque type cellulaire: la perméabilité de la
membrane cellulaire a 1’eau (L,), I’énergie d’activation de cette perméabilité (£,) et le ratio
surface/volume des cellules [Muldrew et al., 2004; Mazur et al., 2008]. Elle peut ainsi varier
de 1°C.min"" (ovocytes et embryons) a 1000°C.min” (érythrocytes). Si la vitesse de
refroidissement appliquée est supérieure a la vitesse optimale, I’eau intracellulaire surfondue
résiduelle peut se transformer en glace intracellulaire [Muldrew et al., 2004; Mazur et al.,
2008]. A I’inverse, si la vitesse de refroidissement est trop basse, les cellules subissent des
dommages du fait de 1’effet de solution. Le succés d’un protocole de congélation lente dépend
donc de I’obtention d’un équilibre entre la sortie d’eau de la cellule et sa transformation en
glace [Visintin et al., 2002]. La courbe de survie cellulaire lors d’un processus de congélation
lente a donc classiquement la forme d’un U inversé (Figure 4 et Figure 5) [Mazur, 2004].
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Figure 4 : Courbes de survie en U inversé en fonction du type de cellules (d’apreés
[Mazur et al., 2008])
Lors d’un protocole de congélation lente, les vitesses de refroidissement optimales dépendent

du type cellulaire. Ce phénomene est expliqué par les différences de perméabilité
membranaire a [’eau et les différences de ratio surface/volume des cellules.
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Figure 5: Courbe de survie obtenue pour un type cellulaire donné, en présence de
cryoprotecteurs et pour un réchauffement rapide [Baudot, 1997]

Pour un type cellulaire donné, la courbe de survie en fonction de la vitesse de refroidissement
a classiquement la forme d’un U inversé. Lorsque la vitesse est trop faible, la déshydratation
est trop importante et aboutit a la mort de la cellule. A l'inverse lorsque la vitesse est trop
forte, la déshydratation n’est pas assez importante ce qui aboutit a la formation de glace
intracellulaire et donc a la mort cellulaire. Lorsque les vitesses de refroidissement deviennent
trés importantes, la courbe de survie remonte du fait de la formation d’un état amorphe de
[’eau, appelé verre, qui empéche la cristallisation.

La conggélation lente implique 1’utilisation de faibles concentrations en cryoprotecteurs
(de I’ordre de 1,35 M a 1,5 M pour les cryoprotecteurs pénétrants et de 0,1 M pour les
cryoprotecteurs non pénétrants) [Visintin et al.,, 2002; Saragusty et Arav, 2011]. Les
embryons sont tout d’abord placés dans un ou plusieurs bains d’équilibration pendant
plusieurs minutes, ce qui permet aux cryoprotecteurs pénétrants de traverser la membrane
cytoplasmique. Ils sont ensuite montés dans une paillette et placés dans un congélateur
programmable ou ils sont refroidis jusqu’a une température comprise entre -5°C et -7°C
[Saragusty et Arav, 2011]. Aprés équilibration, une induction de la cristallisation
extracellulaire (étape également appelée « seeding ») est effectuée par application d’un objet
froid au contact de la paillette [Visintin et al., 2002; Woods et al., 2004]. Cette étape permet
de controler la formation de glace extracellulaire et d’éviter ainsi un état de surfusion trop
important qui pourrait engendrer une cristallisation trop rapide et donc déléteére pour les
cellules [Karlsson et Toner, 1996]. La formation de glace extracellulaire provoque alors une
augmentation de la concentration extracellulaire en solutés [Leibo et Pool, 2011]. Le potentiel
chimique de I’eau extracellulaire devient plus faible que celui de I’eau intracellulaire, ce qui
engendre une force motrice qui permet a 1’eau intracellulaire de sortir de la cellule [Seki et
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Mazur, 2009]. La paillette est ensuite refroidie a une vitesse de 0,3°C.min”" a 0,6°C min™
jusqu’a une température comprise entre -30°C et -40°C [Visintin et al., 2002; Moore et
Bonilla, 2006; Saragusty et Arav, 2011]. Cette descente lente permet a 1’eau intracellulaire de
sortir doucement vers le milieu extracellulaire [Woods et al., 2004; Leibo et Pool, 2011]. Il en
résulte une augmentation de la concentration en solutés intracellulaires ainsi qu’en
cryoprotecteurs pénétrants qui empéche la formation de glace intracellulaire. Les cellules se
déshydratent ainsi progressivement jusqu’a la température a laquelle leur matrice
intracellulaire peut vitrifier (Figure 6). Lorsque sont atteints -30°C a -40°C, la paillette est
plongée directement dans 1’azote liquide pour son stockage.

Figure 6 : Photos d’ovocytes de souris sous cryomicroscopie montrant la déshydratation
cellulaire pendant les phases de refroidissement puis de réchauffement d’un processus
de congélation lente [Leibo et Pool, 2011]

Lors du refroidissement, ['ovocyte se contracte sous [’influence de [’augmentation de la
concentration du milieu extracellulaire et donc de la sortie d’eau intracellulaire (effet de
solution). Lors du réchauffement, le phénomeéne inverse se produit.

Apres stockage, la décongélation est effectuée en plagant la paillette dans 1’air ambiant
(vitesse de réchauffement inférieure a 196°C.min™") et/ou en la plongeant dans un bain-marie
(vitesse de réchauffement supérieure a 4 000°C.min’1) [Hochi et al., 1996; Shaw et al., 1997,
Liebermann et al., 2002]. Les effets de la vitesse de réchauffement sur la survie des embryons
sont relativement complexes et difficiles a interpréter [Mazur, 2004]. En effet des résultats
contradictoires ont été obtenus lors de différentes études. Il a ainsi été observé dans certaines
études que la survie d’embryons de souris et de rat apreés congélation n’était pas influencé par
la vitesse de réchauffement [Kasai et al., 1982; Rall et Polge, 1984]. A I’inverse, Hochi a
observé qu’une décongélation rapide pourrait favoriser la survie des morulas et blastocystes
bovins produits in vitro [Hochi et al., 1996]. Il semble que le choix d’une vitesse de
réchauffement dépende du degré de déshydratation des cellules [Woods et al., 2004]. Lorsque
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les cellules sont refroidies jusqu’a -30°C a -40°C avant d’étre plongées dans 1’azote, de petits
cristaux intracellulaires inoffensifs peuvent se former. Un réchauffement rapide est alors
nécessaire afin d’éviter la croissance de ces cristaux qui deviendraient alors beaucoup plus
vulnérants. A D’inverse, si le refroidissement se poursuit au-dela de -40°C, la déshydratation
des cellules est plus importante. Un réchauffement rapide peut alors causer un stress
osmotique trop important et les cellules doivent étre réchauffées plus lentement.

Bien que la congélation lente soit relativement bien maitrisée pour beaucoup
d’embryons, les résultats obtenus avec des embryons plus sensibles au refroidissement
(embryons porcins, de poissons ou d’insectes) sont moins concluants [Mazur et al., 2008]. Les
principes fondamentaux qui régissent la cryoconservation €équilibrée ne sont pas erronés dans
ces especes, mais ces embryons possédent une sensibilité accrue a un ou plusieurs facteurs
engendrant des lésions lors d’un processus de refroidissement. Parmi ces facteurs, les plus
importantes pourraient étre les « cold injuries » [Mazur et al., 2008]. En effet, si un embryon
est trées sensible a ces dommages, une vitesse lente de refroidissement engendre une
exposition accrue aux températures critiques, ce qui peut accroitre les altérations engendrées.
La solution la plus simple pour les limiter a donc été la mise en place de vitesses de
refroidissement trés importantes de mani¢re a traverser la zone de sensibilité le plus
rapidement possible [Vajta et Kuwayama, 2006]. Ceci a conduit au développement d’une
méthode de cryoconservation alternative : la vitrification.

2. La vitrification

La vitrification a été développée pour la premiere fois en 1985 sur des embryons de
souris par Rall et Fahy [Rall et Fahy, 1985]. Elle est caractérisée par la transformation de
I’eau intra- et extracellulaire en un état stable et solide, dit état vitreux, sans formation de
cristal [Kuleshova et al., 1999; Vajta, 2000; Vajta et Kuwayama, 2006; Mazur et al., 2008;
Liebermann, 2012]. Ce phénomene de vitrification peut é&tre considéré comme une
augmentation extréme de la viscosité et se produit aux alentours de -120°C a -130°C
[Kuleshova et al., 1999; Moore et Bonilla, 2006; Vajta et Kuwayama, 2006]. Cette
température dépend néanmoins de la composition de la solution de vitrification.

Cette méthode de cryoconservation est attractive dans la mesure ou elle est moins
onéreuse que la congélation lente, plus rapide et nécessite également moins d’équipement
lorsqu’elle est appliquée a des cellules isolées [Campos-Chillon et al.,, 2006; Moore et
Bonilla, 2006; Mazur et al., 2008]. Lors d’une procédure classique de vitrification, les
embryons sont en effet tout d’abord équilibrés dans une solution contenant 10 a 15% d’un ou
plusieurs cryoprotecteurs pénétrants [Leibo et Pool, 2011]. Ils sont ensuite briévement
exposés (entre 30 s et 60 s) a une solution beaucoup plus concentrée en cryoprotecteurs
pénétrants (30% a 50%), ce qui engendre une déshydratation substantielle des cellules. Les
embryons sont ensuite montés dans un contenant puis plongés directement dans 1’azote
liquide.

Néanmoins, les concentrations en cryoprotecteurs pénétrants nécessaires sont tres
importantes, ce qui rend les solutions de vitrification relativement toxiques [Fuller, 2004;
Vajta et Kuwayama, 2006]. Il est donc nécessaire de trouver un équilibre entre concentrations
en cryoprotecteurs et vitesse de descente en température [Liebermann, 2012]. Différentes
méthodes ont été évaluées afin de diminuer la toxicité des solutions de vitrification. Une
partie de la toxicité peut ainsi étre éliminée en utilisant des combinaisons de cryoprotecteurs
(pénétrants et/ou non pénétrants), en diminuant la température d’équilibration (ou la toxicité
est moindre) ou en remplacant une partie des cryoprotecteurs pénétrants par des
cryoprotecteurs non pénétrants [Kuleshova et al., 2001; Fuller, 2004; Woods et al., 2004; Jin
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et al., 2008]. Il demeure néanmoins que la manipulation correcte des échantillons dans des
solutions trés concentrées en cryoprotecteurs et leur montage dans les contenants sont plus
difficiles que lors de protocoles de congélation lente [Saragusty et Arav, 2011].

Quatre facteurs clés sont nécessaires a la réussite des protocoles de vitrification [ Yavin
et al., 2009; Saragusty et Arav, 2011] :
e Une vitesse de refroidissement importante ;
e Une vitesse de réchauffement importante ;
e Une viscosité de la solution de vitrification importante ;
e Un volume de I’échantillon le plus petit possible.

En premier lieu, la vitesse de descente en température des échantillons doit étre élevée
(de I’ordre de plusieurs centaines a plusieurs dizaines de milliers de degrés Celsius par
minute) [Yavin et al., 2009; Saragusty et Arav, 2011; Bielanski, 2012]. En effet, plus la
vitesse de descente en température est importante, plus les concentrations en cryoprotecteurs
pénétrants peuvent étre diminuées [Vajta et Kuwayama, 2006; Liebermann, 2012]. Des
cellules souches embryonnaires murines ont ainsi pu étre vitrifiées dans une solution
contenant seulement 2 M de propanediol grace a une vitrification ultrarapide [He et al., 2008].
Il serait méme théoriquement possible d’éviter un phénomene de nucléation en I’absence de
cryoprotecteurs en appliquant une vitesse de refroidissement suffisamment élevée [Meryman,
2007]. Cette vitesse dépend de trois facteurs: la conductivité thermique du milieu de
refroidissement, la nature du contenant et le volume de solution. Les deux derniers facteurs
seront abordés dans le dernier paragraphe de cette partie. Lors d’un protocole de vitrification,
deux milieux de refroidissement existent: I’azote liquide et la neige d’azote (« nitrogen
slush »). Cette derniére consiste en un mélange d’azote liquide et solide dont la température
est comprise entre -205°C et -210°C. Il a été montré que la neige d’azote possede un
coefficient d’échange (transfert de chaleur par unité de surface) bien supérieur a celui de
I’azote liquide [Sansinena et al., 2012]. Son utilisation en remplacement d’azote liquide
permet donc d’augmenter fortement les vitesses de refroidissement.

Deuxiémement, la vitesse de réchauffement doit €tre trés importante. Des phénomenes
de cristallisation et/ou de recristallisation peuvent en effet intervenir au réchauffement s’il
n’est pas suffisamment rapide. Il a ét¢ observé dans deux études récentes que la survie
d’ovocytes murins était majoritairement liée a la vitesse de réchauffement et non a la vitesse
de refroidissement [Seki et Mazur, 2009; Mazur et Seki, 2011]. En effet, plus la vitesse de
réchauffement était importante, plus le taux de survie des ovocytes était élevé, et ce, quelle
que soit la vitesse de refroidissement. L’explication proposée ¢était que, lors d’un
réchauffement lent, de petits cristaux de glace (apparus pendant le refroidissement ou le
réchauffement) avaient la possibilité de grandir et ainsi de provoquer des Iésions irréversibles
aux ovocytes. Un réchauffement rapide limite donc les risques de recristallisation de petits
cristaux préexistants [Mazur, 2004; Mazur et al., 2008]. De la méme maniere, il a été noté
dans une autre étude que les taux de survie de morulas murines étaient significativement
meilleurs apres un réchauffement rapide qu’apres un réchauffement lent [Jin et al., 2008]. 11
est également important de noter que la vitesse de réchauffement doit étre d’autant plus rapide
que la vitesse de refroidissement I’est [Mazur et Seki, 2011].

Troisiemement, la viscosité¢ du milieu de vitrification doit étre élevée. Cela permet en
effet d’augmenter la température de transition vitreuse et de diminuer le taux de nucléation, ce
qui limite les risques de cristallisation [Karlsson et Toner, 1996; Kuleshova et al., 2001;
Saragusty et Arav, 2011]. La viscosit¢ d’une solution peut étre tout d’abord accrue par
augmentation de la concentration en cryoprotecteurs [Saragusty et Arav, 2011]. Néanmoins,
les cryoprotecteurs pénétrants actuellement connus sont tous toxiques aux concentrations
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requises pour limiter, voire éviter la formation de glace [Kuleshova et al., 2001].
L’association de plusieurs cryoprotecteurs pénétrants est donc souvent utilisée de maniére a
ajouter leurs actions tout en diminuant leur toxicité respective [Saragusty et Arav, 2011]. Par
ailleurs, la viscosit¢ d’une solution peut également étre augmentée par ajout de
macromolécules de haut poids moléculaire [Kuleshova et al., 2001].

Enfin, la diminution du volume de I’échantillon permet d’augmenter le transfert de
chaleur [Saragusty et Arav, 2011]. De nombreux dispositifs ont été développés au cours des
dix derniéres années afin de réduire le volume des échantillons tout en conservant une bonne
surface d’échange pour les transferts de chaleurs. Ces dispositifs peuvent étre partagés en
deux catégories [Saragusty et Arav, 2011] : les dispositifs de surface (cryotop, cryoloop,
membranes filtre... etc.) et les dispositifs en tube (paillettes, open pulled straws (OPS), closed
pulled straws... etc.). Les dispositifs de surface permettent d’augmenter les vitesses de
refroidissement et de réchauffement car ils permettent la mise en contact direct de
I’échantillon avec 1’azote liquide ou la solution de réchauffement. Néanmoins, cette mise en
contact directe peut étre une source de contamination pour les embryons vitrifiés. Les
dispositifs en tube permettent, quant a eux, d’atteindre des vitesses de refroidissement et de
réchauffement élevées tout en restant clos pour la plupart, ce qui les rend plus stirs du point de
vue sanitaire.

En conclusion, tous les embryons soumis a un processus de refroidissement subissent
des dommages morphologiques et fonctionnels considérables [Vajta et Kuwayama, 2006;
Pereira et Marques, 2008]. L’utilisation de cryoprotecteurs et de protocoles de
cryoconservation permet de limiter ’apparition de ces dommages et ainsi de favoriser la
survie des embryons. Nous nous intéresserons plus particuliérement, dans la suite de ce
chapitre, aux différents protocoles utilisés lors de la cryoconservation des embryons de lapins
et de bovins produits in vitro, modeles utilisés lors de 1’étude expérimentale.

Il est par ailleurs intéressant de remarquer que beaucoup d’observations réalisées dans
des études biologiques portant sur des protocoles de cryoconservation ont été confirmées par
des méthodes d’analyse physique, au premier rang desquelles se trouve la calorimétrie
différentielle a balayage (DSC). Cette méthode d’analyse thermodynamique a par exemple
corroboré¢ le fait que les vitesses de réchauffement lors de protocoles de vitrification doivent
étre plus importantes que les vitesses de refroidissement. Nous reviendrons plus en détail sur
les nombreux avantages présentés par la DSC pour I’étude de protocoles de cryoconservation
dans le deuxieme chapitre de la partie bibliographique.
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Il Cryoconservation des embryons de bovins produits in vitro et des
embryons de lapins

A. Cryoconservation des embryons de bovins produits in vitro

Le transfert d’embryons bovins est actuellement de plus en plus utilis¢ dans le monde
car il est considéré comme moins cher, plus éthique et plus sir sanitairement que le transport
d’animaux [Givens et Marley, 2008]. Entre 1997 et 2010, le nombre d’embryons transférés a
ainsi été multiplié par plus de deux [Thibier, 1998; Stroud, 2011]. Cette augmentation est en
grande partie liée a I’utilisation de plus en plus importante des embryons produits in vitro. Ces
derniers présentent en effet de nombreux avantages parmi lesquels une optimisation de la
sélection génétique ou encore la création de produits possédant une valeur ajoutée importante
grace au sexage des embryons, a la détection d’all¢les spécifiques ou encore a la possibilité de
transgénese [Hansen et Block, 2004; Hansen, 2006]. Néanmoins, force est de constater que
cette augmentation concerne essentiellement les embryons produits in vitro transférés a 1’état
frais. Les embryons bovins produits in vitro sont en effet plus sensibles aux techniques de
conservation par le froid que leurs homologues produits in vivo [Leibo et Lostukoff, 1993;
Pollard et Leibo, 1993; Vajta et al., 1997; Lazzari et al., 2002].

Bien que les raisons de cette sensibilité ne soient pas encore précisément connues, des
différences existent entre ces deux types d’embryons. Apres avoir abordé les spécificités des
embryons produits in vitro, nous nous intéresserons ensuite aux techniques mises en ceuvre
pour améliorer leur résistance a la cryoconservation. Nous décrirons enfin les différents
protocoles de congélation lente et de vitrification utilisés.

1. Particularités des embryons bovins produits in vitro

De nombreuses différences morphologiques, métaboliques et génétiques ont été
observées entre les embryons produits in vitro et ceux développés in vivo. Un inventaire
exhaustif est donc difficile a réaliser. Nous illustrerons les particularités des embryons
produits in vitro a partir d’exemples.

a) Différences morphologiques

D’un point de vue morphologique, il a tout d’abord été¢ observé que le nombre de
cellules des embryons bovins produits in vitro est supérieur ou inférieur a celui de leurs
homologues produits in vivo [Thompson, 1997; Lazzari et al., 2002]. Ce nombre dépend des
conditions de culture des embryons et donc des différentes publications. Les blastocystes
produits in vitro possédent également un bouton embryonnaire moins uniforme avec un
nombre plus faible de cellules que les embryons produits in vivo [Iwasaki et al., 1990]. Les
contacts entre les cellules sont par ailleurs moins étroits, ce qui pourrait étre expliqué par un
nombre plus faible de jonctions communicantes, de jonctions serrées et de desmosomes
[Iwasaki et al., 1990; Boni et al., 1999; Fair et al., 2001]. Enfin, les cellules du trophoblaste
présentent des vacuoles et un nombre réduit de microvillosités [Fair et al., 2001].

Au niveau cytoplasmique, il semble que les embryons produits in vitro acquicrent un
retard dans le développement de certains composants cellulaires [Plante et King, 1994].
Certains organelles telles que les mitochondries ou les lysosomes apparaissent ou
réapparaissent plus tardivement que lors du développement d’embryons produits in vivo. De
plus le volume total des mitochondries est inférieur [Crosier et al., 2000]. Les embryons
produits in vitro contiennent également beaucoup de lipides intracellulaires [Crosier et al.,
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2000; Fair et al., 2001; Gajda et Smorag, 2009]. Leur densité de flottaison est donc inférieure
a celle d’embryons produits in vivo [Pollard et Leibo, 1993].

b)  Différences métaboliques

Les embryons produits in vitro possédent un métabolisme énergétique différent de
celui de leurs homologues produits in vivo [Khurana et Niemann, 2000]. Lors de 1’utilisation
de glucose, leur production de lactate est ainsi deux fois supérieure. Cette différence pourrait
étre une réponse a un stress engendré par des conditions de culture non optimales.

De méme que pour les différences morphologiques, les différences de métabolisme
sont influencées par le milieu de culture utilisé [Krisher et al., 1999]. La glycolyse est ainsi
plus importante chez des embryons cultivés en présence de sérum que chez ceux cultivés dans
un milieu chimiquement défini en présence d’alcool polyvinylique (PVA). Il est d’ailleurs
intéressant de remarquer, que chez ces derniers, le taux de glycolyse se rapproche de celui
d’embryons produits in vivo.

c) Différences génétiques

Les embryons produits in vitro présentent plus d’anomalies chromosomiques (noyaux
avec fragmentation de I’ADN, cellules polyploides) que ceux produits in vivo [Viuff et al.,
1999; Pomar et al., 2005]. Certains blastocystes présentent méme des signes séveres de
fragmentation de I’ADN dans la majorit¢ des cellules du bouton embryonnaire. De plus,
I’expression de certains genes peut étre modifiée apres culture in vitro. Dans une étude, les
genes codant pour des protéines de stress sont ainsi surexprimés (genes codant pour la
protéine de choc thermique 70 ou pour certaines superoxyde dismutases) [Lazzari et al.,
2002]. Cette surexpression est également observée pour des genes codant pour des
transporteurs du glucose. A I’inverse, certaines génes peuvent étre sous exprimés comme le
geéne codant pour la connexine 43, protéine rentrant dans la composition de jonctions
communicantes [Niemann et Wrenzycki, 2000].

Ces différences dans I’expression des génes dépendent des conditions de culture. Il a
ainsi été observé que I’expression de certains génes (connexine 43, transporteur de glucose ou
desmocolline 3) est globalement meilleure dans un milieu chimiquement défini contenant du
PVA que dans un milieu contenant du sérum [Wrenzycki et al., 1999]. En particulier, cette
amélioration est présente au stade 8-16 cellules qui correspond a I’activation du génome de
I’embryon. Seul le géne de la protéine de stress thermique 70 est mieux exprimé dans les
embryons cultivés dans le milieu avec sérum, ce qui pourrait étre le signe d’un stress
engendré par des conditions de culture suboptimales.

2. Améliorer la résistance des embryons produits in vitro a la
cryoconservation

Deux approches existent afin d’améliorer les taux de survie de cellules sensibles a la
cryoconservation [Seidel, 2006]. La premiére consiste a modifier les protocoles de
cryoconservation (modification des cryoprotecteurs et de leurs concentrations, modification
des temps et des températures d’équilibration... etc.). Cependant, les améliorations
engendrées sont souvent limitées. La deuxiéme approche consiste a modifier les cellules elles-
mémes afin de les rendre moins sensibles.

Parmi les particularités évoquées précédemment, une semble en particulier étre
responsable de la sensibilité des embryons produits in vitro a la cryoconservation : leur forte
teneur en lipides intracytoplasmiques. Les embryons contenant beaucoup de lipides
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intracellulaires sont en effet plus enclins a subir des « chilling injuries » [Mazur et al., 2008;
Saragusty et Arav, 2011]. Nous nous intéresserons donc dans un premier temps a la
modification du contenu lipidique des embryons afin d’améliorer leur résistance a la
cryoconservation.

Par ailleurs, parmi les nombreuses différences existant entre les embryons produits in
vitro et ceux produits in vivo, plusieurs dépendent fortement de la composition des milieux de
culture. L’utilisation de différents milieux de culture peut donc conduire a des cryo-
sensibilités différentes [Leibo et Lostukoff, 1993]. Nous évoquerons donc, dans un second
temps, les modifications des conditions de culture in vitro permettant de diminuer la
sensibilité des embryons produits in vitro.

a) Modifier le contenu lipidique des embryons produits in
vitro

La présence de sérum d’origine animale est considérée comme responsable d’une
accumulation excessive de lipides dans le cytoplasme des cellules via une augmentation de la
consommation en lipides a partir du milieu ou une altération du métabolisme mitochondrial
[Pereira et Marques, 2008]. Les embryons bovins cultivés dans un milieu sans sérum
contiennent significativement moins de grandes gouttelettes lipidiques (6 pm) que ceux
cultivés dans un milieu avec sérum [Abe et al., 2002]. De méme, les morulas obtenues dans
un milieu supplémenté de BSA contiennent moins de gouttelettes lipidiques que celles
développées dans un milieu avec SVF [George et al., 2008]. Dans les deux études, les
embryons cultivés dans le milieu avec sérum étaient plus sensibles a la congélation lente.

Différentes stratégies ont ét¢ développées afin limiter la quantité de lipides présente
dans les cellules embryonnaires [Pereira et Marques, 2008]. Une premi¢re méthode consiste
en une polarisation des gouttelettes lipidiques par centrifugation d’embryons bovins au stade
une cellule, suivie d’une extraction mécanique par micromanipulation sous microscope. Dans
deux études, les taux de survie et de développement in vitro aprés congélation lente
d’embryons bovins au stade huit a 16 cellules [Ushijima et al., 1999] ou au stade blastocyste
[Diez et al., 2001] étaient significativement supérieurs pour les embryons ayant subi cette
délipidation. Néanmoins, cette méthode est invasive, contraignante en temps et manipulations,
et n’a pas abouti a des résultats concluants lors de tentatives de transfert embryonnaire [Diez
et al., 2001; Pereira et Marques, 2008].

Les embryons peuvent également &tre manipulés métaboliquement pendant leur
culture. Par exemple, I’éthosulfate de phénazine (PES) est un accepteur d’électron qui permet
en particulier I’oxydation du NADPH en NADP [Seidel, 2006]. Le NADPH est nécessaire a
la synthése de nombreux lipides et en particulier des acides gras a longue chaine. Le PES
permet donc la diminution du contenu lipidique des embryons. Son addition au milieu de
culture de blastocystes bovins a permis d’améliorer significativement leur survie apres
congglation lente et vitrification par rapport a des blastocystes cultivés en présence de SVF
[Seidel, 2006].

Outre la présence de lipides intracellulaires, la composition des lipides membranaires
contribue également aux différences de sensibilité des embryons produits in vitro aux
protocoles de cryoconservation [Pereira et al., 2007; Pereira et Marques, 2008]. Lapa s’est
ainsi intéressé¢ au profil du contenu lipidique d’embryons bovins cultivés en présence de
sérum [Lapa et al., 2005]. Il a observé que les embryons accumulaient préférentiellement des
acides gras saturés, ce qui pourrait engendrer une fragilit¢ accrue de leur membrane
plasmique et donc expliquer leur sensibilité plus importante a la cryoconservation. Des études
ont port¢ sur la modification de la composition en lipides de cette membrane via
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I’incorporation dans le milieu de culture d’acides gras insaturés. L’ajout d’acide linoléique
permet ainsi de favoriser la survie de morulas bovines aprés congélation lente [Hochi et al.,
1999]. L’effet bénéfique est li¢, non seulement, au moment d’exposition des embryons mais
¢galement, en partie, a la durée d’exposition. Cette amélioration serait due a une
augmentation de la fluidité de la membrane plasmique et a une action sur la quantité de
cholestérol membranaire. Il est néanmoins nécessaire de remarquer que de trop fortes
concentrations en acide linoléique sont au contraire délétéres pour le développement et la
survie des embryons.

Une méthode intermédiaire aux deux méthodes précédentes a également été évaluée. 1l
s’agit de 1’addition d’un isomere conjugué de 1’acide linoléique dans les milieux de culture
pour embryons bovins contenant du sérum : I’acide trans-10, cis-12 octadécadienoique. Cet
isomere particulier possede la particularité d’étre polyinsaturé, mais également de diminuer la
quantité de gouttelettes lipidiques présentes dans les cellules embryonnaires aprés culture en
présence de sérum [Pereira et al., 2007; Pereira et al., 2008]. Les taux de survie apres
congélation lente ou vitrification d’embryons cultivés en présence d’acide trans-10, cis-12
octadécadienoique sont significativement supérieurs a ceux d’embryons cultivés en son
absence. De plus, les taux de survie apreés congélation lente sont également significativement
supérieurs aux taux de survie obtenus aprés culture dans un milieu chimiquement défini
(synthetic oviduct fluid (SOF) supplémenté de PVA).

b)  Autres modifications des milieux de culture

La présence de cellules dans le milieu de culture semble étre un facteur favorisant la
résistance des embryons a un processus de vitrification. Cet effet bénéfique a été observé dans
deux études utilisant des cellules de la granulosa [Rizos et al., 2001] ou des cellules
d’oviducte bovin [Shirazi et al., 2009]. Les cellules permettraient la synthése de facteurs
trophiques pour les embryons et assureraient le retrait de substances délétéres pour les
embryons (role de détoxification).

Une autre étude a porté sur les concentrations en acides aminés présents dans les
milieux de culture [Li et al., 2006]. Deux milieux contenant des concentrations identiques a
celles présentes dans le fluide de I’oviducte et dans le fluide de I’utérus ont été ¢laborés. Leur
utilisation séquentielle (trois jours de culture dans le premier milieu puis culture dans le
second) favorise la survie d’embryons aprées vitrification. Des concentrations en acides aminés
conformes aux besoins des embryons pourraient favoriser leur métabolisme et leur
développement.

A D’instar de ce qui a été observé dans la partie précédente, la présence de sérum dans
le milieu de culture a des effets déléteres sur la survie d’embryons aprés congélation lente ou
vitrification [Cho et al., 2002; Mucci et al., 2006; Gomez et al., 2008]. Bien qu’une altération
du contenu lipidique des embryons n’ait pas ét¢ mise en €vidence, les principales hypothéses
avancées sont une augmentation du contenu lipidique des embryons, ou encore la présence
d’acides gras saturés dans les sérums de bovins adultes (fragilisation de la membrane
plasmique). L’existence de variations entre les lots de SVF est également avancée.

Enfin, différentes études ont porté sur 1I’ajout de molécules dans les milieux de culture.
L’ajout d’acide hyaluronique a ainsi permis une amélioration de la survie des embryons apres
congélation lente ou vitrification [Lane et al., 2003; Block et al., 2009]. L’acide hyaluronique
pourrait réguler 1’expression de certains geénes (en particulier de genes empéchant I’apoptose
des cellules ou permettant la syntheése de transporteurs du glucose). De méme, 1’addition
d’hormone de croissance ou de facteurs de croissance, comme 1’« epidermal growth factor »,
favorise la résistance d’embryons a un processus de vitrification [Mtango et al., 2003]. Ces
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facteurs et hormones sont en effet fortement impliqués dans le développement des embryons.
A Dinverse, I'utilisation d’acide rétinoique pendant 24 h sur des morulas de 6 j a un effet
délétere sur la survie des embryons vitrifiés a 8 j [Gomez et al., 2009]. Cet effet délétére
pourrait étre di a une altération de la perméabilité membranaire des cellules du trophoblaste a
I’eau ou au sodium.

3. Principaux protocoles de cryoconservation utilisés pour les
embryons de bovins produits in vitro

De trés nombreuses études ont porté sur la cryoconservation des embryons de bovins
produits in vitro. Ces études varient par les protocoles utilisés, mais également par les
méthodes de production in vitro, ’age et le stade des embryons cryoconservés. Leurs résultats
sont donc tres variables et difficilement comparables. Nous essayerons néanmoins dans cette
partie de décrire les principaux protocoles utilisés ainsi que leurs résultats.

Il est par ailleurs important de noter que, d’apres plusieurs études portant sur les
embryons de bovins produits in vitro, les blastocystes ou blastocystes expansés de 7 j sont les
stades embryonnaires les plus résistants a la cryoconservation. Cette observation a été réalisée
lors de protocoles de congélation lente [Hasler et al., 1995; Hasler et al., 1997; Sommerfeld et
Niemann, 1999] et de vitrification [Saha et al., 1996; Sommerfeld et Niemann, 1999; Gomez
et al., 2009; Rios et al., 2010]. En conséquence ne seront abordés ici que les protocoles ayant
eu pour objet la cryoconservation de blastocystes et blastocystes expansés produits in vitro.

Lors de l’ensemble de cette partie, la survie in vitro des blastocystes apres
cryoconservation sera définie par leur aptitude a redévelopper leur cavité blastoccelique.

a) Principaux protocoles de congélation lente

Quatre principaux cryoprotecteurs et association de cryoprotecteurs sont utilisés lors
de la congélation lente de blastocystes et blastocystes expansés produits in vitro (principaux
résultats présentés dans le Tableau 1) :

o 10% de glycérol [Hasler et al., 1997; Furnus et al., 1998; Nedambale et al., 2004] ;

e 10% de glycérol associ¢ a 0,1 M ou 0,25 M de saccharose [Diez et al., 2001; Kaidi et
al., 2001; Dochi et al., 2008] ;

e 1,5 M d’EG [Hochi et al., 1996, Hasler et al., 1997; Cho et al., 2002; Mucci et al.,

2006; Assumpgao et al., 2008; Kuzmany et al., 2011; Stinshoff et al., 2011] ;

e 1,5M d’EG associ¢ a 0,1 M ou 0,25 M de saccharose [Hasler et al., 1997; George et

al., 2006; Barcelo-Fimbres et Seidel, 2007; Dochi et al., 2008; Lim et al., 2008].

Un protocole associant 9% de glycérol et 0,2% de tré¢halose a récemment été évalué et
a permis 1’obtention de résultats trés intéressants [Guyader-Joly et al., 2011]. Ces derniers
sont donc également présentés dans le Tableau 1.

Bien que les protocoles soient relativement différents entre les études, de grandes
tendances peuvent étre dégagées. Dans la plupart des cas, les embryons sont tout d’abord
¢quilibrés en une seule étape a température ambiante dans la solution de congélation. Ils sont
ensuite montés dans une paillette de 0,25 ml puis placés directement dans un congélateur
programmable préalablement refroidi a une température comprise entre -5,5°C et -7,5°C
(principalement a -7°C). Apres induction de la cristallisation, les paillettes sont refroidies a
une vitesse comprise entre 0,3°C.min”" et 0,6°C.min"" jusqu’a une température se situant
généralement entre -30°C et -35°C. Lors d’une étude, des vitesses variables de
refroidissement (de 0,3°C.min” a 1,5°C.min™") ont été appliquées lors de la congélation de

36



Tableau 1 : Résultats de viabilité in vitro, d’éclosion in vitro et de viabilité in vivo apres transfert, de blastocystes bovins produits in vitro
et cryoconservés selon les principaux protocoles de congélation lente

Taux de survie aprés culture in vitro

Taux d’éclosion apres culture in vitro

Taux de gestation apreés
transfert
(un embryon par receveuse ;

24h 48h 72h 24h 48h 72h DG réalisé entre 70 et 90 j)
10% glycérol | 40,0-89,9% |  31,0% 22 % 35,0 - 77,1% 30,0 %
VAT
01{) f’oggcﬁosla:a 31,3-50,7% | 39.8-56.2% | 86,0 % 22,4 -73,0% 10,5 - 22%
VAT
oaasyecrol * 92,8% 86,7% 57,1%
1,5M EG 16,7-87,2% | 19,6 - 73,3% 61,1% | 12,0-68,5%
1,5SMEG + . 07 (o 20,0 - o .
01025 M Sac | 724~ 93:0% | 68.3-93.0% 65105 | 19:1-76.0% 24,7%

. Saccharose

b, Diagnostic de gestation




blastocystes de 7 j [Hochi et al., 1996]. Les meilleurs taux de survie a 48 h et d’éclosion a
72 h ont été obtenus avec la vitesse la plus lente (0,3°C.min™"). Il semble donc logique que
cette vitesse de refroidissement soit la plus fréquemment utilisée dans les protocoles de
congélation lente. Les paillettes sont enfin plongées directement dans 1’azote liquide.

b) Principaux protocoles de vitrification

Cinq principaux cryoprotecteurs et associations de cryoprotecteurs sont utilisés lors de
la vitrification de blastocystes et blastocystes expansés produits in vitro (principaux résultats
présentés dans le Tableau 2) :

e 40% d’EG associé ou non a 0,3 ou 0,5 M d’un cryoprotecteur non pénétrant (sucrose,
galactose ou tréhalose) [Palasz et al., 1997; Sommerfeld et Niemann, 1999; Pugh et
al., 2000; Mtango et al., 2001; Vieira et al., 2007] ;

e 40% d’EG associ¢ a 18% de Ficoll et 0,3 M de saccharose ou 0,5 M de galactose
[mahmoudzadeh et al., 1994; Martinez et al., 1997; Vajta et al., 1999; Moreira da
Silva et Metelo, 2005; Walker et al., 2006; Barcelo-Fimbres et Seidel, 2007;
Assumpgao et al., 2008; Block et al., 2009] ;

e 40% d’EG associ¢ a 10% ou 20% de polyvinylpyrrolidone (PVP) et 0,3 M de
tréhalose [Saha et al., 1996; Pugh et al., 2000; Mtango et al., 2001; Mtango et al.,
2003] ;

e 25% d’EG associé a 25% de glycérol [Martinez et al., 1997; Agca et al., 1998; Kaidi
et al., 2001; Martinez et al., 2002; Assumpgao et al., 2008; Pereira et al., 2008]

e 20% d’EG associé a 20% de DMSO et associé¢ ou non a 0,5 M de saccharose [Vajta et
al., 1999; Rizos et al., 2001; Li et al., 2006; Vieira et al., 2007; Gomez et al., 2008;
Gomez et al., 2009; Rios et al., 2010; Stinshoff et al., 2011].

On peut tout d’abord remarquer que I’EG rentre dans la composition de 1’ensemble
des solutions de vitrification malgré sa faible tendance a former un verre. Sa faible toxicité
ainsi que sa grande capacité de diffusion permettent en effet de limiter les chocs osmotiques,
ce qui est particuliecrement important lors de [’'utilisation de fortes concentrations en
cryoprotecteur.

Lors d’un protocole de vitrification, les embryons sont tout d’abord placés dans une ou
plusieurs solutions d’équilibration. Il a d’ailleurs été observé que multiplier les paliers
d’équilibration permettait d’augmenter les taux de survie et d’éclosion apres vitrification
d’embryons de bovins produits in vitro [Mtango et al., 2001]. Ceci pourrait étre expliqué par
la diminution des effets osmotiques dus a 1’addition progressive des cryoprotecteurs. Les
embryons sont ensuite équilibrés dans la solution finale de vitrification, montés dans les
contenants et plongés directement dans I’azote liquide. Dans la plupart des cas, la vitrification
des embryons s’effectue dans des paillettes de 0,25 ml. Néanmoins, le volume de solution a
vitrifier dans ce type de paillettes est relativement important. D’autres dispositifs ont donc été
évalués afin d’augmenter les vitesses de refroidissement des solutions. Ces dispositifs peuvent
étre divisés en 2 catégories : les dispositifs en tube et les dispositifs de surface.

Concernant les dispositifs en tube, le plus connu et le plus utilisé est I’OPS, qui a été
décrit pour la premiere fois en 1998 [Vajta et al., 1998; Vajta et al., 1999]. 1l s’agit d’une
paillette chauffée puis étirée a son extrémité, ce qui permet de diminuer son diametre de
moitié environ et de diminuer le volume de solution a vitrifier. L’OPS a été utilisée dans de
nombreuses études sur les embryons de bovins produits in vitro [Rizos et al., 2001; Cho et al.,
2002; Li et al., 2006; Gomez et al., 2008; Gomez et al., 2009; Shehab-El-Deen et al., 2009;
Rios et al., 2010]. Cependant, un inconvénient majeur reste le contact direct entre 1’azote
liquide et la solution de cryoconservation, contact qui peut engendrer des risques sanitaires.
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Tableau 2 : Résultats de viabilité in vitro, d’éclosion in vitro et de viabilité in vivo apres transfert, de blastocystes bovins produits in vitro
et cryoconservés selon les principaux protocoles de vitrification

Taux de survie apreés culture in vitro

Taux d’éclosion apres culture in vitro

Taux de gestation apres
transfert
(nombre d’embryons par

i 48 72h 24h 48h 72h receveuse ; date du DGY)
o
10 g;ffga{’lzf,ﬁ“ﬁﬁ M1 400-845% | 19,0-81.3% 10,0-17,0% | 3,0-44,0% | 8,6-80,2% 0%* - 50%** (2 ; 30 j)
o o M
SO uG 18% IOl | 17.4-69.9% | 64.8-852% | 96.0% 16,0-49,5% | 13,3 - 84,0% 35.2% (15 60 )
o o
WA LCE om0 [ 670% | 63.7-950% 43.0-49.7% | 39,1-83.7%
o o
2 /"g 1523:0125 o 23,1 - 90,0% 72,5 - 78,0% 42,2-76,0% | 27%* - 60%** (1 ; 120 j)
o o
1)12\2s/ o]i((;); 12\2 g°ac 39,0-94,8% | 35,2-66,9% | 89,0 -98,0% 15,4-632% | 18,9-84,1% 19% (1 5 60 j)

. Saccharose
b Galactose
¢ : Tréhalose

(=N

: Diagnostic de gestation

* : si les embryons ne sont pas sélectionnés apres le réchauffement
*% 1 s1 les embryons sont s€lectionnés apres le réchauffement




Un dispositif identique mais fermé, le « closed pulled straw » a donc été évalué et a permis
I’obtention de résultats similaires a I’OPS [Yu et al., 2010]. D’autres dispositifs en tube, tels
que les capillaires [Rios et al., 2010] et micropipettes en verre [Cho et al., 2002; Vieira et al.,
2007], ont également été développés. Les micropipettes sont fabriquées sur le méme principe
que les OPS.

Par ailleurs, comme dit précédemment, d’autres
dispositifs, dits dispositifs de surface, ont été utilisés lors de
protocoles de vitrification. Concernant les d’embryons de bovins
produits in vitro, il est possible de citer :

e Le «cryoloop » qui permet de maintenir les embryons au
sein d’un film tres fin de solution de vitrification (Figure
7) [Lane et al., 1999] ;

e Des membranes filtres sur lesquelles sont déposés les
embryons et qui absorbent une partie de la solution de
vitrification [Momozawa et Fukuda, 2006] ;

e Les dispositifs de vitrification sur surface solide qui
consistent en un cube d’acier entour¢ d’une feuille
d’aluminium [Nedambale et al., 2006]. L’ensemble est

partiellement plongé dans de 1’azote liquide ce qui Figure 7 : Cryoloop
abaisse la température du dispositif a -180°C ; [Lane et al., 1999]

e Les dispositifs appelés « minimum volume cooling » Les embryons sont
pour lesquels une goutte de solution la plus petite visibles au centre.

possible est déposée sur la bande en polypropyléne d’un
« cryotop » [Abdalla et al., 2010].

B. Cryoconservation des embryons de lapins

La plupart des protocoles de cryoconservation pour embryons de lapins sont réalisés
sur des embryons récoltés entre 55 et 72 h aprés accouplement. Les embryons cryoconservés
sont donc souvent des morulas produites in vivo. Deux protocoles principaux sont utilisés
pour la cryoconservation des embryons de lapins (principaux résultats présentés dans le
Tableau 3) :

e Un protocole de congélation lente basé¢ sur I’utilisation de 1,5 M de DMSO

[ Techakumphu et Heyman, 1987; Joly et al., 1994; Vicente et Garcia-Ximenez, 1994;

Joly et al., 1998; Naik et al., 2005; Salvetti et al., 2007; Salvetti et al., 2007; Joly et al.,

2012];

e Un protocole de vitrification basé sur 1’utilisation de 20% d’EG et 20% de DMSO

[Vicente et Garcia-Ximenez, 1996; Vicente et al., 1999; Mehaisen et al., 2006; Moce

et al., 2010; Viudes De Castro et al., 2010; Lavara et al., 2011].

Concernant la congélation lente, les embryons sont tout d’abord équilibrés dans trois
bains de concentration croissante en DMSO : 0,5 M, 1,0 M puis 1,5 M. Chaque équilibration
dure 5 min. Les embryons sont ensuite montés dans une paillette de 0,25 ml avant d’étre
congelés. Les cinétiques de refroidissement varient fortement d’une étude a ’autre, mais des
¢léments communs peuvent étre trouvés. Le « seeding » est ainsi quasiment toujours effectué
a -7°C. Les embryons sont ensuite refroidis jusqu’a une température de -30°C a -35°C a une
vitesse de 0,3 ou 0,5°C.min"". Une fois cette température atteinte, certains auteurs plongent
directement les paillettes dans 1’azote liquide, tandis que d’autres appliquent une derniére
période de refroidissement controlé avant stockage dans 1’azote.
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Tableau 3 : Taux de survie in vitro et in vivo obtenus lors des principaux protocoles de congélation lente et vitrification pour embryons

de lapins

Taux de survie apreés culture in vitro

Taux de survie in vivo apres transfert

Dvpt® en Dvpt en blastocystes . b | Taux delapereaux | Taux de lapereaux
, , Taux de gestation . , c . d
blastocystes expansés ou éclos développés viables
Congélation lente : N 0 0 0 )
1,5 M DMSO 73,8 - 84,0% 55,0 - 65,1% 80,0 - 100,0% 39,7 -52,3% 19,0 - 55,2%
Vitrification : o } o ) 0 ) 0 _ 0
20% EG + 20% DMSO 64,6% 34,3 -67,9% 78,0 - 100,0% 34,0 - 60,2% 38,6 - 60,2%

. Développement

® . Nombre de femelles gravides/nombre de femelles transférées
¢ : Nombre de lapereaux développés/nombre d’embryons transférés
4. Nombre de lapereaux viables/nombre d’embryons transférés




Concernant la vitrification, une seule solution est généralement utilisée pour 1’étape
d’équilibration. Les embryons sont ensuite placés dans la solution de vitrification, montés
dans un contenant, puis plongés directement dans 1’azote liquide. A I’instar de ce qui est
observé chez les bovins, la vitrification des embryons de lapins s’effectue souvent dans des
paillettes de 0,25 ml et peu de dispositifs favorisant la vitrification ont été évalués. On peut
néanmoins citer les OPS [Naik et al., 2005], une version scellée des OPS [Lopez-Bejar et
Lopez-Gatius, 2002] ainsi que 1’utilisation de neige d’azote en remplacement d’azote liquide
[Papis et al., 2009]. L’ensemble de ces méthodes a permis 1’obtention de bons résultats.

Enfin, outre la solution contenant 20% de DMSO et d’EG, d’autres solutions ont été
évaluées. Néanmoins, les études sont beaucoup moins nombreuses. De la méme maniére que
chez les bovins, I’EG rentre dans la composition de I’ensemble de ces solutions. Il est souvent
associ¢ au DMSO a concentrations équivalentes (15% [Makarevich et al., 2008] ou 25%
[Naik et al., 2005]) avec éventuellement présence de sucrose. Des solutions identiques a celles
utilisées pour les embryons bovins ont également ¢été testées (40% d’EG [Vicente et Garcia-
Ximenez, 1994], 25% d’EG associé a 25% de glycérol [Lopez-Bejar et Lopez-Gatius, 2002]
et 40% d’EG associé¢ a 18% de Ficoll et 0,3 M de sucrose [Papis et al., 2005; Makarevich et
al., 2008]).
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lll. Aspects sanitaires liés a la cryoconservation

Le transfert d’embryons produits in vivo ou in vitro est considéré comme relativement
sir lorsqu’il est effectué en accord avec les recommandations de 1’International Embryo
Transfer Society (IETS) [Stringfellow et Givens, 2010]. Néanmoins, des risques sanitaires
existent, en particulier lors de la cryoconservation et du stockage des embryons dans 1’azote
liquide [Bielanski, 2012].

A. Survie des microorganismes a basse température et
contamination des embryons

Contrairement aux champignons [Bielanski, 2012], la plupart des virus et bactéries
peuvent survivre lors d’un stockage a basses températures, y compris dans 1’azote liquide
(-196°C) [Tedeschi et De Paoli, 2011]. Les virus non enveloppés ne sont ainsi pas inactiveés
par une congélation et un réchauffement, méme en I’absence de cryoprotecteur [Wallis et
Melnick, 1968]. De méme, certains virus enveloppés et bactéries peuvent survivre
directement dans 1’azote liquide. En médecine humaine, une étude a ainsi rapporté une série
de transmissions du virus de 1’hépatite B via des greffes de moelle osseuse conservée dans
I’azote liquide contaminé [Tedder et al., 1995]. Chez les bovins, des embryons ont été
contaminés de maniére expérimentale a partir d’azote liquide par du Bovine Viral Diarrhea
Virus (BVDV) et du Bovine Herpes Virus 1 (BHV-1) [Bielanski et al., 2000]. De méme, lors
d’une étude réalisée dans des centres d’IA ou de recherche en reproduction bovine, 32
bactéries et un champignon ont été identifiés dans des échantillons d’azote liquide prélevés
dans les cuves de stockage [Bielanski et al., 2003]. Lors de cette étude, Stenotrophomonas
maltophilia a été la bactérie la plus fréquemment isolée, ce qui semble particulicrement
préoccupant dans la mesure ou cette derniére est multi-résistante aux antibiotiques et peut
fortement limiter le développement embryonnaire [Stringfellow et al., 1997]. La nécessité
d’un refroidissement ultrarapide lors du processus de vitrification a engendré I’apparition de
contenants permettant la mise en contact direct des embryons avec 1’azote liquide. Ces
dispositifs ouverts (membranes filtres, «cryoloops» , OPS ... etc.) peuvent donc
compromettre la sécurité sanitaire du transfert embryonnaire [Bielanski, 2012].

Par ailleurs, la survie des microorganismes a basse température est favorisée par
certains composés présents dans les solutions de cryoconservation. Ainsi, une grande variété
de cryoprotecteurs tels que le DMSO, I’EG, le glycérol ou encore le saccharose peuvent étre
utilisés pour la conservation de microorganismes aux mémes concentrations que celles
utilisées pour la conservation des embryons [Wallis et Melnick, 1968; Hubalek, 2003]. De
méme, des composés tels que le SVF ou la BSA peuvent jouer le réle de stabilisateurs
[Bielanski, 2012].

L’azote liquide, le matériel utilisé lors de la cryoconservation (paillette, congélateur
programmable), ainsi que les différents composés des solutions de cryoconservation peuvent
donc représenter des sources de contamination possibles pour les embryons [Bielanski et al.,
2000; Bielanski et al., 2003; Bielanski, 2012]. L’utilisation de contenants correctement scellés
ainsi que de matériel et de produits stériles permet de fortement limiter le risque de
contaminations croisées, en particulier lors des protocoles de congélation lente [Bielanski et
al., 2003; Bielanski, 2012]. Ces mesures simples ne peuvent cependant pas s’appliquer aux
produits d’origine animale, dont les caractéristiques physico-chimiques ne permettent pas
d’appliquer les procédures classiquement utilisées lors de stérilisations.
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B. Risques sanitaires engendrés par I'utilisation de produits d’origine
animale dans les solutions de cryoconservation

Deux produits d’origine animale sont essentiellement utilisés dans la fabrication des
solutions de cryoconservation : le SVF et la BSA. Ces deux produits, de par leur origine
bovine, peuvent étre contaminés par de nombreux agents pathogenes parmi lesquels des virus,
des bactéries, des levures, des champignons, des mollicutes (et en particulier des
mycoplasmes), voire des prions [Dussurgel et al., 1994; Jochems et al., 2002; Even et al.,
2006]. Actuellement, la principale source de préoccupation est représentée par le SVF
[Givens et Marley, 2008]. La BSA est extraite de sérum bovin par diverses méthodes
industrielles dont la plupart peuvent inactiver, voire éliminer beaucoup d’agents pathogénes
(chauffage a 65-75°C pendant plus de 3h, chromatographie, méthode de Cohn avec
précipitation a 1’alcool... etc.). Le SVF est issu de sang prélevé sur des feetus aux abattoirs par
ponction intracardiaque aseptique [Jochems et al., 2002; van der Valk et al., 2004; Even et al.,
2006]. Les nombreux procédés industriels qui peuvent ensuite lui étre appliqués n’ont pas
tous pour vocation d’¢liminer les germes potentiellement présents et seules les filtrations ou
les irradiations aux ultraviolets (UV) et gamma le permettent [PAA, 2012]. L’inactivation par
la chaleur en particulier ne permet qu’une inactivation du complément et non une élimination
des microorganismes. Ainsi, afin de limiter les risques de contamination, il est conseillé
d’utiliser des SVF ayant subi une irradiation gamma [Perry, 2007]. Néanmoins, tous les SVF
commerciaux disponibles ne subissent pas d’irradiation et cette derni¢re n’est pas efficace sur
certains microorganismes, en particulier les prions et certains virus [Taylor, 2000; Nims et al.,
2011]. Certains SVF contiennent donc des contaminants, au premier rang desquels de
nombreux virus bovins, tels que les Para Influenza 3, BVDV, BHV-1, Blue Tongue virus...
etc. [Kniazeff et al., 1975; Erickson et al., 1991; Van der valk, 2001; Nims et al., 2011].

En médecine bovine, le BVDV est actuellement la principale source de préoccupation.
En premier lieu, ce virus est souvent retrouvé dans les SVF commerciaux [Van der valk,
2001; Perry, 2007]. Cela est di a sa capacité de traverser le placenta et donc de contaminer un
feetus pendant la gestation [Lindberg, 2003]. Dans une étude de 2011, 33 lots commerciaux de
SVF ont été testés par RT-PCR pour la présence de BVDV et se sont tous révélés positifs
pour une ou plusieurs espéces [Xia et al.,, 2011]. Dans deux autres études réalisées a plus
grande échelles, du BVDV a été isolé dans 20% a 50% des lots commerciaux de SVF testés
[Levings et Wessman, 1991; Bolin et Ridpath, 1998]. 1l est de plus nécessaire de remarquer
que certains SVF peuvent a la fois contenir du BVDV et des anticorps neutralisants, ce qui
peut empécher I’isolement du virus [Givens et al., 2002]. Seule sa détection par RT-PCR est
alors efficace. Des BVDV neutralisés peuvent infecter de maniére inconsistante des cultures
d’embryons produits in vitro. Le risque d’une infection pour des embryons congelés n’est
donc pas nul et ’utilisation de SVF testés par RT-PCR est recommandée.

De plus, ce virus est relativement résistant aux protocoles de cryoconservation, qu’il
s’agisse de congélation lente ou de vitrification. Bielanski a ainsi observé que des embryons
mis au contact du virus avant leur congélation peuvent rester contaminés aprés décongélation
[Bielanski et Lalonde, 2009]. Il est toutefois important de noter que les deux protocoles de
cryoconservation permettaient de réduire le nombre d’embryons contaminés. Troisiémement,
le BVDV peut étre transmis par transfert embryonnaire, ce qui a ¢ét¢ montré
expérimentalement [Bielanski et al., 2009] et observé a deux reprises sur le terrain depuis
2000 [Lindberg et al., 2000; Drew et al., 2002]. Dans les deux cas de terrain, un SVF
contaminé a ét¢ fortement suspecté d’étre a 1’origine de la transmission. Enfin, 1’impact
¢conomique du BVDV dans un ¢élevage peut étre trés important, en particulier sur un troupeau
naif [Houe, 2003; Lindberg, 2003]. La diminution des performances de reproduction et de
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production laitiére, la mortalité ou encore les retards de croissance engendrent des pertes
économiques estimées a plusieurs dizaines de millions de dollars dans des pays comme le
Danemark ou le Royaume Uni.

En médecine humaine, la principale préoccupation concerne les agents
d’encéphalopathie dégénérative transmissible (TDE). Les produits d’origine sanguine sont en
effet suspectés de pouvoir transmettre des maladies a prions, et en particulier la maladie de
Creutzfeldt-Jakob. Une étude a ainsi confirmé en 2008 que I’encéphalopathie spongiforme
bovine ainsi que la tremblante peuvent étre transmises par transfusion sanguine chez le
mouton de maniere assez importante [Houston et al., 2008]. De méme, un cas probable de
transmission interhumaine d’une variante de la maladie de Creutzfeldt-Jakob via une
transfusion sanguine a ¢été rapporté en 2004 [Llewelyn et al., 2004]. Bien qu’une transmission
transplacentaire entre la mére et son foetus n’ait pas encore pu étre établie avec certitude
[Johnson, 2005; Wrathall et al., 2008], la présence de prions dans les SVF ne peut étre exclue.
Cela semble d’autant plus préoccupant que I’inactivation d’agents de TDE est impossible
avec les procédés utilisables sur des dérivés sanguins [Taylor, 2000; Bruckner, 2001]. Ils
pourraient ainsi se retrouver également dans de la BSA ou les SVF irradiés et/ou filtrés. Le
risque de transmission d’agents de TDE par des produits d’origine bovine, bien que faible, ne
peut donc pas étre considéré comme nul.

C. Substituants aux produits d’origine animale dans les solutions de
cryoconservation pour embryons de mammiféres

L’utilisation de BSA ou de SVF ayant subi une irradiation gamma semble réduire les
risques sanitaires lors de protocoles de cryoconservation. Néanmoins, la pratique la plus sure
reste 'utilisation de substituants aux produits d’origine animale [Guérin et al., 1997; Le
Tallec et al., 2001]. De nombreux substituants ont été testés dans des solutions de
cryoconservation pour embryons de mammiferes. La plupart de ces substituants sont des
macromolécules de haut poids moléculaires qui exercerait le réle de surfactant et de
protecteur de la zone pellucide [Joly et al., 1992; Dumoulin et al., 1994; Palasz et al., 1995;
Titterington et al., 1995; Hasler, 2010].

1. Acide hyaluronique

L’acide hyaluronique est un produit d’origine biologique [Palasz et al., 2000].
Néanmoins, il est utilisé en tant que substituant au SVF ou a la BSA dans la mesure ou il
s’agit d’un composé chimiquement défini et ou il peut étre biosynthétisé [Hasler, 2010]. Il
s’agit en effet d’un glycosaminoglycane, c¢’est-a-dire un polymeére non ramifi¢ composé d’une
répétition d’un diholoside associant de 1’acide D-glucuronique et du D-N-acétylglucosamine
[Gall, 2010]. Son poids moléculaire varie de 500 000 a 750 000 Da lorsqu’il est utilisé dans
des solutions de cryoconservation pour embryons. Il est actuellement utilisé dans une solution
de cryoconservation commerciale pour embryon bovin en tant que substituant au SVF ou a la
BSA (Syngro® Ethylene Glycol Freeze Plus with Sucrose).

Des résultats in vitro probants ont ét¢ obtenus avec de 1’acide hyaluronique lors de
protocoles de congélation lente d’embryons murins, bovins et ovins. Néanmoins, des auteurs
ont noté que les embryons étaient plus difficiles a manipuler, flottaient de maniere plus
importante et collaient plus les uns aux autres dans une solution contenant de 1’acide
hyaluronique que dans une solution contenant de la BSA [Joly et al., 1992].
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Chez la souris, plusieurs études ont porté sur la congélation lente de morulas ou de
blastocystes produits in vivo dans des solutions contenant du glycérol et 1 gl d’acide
hyaluronique en remplacement de 20% de sérum de veau nouveau-né (NBCS) ou de 3 g.1” et
4 g.l'1 de BSA [Palasz et al., 1990; Joly et al., 1992; Palasz et al., 2000]. Dans les trois ¢tudes,
les taux de développement des embryons congelés en blastocystes expansés ou éclos apres 24
h ou 48 h de culture in vitro étaient similaires.

Chez la vache, Palasz s’est intéressé a la congélation de blastocystes produits in vivo
ou in vitro dans des solutions contenant du glycérol et 1 gl' d’acide hyaluronique en
remplacement de 3 g.l'1 de BSA [Palasz et al., 2000]. De la méme manieére que pour les
souris, aucune différence n’a ét¢ notée dans le développement des embryons congelés apres
24 h et 48 h de culture in vitro.

Enfin, chez le mouton, des morulas compactées et des blastocystes ont été¢ congelés
dans des solutions contenant du glycérol et 1 g.I" d’acide hyaluronique en remplacement de 4
gI" de BSA [Joly et al., 1992]. Aprés 72 h de culture in vitro, aucune différence n’était
visible dans les taux de développement des embryons en blastocystes expansés ou éclos.

2. Alcool polyvinylique

Le PVA est un polymeére synthétique hydrosoluble issu de I’hydrolyse partielle ou
totale d’acétate de polyvinyle [DeMerlis et Schoneker, 2003]. Son poids moléculaire varie
entre 10 000 et 70 000 Da lorsqu’il est utilisé dans des solutions de cryoconservation pour
embryons. Le PVA est connu pour inhiber la formation de la glace dans des solutions
contenant un cryoprotecteur pénétrant [Wowk et al., 2000; Wang et al., 2009b]. 1l peut donc
permettre, en plus de jouer le role de substituant, de diminuer la concentration en
cryoprotecteur présent dans une solution.

Le PVA a été le substituant le plus étudié¢ en remplacement des produits d’origine
animale dans les solutions de cryoconservation pour embryons de mammiféres. Ce substituant
a été évalué selon de nombreux protocoles (congélation lente, congélation rapide et
vitrification) chez quatre especes. Les résultats obtenus dans les différentes études ont été plus
contrastés que ceux obtenus avec I’acide hyaluronique. Tandis que les résultats obtenus chez
la souris et le porc sont bons, ceux obtenus avec des embryons bovins ou ovins sont moins
concluants. Par ailleurs, il a ét¢ mentionné dans une étude que des embryons collectés et
congelés dans une solution contenant du PVA ¢étaient plus difficiles a manipuler que ceux
collectés et congelés dans une solution contenant du SVF ou de la BSA [Seidel et al., 1990].
Les raisons étaient identiques a celles évoquées pour 1’acide hyaluronique.

Chez la souris, le PVA semble pouvoir remplacer in vitro des produits d’origine
animale lors de congélations lente ou rapide de morulas produites in vivo. Palasz s’est ainsi
intéressé a la congélation lente de morulas dans une solutions contenant du glycérol et 0,1%
de PVA en remplacement de 20% de NBCS [Palasz et al., 1990]. Les taux de développement
en blastocystes expansés ou éclos apres 48 h de culture in vitro étaient similaires. De la méme
manicre, deux études ont porté sur la congélation rapide de morulas dans des solutions
contenant de I’EG, du glycérol ou du propanediol et 0,1% de PVA en remplacement de 5% ou
10% de FCS [Gutierrez et al., 1993; Nowshari et Brem, 2000]. Dans 1’é¢tude de 1993, les taux
d’embryons ayant une morphologie normale aprés décongélation étaient similaires, mais le
développement des embryons en blastocystes expansés €tait significativement meilleur apres
utilisation de PVA. Dans 1’étude de 2000, les taux de développement aprés 72 h en
blastocystes expansés ou €clos €taient également similaires. De plus, apres transfert, aucune
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différence n’a été¢ obtenue concernant le pourcentage de feetus vivants et le nombre de sites
d’implantation.

Chez le porc, une seule étude a porté sur la vitrification de morulas et de blastocystes
dans une solution contenant du DMSO, de I’EG, du saccharose et 0,1%, 0,5% ou 1% de PVA
en remplacement de 20% de NBCS [Sanchez-Osorio et al., 2010]. A P’instar de ce qui a été
observé chez la souris, il n’existait pas de différence entre les taux de survie et d’éclosion
apres 72 h de culture in vitro. On peut également remarquer qu’il n’existait pas non plus de
différence lorsqu’aucun composé macromoléculaire n’était utilisé.

A T’inverse, les résultats obtenus avec des embryons bovins sont beaucoup moins
concluants, qu’il s’agisse de congélation lente ou de vitrification. Concernant la congélation
lente, deux ¢études ont porté sur la congélation de blastocystes et blastocystes expansés [Seidel
et al., 1990; Sommerfeld et Niemann, 1999]. Dans I’étude de 1990, les embryons étaient
congelés dans des solutions contenant du glycérol et 0,1% ou 0,4% de PVA en remplacement
de 10% de SVF ou 4 g.I'' de BSA. Bien qu’aucune différence significative n’ait été notée, les
taux de gestation apreés transfert étaient bien meilleurs avec les solutions contenant des
produits d’origine animale. Dans 1’étude de 1999, des blastocystes et blastocystes expansés
produits in vitro étaient congelés dans des solutions contenant de I’EG et 0,1% de PVA en
remplacement de 10% de NBCS. Les taux d’éclosions aprés 72 de culture in vitro étaient
significativement meilleurs pour les embryons congelés avec du NBCS.

Par ailleurs, deux études ont porté sur la vitrification de blastocystes et blastocystes
expansés bovins produits in vitro. Vajta les a ainsi vitrifiés dans des solutions contenant de
I’EG, du DMSO et 0,3% de PVA en remplacement de 20% de FCS ou 5 g.I" de BSA [Vajta
et al., 1999]. Bien que les taux de ré-expansion aprés décongélation aient été similaires, les
taux d’éclosions étaient significativement meilleurs pour les embryons vitrifiés avec SVF ou
BSA. De la méme manicre, une étude de Sommerfeld a porté sur leur vitrification dans une
solution contenant de ’EG et 0,1% de PVA en remplacement de 10% de NBCS [Sommerfeld
et Niemann, 1999]. Il n’a pas observé de différence entre les taux d’éclosion des blastocystes
de 7 et 8 j et les blastocystes expansés de 8 j. Par contre, les taux d’éclosions étaient
significativement meilleurs pour les blastocystes expansés de 7 j congelés en présence de
NBCS que pour ceux congelés en présence de PVA.

Enfin, deux études ont porté sur la vitrification d’embryons ovins dans une solution
contenant du glycérol, de ’EG et 0,1% de PVA en remplacement de 20% de SVF. Naitana
s’est tout d’abord intéress¢ a la vitrification d’embryons ovins de 4 a 7 j produits in vivo
[Naitana et al., 1997]. 1l n’existait pas de différence concernant les taux de ré-expansion et
d’éclosion apres culture in vitro, ni concernant les taux de gestation apres transfert. Léoni a
ensuite vitrifié des blastocystes ovins produits in vitro [Leoni et al., 2002]. Dans cette étude,
les taux de ré-expansion et d’éclosions apres 60 h de culture in vitro étaient significativement
meilleurs pour les embryons vitrifiés en présence de SVF.

3. Polyvinylpyrrolidone
La PVP est un homopolymeére synthétique non ionique composé d’une répétition de N-
vinyl-pyrrolidone [Wang et al., 2003; Szczerba et al., 2010]. Son poids moléculaire varie de
10 000 a 360 000 Da lorsqu’elle est utilisée dans des solutions de cryoconservation pour

embryons.

Les ¢études réalisées sur la PVP ont porté sur deux especes : la souris et les bovins. Et
de la méme maniere que pour le PVA, tandis que les résultats obtenus chez la souris sont
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bons, les résultats obtenus chez les bovins sont moins concluants. Il a été montré que la PVP
est toxique pour les embryons de souris et les embryons humains [Dumoulin et al., 1994;
Kuleshova et al., 2001]. Cela peut sans doute expliquer en partie la variabilité des résultats
obtenus dans les études.

Par ailleurs, et pour les mémes raisons que celles évoquées pour 1’acide hyaluronique
et le PVA, il a ét¢ mentionné dans une étude que des embryons collectés et congelés dans une
solution contenant de la PVP étaient beaucoup plus difficiles & manipuler que ceux collectés
et congelés dans une solution contenant du SVF ou de la BSA [Seidel et al., 1990]. Cette
difficulté a été a I’origine de pertes et de dommages occasionnés aux embryons lors de leur
expulsion de la paillette.

Chez la souris, une ¢étude a porté sur la congélation rapide de morulas murines
produites in vivo dans une solution contenant de I’EG, du glycérol ou du propanediol et 0,1%
de PVP en remplacement de 5% de SVF [Gutierrez et al., 1993]. Apres décongélation, les
taux d’embryons ayant une morphologie normale étaient similaires. De méme apres 48h de
culture in vitro, il n’y avait pas de différence concernant les taux de développement en
blastocystes expansés. Titterington a vitrifi¢ des embryons de souris de huit cellules produits
in vivo dans une solution contenant du glycérol et 50% de Percoll en remplacement de
1,125% d’albumine sérique humaine [Titterington et al., 1995]. Le Percoll est une solution
contenant 23% de billes de silices entourées d’une couche monomoléculaire de PVP. Cette
forme de PVP est connue pour étre non toxique. Les taux de développement en blastocystes
expansés ou éclos étaient similaires apres 48 h de culture in vitro. De plus, moins de l1ésions
de la zone pellucide étaient observées apres utilisation de Percoll.

Concernant les bovins, une étude a porté sur la congélation lente d’embryons de
bovins de 6,5 j a 8 j dans une solution contenant du glycérol et 0,4% de PVP en remplacement
de 10% de SVF ou 4 g.l'1 de BSA [Seidel et al., 1990]. Les taux de gestation aprés transfert
¢taient significativement meilleurs lorsque les embryons étaient congelés en présence de SVF
ou de BSA que lorsqu’ils I’étaient en présence de PVP. Néanmoins, de meilleurs résultats ont
¢été obtenus dans une étude plus récente, bien que celle-ci ne compare pas 1’utilisation de PVP
avec celle d’un produit d’origine animale [Momozawa et Fukuda, 2006]. Cette étude a porté
sur la vitrification de blastocystes bovins produits in vivo et in vitro sur une membrane filtre.
Les solutions utilisées contenaient de I’EG, du glycérol, du saccharose et 0,1% de PVP. Vingt
embryons produits in vitro ont été mis en culture pendant 48 h a 96 h aprés réchauffement,
tandis que trois embryons produits in vivo ont été transférés. Apres mise en culture, les 20
embryons produits in vitro ont éclos. Le transfert des trois embryons produits in vivo a permis
la naissance d’un veau vivant. Ces résultats mériteraient cependant d’étre confirmés étant
donné le peu d’embryons utilisés.

4. Surfactants

Un seul surfactant a été testé en tant que substituant aux produits d’origine animale. Il
s’agit d’un polymeére non ionique de polyoxyéthyléne et polyoxypropyléne, de poids
moléculaire 8000 a 9000 Da, et commercialisé sous les noms Pluronic F-68 ou VF-5 [Palasz
et al., 1995; Anthony et al., 1996]. Les autres surfactants évalués (en particulier le lauryl
sulfate) ont montré une toxicité plus ou moins forte sur les embryons de souris [Palasz et al.,
1995].
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Deux études ont eu pour objet 'utilisation du Pluronic F-68 dans des solutions de
congélation lente pour embryons murins et bovins. Les résultats in vifro obtenus ont été
relativement contrastés dans les deux espéces.

Chez la souris, Palasz s’est intéress¢ a la congélation lente de morulas produites in
vivo dans des solutions contenant du glycérol et 0,3% de VF-5 en remplacement de 15% de
sérum de de bouvillon [Palasz et al., 1995]. Il n’a pas observé de différence significative
concernant leur développement en blastocystes éclos ou en cours d’éclosion apres 72 h de
culture in vitro. Néanmoins, les résultats obtenus avec le sérum tendaient a étre meilleurs. Une
¢tude de Palasz a ensuite porté sur la congélation de morulas murines dans une solution
contenant du glycérol et 0,05% de Pluronic F-68 en remplacement de 3 g.I" de BSA [Palasz
et al., 2000]. Les taux de développement étaient similaires apreés 24 h et 48 h de culture in
Vitro.

Chez les bovins, Palasz s’est également tout d’abord intéressé a la congélation lente
d’embryons bovins de 7 j produits in vivo dans des solutions contenant du glycérol et 0,3% de
VF-5 en remplacement de 15% de sérum de bouvillon [Palasz et al., 1995]. Les taux de
développement en blastocystes éclos ou en cours d’éclosions étaient similaires apres 72 h de
culture in vitro. Une seconde étude a porté sur la congélation de blastocystes produits in vivo
et in vitro dans une solution contenant du glycérol et 0,05% de Pluronic F-68 en
remplacement de 3 g1 de BSA [Palasz et al., 2000]. Aprés 24 h et 48 h de culture in vitro,
les taux de développement des embryons produits in vivo et in vitro étaient significativement
moins bons pour ceux congelés en présence de surfactant.

5. Dextrans et Ficoll

Les dextrans et le ficoll sont deux polysaccharides. Les dextrans composent une
famille de biopolyméres ramifiés dont la chaine principale est composée de D-
glucose [Elschner et al., 2012] tandis que le ficoll est un copolymeére de saccharose et
d’épichlorhydrine, hydrosoluble et trés ramifi¢ [Wang et Dubin, 1998]. Leur masse
moléculaire peut varier de 64 000 a 90 000 Da et de 70 000 a 400 000 Da respectivement
lorsqu’ils sont utilisés dans des solutions de cryoconservation pour embryons. Outre leur role
de substituant, les dextrans et le ficoll peuvent également étre utilisés pour réduire les
concentrations en cryoprotecteurs pénétrants [Kuleshova et al., 2001].

Une seule étude a porté sur I'utilisation d’un de ces deux composé€s en tant que
substituant. Cette é¢tude a eu pour objet la congélation rapide de morulas murines produites in
vivo dans une solution contenant de I’EG, du glycérol ou du propanediol et 0,1% de ficoll en
remplacement de 5% de FCS [Gutierrez et al., 1993]. Bien qu’aucune différence significative
n’ait pu étre observée concernant les taux de développement en blastocystes expansés apres
48 h de culture in vitro, les meilleurs résultats ont été obtenus aprés utilisation de ficoll.

Bien qu’aucune comparaison n’ait été effectuée avec des produits d’origine animale,
de treés bons résultats ont également été obtenus lors de ’utilisation de ficoll et de dextrans
dans des solutions de vitrification [Kuleshova et al., 2001]. Kuleshova s’est ainsi intéressée a
la vitrification d’embryons de souris de 2, 4 et 8-16 cellules dans des solutions contenant de
I’EG et 35% de dextrans ou 35% a 50% de ficoll. Dans une premiére partie, 91% a 100% des
embryons vitrifiés se sont développés en blastocystes expansés apres 48 h a 72 h de culture in
vitro. Dans une seconde partie, le transfert d’embryons de deux cellules a permis I’obtention
de feetus vivants pour 62% a 76% d’entre eux (78% pour le contréle).
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6. Peptones végétales

Les peptones d’origine végétale sont des substituants différents de ceux précédemment
cités. Elles sont en effet issues de I’hydrolyse puis de la purification d’extraits de plantes
[George et al., 2006]. 11 en résulte des peptides de quatre a dix acides aminés. En fonction du
degré d’hydrolyse, les peptones peuvent fournir des nutriments, des facteurs d’adhésion ou
encore des analogues de facteurs de croissance.

Seules deux études ont porté sur I'utilisation des peptones d’origine végétales lors de
protocoles de congélation lente et une seule les a comparées aux produits d’origine animale.
Dans cette étude, des blastocystes expansés bovins produits in vitro ont été congelés dans une
solution contenant de I’'EG, du saccharose et 1,8 mg.ml”' de peptones en remplacement de 4
g.I" de BSA [George et al., 2006]. Aucune différence n’a été observée entre les taux de ré-
expansion apres décongélation, mais les taux d’éclosions étaient meilleurs pour les embryons
congelés en présence de peptones. De bons résultats ont également été obtenus dans une
seconde étude lors de la congélation lente de blastocystes expansés bovins [George et al.,
2008]. Néanmoins, 1’objet de cette étude n’était pas I’évaluation de la solution de
cryoconservation, ce qui rend 1’analyse des résultats délicate.

Pour conclure, I’utilisation de produits d’origine animale, et a plus forte raison de
SVF, peut étre responsable de risques sanitaires, en particulier en espéces bovine (risques de
transmission de virus) et humaine (risques de transmission de prions). La pratique la plus sure
est donc I’utilisation de substituants aux produits d’origine animale [Guérin et al., 1997; Le
Tallec et al., 2001]. Dans ce cadre, de nombreux substituants ont déja été évalués dans des
solutions de cryoconservation pour embryons de mammiferes avec plus ou moins de succes,
les meilleurs résultats étant obtenus avec du PVA ou des peptones végétales.
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La calorimétrie différentielle a balayage (DSC)

La DSC est une procédure d’analyse thermodynamique développée au début des
années 1960 qui permet la caractérisation des transitions de phase induites thermiquement
dans un échantillon [Chiu et Prenner, 2011]. 1l s’agit d’une méthode largement utilisée en
cryobiologie car I’étude des transitions de phase a basse température peut permettre la
caractérisation de solutions de cryoconservation [Kuleshova et al., 2001; Salvetti et al., 2006],
I’optimisation de protocoles de cryoconservation [Thirumala et al., 2006; Skyba et al., 2011]
ou encore une meilleure compréhension de la formation de glace dans les cellules et
organismes vivants [Issartel et al., 2006; Seki et al., 2009]. Deux méthodes de DSC sont
actuellement utilisées [Jiang et al., 2002] :

e La DSC par compensation de puissance ;
e La DSC par flux de chaleur.

Le DSC utilis¢ dans 1’approche expérimentale de cette étude était un DSC par
compensation de puissance (DSC Diamond, Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts, USA).
Nous nous intéresserons donc tout d’abord au fonctionnement de ce type de calorimétre. Nous
expliquerons ensuite 1’obtention et 1’intérét des grandeurs thermodynamiques choisies pour
caractériser les solutions de congélation. Enfin, nous présenterons les principales utilisations
de la DSC en cryobiologie, en particulier pour I’étude des protocoles de congélation lente.

. Principe de la calorimétrie différentielle a balayage

A. Fonctionnement d’un calorimeétre différentiel a balayage par
compensation de puissance

Lors d’une étude par DSC, la caractérisation des transitions de phase est réalisée grace
a la mesure des échanges de chaleurs ayant lieu entre 1’échantillon et une enceinte adiabatique
appelée téte de mesure. Ces mesures sont réalisées lors de refroidissements et de
réchauffements a vitesse constante. Dans le cas du DSC — Diamond, cette vitesse peut étre
programmée de 0,1°C.min”" a 300°C.min™".

La téte de mesure d’un DSC par compensation de puissance est composée de deux
fours placés dans une enceinte refroidie en permanence (Figure 8; Figure 9). Ce
refroidissement est assuré par un radiateur en aluminium placé sous les fours et plongeant
dans I’azote liquide. Une homogénéisation du refroidissement des fours est assuré par un flux
d’hélium gazeux présent autour de ces derniers. L hélium est en effet un trés bon conducteur
thermique.

Sous chacun des fours sont placés d’une part un capteur de température et d’autre part
une résistance de chauffe permettant d’adapter la température des fours indépendamment I’un
de 'autre. Le principe de la compensation de puissance est de conserver une température
¢gale entre les deux fours, quelles que soient les transitions de phase ayant lieu dans
I’échantillon [Clas et al., 1999]. Pour ce faire, I’énergie dégagée ou absorbée par I’échantillon
lors de la transition est compensée par ajout ou par soustraction d’une quantité d’énergie
¢quivalente dans la résistance de chauffe placée sous le four de I’échantillon. Dans un
calorimetre par compensation de puissance, la variable mesurée est donc la différence de
puissance fournie par les deux résistances de chauffe afin de conserver les deux fours a
températures égales [Jiang et al., 2002]. Une courbe appelée thermogramme (Figure 10)
permet de matérialiser cette différence de puissance en fonction de la température.
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Four de Four de
I’échantillon la référence

Figure 8 : Photo du DSC diamond (a) et de la téte de mesure du DSC (b) (manuel
d’utilisation du DSC Diamond)

Chambre contenant de I’hélium gazeux
et refroidie par de I’azote liquide

/ Fours \ Référence
Capteurs de -

température

Résistances de

- chauffe -

Principe de la compensation de puissance : AT =0
entre les deux fours

Figure 9 : Schéma de la téte de mesure d’un DSC par compensation de puissance

Le principe de la DSC par compensation de puissance est de conserver une température égale
entre les 2 fours, quelles que soient les transitions de phase pouvant affecter [’échantillon.
Lorsqu’une transition de phase a lieu au sein de l’échantillon, les résistances présentes sous
les fours ne fournissent plus la méme puissance de maniere a conserver une température
égale entre les 2 fours. Cette différence de puissance permet de caracteriser la transition.

B. Lecture des thermogrammes Ilors de la caractérisation de
solutions de congélation lente

Un protocole de congélation lente est caractérisé par la formation et la fonte de glace
extracellulaire. La compréhension de ces deux phénomenes revét donc une importance
capitale pour la survie des cellules congelées. De nombreuses grandeurs thermodynamiques
sont accessibles lors de 1’analyse d’un thermogramme. Parmi celles-ci, trois grandeurs
permettent la caractérisation de la formation et de la fusion de la glace :

e [a température de cristallisation (7¢) et la variation d’enthalpie de cristallisation (AH)
lors d’un refroidissement ;
e Latempérature de fin de fusion a 1’équilibre (71,) lors d’un réchauffement.

52



1. Présentation d’'un thermogramme

Les thermogrammes sont des courbes exprimant la différence de puissances fournies
par les deux résistances chauffantes en fonction de la température (Figure 10). Cette
différence est exprimée en mW.

Tm
50 Courbe de
@ / réchauffement lent
0 T \
Surfusion Ligne de base de la
courbe de
.50 refroidissement lent
=
g
=~ -100
=
. 0,
<
=
(5]
]
=
g -150 @ Pic de cristallisation
=
@ Pic de fusion
200 Aire permettant le
calcul de AH
-250
-40°C -20°C 0°C
Température

Figure 10 : Exemple de thermogramme et schéma de son analyse

Trois caracteéristiques peuvent étre mesurées sur un thermogramme aprés analyse d’une

solution de congélation lente :

o T.:latempérature de cristallisation

o AH : [’enthalpie de cristallisation, proportionnelle a la quantité de glace cristallisée

o T, : la température de fin de fusion a [’équilibre, température en dessous de laquelle
[’eau peut cristalliser.
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Lorsque 1’échantillon ne subit pas de transition de phase, les puissances de chauffe
fournies par les deux résistances sont quasiment identiques. Elles ne le sont cependant pas
parfaitement du fait de petites variations dans le flux d’hélium gazeux ou de petites
différences existant en particulier entre les deux fours, entre les capsules (celle utilisée comme
référence et celle contenant 1’échantillon) et entre les positions des capsules dans les fours.
Ainsi, lorsqu’aucune transition de phase ne se produit, la courbe a la forme d’une ligne
quasiment horizontale appelée ligne de base.

Lorsqu’une transition de phase a lieu dans I’échantillon, la puissance de chauffe de la
résistance se situant sous le four est modifiée et une différence apparait entre les puissances
fournies par les deux résistances. Une transition de phase est donc matérialisée par
I’apparition d’un pic sur le thermogramme. Lorsque la transition de phase est exothermique
(cristallisation), la puissance de chauffe fournie par la résistance se situant sous 1’échantillon
diminue. La différence de puissance entre les deux résistances est négative et le pic est dirigé
vers le bas. A I’inverse, lorsque la transition de phase est endothermique (fusion de la glace),
la puissance de chauffe fournie par la résistance se situant sous 1’échantillon augmente et le
pic est dirigé vers le haut.

On peut également remarquer que les transitions de phases sur les thermogrammes ne
sont pas isothermes, ce qui est matérialisé par la forme évasé des pics. Ceci est di a ’aspect
dynamique de la mesure. Le DSC impose en effet au systtme une vitesse constante de
refroidissement ou de réchauffement, et la diffusivité thermique de I’échantillon empéche une
transition instantanée de I’ensemble de 1’échantillon. La transition de phase n’étant pas
instantanée, elle ne peut donc pas étre isotherme. Le phénomeéne de cristallisation étant plus
brutal que celui de fusion, le pic de cristallisation est beaucoup plus étroit que celui de fusion.

2. Grandeurs thermodynamiques utilisées pour la
caractérisation de solutions de congélation lente

a) Température de cristallisation

T, est la température a laquelle débute la cristallisation. Elle est donc mesurée au
départ du pic de cristallisation (Figure 10). Contrairement aux deux grandeurs
thermodynamiques qui seront décrites par la suite (AH et Ty,), T est trés dépendante des
conditions expérimentales. Elle correspond en effet a la fin de I’état de surfusion au
refroidissement. Les solutions de cryoconservation sont des échantillons de composition
complexe. La cristallisation y est donc essentiellement induite par nucléation hétérogene
engendrée par des impuretés présentes dans la solution ou au niveau de la paroi des capsules
[Meryman, 1966]. La température a laquelle la cristallisation a lieu dépend de la taille des
sites de nucléation [Meryman, 2007]. Lorsque les impuretés augmentent de taille, la
température de nucléation et donc la valeur de 7, augmentent également. Dans des solutions
complexes, 7. est ainsi une grandeur qui peut étre trés variable.

Dans le cas de la caractérisation de différentes solutions, cette importante variabilité
peut rendre difficile la comparaison des valeurs de 7¢.. T, semble donc moins pertinente que
des grandeurs plus stables telles que AH ou T, lors de telles études. Dans I’approche
expérimentale de ce travail, les mesures de 7. ont été prises en compte dans une étude
comparative trés spécifique concernant une procédure expérimentale trés précise (cf. page
75).
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b) Variation d’enthalpie de cristallisation

AH correspond a la quantit¢ d’énergie libérée par la formation de glace lors d’un
refroidissement lent. Elle est mesurée grace a I’aire du pic de cristallisation, c'est-a-dire 1’aire
comprise entre la courbe du pic et la ligne de base (Figure 10). Il s’agit d’une grandeur trés
intéressante pour la caractérisation des solutions de congélation car elle permet de calculer la
chaleur maximale de cristallisation (Qpnax) comme suit :

[ Omax (%) = AH/AH ey, x 100

avec AHqy = 333.0 1.2 Omax évalue la masse (g) de glace dont la solidification a 0°C aurait
libéré la méme quantité d’énergie que celle dégagée par 100 g de solution, lors d’un pic de
cristallisation correspondant [Baudot et al., 2000]. Onax est donc proche de la quantité de
glace cristallisée dans la solution exprimée en pourcentage (w.w') quand seulement de la
glace se forme [Boutron, 1984]. Lors de 1’étude d’une solution de congélation lente, AH
dépend essentiellement de la composition des solutions. Il est donc possible d’évaluer et de
comparer différentes solutions cryoprotectrices en fonction de la quantité de glace cristallisant
et ainsi de choisir les compositions les plus adaptées aux protocoles de congélation équilibrée.

c) Température de fin de fusion a I'équilibre

T est définie comme la température a laquelle a lieu la fin de la fusion du dernier
cristal de glace [Odagescu, 2005]. Elle est classiquement mesurée au sommet du pic de fusion
(Figure 10). Dans le cas d’une réaction parfaitement réversible, 7;, est équivalente a la
température de congélation a I’équilibre, c'est-a-dire la température relevée au début de la
formation de glace. 71, est donc la température en dessous de laquelle la cristallisation peut
avoir lieu a 1’équilibre.

Lors de I’analyse du thermogramme ci-dessus, il est important de remarquer qu’un
¢écart existe entre T; et Tp,,. Cet écart représente 1’état de surfusion de la solution avant le début
de la cristallisation. Or la surfusion est un des facteurs les plus importants déterminant la
morphologie de la glace extracellulaire [Searles et al., 2001; Gosden et al., 2010]. Ainsi, il a
été observé qu’au moment de la cristallisation, plus 1’état de surfusion est important, plus la
structure de la glace est chaotique et les cristaux sont petits. De méme, un état de surfusion
important peut précipiter la formation de glace intracellulaire. Il est donc conseillé d’induire
la cristallisation extracellulaire juste en dessous de la température de fusion afin d’éviter les
problémes liées a une formation de glace incontrélée [Karlsson et Toner, 1996]. La
caractérisation de 7T}, lors d’un réchauffement lent prend alors toute son importance.

A Dinstar de AH, T, dépend essenticllement de la composition des solutions de
congélation lente. Il est donc également possible de comparer différentes solutions en fonction
de leur composition.

Il. Utilisation de la calorimétrie différentielle a balayage en cryobiologie

Les champs d’application de la DSC sont larges dans le domaine de la cryobiologie.
Dans le cadre de ce travail, nous nous intéresserons tout d’abord a son utilisation dans 1’étude
de protocoles de congélation lente avant d’aborder les autres domaines ou elle présente un
intérét. Il est d’ailleurs nécessaire de remarquer que peu d’études ont porté sur la
caractérisation de solutions de cryoconservation proprement dite. Nous étendrons donc notre
¢tude a la caractérisation de solutions aqueuses ou salines contenant des cryoprotecteurs.
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A. Utilisation de la DSC dans I’étude de protocoles de congélation
lente

1. Caractérisation de solutions de congélation lente

Comme dit précédemment, peu d’études ont porté sur la caractérisation de solutions de
cryoconservation par DSC. Parmi celles-ci, une seule a eu pour objet la caractérisation de
solutions de congglation lente [Salvetti et al., 2006]. Lors de cette étude, trois solutions de
congélation lente pour sperme de lapins ont été caractérisées afin d’évaluer I’influence des
antibiotiques sur leurs propriétés thermodynamiques. Les grandeurs thermodynamiques
utilisées étaient 7, et Onax. 1l a été observé d’une part que les propriétés thermodynamiques
des solutions de congélation étaient similaires lorsqu’aucun antibiotique n’était présent.
D’autre part, I’addition d’antibiotiques dans les solutions a eu des effets différents en fonction
des solutions. Dans deux solutions sur trois, I’addition d’antibiotiques a favorisé la formation
de glace (augmentation de Omax €t de 7¢). Dans la troisiéme solution au contraire, 1’addition
d’antibiotiques a limité la cristallisation.

Les différences de composition des solutions ont rendu la comparaison et la
compréhension des résultats délicates. Il a néanmoins été proposé que les antibiotiques
puissent favoriser la nucléation hétérogéne et ainsi faciliter la cristallisation. Dans les deux
premiéres solutions, les antibiotiques auraient également pu créer des liaisons avec les
cryoprotecteurs, ce qui aurait pu libérer une partie de I’eau liée a ces derniers et donc
augmenter la quantité d’eau cristallisée. La troisiéme solution se différenciait des deux autres
par la présence de glycérol. Il serait possible que le glycérol, a I’inverse des autres
cryoprotecteurs, établisse des liaisons préférentiellement avec 1’eau et non avec les
antibiotiques. La quantité d’eau pouvant cristalliser dans cette solution serait ainsi plus faible
que dans les deux autres, ce qui expliquerait leurs différences de comportement physique.

Compte tenu de cette hypothése, I’interaction des antibiotiques avec les
cryoprotecteurs a également été évaluée dans cette étude. Cela a été réalisé par élaboration de
solutions simplifiées ne contenant que de 1’eau distillée et les cryoprotecteurs des solutions
précédemment étudices. Il a tout d’abord été constaté que la diminution de la cristallisation
observée lors des premiers résultats était due a 1’association de DMSO et de glycérol et non a
la présence de glycérol uniquement. Il a également été observé que les antibiotiques avaient
tendance a globalement diminuer la cristallisation dans ces solutions, ce qui était contraire aux
résultats obtenus avec deux des trois solutions de cryoconservation. Il semble donc que les
interactions entre les différents composés d’une solution de cryoconservation soient
complexes et jouent un role non négligeable dans le comportement thermodynamique des
solutions.

Dans une deuxiéme étude, la DSC a été utilisée afin de mesurer la quantité de glace se
formant dans une solution saline contenant 10% de glycérol en fonction de la vitesse de
refroidissement [Morris et al., 2006]. Une analyse de la viscosité de la solution (non réalisée
par DSC) a tout d’abord été effectuée et a permis de mettre en évidence une diminution de la
mobilité des molécules d’eau lors d’un refroidissement entre -7°C et -45°C. Cette diminution
était d’autant plus importante que la vitesse de refroidissement était grande. Or, aprés
nucléation de la glace, la croissance des cristaux est réalisée grace a la diffusion de molécules
d’eau depuis la solution jusqu’aux cristaux. Une diminution de cette diffusion devrait donc
engendrer une diminution de la croissance des cristaux et donc de la quantit¢ de glace. La
DSC a permis de confirmer cette hypothése. Lorsque la vitesse de refroidissement était
comprise entre 1 et 5°C.min”", la quantité de glace se formant dans la solution était de 81%
(w.w™). La quantité de glace diminuait ensuite progressivement au fur et 4 mesure que la

56



vitesse de refroidissement augmentait pour atteindre 55% a 300°C.min™". Il en a ét¢ déduit
que, lors d’un refroidissement rapide, la diminution de sortie d’eau intracellulaire était
engendrée d’une part par la diminution du temps de déshydratation, mais également par
I’augmentation de viscosité de la solution. Cette observation renforce la nécessité d’utiliser
des vitesses de refroidissement basses lors d’un protocole de congélation équilibrée afin de
permettre une déshydratation cellulaire suffisante.

Par ailleurs, il est intéressant de remarquer que lors du réchauffement, la quantité de
glace fondue était invariablement égale a 81%, quelle que soit la vitesse du refroidissement. Il
en a été conclu que lors d’un refroidissement rapide, la possibilité de croissance des cristaux
de glace ¢était insuffisante. Il en résultait un phénomene de recristallisation lors du
réchauffement des que I’augmentation de la mobilité des molécules d’eau le permettait.

Enfin, une étude a porté sur la caractérisation de solutions aqueuses contenant
différentes concentrations de diéthyle sulfoxyde a I’aide de DSC [Markarian et al., 2004]. Les
valeurs de T}, et de AH ¢étaient obtenues lors d’un refroidissement et d’un réchauffement lents
a4 2°C.min"'. Pour des concentrations en diéthyle sulfoxyde compatibles avec un protocole de
congélation lente (5%, 10% et 15%), les valeurs de 71, et AH étaient respectivement de -
1,0°C, -2,2°C et -3,9°C et de 270,2 .g™, 231,6 J.g" et 174,3 I.g™".

2. Optimisation de protocoles de congélation lente

Plusieurs travaux réalisés par I’équipe de Devireddy ont porté sur 1’optimisation de
protocoles de congélation lente a I’aide de DSC. Lors d’un processus de congélation lente, le
contrdle de la vitesse de refroidissement apres le « seeding » permet a 1’eau intracellulaire de
sortir progressivement de la cellule et de cristalliser dans le milieu extracellulaire. Cependant,
dans le cas d’un refroidissement trop rapide, la sortie d’eau n’est pas suffisante et de la glace
intracellulaire se forme. Dans ces études, la vitesse de refroidissement optimale a été définie
comme la vitesse maximale de refroidissement d’un milieu ne permettant pas la formation de
glace intracellulaire [Devireddy et al., 1999]. Pour un type cellulaire donné, cette vitesse
dépend de deux facteurs: la perméabilité membranaire et la probabilité que 1’eau
intracellulaire restant dans la cellule cristallise. L’optimisation de la vitesse de refroidissement
¢tait donc réalisée par mesure de la perméabilité membranaire durant un processus de
congélation a I’aide de DSC [Devireddy et al., 1998].

Dans ces travaux, la DSC était utilisée afin d’étudier la cristallisation dans des
suspensions cellulaires [Devireddy et al., 1999]. Deux chaleurs dégagées par le milieu étaient
mesurées par DSC successivement lors de 1’évaluation d’une méme suspension cellulaire: (i)
la chaleur dégagée durant la congélation d’une suspension des cellules vivantes et donc
osmotiquement actives (pour lesquelles 1’eau intracellulaire est transportée au travers de la
membrane puis cristallise dans le milieu extracellulaire) ou (ii) la chaleur dégagée durant la
congélation d’une suspension des cellules mortes et donc osmotiquement inactives (pour
lesquelles I’eau intracellulaire est mixée au milieu extracellulaire du fait de la lyse des
membranes). La différence de chaleurs mesurée était ensuite corrélée aux parametres de
perméabilité des cellules osmotiquement actives.
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Pour ce faire, sept refroidissements et réchauffements se sont succédé lors des mesures

par DSC :

1.

Figure

Un refroidissement lent (généralement a -5°C.min"") était tout d’abord appliqué
jusqu’a apparition de la cristallisation qui était induite grace a des extraits de
Pseudomonas syringae. Cette bactérie possede en effet la propriété de déclencher un
processus de nucléation de maniere assez reproductible [Kleinhans et al., 2006].

Un réchauffement lent était effectué¢ jusqu’a la température de changement de phase
(Tpn) qui n’était pas dépassée afin de conserver de la glace extracellulaire. Une
1sotherme permettait alors la conservation des noyaux de nucléation mais limitait leur
croissance en cristaux, ce qui minimisait la contraction osmotique des cellules.

Un refroidissement lent & -5°C.min"' ou -20°C min" jusqu’a -50°C permettait la
détermination de la chaleur dégagée lors de la cristallisation du milieu contenant les
cellules vivantes et donc osmotiquement actives (Oinitiale ; Figure 11).

Un réchauffement était appliqué jusqu’a Tpy

Un refroidissement rapide (-200°C.min™") jusqu’a des températures inférieures a
-100°C provoquait la lyse des cellules qui devenaient osmotiquement inactives.

Un réchauffement était de nouveau appliqué jusqu’a Tph

Un refroidissement lent & -5°C.min" ou -20°C min™ jusqu’a -50°C permettait la
détermination de la chaleur dégagée lors de la cristallisation du milieu contenant les
cellules lysées et donc osmotiquement inactives (Qfinale ; Figure 11).

La différence totale entre les chaleurs dégagées lors des refroidissements 3 et 7 (AQ ;
11) était calculée comme suit :

‘ AQ (mwmg-l) - Qinitiale — Qﬁnale ‘

Flux de chaleur (mW.mg™)

0 - ) @ Courbe permettant
-1,0 - @ Courbe permettant

J le calcul de Qinitiale
_2,0 | % “

e

- A

W1\ &

-9,3°C -2,1°C
Température

4,0 1 AQ=
Qinitiale = Qﬁnale

-16,5°C

Figure 11: Schéma montrant la superposition des thermogrammes permettant
I’obtention de Qiitiale €t Orinale €t le calcul de la différence totale de chaleur dégagée (AQ)
(d’aprés [Devireddy et al., 2004])

Qinitiale N

chaleur dégagée par la suspension cellulaire lorsque les cellules sont vivantes et

donc osmotiquement actives.

Qﬁnale

. chaleur dégagée par la suspension cellulaire lorsque les cellules sont mortes et donc

osmotiquement inactives.
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Une différence partielle entre les chaleurs dégagées depuis Ty, jusqu’a une température
T (AQ(T)) était également calculée pour différentes températures (Figure 12).
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Figure 12: Schéma montrant la superposition des thermogrammes permettant
Pobtention de Qijitiate €t Ofinaie et le calcul de la différence partielle de chaleur dégagée a
la température 7 (AQ(7)) (d’apres [Devireddy et al., 2004])

AQ(T) (en rayures) correspond a la différence de chaleur dégagée entre la température de
transition de phase (Ty;) et une température T.

AQ et AQ(T) étaient ensuite corrélées au volume des cellules & une température 7
(M(T)) grace a la formule suivante :

(1) = Vo — (AQ(D/AQ) x (Vo - V)|

avec Vy le volume initial ou isotonique des cellules et V}, le volume osmotiquement inactif des
cellules. Les valeurs de ces deux volumes étaient obtenues grace a la littérature [Thirumala et
al., 2003]. La contraction volumétrique des cellules était alors représentée graphiquement et
modélisée grace a une courbe d’ajustement calculée selon une méthode non linéaire des
moindres carrés (Figure 13).

L’équation de cette courbe d’ajustement était déduite du modele de transport de 1’eau
de Mazur (modifi¢ pour prendre en compte la présence de cryoprotecteurs) [Karlsson et al.,
1994] , ce qui permettait le calcul de la perméabilité de la membrane cellulaire a I’eau (L;) :

d(T) LyA.RT | (Vo - Vo - NepaVepa)/ Ve AH VP ( 1 1 )
_— = X n —_ X -
dT Bvy, (Vo - Vi - BepaVepa)/ Vi T (@i + Nepa) R Tr T

avec A4, I’aire de la surface membranaire effective pour le transport d’eau, R la constante des
gaz parfaits, B la vitesse de refroidissement constante, vy, le volume molaire d’eau, ngp, le
nombre de moles de cryoprotecteurs, vepa le volume molaire des cryoprotecteurs, ¢ la
constante de dissociation des sels, ns le nombre d’osmoles en sels, AH.., 1a chaleur latente de
fusion de la glace, p la densité de 1’eau, et 7x la température de référence (273,15 K).
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Figure 13 : Schéma de la contraction volumétrique cellulaire en fonction de la vitesse de
refroidissement et courbes d’ajustement (d’aprés [Devireddy et al., 2004])

Pour différentes températures, le volume cellulaire peut étre calculé a partir de AQ et des
AQ(T) obtenues pour ces températures. L’équation de la courbe d’ajustement modélisant la
contraction volumétrique permet le calcul de la perméabilité membranaire a [’eau.

L, était ensuite utilisée afin de calculer la perméabilité de référence de la membrane
cellulaire a I’eau a 273,15 K (L,,) et son énergie d’activation (Eip) :

Eyy 1 1
Ly = Lyg exp | — X ( - )
R T T

La substitution de Ly, et Ej, dans 1’équation de transport de 1’eau permettait enfin de
simuler la quantité d’eau perdue par les cellules en fonction des vitesses de refroidissement. Il
en ¢était déduit une vitesse de refroidissement optimale en fonction de la concentration en
cryoprotecteurs.

Cette méthode a tout d’abord permis le calcul de vitesses de refroidissement optimales
pour la congélation de spermatozoides de plusieurs espéces de mammiferes (souris
[Devireddy et al., 1999], humains [Devireddy et al., 2000], chevaux [Devireddy et al., 2002],
chiens [Thirumala et al., 2003] et verrats [Devireddy et al., 2004]) et de poissons [Pinisetty et
al., 2005; Thirumala et al., 2005; Devireddy et al., 2006; Thirumala et al., 2006]. Dans la
majorité des études, les vitesses optimales calculées étaient proches de celles obtenues de
manicere empirique dans d’autres travaux. Une seule étude a ainsi montré une discordance
[Pinisetty et al., 2005], dont ’origine pourrait étre li¢e a une mauvaise approximation dans le
calcul de la probabilit¢ de survenue de la glace intracellulaire (calcul du volume maximal
d’eau intracellulaire pouvant rester dans la cellule sans provoquer la survenue de la
cristallisation).

Cette méthode a également permis la comparaison des vitesses optimales de
refroidissement entre des spermatozoides issus d’un ¢jaculat ou issus de I’épididyme. Il a été
observé que les vitesses optimales de refroidissement étaient similaires chez les bovins
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[Alapati et al., 2009] et les singes Rhésus [Alapati et al., 2008] pour les deux types de
spermatozoides. Des protocoles de cryoconservation similaires pourraient donc étre utilisés.

Enfin cette méthode a permis la comparaison des vitesses optimales de refroidissement
pour la congélation de tissu ovarien. Il a été observeé que les vitesses optimales apres induction
de la cristallisation étaient trés dépendantes des vitesses de refroidissement appliquées au-
dessus de 4°C pour du tissu ovarien de singe Rhésus [Li et al., 2006] ou de chevaux
[Devireddy et al., 2006].

3. Elaboration de diagrammes de phase de solutions
contenant un cryoprotecteur

Les diagrammes de phase de solutions contenant un cryoprotecteur sont d’une grande
importance et d’une grande utilit¢ en cryobiologie [Kleinhans et Mazur, 2007]. Ces
diagrammes représentent en effet les différentes valeurs de 73, d’une solution en fonction du
pourcentage massique total de solutés présents (cryoprotecteurs et sels). Ils permettent donc
de connaitre, pour une température négative donnée, le pourcentage de solution cristallisée a
I’équilibre ainsi que la concentration en solutés dans la solution non cristallisée. Cette
concentration peut ensuite étre utilisée afin de calculer la pression osmotique de la solution
qui est un des facteurs essentiels pour évaluer la déshydratation des cellules congelées. La
méthode actuelle la plus utilisée pour déterminer les valeurs de 7y, est la DSC [Kleinhans et
Mazur, 2007]. Cette technique se révele donc encore une fois €tre une aide précieuse pour la
compréhension des protocoles de congélation lente.

Les diagrammes de phase les plus utiles en cryobiologie sont ceux se rapportant a des
solutions salines physiologiques contenant un ou plusieurs cryoprotecteurs [Kleinhans et
Mazur, 2007; Han et al., 2010; Weng et al., 2011]. }. Ces diagrammes représentent
classiquement 7;, en fonction du pourcentage massique total de solutés présents

masse de cryoprotecteur

et pour un ratio donné. Néanmoins, déterminer le diagramme de

masse de NaCl

phase d’une solution contenant plusieurs solutés est coliteux, laborieux et chronophage. Il faut
en effet définir pour chaque concentration de solutés les valeurs de 7r,. Ainsi, un diagramme
de phase d’un systéme tertiaire contenant de 1’eau, du NaCl et un cryoprotecteur pénétrant
(diagramme de phase ternaire) nécessite la préparation de plusieurs centaines d’échantillons
[Han et al., 2010]. Le probléme est bien entendu encore plus important lorsque les solutions
salines contiennent deux cryoprotecteurs (diagramme de phase quaternaire). Plusieurs
méthodes ont donc été récemment développées afin de déterminer des diagrammes de phase
ternaires ou quaternaires a partir de diagrammes de phase binaires (eau + cryoprotecteur ou
eau + NaCl), beaucoup plus simples a déterminer. Elles font appel a des équations complexes
(somme directe d’équations polynomiales cubiques [Kleinhans et Mazur, 2007] ou équations
osmotiques du viriel [Prickett et al., 2011]) qui ne seront pas développées ici.

Ces différentes méthodes ont permis 1’obtention des diagrammes de phase ternaires de
solutions salines contenant du DMSO, du glycérol, du sucrose, de I’'EG ou du propyleéne
glycol [Kleinhans et Mazur, 2007; Benson et al., 2010; Prickett et al., 2011; Weng et al.,
2011]. Les valeurs issues des diagrammes ainsi déterminés correspondaient relativement bien
aux valeurs issues de la littérature et obtenues par DSC (Figure 14).
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Figure 14 : Diagramme de phase partiel pour le systéme eau, NaCl, saccharose (d’apres
[Kleinhans et Mazur, 2007])

Des méthodes mathématiques ont été développées afin de déterminer des diagrammes de
phase ternaires ou quaternaires a partir de diagrammes de phase binaires, plus simples a
obtenir. La correspondance entre les diagrammes obtenus expérimentalement et ceux obtenus
avec ces méthodes permet de valider ces dernieres.

Le diagramme de phase quaternaire du systeme eau, NaCl, EG et sucrose a ainsi été
déterminé en comparant les deux types d’équations évoquées ci-dessus [Han et al., 2010]. Il a
¢té observé que la méthode basée sur la somme d’équations polynomiales semblait plus
précise pour la détermination de ce diagramme que celle basée sur les équations osmotiques
du viriel.

B. Autres utilisations de la DSC en cryobiologie

1. Utilisation de la DSC dans I'étude de protocoles de
vitrification

Les ¢études portant sur 1’évaluation de solutions ou de protocoles de vitrification sont
plus nombreuses que leurs homologues portant sur la congélation lente. La DSC permet en
effet d’obtenir, pour une solution donnée, la température de transition vitreuse ainsi que les
vitesses critiques de refroidissement et de réchauffement au-dela desquelles la formation de
glace est évitée [Baudot, 1997]. La DSC permet donc d’évaluer la tendance d’une solution a
former un verre ainsi que la stabilité de son état amorphe.

Ainsi, trois études ont rapporté 1’utilisation de la DSC pour appréhender les
parametres physiques de solutions de vitrification qui étaient ensuite utilisées pour la
cryoconservation d’embryons porcins produits in vitro [Men et al., 2011], d’ovocytes murins
[Seki et Mazur, 2009] ou d’ovaires de brebis [Baudot et al., 2007].
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Dans les deux premieres études, la DSC était utilisée afin de vérifier certaines vitesses
de refroidissement au-dela desquelles la solution seule vitrifiait. Néanmoins, la vitesse
critique de refroidissement n’était pas calculée.

Dans la troisiéme, les vitesses critiques de refroidissement et de réchauffement ont été
calculées pour la solution de vitrification [Baudot et al., 2007]. De plus, les propriétés
physiques de morceaux d’ovaires imprégnés par cette solution ont également été évaluées de
maniére a connaitre I’évolution des vitesses critiques lors de I’imprégnation du tissu ovarien.
La vitesse critique de refroidissement passait ainsi de 12°C.min” pour la solution de
vitrification seule contre 123°C.min” pour des vaisseaux sanguins ovariens imprégnés et
340°C.min"" pour du cortex ovarien imprégné. Cette étude a révélé I'importance d’évaluer les
solutions de vitrification en présence des cellules ou tissus a vitrifier car les propriétés
physiques de tissus imprégnés peuvent étre relativement différentes de celles de la solution
seule. Ceci est en particulier vrai si I’imprégnation des tissus en solution cryoprotectrice n’est
pas suffisante.

Des ¢études plus nombreuses ont porté sur la caractérisation de solutions aqueuses ou
salines contenant des cryoprotecteurs dans le but d’évaluer leur tendance a former un verre.

Plusieurs études ont ainsi porté sur le calcul des vitesses critiques de refroidissement et
de réchauffement de solutions aqueuses comportant entre 35% et 60% de cryoprotecteurs
(diéthyle formamide et diméthyle formamide [Baudot et Boutron, 1998], propyléne glycol et
glycérol [Wowk et al., 1999], DMSO [Baudot et al., 2000], alcools aminés [Baudot et al.,
2002], EG [Wowk et al., 1999; Baudot et Odagescu, 2004]). Ces vitesses permettent de
donner un apergu de I’efficacité de nombreux cryoprotecteurs pour former un verre. Ainsi,
plus les vitesses critiques de refroidissement et de réchauffement sont faibles, plus la
procédure de vitrification sera facile a mettre en ceuvre. Pour les cryoprotecteurs
classiquement utilisés, le propyléne glycol semble étre le plus efficace, suivi par le DMSO,
I’EG et le glycérol (Tableau 4). Il est d’autre part intéressant de remarquer que les vitesses
critiques de réchauffement sont toujours beaucoup plus importantes que celles de
refroidissement. Ces informations vont dans le sens des observations réalisées par Seki
(risques de recristallisation pendant le réchauffement) [Seki et Mazur, 2009].

Vitesses critiques de refroidissement Vitesses critiques de réchauffement
(°C.min™) (°C.min™)
PG | DMSO |EG (/)| GI* PG | DMSO EG Gly
35%" 555 2x10’
40% 72 500 | 569/541 160 9x10° | 10"/--
45% <5 14 63/197 | 464 2600 | 10°/8x10°
50% <2.5 <5/81 81 15 853/250 10°

Tableau 4 : Vitesses critiques de refroidissement et de réchauffement de solutions
aqueuses contenant un cryoprotecteur.

. Concentrations en cryoprotecteur

: propyléne glycol

: glycérol

: valeurs obtenues par Baudot et al. [Baudot et Odagescu, 2004]

: valeurs obtenues par Wowk et al. [Wowk et al., 1999]

b

Par ailleurs, le calcul des vitesses critiques [Boutron, 1986; Boutron et Mehl, 1990;
Baudot et Odagescu, 2004] permet d’évaluer le rdle et 'importance des différents composés
d’une solution de vitrification par rapport a la tendance de cette solution a former un verre.
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Les vitesses critiques ont ainsi permis d’évaluer I’influence de modifications structurales des
cryoprotecteurs sur leur aptitude a provoquer la formation d’un verre [Wowk et al., 1999].
Certains groupements hydroxyles (-OH) de trois polyols (EG, propyleéne glycol et glycérol)
¢taient remplacés par des groupements méthoxyles (-OCHs). Il a été observé que cette
substitution provoquait une diminution des vitesses critiques. Il a également été noté qu’une
substitution d’un seul groupement hydroxyle suffisait, une double substitution provoquant la
formation d’hydrates. Des composés méthoxylés pourraient donc étre utilisés dans des
solutions de vitrifications.

D’autres études ont porté sur I’addition de différentes molécules dans des solutions
contenant des cryoprotecteurs afin de vérifier leur impact sur les propriétés de vitrification.
L’utilisation de monosaccarides, de disaccharides, de polysaccharides, de dextrans, de ficoll
ou de PVP a ainsi permis de diminuer les concentrations en EG présentes dans des solutions
salines [Shaw et al., 1997; Kuleshova et al., 1999]. 1l était également noté que les dextrans,
ficoll et PVP limitaient les risques de fracture des verres formés. Dans deux autres études, il a
été observé que le PVA inhibait la formation de glace dans des solutions de vitrification
contenant du propanediol ou une association propanediol/DMSO [Wang et al., 2009a; Wang
et al., 2009b].

2. Etude de la cristallisation dans les cellules et organismes
vivants

Comme dit précédemment, la DSC permet d’obtenir de nombreux renseignements sur
la cristallisation. Elle a donc été utilisée afin de mieux comprendre la formation de glace dans
des organismes vivants. En particulier, plusieurs méthodes ont été évaluées afin d’étudier la
formation de glace intracellulaire.

Une premicre étude a porté sur la formation de glace intracellulaire dans des ovocytes
de Xénope [Kleinhans et al., 2006]. Pour ce faire, cinq refroidissements et réchauffements
successifs ont été appliqués et étaient semblables a ceux employés pour 1’optimisation de
protocoles de congélation lente :

1. Un refroidissement rapide était tout d’abord effectué jusqu’a une température
légérement supérieure a la température de cristallisation. Cette derniére était induite
grace a des extraits de Pseudomonas syringae ;

2. Un refroidissement lent était ensuite appliqué pendant la formation de glace
extracellulaire ;

3. Un réchauffement lent était appliqué jusqu’a une température légérement inférieure au
point de fusion de maniére a provoquer la fusion de la majorit¢ de la glace
extracellulaire ;

4. Un refroidissement lent appliqué sur plusieurs degrés permettait la cristallisation de la
majorité de la solution aqueuse ;

5. Un refroidissement rapide (10°C.min™') était ensuite effectué¢ jusqu’a -50°C et
permettait la formation de la glace intracellulaire.

Les formations de glace extra- et intracellulaire étant partiellement dissociées dans le

temps, la cristallisation intracellulaire apparaissait sous forme de petits pics se surajoutant au
pic de cristallisation extracellulaire (Figure 15).
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Figure 15 : Thermogramme (a) et schéma explicatif (b) permettant la visualisation de de
la cristallisation intracellulaire survenue au sein d’ovocytes de Xénope (d’aprés
[Kleinhans et al., 2006])

Au pic de cristallisation extracellulaire (en beige) viennent se surajouter 8 pics de
cristallisation (en rouge). Chaque pic correspond a la cristallisation intracellulaire survenant
dans un des huit ovocytes de Xénope.

I1 a été observé que la cristallisation intracellulaire intervenait trés rapidement chez les
ovocytes les plus agés. Il a été proposé que leur grande taille augmentait la probabilité d’un
contact avec la glace extracellulaire qui est un ¢élément nécessaire a la cristallisation
intracellulaire [Mazur, 2004]. A I’inverse, la cristallisation intracellulaire intervenait plus tard
sur des ovocytes plus jeunes. Les auteurs envisageaient donc d’utiliser ces ovocytes comme
modele dans la compréhension des mécanismes de formation de la glace intracellulaire. En
particulier, I’introduction de porines dans leur membrane pourrait permettre de vérifier 1’effet
inducteur de la glace extracellulaire sur la cristallisation intracellulaire.

Une autre étude a rapporté I’impact de la vitesse de refroidissement sur la formation de
glace intracellulaire dans des levures (Saccharomyces cerevisiae) et son influence sur leur
survie [Seki et al., 2009]. La formation de glace intracellulaire était détectée lors de plusieurs
refroidissements et réchauffements successifs a vitesse constante.

Lors de I’ajout de levures dans une solution, une « épaule » était observée a la fin du
pic de cristallisation (Figure 16). Cette épaule n’étant pas présente lors de la caractérisation de
la solution seule, elle a été attribuée a deux phénomenes possibles :

e La chaleur dégagée par la cristallisation extracellulaire de 1’eau sortant des levures a la
suite de leur déshydratation ;

e La chaleur dégagée par une cristallisation intracellulaire se produisant dans les
levures.
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Figure 16 : Thermogramme permettant la visualisation de la cristallisation survenant
dans une solution contenant des levures (d’apres [Seki et al., 2009])

L’ « épaule » (en rayures) n’est pas présente lors de la caractérisation de la solution seule.
Elle est donc issue de [’ajout de cellules dans la solution et de leur influence.

La différence entre ces deux phénomenes ne pouvait pas étre objectivée sur un seul pic
de cristallisation. Néanmoins, la formation de glace intracellulaire s’accompagne d’une lyse
des membranes cellulaires et donc d’un mélange du liquide intracytoplasmique avec la
solution extracellulaire. Son apparition lors d’un refroidissement engendrait donc une
diminution de D’aire de 1’épaule lors du refroidissement suivant. La quantité de glace
intracellulaire pouvait également étre calculée a partir de la diminution d’aire observée. Dans
le cas de cristallisation extracellulaire au contraire, les cellules restaient osmotiquement
actives et les épaules observées lors de deux refroidissements successifs avaient des aires
identiques.

Il a été observé qu’au-deld d’une vitesse de 20°C.min”', de la glace intracellulaire se
formait. La quantité de glace intracellulaire était par ailleurs de plus en plus importante au fur
et a mesure que la vitesse augmentait. Aprés comparaison avec d’autres études, il a été noté
qu’une vitesse de refroidissement de 20°C.min™" était corrélée a une chute des taux de survie
des levures. Il en a été déduit que I’apparition de glace intracellulaire était effectivement
couplée a la mort cellulaire.

Enfin, une derni¢re étude a porté sur la compréhension des mécanismes de formation
de la glace intraembryonnaire dans des embryons de poissons zebres [Liu et al., 2001]. Lors
de cette étude, les embryons étaient tout d’abord placés dans une capsule de test. L’eau les
recouvrant ¢était ensuite absorbée a 1’aide d’un papier filtre de maniére a éviter toute
cristallisation extraembryonnaire. L’observation d’un pic de cristallisation sur les
thermogrammes était donc liée a I’apparition de glace intraembryonnaire. La déshydratation
des embryons était par ailleurs limitée par 1’ajout d’une microgoutte d’huile de silicone sur
chaque embryon dans la capsule.

Il a tout d’abord été observé que la température de cristallisation d’embryons intacts
¢tait supérieure a celle d’embryons dont le chorion avait été retiré. Il en a été¢ déduit que la
cristallisation intraembryonnaire était induite par la cristallisation du liquide périvitellin, elle-
méme induite par la glace extracellulaire. Cette derniere semble donc encore une fois jouer un
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role dans la cristallisation ayant lieu dans des cellules ou organismes vivants. Les auteurs
observaient également que la perméabilité des embryons au méthanol et au propyléne glycol
¢tait faible et que le vitellus jouait un rdle dans la cristallisation intraembryonnaire.
L’ensemble de ces informations pourraient permettre de concevoir des protocoles de
congélation adaptés pour les embryons de poissons.

3. Aide a la compréhension des mécanismes naturels de
résistance au froid des animaux

La DSC peut également étre utilisée afin de mieux comprendre les mécanismes de
résistance de certains animaux a des températures négatives. Deux mécanismes permettent la
survie de vertébrés ou d’invertébrés soumis a des basses températures : la tolérance ou
I’évitement de la cristallisation de leurs fluides corporels [Ramlov, 2000]. Les animaux
¢vitant la formation de glace ne peuvent survivre a la cristallisation de leurs tissus. Lors de
leur exposition a des températures négatives, ils entrent donc en surfusion en accumulant des
cryoprotecteurs. Les animaux tolérant la cristallisation peuvent au contraire survivre a
I’apparition de glace dans leurs fluides corporels. La présence d’agents nucléants permet de
déclencher la cristallisation a des températures de peu inférieures a 0°C et leur état de
surfusion n’est jamais important. La DSC permet donc de faire la différence entre ces deux
types de stratégies, en particulier par 1’évaluation de 7.. Dans le cas d’une tolérance a la
formation de glace, 7. est relativement haute (supérieure a -10°C), alors qu’elle est
relativement basse (inférieure a -10°C) lorsque les animaux évitent la formation de glace
[Issartel et al., 2006].

La DSC a ainsi permis d’étudier plusieurs invertébrés dont les caractéristiques les
classaient parmi les organismes tolérant la cristallisation [Wharton et Block, 1997; Issartel et
al., 2006; Hengherr et al., 2009; Hengherr et al., 2010]. Il est néanmoins intéressant de
remarquer que, lors d’une étude sur les tardigrades, les 7, mesurées étaient relativement
basses alors que ces animaux résistent a la formation de glace. Le déclenchement de Ila
cristallisation par des agents nucléants ne semble donc pas obligatoire chez les animaux
tolérant la formation de glace et des phénomenes de nucléation homogene existent également.

4. Optimisation de protocoles de cryoconservation chez les
plantes

Pour finir, la DSC est également utilisée pour I’optimisation de protocoles de
cryoconservation chez les plantes.

La cryopréservation des plantes nécessite une déshydratation préalable afin de réduire
la quantit¢ d’eau pouvant cristalliser. La DSC permet donc de vérifier le temps de
déshydratation nécessaire afin que celle-ci soit suffisante et que de la glace n’apparaisse pas
au refroidissement. Il a ainsi ét¢ montré qu’un temps de déshydratation de 3h permettait de
favoriser une bonne cryoconservation de pousses de houblon [Martinez et al., 1998]. Pour des
pousses d’olive, la donnée était quelque peu différente car un temps de déshydratation
compris entre une 1 h 30 et 2 h 30 était nécessaire [Martinez et al., 2000]. En deca, la
déshydratation n’était pas suffisante et de la glace se formait. Au-deld, une transition vitreuse
¢tait visible, ce qui pourrait engendrer un phénomeéne de cristallisation lors du réchauffement.
Il est donc important de déterminer la durée de dessiccation nécessaire pour éviter un
phénomene de cristallisation au refroidissement et au réchauffement.

A Tinstar de ce qui est fait pour les cellules animales, la DSC permet par ailleurs
d’évaluer, pour un type de plante et une solution cryoprotectrice donnés, les durées
d’équilibration et les vitesses de refroidissement nécessaires. Ainsi, des pousses de
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millepertuis ont été congelées dans une solution contenant 10% de glycérol, 10% de DMSO et
0.58M de saccharose [Skyba et al., 2011]. Il a été montré qu’une équilibration de 3 h dans la
solution cryoprotectrice avant de procéder a la congélation permettait de réduire a son
minimum la quantité d’eau contenue dans les pousses. Lorsqu’une équilibration d’une heure
était pratiquée, plus la vitesse de refroidissement était faible (0,1°C.min") plus la
déshydratation des pousses était importante. Lors de 1’é¢tude biologique, une vitesse de
refroidissement de 0,1°C.min™" était également reliée aux meilleurs taux de survie et aux
dommages tissulaires les moins importants apres congélation. Néanmoins, il semblait que la
déshydratation des pousses n’était pas un des facteurs majeurs pour expliquer les bons
résultats des vitesses de refroidissement les plus basses.

En conclusion, la DSC est une méthode d’analyse physique qui permet 1’obtention de
grandeurs thermodynamiques caractéristiques de solutions de cryoconservation. Bien
qu’ayant été essentiellement utilisée pour I’étude de solutions de vitrification, la DSC présente
¢galement de nombreux avantages dans 1’étude des solutions de congélation lente. En
particulier, elle permet 1’obtention de trois caractéristiques physiques qui seront utilisées lors
de I’é¢tude expérimentale de ce travail :

e Latempérature de cristallisation (7¢) ;

e La température de fin de fusion a 1’équilibre (7},) qui correspond a la température en
dessous de laquelle une solution peut cristalliser ;

e La variation d’enthalpie de cristallisation (AH) qui permet d’évaluer la quantité de
glace formée dans une solution.
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Etude experimentale

Comme exposé précédemment, 1’utilisation de produits d’origine animale dans les
solutions de cryoconservation est aujourd’hui la source de préoccupations importantes. Ceci
est particulicrement vrai dans deux especes: 1’espéce bovine pour laquelle la barricre
d’espece n’existe pas, et I’espéce humaine pour laquelle la présence potentielle de prions et
ses conséquences représentent un risque difficilement acceptable. Bien que I’utilisation de
BSA réduise les risques sanitaires [Guérin et al., 1997; Givens et Marley, 2008], la pratique la
plus sire reste 1’utilisation de produits d’origine non biologique [Guérin et al., 1997; Le
Tallec et al., 2001]. A ce jour, de nombreux produits ont été utilisés comme substituants dans
les solutions de cryoconservation mais les résultats obtenus ont été plus ou moins concluants.

Notre étude a donc eu pour objet 1’évaluation d’un substituant potentiel (CRYO3, Réf.
5617, Stem Alpha, France) aux produits d’origine animale dans les solutions de
cryoconservation pour embryons. Actuellement, les protocoles de cryoconservation sont
souvent ¢laborés par des méthodes empiriques [Woods et al., 2004]. Cet empirisme conduit a
de nombreuses variations entre les protocoles expérimentaux, ce qui rend leur comparaison et
I’interprétation des résultats difficiles. L’évaluation du CRYO3 a donc été réalisée en
combinant deux approches complémentaires.

Dans un premier temps, une étude calorimétrique par DSC a permis la caractérisation
thermodynamique de solutions de cryoconservation pour embryons contenant du CRYO3 ou
un produit d’origine animale. Le SVF et la BSA ont été choisis comme produit de référence
durant I’ensemble de I’étude. Cette approche fondamentale nous a permis de standardiser,
dans nos conditions expérimentales, les critéres de comparaison entre le substituant potentiel
et les produits d’origine animale. Dans un deuxiéme temps, une approche biologique basée
sur la congélation d’embryons de lapins et de bovins produits in vitro a permis la
caractérisation des propriétés biologiques du CRYO3.

Comme vu précédemment, peu d’études ont porté sur la caractérisation de solutions de
congglation lente pour embryons par DSC. En conséquence, une série d’études préliminaires a
été réalisée afin d’optimiser notre utilisation du DSC et de favoriser une bonne
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reproductibilité¢ des mesures. La composition des SVF pouvant étre relativement différente
d’une référence a I’autre, ces études préliminaires ont également permis d’évaluer 1’influence
de différentes références de SVF sur les caractéristiques thermodynamiques de solutions de
cryoconservation.

Enfin, les solutions de cryoconservation conservées a -20°C peuvent subir une
évolution au cours du temps [Baudot, 1997]. Lors de 1’é¢tude sur le CRYO3, les conditions de
stockage des solutions avant les tests ont donc été élaborées afin de minimiser cette évolution.
Une étude a été réalisée en paralléle afin d’évaluer 1’efficacité de ces conditions de stockage.
Par ailleurs, les antibiotiques présents dans les solutions sont connus pour avoir une influence
sur les propriétés thermodynamiques des solutions de cryoconservation [Salvetti et al., 2006].
L’influence de la présence d’antibiotiques sur 1’évolution des propriétés physiques a donc
¢galement été investiguée. Ce travail sera abordé dans une troisieme partie.

Durant I’ensemble de I’étude expérimentale, précision, reproductibilité et variabilité
seront définies comme suit :
e Précision : variations des résultats liés a la valeur chiffrée donnée par le DSC ;
e Reproductibilité : variations des résultats lors de différentes mesures réalisées pour un
échantillon donné dans des conditions expérimentales définies ;
e Variabilité : variations des résultats lors de différentes mesures réalisées pour des
¢chantillons différents dans des conditions expérimentales définies.
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Evaluation du CRYO3 dans des solutions de cryoconservation pour
embryons de lapins et embryons de bovins produits in vitro

L’¢évaluation du CRYO3 dans des solutions de cryoconservation pour embryons a été
réalisée en trois parties. :

e Tout d’abord, une approche physique a permis de comparer les propriétés
thermodynamiques de solutions de cryoconservation contenant le substituant potentiel ou des
produits d’origine animale. Lors de cette évaluation, le CRYO3 a été utilis¢é dans des
conditions d’utilisation identiques au SVF (tampon de base, concentration et cryoprotecteur)
de manicre a pouvoir comparer leurs caractéristiques ;

e Dans une deuxieéme partie, les mémes solutions de cryoconservation ont été évaluées
par culture in vitro d’embryons de lapins et de bovins produits in vitro préalablement
congelés/décongelés ;

e Enfin, dans une troisiéme partie, une approche in vivo a été réalisée dans I’espece lapin
de manicere a vérifier si les résultats obtenus par culture in vitro étaient confirmés apres
transfert embryonnaire. Lors de cette troisieme évaluation, le CRYO3 a été évalué selon deux
conditions d’utilisation. D’une part, le CRYO3 a été utilisé¢ dans les mémes conditions que
celles employées dans la premiere partie (utilisation d’un tampon de base dans lequel était
rajout¢ du CRYO3 et du cryoprotecteur). D’autre part, suite aux recommandations du
fabricant, le CRYO3 a ¢été utilisé comme solution de base dans laquelle a simplement été
ajouté du cryoprotecteur.

Un résumé global de I’étude sur I’évaluation du CRYO3 est illustré par la Figure 17.

Un résumé des solutions, embryons et approches utilisés, est également disponible dans le
Tableau 5.

l. Matériel et méthodes

A. Premiére partie : Evaluation thermodynamique de solutions
utilisées pour la congélation d’embryons de lapins et de bovins produits
in vitro

1. Elaboration des solutions de cryoconservation

Les solutions de cryoconservation testées ont été identiques dans 1’approche
thermodynamique et dans I’approche biologique in vitro pour chaque type d’embryons. Afin
de pouvoir comparer les propriétés du substituant potentiel a celles du SVF, deux solutions de
base sans composé macromoléculaire ont été ¢laborées, une pour chaque type d’embryons.
L’addition de SVF ou du substituant potentiel permettait ensuite de finaliser les solutions
testées qui ne différaient donc que par le composé macromoléculaire présent.

Afin de favoriser une bonne homogénéité de leur composition, les solutions de
cryoconservation pour chaque type d’embryons ont été préparées simultanément. La solution
de base était re-préparée avant chaque série de test et non stockée a -20°C de manicre a éviter
son évolution. La DSC ¢étant une méthode extrémement sensible, des précautions ont été
prises durant 1’¢élaboration des solutions afin d’éliminer toute impureté qui aurait pu interférer
avec les mesures. La verrerie et le matériel utilisés pour préparer les solutions étaient ainsi a
usage unique ou lavés plusieurs fois puis stérilisés. De méme, les solutions ont été préparées
sous une hotte a flux laminaire. Enfin, la solution de base était filtrée sur 0,20 um avant ajout
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Figure 17 : Schéma global de I’étude sur I’évaluation du CRYO3

Tableau 5 : Embryons, solutions et approches utilisés lors de I’évaluation du CRYO3
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du composé macromoléculaire. Aprés leur fabrication, les conditions de stockage des
solutions ont été¢ choisies afin de minimiser les risques d’évolution. Les solutions de
cryoconservation ont ainsi été stockées dans des petits flacons en verre fermés par un bouchon
en téflon et scellés a 1’aide de parafilm. Elles étaient ensuite congelées a -20°C a I’abri de la
lumiére puis testées dans un délai de trois semaines maximum apres leur fabrication.

Dans une étude préliminaire, il a été observé que les propriétés thermodynamiques de
solutions de cryoconservation contenant des références de SVF différentes pouvaient étre
variables. En conséquence, trois SVF ont été utilisés comme références pour cette étude
thermodynamique : le SVF F2442 (Sigma, France), le SVF BWSTS/181L (VWR, France) et
le SVF 10500-056 (Gibco, France). Pour des raisons pratiques, un seul de ces trois SVF a
ensuite été sélectionné comme référence lors de 1’évaluation biologique. Ce choix a été basé¢
sur la stabilité des résultats obtenus avec les solutions contenant un SVF pendant la premiére
¢valuation thermodynamique (évaluation des solutions pour embryons de lapins). Pour ce
faire, le nombre de répétitions permettant 1’évaluation physique de ces solutions a ¢été
augmenté (n = 9 au lieu de n = 3 classiquement). Dans nos conditions expérimentales, les plus
faibles variations ont été observées avec le SVF F2442 (Sigma). Ce dernier a donc été
sélectionné pour I’évaluation biologique. Pour des raisons de commodités, les SVF F2442,
BWSTS/181L et 10500-056 seront appelés SVF1, SVF2 et SVF3 respectivement pour la suite
de I’étude.

a) Solutions pour embryons de lapins

Les solutions de cryoconservation pour embryons de lapins étaient composées de
Dulbecco’s phosphate buffered saline contenant CaCl, et MgCl, (D-PBS, Réf. 9662, Sigma,
France) supplémenté de 10% de DMSO (v.v') (Réf. D2650, Sigma, France) et de 18% de
SVF ou de CRYO3 (v.v'). De plus, une solution sans composé macromoléculaire a été
utilisée comme contrdle afin d’évaluer ’influence des SVF et du CRYO3 sur les propriétés
thermodynamiques des solutions de cryoconservation.

b) Solutions pour embryons de bovins

Les solutions de cryoconservation pour embryons de bovins produits in vitro étaient
composées de D-PBS contenant CaCl, et MgCl, supplémenté¢ de 1,5M d’EG (Réf. 33068,
Sigma, France), de 0,1M de saccharose (Réf. S9378-500G, Sigma, France) et de 20% de SVF
ou de CRYO3 (v.v'"). Par ailleurs, une solution commerciale classiquement utilisée pour la
cryoconservation d’embryons bovins et contenant 4 g.I' de BSA a également été utilisée
comme référence (Réf. 019447, IMV, France). Néanmoins, cette solution contenait
uniquement 1,5 M d’EG en tant que cryoprotecteur. 0,1 M de saccharose ont donc été rajoutés
afin de conserver les mémes cryoprotecteurs que ceux présents dans les autres solutions.

2. Evaluation thermodynamique

Les transitions de phase des différentes solutions ont été caractérisées grace a un
calorimetre différentiel a balayage a compensation de puissance (DSC Diamond, Perkin-
Elmer, Waltham, Massachusetts, USA). Le calorimétre était équipé d’un cryofill, dispositif
permettant de travailler a basse température en présence d’azote liquide, et du logiciel Pyris
(version R9,1) permettant la collecte des données. Le DSC a été calibré en température et
énergie grace a deux standards : la réaction de fusion de la glace de 1’eau osmosée (0,00°C ;
AH. = 333,0 I.g™") et la transition cristallographique du cyclohexane en son état solide (-
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87,06°C ; 79,56 J. g'l). La validité de cette calibration a été vérifiée régulierement par des tests
sur de I’eau osmosée.

Aprés la calibration du DSC, des mesures additionnelles réalisées sur les deux
standards ont permis d’évaluer la reproductibilité des mesures du DSC dans nos conditions
d’utilisation. L’incertitude de mesure maximale obtenue avec de ’eau osmosée et du
cyclohexane était de 0,11°C pour la température et de 1,14% pour 1’énergie (Tableau 6). Ces
résultats étaient parfaitement concordants avec les spécifications techniques du DSC fournies
par le constructeur (£0,11°C pour la température et +1,10% pour I’énergie). Cette
concordance a donc validé les conditions expérimentales dans lesquelles ont été réalisées les
différentes mesures.

Tableau 6 : Reproductibilité des mesures pour deux échantillons de référence

Echantillon masse Valeur at;endue / valeur la plus elmgz;; (erreur)
, 0,00°C / 0,08°C 333,0J.¢" /336,73 I.g"
Eau osmosée (n = 1) 3,8 mg (0.08°C) %1 14%) &
-87,06°C / -86,95°C 79,56 J.¢/ 79,50 J.g"'
Cyclohexane (n=1) 2,8 mg (0.11°C) (gO 1%) &

Durant I’expérimentation, chaque flacon contenant une solution de cryoconservation
n’a été utilisé que pour un seul test de manicre a éviter une évolution des propriétés physiques
de la solution suite a la décongélation et a I’ouverture du flacon. Pour chaque test, un flacon
¢tait préalablement placé pendant une vingtaine de minutes a température ambiante afin de
permettre la décongélation de la solution de cryoconservation. La solution était alors prélevée
puis déposée dans une capsule standard de 20 puL congue pour échantillons volatiles (Réf.
0219-0062, Perkin-Elmer, Waltham, Massachusetts, USA) et préalablement pesée sur une
balance de précision (AE240, Mettler, Suisse). Une étude préliminaire avait montré qu’une
variation dans la masse des échantillons engendrait une variabilit¢ importante des résultats
(Tableau 7). L’utilisation d’une micropipette pour le prélévement des solutions s’est donc
révélée indispensable afin de garantir une bonne reproductibilité des mesures. Apres avoir été
scellée, la capsule était pesée de nouveau de maniere a connaitre avec précision la masse de
I’échantillon (erreur inférieure a 0,02 mg). La capsule était enfin pesée a la fin des mesures de
manicre a vérifier son étanchéité. Dans ces conditions, la masse moyenne des échantillons
était de 5,47 mg £ 0,57 (moyenne + SD, n = 45) pour I’expérimentation sur les solutions pour
embryons de lapins et de 5,25 mg £ 0,28 (n = 27) pour I’expérimentation sur celles pour
embryons de bovins produits in vitro.

Tableau 7 : Reproductibilité des mesures en fonction de la masse de I’échantillon

. Variations maximales
Echantillon masse T. AH
_ 7,06 + 0,31 mg o 1
Masses proches (n = 4) 3.02+0.17 mg 0,4°C 521J).g
Masses variables (n = 4) 7,81 + 5,63 mg 3,1°C 22,1 J.g'1

Deux caractéristiques thermodynamiques ont été déterminées lors des mesures : la Tj,
AH. Ces caractéristiques ont été choisies dans la mesure ou elles permettent une bonne
caractérisation des solutions de congélation lente. Pour ce faire, deux cycles successifs de
refroidissement et de réchauffement ont été appliqués entre 10°C et -150°C. 11 est également
important de noter que, dans des solutions aqueuses, I’eau a tendance a s’évaporer puis a
condenser au sommet de la capsule, ce qui peut perturber les mesures. En conséquence, les
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intervalles de temps entre les réchauffements et les refroidissements successifs ne dépassaient
pas une minute. Un exemple de thermogramme ainsi qu’un schéma de son analyse sont
disponibles sur la Figure 10.

Dans un premier temps, un refroidissement rapide (-100°C.min™") était suivi par un
réchauffement lent (2,5°C.min™") pour déterminer Tp,. La vitesse de 2,5°C.min"" a été choisie
car il s’agit d’une vitesse de référence a laquelle de nombreuses solutions de cryoconservation
ont été caractérisées par DSC [Baudot et al., 2000; Baudot et Odagescu, 2004]. Malgré nos
précautions pour éviter I’évaporation d’eau, un petit pic parasite a été systématiquement
observé au-dessus du pic principal lors du premier réchauffement. Ce pic grandissait ensuite
au fur et a mesure des cycles effectués. Ce pic a d¢ja été décrit dans d’autres études [Boutron,
1984] et était probablement di a I’évaporation d’une partie de I’eau de la solution lors du
temps d’équilibration au début de la mesure. Dans la mesure ou son aire était beaucoup plus
petite que celle du pic principal, ce pic parasite n’a pas été pris en compte dans la mesure de
Tm. Ty était déterminée au sommet du pic principal de fusion.

Dans un second temps, un refroidissement lent (-2,5°C.min"") était suivi d’un
réchauffement rapide (20°C.min"") de maniére a déterminer AH. AH était mesurée par
¢valuation de I’aire comprise entre le pic de cristallisation et la ligne de base.

Enfin, durant I’expérimentation lapin, une troisiéme grandeur thermodynamique a été
mesurée afin de sélectionner le SVF le plus stable utilisé ultérieurement lors de 1’approche
biologique : 7¢. Cependant, a la différence de 7}, et AH qui dépendent essentiellement de la
composition de 1’échantillon, 7, est trés dépendante des conditions expérimentales. En
conséquence, 7, peut étre trés variable et n’a été utilisée que pour le choix du SVF le plus
stable thermodynamiquement. 7, était mesurée au départ du pic de cristallisation durant le

refroidissement lent a 2,5°C.min’1.

B. Deuxiéme partie : Evaluation biologique in vitro chez les embryons
de lapins et de bovins produits in vitro

1. Solutions utilisées

Comme dit précédemment, les solutions utilisées lors de I’approche biologique in vitro
¢taient identiques a celles utilisées lors de I’approche thermodynamique.

Les solutions pour embryons de lapins étaient donc composées de D-PBS supplémenté
de 10% de DMSO et de 18% de SVF ou de CRYO3.

Les solutions pour embryons de bovins produits in vitro étaient composées de D-PBS
supplémenté de 1,5M d’EG, de 0,1M de saccharose et de 20% de SVF ou de CRYO3. La
solution commerciale contenant 4 g.I" BSA et a laquelle ont été rajoutés 0,1M de saccharose
a ¢également servi de référence.

2. Embryons de lapins

L’ensemble de I’expérimentation a ét¢ mené en accord avec les directives européennes
2010/63/EU sur les soins et 1’utilisation des animaux a usage scientifique. Le protocole a été
approuve par le comité d’éthique du campus vétérinaire de VetAgro Sup (N° du protocole :
2012/1232).

L’¢tude a été réalisée dans un cadre zootechnique chez un éleveur sélectionneur
(SARL Hycole, Marcoing, France). Les lapines utilisées étaient de race croisée New-Zealand
et étaient logées dans les mémes conditions d’élevage par groupes de deux a quatre dans un
batiment d’élevage a acces réglementé.
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a) Traitement hormonal des Ilapines et collecte des
embryons

Les traitements de superovulation et la récupération des embryons ont été effectués
selon le protocole décrit par Salvetti et al. [Salvetti et al., 2007]. La superovulation des lapines
a ét¢ induite 60 h avant I’TA par cinq injections sous cutanées de pFSH (Stimufol®, Reprobiol,
Belgique) réalisées a 12h d’intervalle. Juste apres 1’insémination, une injection de buséréline
(Receptal®, MSD Santé Animale, France) a permis de provoquer 1’ovulation.

Les tractus génitaux des lapines ont été récupérés 65 a 72 h post-insémination apres
abattage. Une perfusion normograde de chaque oviducte et de la corne utérine attenante avec
une solution isotonique (Euroflush®, IMV technologies, France) a alors permis la récupération
des embryons au stade morula. Apres évaluation morphologique, les embryons ont été
conservés a température ambiante et a I’abri de la lumiere pendant 2 h au maximum avant
congélation.

Un total de 152 embryons a été récupéré. Les embryons issus de chaque lapine ont été
aléatoirement distribués entre deux groupes : (i) 76 embryons dans le groupe SVF, congelé
dans la solution de cryoconservation contenant 18% de SVF1 et (ii) 76 embryons dans le
groupe CRYO3, congelé dans la solution de cryoconservation contenant 18% de CRYO3.

b) Congélation et réchauffement des embryons

Les embryons ont été congelés selon le protocole de congélation lente décrit par Joly
et al. [Joly et al., 1998]. Les embryons ont tout d’abord été équilibrés a température ambiante
dans trois bains successifs constitués de D-PBS, de 18% du composé macromoléculaire choisi
et de concentrations croissantes de DMSO (3,3%, 6,7% puis 10%). Chaque équilibration a
duré 5 min. A la fin de la période d’équilibration, entre cinq et 25 embryons ont été montés
dans des paillettes stériles standards de 0,25 ml (IMV, France) qui ont ensuite été scellées par
un bouchon stérile.

Les paillettes ont ensuite été placées directement dans un congélateur programmable
(Cryocell 1200, IMV, France) préalablement refroidi a -7°C. Aprés 5 min d’équilibration, le
« seeding » a été induit par I'intermédiaire d’un écouvillon préalablement refroidi dans de
I’azote liquide. Aprés une seconde période d’équilibration de 10 min, les embryons ont été
refroidis a la vitesse de 0,5°C.min"" jusqu’a -30°C. Une fois cette température atteinte, les
paillettes ont été plongées directement dans 1’azote liquide ou elles ont été stockées pendant
une semaine.

La décongélation a été réalisée en plagant les paillettes dans I’air a température
ambiante pendant 10 a 15 s jusqu’a disparition des cristaux de glace, puis dans un bain-marie
a 20°C pendant 1 min. Le contenu des paillettes était alors vidé dans une boite de pétri dans
laquelle les embryons étaient collectés. Les embryons ont ensuite été placés a température
ambiante dans trois bains successifs d’ « IMV holding medium » (IMV, France) contenant des
concentrations décroissantes de DMSO (6,7%, 3,3% puis 0% de DMSO) de maniere a retirer
ce dernier tout en réhydratant les embryons.

c) Mise en culture in vitro et évaluation de la viabilité des
embryons congelés

Apres décongélation, I’ensemble des embryons de chaque groupe a été récupéré puis

placé en culture a 38,5°C dans du KSOM (EmbryoMax® KSOM Embryo Culture, Millipore,
France) sous 5% de CO; dans ’air et une atmosphere saturée en humidité. Le taux de survie
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embryonnaire a ¢été¢ évalué aprés 48 h de culture in vitro par la capacité des embryons
congelés a reprendre leur développement jusqu’aux stades blastocyste ou blastocyste expansé.

3. Embryons de bovins produits in vitro
a) Production des embryons

Collecte des ovocytes et maturation in vitro

La collecte et la maturation in vitro des ovocytes ont été réalisées selon le protocole
décrit par Guyader-Joly et al. [Guyader-Joly et al., 1999]. Des ovaires bovins ont été collectés
aux abattoirs et transportés au laboratoire en moins de 4 h dans une solution a 30-32°C de
PBS (IMV, France). Les complexes cumulo-ovocytaires immatures ont alors été aspirés par
ponction de follicules antraux de 3 a 8§ mm de diametre a 1’aide d’une aiguille de 18 gauges
connectée a une pompe péristaltique. Les complexes ont été recueillis dans un milieu TCM-
199 tamponné a I’HEPES (Sigma, France) et supplémenté avec 10% de sérum de vache en
cestrus (SVO, préparé au laboratoire). Ils ont ensuite été séparés du fluide folliculaire par
sédimentation (15 min).

La sélection des ovocytes a été effectuée selon la morphologie de leurs cumulus
(cumulus non atrétiques, uniformes et non expansés). Leur maturation a été effectuée dans du
TCM-199 (Sigma, France) supplémenté avec 10% de SVF (Fisher Scientific, France), 10
pg.ml’ de pFSH, 12 pg.ml” de pLH (Reprobiol, France), 1 ug.ml' d’cestradiol (Sigma,
France) et 5 ng.ml’ d’EGF (Sigma, France). Des groupes de 30 & 35 complexes cumulo-
ovocytaires ont été cultivés pendant 22 a 24 h a 39°C dans des puits contenant 700 pl de
milieu de maturation, sous 5% de CO, dans I’air et une atmosphére saturée en humidité.

Fertilisation in vitro

Aprés maturation, les ovocytes ont été lavés deux fois dans le milieu de FIV. Ce
dernier était constitué d’une solution de Tyrode modifiée (préparée au laboratoire)
supplémentée avec 10 ug.ml'1 d’héparine (Sigma, France), 20 uM de pénicillamine (Sigma,
France), 10 uM d’hypotaurine (Sigma, France) et 1 pM d’adrénaline (Sigma, France). Des
groupes de 20 a 25 ovocytes matures ont été incubés dans des puits contenant 500 ul de
milieu.

La préparation du sperme a été effectuée par décongélation d’un éjaculat unique de
taureau dans un bain-marie a 37°C pendant 1 min puis par centrifugation sur un gradient de
densité (Bovipure®, Nidacon International AB, Suéde). Aprés élimination du surnageant, les
spermatozoides ont été remis en suspension dans du milieu de fertilisation et comptés grace a
un hémocytomeétre. La suspension de spermatozoides a été ajoutée dans chaque puits
contenant les complexes cumulo-ovocytaires maturés a la concentration de 10° cellules par
ml. L’incubation a eu lieu pendant 18 a 20 h, a 38,5°C, sous 5% de CO, dans I’air et une
atmosphere humide.

Culture in vitro

Les zygotes présumés ont ¢té séparés des cellules du cumulus par des pipetages
répétés. Ils ont ensuite été lavés deux fois dans du milieu de culture. Ce dernier était composé
d’un milieu SOF modifi¢ (mSOF, Minitiib, GmbH, Allemagne) supplémenté avec du milieu
« MEM essential and non essential amino acids » (Sigma, France), 0,6% de BSA sans acide
gras (Sigma, France) et 1% de SVO. Des groupes d’environ 25 zygotes ont été cultivés
pendant 6 j dans des microgouttes de 50 pl de milieu recouvertes d’huile minérale.
L’ensemble était placé a 38,5°C sous 5% de CO,, 5% d’O,, 90% de N, et une atmosphére
saturée en humidité.
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Aprés 2 j de culture, le clivage des embryons a été vérifié et toutes les structures
n’ayant pas subi de clivage ont été¢ ¢liminées. Le développement embryonnaire et la qualité
des embryons ont été évalués 7 j apres la fertilisation conformément aux indications de I’'IETS
[Stringfellow et Givens, 2010]. Seuls les blastocystes expansés de qualité 1 ont été
sélectionnés pour le protocole de cryoconservation.

b) Congélation et réchauffement des embryons

Cent quarante-neuf embryons ont été produits et congelés en sept répétitions. Lors de
chaque répétition, les blastocystes expansés ont été aléatoirement distribués entre trois
groupes en fonction des solutions de congélation utilisées : (i) 45 embryons dans le groupe
BSA, congelé dans la solution commerciale contenant 4 g.I"' de BSA, (ii) 50 embryons dans
le groupe SVF, congel¢ dans la solution contenant 20% SVF1 et (iii) 54 embryons dans le
groupe CRYO3, congelé dans la solution contenant 20% de CRYO3.

Les embryons ont été congelés de maniere conventionnelle grace a un congélateur
programmable (Nicoll Bag MS21, IMV, France). Ils étaient tout d’abord équilibrés dans la
solution de cryoconservation pendant 10 min. Durant cette période, entre cinq et dix
embryons étaient montés dans une paillette stérile standard de 0,25 ml (IMV, France) qui était
ensuite scellée par un bouchon stérile.

A la fin de la période d’équilibration, les paillettes étaient placées dans le congélateur
programmable préalablement refroidi a -7°C. Apres 5 min d’équilibration, le « seeding » a été
induit manuellement. Aprés une seconde période d’équilibration de 10 min, les embryons ont
été refroidis a la vitesse de 0,5°C.min™! jusqu’a -32°C. Une fois cette température atteinte, les
paillettes ont été plongées directement dans 1’azote liquide ou elles ont été stockées pour au
moins une semaine.

La décongélation a été réalisée en placant les paillettes dans 1’air a température
ambiante pendant 10 s puis dans un bain-marie a 20°C pendant 20 s. Les paillettes étaient
ensuite séchées avant d’étre coupées pour expulser leur contenu dans une boite de pétri. Une
fois collectés, les embryons ont été réhydratés pendant 8 min a température ambiante dans un
bain d’ « IMV holding medium » (IMV, France) avant d’étre rincés deux fois dans le milieu
de culture.

c) Mise en culture in vitro et évaluation de la viabilité des
embryons congelés

Apres décongélation, 1I’ensemble des embryons a été récupéré puis transféré dans un
milieu de culture composé de mSOF supplémenté avec 10% de SVO. Les embryons ont été
cultivés pendant 72h a 38,5°C dans des microgouttes de milieu recouvertes d’huile minérale
sous une atmosphére humide composée de 5% de CO,, 5% d’O, et 90% de N,.

La viabilité embryonnaire a été évaluée par la capacité des embryons a développer de
nouveau leur blastoccele apres 24 a 48 h de culture in vitro (taux de survie) et d’éclore apres
24,48 et 72 h de culture in vitro (taux d’éclosion).

C. Troisieme partie : Evaluation biologique in vivo sur les embryons
de lapins

L’ensemble de I’expérimentation a également ét¢ mené en accord avec les directives
européennes 2010/63/EU sur les soins et 'utilisation des animaux a usage scientifique. Le
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protocole a été approuvé par le comité d’éthique du campus vétérinaire de VETAGRO SUP
(N° du protocole : 2012/1232).

L’étude a été réalisée dans des conditions zootechniques identiques a celles utilisées
lors de I’approche biologique in vitro chez les embryons de lapins (logement, alimentation...
etc.).

1. Solutions utilisées
Lors de 1’étude in vivo, le CRYO3 a été évalué selon deux conditions d’utilisation.
Deux expérimentations successives ont ¢été réalisées. Une synthese de ces deux

expérimentations est présentée dans le Tableau 8.

Tableau 8 : solutions utilisées et nombre d’embryons congelés et transférés lors des
expérimentations in vivo

. e . Nombre d’embryons
Solutions utilisées . —
Congelés | Transférés
18% SVF1
Premiére D-PBS + (Groupe SVF) 134 120
expérimentation in vivo | 10% DMSO 18% CRYO3 142 118
(Groupe CRYO3)

« IMV holding medium » + 10% DMSO 136 178

Deuxiéme (Groupe BSA)
expérimentation in vivo CRYO3 + 10% DMSO 185 185

(Groupe CRYO3/100)

Lors de la premicre expérimentation, le CRYO3 a été comparé au SVF1 dans les
mémes conditions que celles utilisées lors de I’étude thermodynamique et lors de 1’étude in
vitro. Les solutions étaient donc composées de D-PBS supplémenté de 10% de DMSO et de
18% de SVF1 ou de CRYO3.

Dans la deuxiéme expérimentation, le CRYO3 a été utilis¢ comme solution de base
avec ajout de DMSO pour finaliser la solution de cryoconservation. Les propriétés
biologiques in vivo de cette solution ont été comparées a celles d’une solution composée d’
« IMV holding medium » a laquelle a également été ajouté du DMSO. Cette derniére solution
a été choisie dans la mesure ou elle est classiquement utilisée pour la réalisation de transferts
embryonnaires. Les résultats attendus sont donc trés bien connus. Les solutions comparées
¢taient donc composées de CRYO3 ou d’ « IMV holding medium », chacun supplémenté avec
10% de DMSO.

Une partie des solutions utilisées pour les transferts embryonnaires a été conservée
afin d’étre testée sur le DSC et ainsi vérifier leurs propriétés thermodynamiques.

2. Récupération des embryons et protocole de congélation

Les protocoles de récupération et de congélation des embryons étaient identiques a
ceux utilisés dans 1’étude in vitro. La seule différence a concerné les solutions d’équilibration
avant congélation pour les solutions composées de CRYO3 ou d’ « IMV holding medium »
supplémentés avec 10% de DMSO. Pour ces dernicres, les solutions d’équilibration étaient
composées de CRYO3 ou d’ « IMV holding medium » supplémentés avec 3,3%, 6,7% puis
10% de DMSO.
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Lors de la premiére expérimentation, un total de 276 embryons a été récupéré. Les
embryons issus de chaque lapine ont été¢ aléatoirement distribués entre deux groupes : (i) 134
embryons dans le groupe SVF, congelé dans la solution de cryoconservation contenant 18%
de SVFI et (ii) 142 embryons dans le groupe CRYO3, congelé dans la solution de
cryoconservation contenant 18% de CRYO3.

Lors de la deuxieme expérimentation, un total de 371 embryons a été récupéré. Les
embryons issus de chaque lapine ont été aléatoirement distribués entre deux groupes : (i) 186
embryons dans le groupe BSA, congel¢ dans la solution basée sur I’ « IMV holding medium »
et (i) 185 embryons dans le groupe CRYO3/100, congelé dans la solution de
cryoconservation basée sur le CRYO3.

3. Protocole de transfert et évaluation de Ila survie
embryonnaire

Aprés décongélation, les transferts embryonnaires ont été réalisés selon le protocole
décrit par Salvetti et al. [Salvetti et al., 2007]. Une injection intramusculaire de d’acétate de
buséréline a permis d’induire 1’ovulation 50 a 60 h avant transfert. Les receveuses ont été
anesthésiées a I’aide d’une injection intramusculaire de kétamine (Imalgéne 1000%, Mérial,
France) et de xylazine (Rompun® 2%, Bayer, France) une dizaine de minute avant
I’intervention. Une anesthésie gazeuse a base d’isoflurane (vetflurane®, Virbac, France) a été
mise en place pour la chirurgie. Apres décongélation, les embryons ont été rapidement
montés dans un capillaire de transfert en verre de 50 pl contenant un minimum d’ « IMV
holding medium » et connecté a une seringue de 1 ml. Une moyenne de 10,4 embryons a été
transférée dans la lumiére des cornes utérines des receveuses apres laparotomie médiane. La
viabilité in vivo des embryons a été évaluée grace au taux de mise bas (nombre de femelles
donnant naissance a au moins un lapereau/nombre de femelles transférées), le taux total de
naissance (nombre de lapereaux nés/nombre d’embryons transférés) et le taux de naissance de
lapereaux vivants (nombre de lapereaux nés vivants/nombre d’embryons transférés).

La premiere expérimentation a permis le transfert de 120 embryons du groupe SVF et
118 embryons du groupe CRYO3 sur 24 lapines synchronisées. Lors de la deuxiéme
expérimentation, 178 embryons du groupe BSA et 185 embryons du groupe CRYO3/100 ont
été transférés sur 34 receveuses.

D. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel R [R Development Core
Team]. La normalité des distributions des valeurs obtenues lors de 1’évaluation
thermodynamique a été vérifiée grace au test de normalité de Shapiro-Wilk. Les valeurs
obtenues avec les solutions de cryoconservation pour embryons de lapins et de bovins ne
suivaient pas toutes une distribution gaussienne. La comparaison des propriétés
thermodynamiques des solutions a été réalisée grace a des statistiques descriptives effectuées
sur deux critéres : la valeur moyenne des propriétés et la variabilité¢ des différentes valeurs
obtenues.

Concernant les évaluations biologiques in vitro et in vivo, les taux de survie, les taux
d’éclosions, les taux de mise bas, les taux totaux de naissance et les taux de naissance de
lapereaux vivants ont été comparés grace au test exact de Fisher. Les résultats statistiques ont
¢été considérés comme significatifs lorsque la valeur de p était inférieure a 0,05. Dans le cas de
résultats significativement différents, un test de puissance a également été effectué apres
I’achévement de I’expérimentation afin de vérifier le nombre d’embryons utilisé dans chaque
groupe et ainsi vérifier la validité de nos conclusions.
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Il. Résultats

A. Evaluation thermodynamique

1. Solutions pour embryons de lapins

a) Caractéristiques des solutions

contenant du SVF

thermodynamiques

Les valeurs moyennes de T;, et AH étaient proches entre les différentes solutions
contenant un SVF (Tableau 9). En effet, la valeur moyenne la plus haute et la valeur moyenne
la plus basse étaient seulement séparées par 0,14°C et 2,46 J.g™' respectivement.

Tableau 9 : Caractéristiques thermodynamiques des solutions de cryoconservation pour

embryons de lapins (moyenne = SD)

T (°C) AH (J.g7)
D-PBS + 10% DMSO (n = 9, solution contrdle sans CM*) -3,33+0,27 185,06 + 2,62
D-PBS + 10% DMSO + 18% SVF1 (n=19) -3,01 £0,38 180,49 + 2,54
D-PBS + 10% DMSO + 18% SVF2 (n=9) -3,15+0,28 180,82 + 3,61
D-PBS + 10% DMSO + 18% SVF3 (n=19) -3,12+£0,38 178,36 + 7,88
Moyennes globales des solutions contenant du SVF (n=27) | -3,10+ 0,34 179,89 + 5,13
D-PBS + 10% DMSO + 18% CRYO3 (n=9) -2,76 £0,36 183,39 + 3,58

*: Composé macromoléculaire

A I'inverse, les distributions des différentes valeurs de T}, et AH étaient trés différentes
entre les solutions. En ce qui concerne T, les plus faibles variations ont été observées avec la
solution contenant du SVF2. Huit des neuf valeurs étaient ainsi comprises entre -3,06°C et -
3,39°C (Figure 18). Cependant, la neuvieme valeur était assez €loignée des huit autres (-
2,46°C). Les solutions contenant du SVF1 ou du SVF3 ont engendré des variations plus
importantes. Les valeurs obtenues avaient des distributions similaires et étaient uniformément
réparties entre -2,54°C et -3,77°C (SVF1) et -2,51°C et -3,83°C (SVF3).
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Figure 18 : Diagramme des valeurs de 7, des solutions de cryoconservation pour
embryons de lapins
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Concernant AH, la solution contenant du SVF1 a été la plus stable avec huit des neuf
valeurs comprises entre 180,29 J.g" et 182,16 J.g" (Figure 19). Néanmoins, a I’instar du
SVF2 pour Ty, la neuviéme valeur était assez éloignée (174,00 J.g™"). La solution contenant
du SVF2 a engendré plus de variations mais les valeurs étaient uniformément réparties entre
174,06 J.g”" et 186,62 J.g"'. Enfin les variations les plus importantes ont été observées avec la
solution contenant du SVF3. Bien que huit des neuf valeurs étaient réparties relativement
uniformément entre 175,84 J .g'] et 184,40 J .g'l, la neuviéme valeur semblait aberrante
(158,65 J.g'). On peut cependant remarquer que lorsque cette valeur est écartée, la
distribution des huit autres est similaire a celle des valeurs obtenues avec la solution contenant
du SVFI1.
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Figure 19 : Diagramme des valeurs de AH des solutions de cryoconservation pour
embryons de lapins

Selon nos critéres et dans nos conditions expérimentales (poids des échantillons,
vitesses de refroidissement et de réchauffement... etc.), deux SVF pouvaient étre considérés
comme stables d’un point de vue thermodynamique: les SVF1 (AH) et SVF2 (T}).
Cependant, la solution contenant du SVF1 ¢tait aussi la plus stable pour 7. (Figure 20). En
conséquence, le SVF1 a été choisi comme référence pour I’ensemble de 1’approche
biologique.
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Figure 20: Diagramme des valeurs de 7. des solutions de cryoconservation pour
embryons de lapins contenant du SVF
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b) Impact des différents SVF sur les propriétés
thermodynamiques des solutions de cryoconservation

L’impact des SVF sur les propriétés thermodynamiques des solutions de
cryoconservation a ¢été différent suivant que [’on consideére les valeurs moyennes des
caractéristiques ou les distributions des valeurs obtenues.

Tout d’abord, les SVF ont eu un impact relativement faible sur les valeurs moyennes
de T, ou de AH (Tableau 9). Concernant T, les valeurs moyennes ont ainsi légérement
augment¢ suite a 1’ajout de SVF dans les solutions de cryoconservation. Les SVF2 et SVF3
ont eu une influence plus faible que le SVF1. En effet, 0,18°C et 0,21°C séparaient la valeur
moyenne obtenue avec la solution contréle sans composé macromoléculaire de celles
obtenues avec les solutions contenant du SVF2 ou du SVF3 respectivement, contre 0,32°C
pour la solution contenant du SVFI.

En ce qui concerne AH, I’ajout de SVF a provoqué une légere baisse des valeurs
moyennes obtenues avec les solutions de cryoconservation. En effet, entre 4,24 J .g'] et 6,70
J.g" séparaient la valeur moyenne obtenue avec la solution contrdle de celles obtenues avec
les solutions contenant du SVF.

A D’inverse, les SVF ont eu une influence variable sur les distributions des valeurs de
T et AH obtenues avec les solutions de cryoconservation.

Concernant Ty, tous les SVF ont eu tendance a augmenter la variabilité des résultats
(Figure 18). Les variations obtenues avec la solution contenant du SVF2 (0,93°C) étaient ainsi
proches de celles obtenues avec la solution contréle (0,70°C). Les variations obtenues avec
les solutions contenant du SVF1 ou du SVF3 étaient quant a elles plus importantes (1,23°¢c et
1,32°C respectivement).

En ce qui concerne AH, les variations obtenues avec la solution contenant du SVF1
(8,16 J.g™") étaient similaires a celles obtenues avec la solution contrdle (9,13 J.g™") (Figure
19). Celles obtenues avec la solution contenant du SVF2 (12,56 J .g'l) ¢taient légerement plus
importantes. Les variations les plus importantes ont été observées avec la solution contenant
du SVF3 (25,75 J.g). On peut cependant remarquer que si la valeur aberrante était écartée,
les variations (8,56 J.g") étaient similaires & celles obtenues avec les solutions contrdle ou
contenant du SVFI.

c) Caractéristiques thermodynamiques des solutions
contenant 18% de CRYO3 et comparaison avec les SVF

Les valeurs moyennes de 7, et AH étaient similaires entre toutes les solutions de
cryoconservation contenant un SVF. En conséquence, toutes les valeurs obtenues avec ces
solutions ont ét¢ mises en commun afin de calculer les moyennes globales de 71, et AH pour
I’ensemble des solutions contenant un SVF. Ces moyennes globales ont été comparées aux
valeurs moyennes obtenues avec la solution contenant du CRYO3.

Les caractéristiques thermodynamiques de cette derniére étaient relativement proches
de celles des solutions contenant un SVF. En ce qui concerne Ty, les valeurs obtenues avec la
solution contenant du CRYO3 étaient comprises entre -2,22°C et -3,22°C (Figure 18). Bien
que légerement différentes, ces valeurs se situaient dans le méme ordre de grandeur que celles
obtenues avec les solutions contenant un SVF en prenant en compte [’incertitude
expérimentale. De plus, les variations obtenues avec la solution contenant du CRYO3
(1,00°C) étaient similaires a celles obtenues avec la solution contenant du SVF2 (solution la
plus stable). Elles étaient ¢galement légérement inférieures a celles obtenues avec les autres
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solutions contenant un SVF. Enfin, 0,34°C séparaient la valeur moyenne de 7, obtenue avec
la solution contenant du CRYO3 de la valeur moyenne globale obtenue avec I’ensemble des
solutions contenant du SVF (Tableau 9).

Les valeurs de AH obtenues avec la solution contenant du CRYO3 étaient réparties
uniformément entre 178,14 J.g'1 et 189,26 J.g'1 (Figure 19). Ces valeurs étaient également
proches de celles obtenues avec 1’ensemble des solutions contenant un SVF. Les variations
obtenues avec la solution contenant du CRYO3 (11,12 J.g™") étaient cependant : (i) 1égérement
supérieures a celles obtenues avec la solution contenant du SVF1 (solution la plus stable), (ii)
similaires a celles obtenues avec la solution contenant du SVF2 et (iii) inférieures a celles
obtenues avec la solution contenant du SVF3. Enfin, seuls 3,50 J.g"' séparaient la valeur
moyenne de AH obtenue avec la solution contenant du CRYO3 et la valeur moyenne globale
obtenue avec I’ensemble des solutions contenant du SVF (Tableau 9).

En ce qui concerne son influence sur les propriétés thermodynamiques des solutions
de cryoconservation, le CRYO3 a augmenté¢ légérement la variabilité des résultats, qu’il
s’agisse de Ty, ou de AH (Figure 18 et Figure 19). De plus, 1’addition de CRYO3 a provoqué
une augmentation sensible de la valeur moyenne de T1,. En effet, 0,57°C séparaient les valeurs
moyennes obtenues avec la solution contenant du CRYO3 et la solution controle. A I’inverse,
le CRYO3 n’a pas eu d’influence sur la valeur moyenne de AH des solutions. Seuls 1,67 J.g™
séparaient en effet les valeurs moyennes de AH obtenues avec la solution contenant du
CRYO3 et la solution controle.

2. Solutions pour embryons bovins produits in vitro

Les valeurs moyennes de T3, obtenues avec les solutions contenant du CRYO3, de la
BSA ou du SVF ¢taient similaires (Tableau 10). En effet, la différence la plus importante était
¢gale a 0,23°C et a été observée entre la solution contenant du SVF et celle contenant de la
BSA. La valeur moyenne obtenue avec la solution contenant du CRYO3 était quant a elle
séparée par seulement 0,08°C et 0,15°C de celles obtenues avec les solutions contenant de la
BSA ou du SVF respectivement.

Tableau 10 : Caractéristiques thermodynamiques des solutions de cryoconservation
pour embryons bovins produits in vitro (moyenne = SD)

Tw (°C) AH J.g"
Solution IMV (4 g.I" BSA + 1,5M EG) + 0,1M Sac* (n=9) |-3,48+0,22 | 181,95+2,74
D-PBS + 1,5M EG + 0,IM Sac + 20% SVF (n=9) -3,25+0,20 186,61 +1,73
D-PBS + 1,5M EG + 0,IM Sac + 20% CRYO3 (n=9) -3,33+0,41 187,16 £2,22

- saccharose

En revanche, la distribution des valeurs de 7}, obtenues avec la solution contenant du
CRYO3 ¢tait plus étendue que celles obtenues avec les solutions contenant de la BSA ou du
SVF (Figure 21). Ces deux derniéres avaient des distributions similaires. La variabilité des
résultats obtenus avec la solution contenant du CRYO3 (1,17°C) était donc plus importante
que celles obtenues avec les solutions contenant de la BSA ou du SVF (0,64°C et 0,57°C
respectivement).
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Figure 21: Diagramme des valeurs de 7, des solutions de cryoconservation pour
embryons bovins produits in vitro

En ce qui concerne AH, les propriétés thermodynamiques obtenues avec les solutions
contenant du CRYO3 ou du SVF étaient similaires. Leurs valeurs moyennes n’étaient ainsi
séparées que de 0,55 J.g" (Tableau 10). De méme, les distributions de leurs valeurs étaient
semblables avec des valeurs comprises entre 183,75 J.g" et 189,48 J.g" pour la solution
contenant du CRYO3 et entre 183,86 J.g™" et 188,33 J.g™' pour les solutions contenant du SVF
(Figure 22). Enfin, les variabilités de leurs résultats étaient proches (4,54 J .g'1 pour la solution
contenant du SVF et 5,73 J.g”' pour la solution contenant du CRYO3).

A D’inverse, les valeurs de AH obtenues avec la solution contenant de la BSA étaient
relativement différentes de celles obtenues avec les deux autres solutions. Elles étaient ainsi
comprises entre 176,08 J.g,'1 et 184,39 J.g'l. En conséquence, 4,66 J.g'1 et 5,21 J.g'1 séparaient
la valeur moyenne obtenue avec la solution contenant de la BSA de celles obtenues avec les
solutions contenant du SVF et du CRYO3 respectivement. De méme, la variabilité¢ des
résultats obtenus avec la solution contenant de la BSA (8,31 I.g™") était supérieure a celles
obtenues avec les autres solutions.
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Figure 22 : Diagramme des valeurs de AH des solutions de cryoconservation pour
embryons bovins produits in vitro
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3. Solutions utilisées lors de I’'approche in vivo

L’évaluation thermodynamique des solutions utilisées lors de 1’approche in vivo a
montré que les propriétés physiques moyennes des solutions utilisées dans la premicre
expérimentation in vivo étaient trés proches de celles des solutions de composition identique
¢tudiées dans D’approche thermodynamique de la premiére partie (Tableau 11). Cette
similarit¢ a permis de valider la combinaison entre une approche thermodynamique et une
approche biologique.

En ce qui concerne les solutions utilisées lors de la deuxiéme expérimentation, leurs
propriétés thermodynamiques moyennes ¢étaient trés proches entre elles mais légérement
différentes des solutions précédemment testées.

Tableau 11 : Propriétés thermodynamiques des solutions utilisées lors de I’approche in
vivo (moyenne £ SD)

Tw(CO)  |AH(J.g)
Premicre D-PBS + 10% DMSO + 18% SVF1 (n = 3) -3,36 £ 0,74 | 184,03 +4,84
expérimentation | D-PBS + 10% DMSO + 18% CRYO3 (n = 3) -2,70+ 0,87 | 182,27 £ 7,83
Deuxiéme « IMV holding medium » + 10% DMSO (n=3) | -3,83+0,41 | 169,21 £+ 6,62
expérimentation | CRYO3 + 10% DMSO (n = 3) -3,83+0,50 | 161,51 £6,93
B. Evaluation biologique

1. Evaluation in vitro

Cent cinquante-deux embryons de lapins ont été congelés durant I’étude in vitro.
Apres décongélation, seuls trois embryons de chaque groupe présentaient des altérations
morphologiques (manteau muqueux endommagé ou présentant des inclusions). Apres culture
in vitro, le taux de survie embryonnaire obtenu dans le groupe CRYO3 (73,7% ; 56/76) était
proche de celui obtenu dans le groupe SVF (77,6% ; 59/76). Aucune différence statistique n’a
pu étre mise en évidence entre les deux groupes (p = 0,71).

Concernant les embryons de bovins, aucune différence n’a été observée entre la
solution contenant de la BSA et la solution contenant du SVF, que ce soit pour le taux de
survie embryonnaire apres 48 h (42,2% et 58 % respectivement, p = 0,15) ainsi que les taux
d’éclosion apreés 24 h (4,4% et 10,0% respectivement, p = 0,44), 48 h (26,7% et 22,0%
respectivement, p = 0,64) et 72 h (31,1% et 36,0% respectivement, p = 0,67) (Tableau 12).

Tableau 12 : Taux de survie et d’éclosion aprés congélation, décongélation puis culture
in vitro d’embryons bovins produits in vitro

Taux de survie a 48 h Taux d’éclosion (%)

(%) 24 h 48 h 72 h
42,2%° 4,4%" 26,7%" 31,1%"
Groupe BSA (19/45) 2/45) | (12/45) | (14/45)
Groune SVE 58,0%" 10,0% 22,0%" 36,0%"
P (29/50) (5/50) (11/50) (18/50)
81,5%" 16,7%" | 44,4%" 61,1%"
Groupe CRYO3 (44/54) 0/54) | (24/54) | (33/54)

Des lettres différentes (a, b) au sein d’une colonne représentent une différence significative
(p <0,05). Des lettres différentes (y, z) au sein d’une colonne représentent une différence au
seuil de 10% (p <0,10).
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En revanche, le taux de survie embryonnaire obtenu dans le groupe CRYO3 apres 48 h
(81,5%) était supérieur a ceux obtenus dans le groupe BSA (p = 0,00006) et dans le groupe
SVF (p = 0,011). De la méme manieére, le taux d’éclosion obtenu dans le groupe CRYO3
apres 72 h (61,1%) était supérieur a ceux obtenus dans le groupe BSA (p = 0,0045) et le
groupe SVF (p = 0,012). De plus, les embryons du groupe CRYO3 ont éclos plus rapidement
que ceux du groupe SVF et tendaient a éclore plus rapidement que ceux du groupe BSA. En
effet, le taux d’éclosion a 48 h du groupe CRYO3 (44,4%) était supérieur a celui du groupe
SVF 4 48 h (22,0%, p = 0,022). De méme, les taux d’éclosion du groupe CRYO3 a 24 et 48 h
(16,7% et 44,4% respectivement) étaient supérieurs au seuil de 10% a ceux du groupe BSA a
24 et 48 h (4,4% et 26,7% respectivement, p = 0,063 et p = 0,093 respectivement).

Pour les résultats significativement différents, la puissance des tests statistiques était
comprise entre 0,81 et 0,98. Nous en avons conclu que la puissance de I’étude était suffisante
pour tirer des conclusions.

2. Evaluation in vivo

Durant chaque expérimentation, une femelle n’a pas pu mener sa gestation a terme et
n’a pas été prise en compte dans le calcul des résultats.

Lors de la premiere expérimentation, 238 embryons ont été transférés. Seuls quatre
embryons du groupe SVF et huit embryons du groupe CRYO3 présentaient des altérations
morphologiques aprés décongélation. Néanmoins, les résultats obtenus avec les solutions
utilisées pour 1’évaluation in vitro n’ont pas été bons. Le taux de mise bas, le taux total de
naissance et le taux de naissance de lapereaux vivants étaient ainsi respectivement de 25%,
5,8% et 4,2% pour le groupe SVF et de 18,2%, 3,6% et 2,7% pour le groupe CRYO3. Les
mauvais résultats obtenus avec la solution de référence semblent montrer qu'un probléme
extérieur aux caractéristiques des solutions de congélation a perturbé I’expérimentation. En
conséquence, aucune analyse statistique n’a été effectuée.

Lors de la deuxieme expérimentation, 363 embryons ont été transférés et les résultats
obtenus ont ét¢ meilleurs. En effet, seuls dix embryons du groupe BSA et quatre embryons du
groupe CRYO3/100 étaient endommagés morphologiquement apreés décongélation. De méme,
le taux de mise bas, le taux total de naissance et le taux de naissance de lapereaux vivants
¢taient respectivement de 82,4%, 35,1% et 28% pour le groupe BSA et de 75%, 34,1% et
28,6% pour le groupe CRYO3/100. La comparaison des différents taux n’a mis en évidence
aucune différence entre les deux groupes (p = 0,69, p = 0,91 et p = 0,91 respectivement).

11l. Discussion

Cette ¢tude rapporte la combinaison d’une approche physique et d’une approche
biologique permettant la caractérisation de solutions de congélation lente pour embryons de
mammiferes dans le but d’évaluer un substituant aux produits d’origine animale. Le nombre
de tests réalisés pour chaque caractérisation thermodynamique (n = 9) était supérieur au
nombre classiquement utilis¢ lors d’évaluations par DSC (n = 3). Nous pensons donc que les
caractéristiques physiques des solutions ici rapportées sont représentatives de leur
comportement thermodynamique.
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A. Variabilité des résultats thermodynamiques

Malgré toutes les précautions prises dans le protocole expérimental pour rendre les
mesures les plus reproductibles possible, la variabilité des résultats thermodynamiques
obtenus avec les solutions testées était supérieure a I’incertitude de mesure du DSC.

1. Origine de cette variabilité

Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées afin d’expliquer I’existence de cette
variabilité. Une premiere concerne la sensibilit¢ des échantillons aux conditions
atmosphériques et en particulier au taux d’humidit¢ ambiant. En effet, le volume des
¢chantillons utilisés dans le DSC Diamond est de 1’ordre du microlitre. La présence de
composés hygroscopiques dans les solutions, associée a ce faible volume, rend les
¢chantillons particulierement sensibles a [’humidit¢é ambiante. Une variation du taux
d’humidité et/ou de la durée d’exposition de I’échantillon & cette humidité pourrait conduire a
une dilution plus ou moins importante de la solution de départ, ce qui pourrait engendrer une
variabilité¢ des résultats. Ce phénomene semble toutefois avoir un impact limité dans la
mesure ou les conditions de préparation des échantillons (ouverture des flacons aprés retour
de la solution a température ambiante et juste avant le pipetage, grande vitesse de préparation
des échantillons, réalisation des mesures sur une durée inférieure a trois semaines... etc.) ont
¢été ¢élaborées de manicre a minimiser son influence.

Une deuxieme hypothése concerne la reproductibilit¢ de [D’analyse des
thermogrammes. En effet, cette analyse est effectuée via un logiciel informatique mais
nécessite 1’intervention d’un expérimentateur afin de définir les différents repéres permettant
la mesure des grandeurs thermodynamiques (Figure 10). Une variabilité dans la définition de
ces reperes engendrerait donc une variabilité des résultats. Ce phénomene est en particulier
présent lors de la mesure de AH. En effet, un zoom plus ou moins important sur le pic de
cristallisation peut provoquer une variation de la ligne de base servant a la mesure de I’aire du
pic et ainsi une variation de la valeur de AH mesurée. Mais a I’instar des conditions
atmosphériques, cette hypotheése semble avoir un impact limité, voire nul, et ce pour deux
raisons. D’une part, I’analyse des thermogrammes a toujours été réalisée par la méme
personne éliminant ainsi la possibilit¢é d’un facteur expérimentateur. D’autre part, cette
personne a mis en place une systématisation de 1’analyse des thermogrammes qui a permis de
standardiser leur lecture, ce qui était particulierement important pour les valeurs de AH. Les
erreurs de lecture ont ainsi été supprimées.

Enfin, une derniére hypotheése proposée par Salvetti et al. concerne la composition
méme des échantillons [Salvetti et al., 2006]. En effet, les solutions de cryoconservation sont
des solutions relativement complexes, en particulier lorsqu’elles contiennent du SVF. Le
volume des échantillons étant faible, un défaut d’homogénéisation de la solution avant
préparation de 1’échantillon pourrait engendrer une hétérogénéité des échantillons testés et
donc une variabilité des résultats. Bien que les solutions aient été systématiquement ré-
homogénéisées apreés retour de la solution a température ambiante et avant pipetage, cette
hypothese est de notre point de vue I’hypothese la plus plausible. En effet, dans I’étude sur la
caractérisation des solutions pour embryons de lapins, 1’ajout d’un composé
macromoléculaire (SVF ou CRYO3) a eu pour conséquence une augmentation plus ou moins
importante de la variabilité¢ des résultats par rapport a celle obtenue avec la solution sans
compos¢ macromoléculaire. Cette augmentation pourrait étre expliquée par une augmentation
de la complexité des solutions et donc du risque d’hétérogénéité des échantillons.
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2. Conséquences biologiques de cette variabilité

A notre connaissance, aucune étude n’a porté sur I’évaluation de I’impact biologique
de cette variabilité. Cet impact demeure donc incertain. Néanmoins, il est probablement non
négligeable.

D’une part, la différence maximale observée entre la valeur la plus haute et la valeur la
plus basse de 71, était de 1,4°C pour une solution donnée (solutions pour embryons de lapins
contenant du SVF1 ou du SVF3). Or comme rappelé précédemment, T;, est la température en
dessous de laquelle la glace peut se former dans une solution. En conséquence, une variation
de T;, conduit a une variation de la zone de surfusion, ce qui engendre des conséquences sur
I’¢état de la solution a une température donnée, en particulier a celle du « seeding ». L’état de
surfusion est un des facteurs les plus importants déterminant la morphologie de la glace
extracellulaire [Searles et al., 2001; Gosden et al., 2010]. Gosden a ainsi observé qu’une
variation de seulement 3°C dans I’état de surfusion au moment de la cristallisation engendre
des modifications de la structure de la glace. Une différence de 1,4°C pourrait donc avoir des
effets similaires, bien qu’atténués. En tenant en plus compte du fait qu’un état de surfusion
peut également étre a ’origine de la formation de glace intracellulaire, une variabilité de
1,4°C de T}, pourrait donc avoir un effet biologique.

D’autre part, comme expliqué précédemment, AH peut étre utilisée afin de calculer
Omax obtenue pour un échantillon donné, qui est proche de la quantité maximale de glace
formée dans une solution, exprimée en pourcentage (w.w™) [Boutron, 1984]. Une différence
dans la quantité de glace extracellulaire pourrait avoir une influence sur les dommages
structuraux engendrés aux embryons lors d’un processus de congélation. En excluant la valeur
aberrante de AH obtenue avec une solution pour embryons de lapins, 1I’écart maximal observé
entre la valeur la plus haute et la valeur la plus basse de Onax était de 4% pour une solution
donnée (solution pour embryons de lapins contenant du SVF2). L’impact potentiel de cette
différence reste incertain. Néanmoins, cette question semble d’autant plus pertinente qu’une
valeur aberrante a été mesurée avec la solution pour embryons de lapins contenant du SVF3.

Une étude est actuellement en cours afin d’essayer d’évaluer de maniére plus précise
I’impact biologique des différences de variabilités thermodynamiques observées entre les
solutions de cryoconservation contenant différents SVF. Pour ce faire, des embryons de lapins
ont été congelés dans trois solutions composées de D-PBS, de 10% de DMSO et de 18% de
I’un des trois SVF. Apres décongélation, les taux de survie seront évalués par culture in vitro,
ce qui pourrait permettre de donner quelques éléments de réponse sur cet impact biologique.

B. Influence de différents SVF sur les propriétés thermodynamiques
de solutions de cryoconservation

Lors de I’évaluation thermodynamique des solutions pour embryons de lapins, les
différentes solutions contenant un SVF avaient des caractéristiques moyennes similaires mais
les variabilités des résultats étaient différentes. Du fait des différences d’origine, de
composition et de procédés industriels appliqués aux trois SVF testés, seules des hypothéses
ont pu étre proposées pour expliquer ces observations.

Tout d’abord, les valeurs moyennes de 7T, et AH étaient similaires entre les trois
solutions contenant un SVF, et ce, malgré leurs différences de composition (données fournies
par les laboratoires). L’écart maximal observé entre les valeurs moyennes de 7y, et AH était,
en effet, compris dans I’incertitude de mesure du DSC (+0,11°C pour T}, et +1,14% pour AH).
Les valeurs moyennes ont donc été considérées comme équivalentes, dans nos conditions
expérimentales, pour I’ensemble des solutions contenant un SVF. L’origine de cette similitude
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pourrait étre le faible volume de SVF (18%) présent dans les solutions. La dilution des
variations de composition aurait, en effet, pu limiter leur impact. Cette hypothese est
renforcée par la faible influence des SVF sur les propriétés thermodynamiques des solutions
de cryoconservation. L’ajout de SVF dans les solutions de cryoconservation a ainsi provoqué
des variations de T;, et AH comprises ou seulement légérement supérieures a I’incertitude du
DSC. Ces observations suggerent donc que les variations de composition entre différents SVF
ont un impact limité sur les propriétés thermodynamiques moyennes obtenues avec des
solutions de congélation ne contenant que 18% de SVF.

I1 est par ailleurs intéressant de remarquer que 1’addition de SVF dans les solutions de
cryoconservation a eu une influence différente sur les valeurs moyennes de 7, et AH
(augmentation de Ty, et diminution de AH). L’influence des SVF sur les propriétés physiques
des solutions ne peut donc pas étre expliquée uniquement par une variation de la
concentration en cryoprotecteurs suite a leur ajout. En effet, dans le cas d’une augmentation
ou d’une diminution de la concentration en cryoprotecteurs, 7y, et AH auraient normalement
évolué dans le méme sens. Des interactions entre les différents composants des SVF et les
cristaux de glace semblent donc jouer un role dans les variations de 71, et AH.

Concernant AH, une hypothese simple peut étre proposée pour expliquer la diminution
observée. Les SVF sont des produits complexes composés d’eau et de nombreuses molécules.
La quantité d’eau présente dans un volume donné de SVF est donc inférieure a celle présente
dans un volume identique de D-PBS. En conséquence, les solutions contenant un SVF
possédaient une quantité d’eau légerement inférieure a celle présente dans la solution
contrdle. Cette différence a pu étre a l’origine d’une diminution de la quantité d’eau
cristallisée et donc de AH.

Cependant, cette explication ne peut pas s’appliquer a 1’évolution de T;,. En effet, une
diminution de la quantit¢ d’eau présente dans les solutions est également synonyme d’une
augmentation de la concentration en cryoprotecteurs. Ty, aurait donc également di diminuer.
D’autres facteurs, non identifiés a ce jour, jouent donc sans doute un rdle dans la cinétique de
formation de la glace et sa fusion. Il a été observé que les interactions entre les différents
composés d’une solution de cryoconservation semblent jouer un réle dans le comportement
thermodynamique des solutions [Salvetti et al., 2006]. Il semble donc possible d’envisager
que certains composés présents dans les SVF puissent interagir avec la formation et la fonte
des cristaux de glace. Les SVF sont en effet des mélanges complexes comportant un grand
nombre de constituants dont certains ne sont pas identifiés [Ménézo et Khatchadourian, 1986;
Horvath et Seidel, 2006; Rauch et al., 2011]. Les interactions entre ces composants, les
cryoprotecteurs et la formation de glace sont encore mal compris. Mais il est possible que les
différents composants d’un SVF puissent interférer avec le phénomene de fusion de la glace
et ainsi avec sa température de fin de fusion dans la solution cryoprotectrice.

Bien que leurs propriétés moyennes soient similaires, des différences ont été observées
dans la variabilité des résultats obtenus avec des solutions contenant un SVF. Cette variabilité
explique, d’ailleurs, leur influence respective sur la variabilit¢ des solutions de
cryoconservation. Deux hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer ces différences de
variabilité. D’une part, nous avons déja émis 1’hypothése qu’une partie de la variabilité¢ des
résultats thermodynamiques étaient due a un défaut d’homogénéisation des solutions avant les
tests. Les SVF testés pourraient avoir une influence différente sur 1’homogénéité¢ des
solutions, ce qui pourrait engendrer des différences dans la variabilit¢ des résultats.
Néanmoins, cette hypothése n’explique pas pourquoi le méme SVF n’a pas été le plus stable
pour Ty, et pour AH. L’hypothése d’une interaction des différents composants d’un SVF avec
le processus de nucléation ou avec le phénoméne de croissance de la glace pourrait donc
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¢également s’appliquer ici. La variabilité¢ des résultats observée pourrait ainsi étre engendrée
par I’origine des SVF aussi bien que par les procédés industriels qui leur sont appliqués.

C. Comparaison des propriétés thermodynamiques des solutions
utilisées comme références

Durant I’expérimentation thermodynamique, plusieurs solutions contenant un SVF ou
de la BSA ont ét¢ utilisées comme références. Comme vu précédemment, les caractéristiques
thermodynamiques moyennes des solutions contenant un SVF étaient similaires lors de
I’étude sur les embryons de lapins. Cette similitude n’a cependant pas €té observée lors de
I’étude sur les embryons bovins produits in vitro. En effet, en dépit de taux de survie et
d’éclosion similaires dans le groupe SVF et dans le groupe BSA, les propriétés
thermodynamiques obtenues avec les solutions contenant un SVF étaient différentes de celles
obtenues avec la solution contenant de la BSA. Se pose alors la question de I’origine de cette
inadéquation entre les comparaisons biologiques et thermodynamiques.

Avant toute tentative d’explication, il est nécessaire de noter que seul le SVF1 a été
utilisé lors de I’évaluation biologique alors que trois SVF différents ont été utilisés lors de
I’évaluation thermodynamique. La solution pour embryons de bovins contenant du SVF1
pourrait donc avoir des propriétés thermodynamiques équivalentes a la solution contenant de
la BSA, la différence observée étant due aux solutions contenant du SVF2 ou du SVF3. Ceci
n’est pas le cas dans la mesure ou les propriétés thermodynamiques moyennes et les
distributions des valeurs obtenues avec les trois solutions contenant un SVF ¢taient tres
proches (Tableau 13 ; Figure 21 et Figure 22). Plus particuliérement, seuls 0,08°C et 0,34 J.g"!
séparaient les valeurs moyennes de 7, et de AH obtenues avec la solution contenant du SVF1
de celles obtenues apres la mise en commun de I’ensemble des solutions contenant un SVF.

Tableau 13 : Caractéristiques thermodynamiques des solutions de cryoconservation
pour embryons de bovins contenant un SVF (moyenne + SD)

T (°C) AH (J.g7)
D-PBS + 1,5M EG + 0,1M Sac® +20% SVF1 (n = 3) -3,33+£0,21 186,27 £ 1,99
D-PBS + 1,5M EG + 0,1M Sac” + 20% SVF2 (n = 3) -3,27+0,17 187,73 £ 1,09
D-PBS + 1,5M EG + 0,1M Sac® +20% SVF3 (n = 3) -3,16 £ 0,25 185,82 +£1,98
Mise en commun des solutions contenant un SVF (n=9) | -3,25 £ 0,20 186,61 + 1,73

- saccharose

En conséquence, une inadéquation est effectivement présente entre les comparaisons
des propriétés biologiques et thermodynamiques des solutions pour embryons bovins
contenant un SVF ou de la BSA. Une explication serait que des propriétés biologiques
équivalentes puissent étre obtenues avec des solutions présentant des propriétés
thermodynamiques légeérement différentes mais comprises dans une gamme de valeurs
donnée. Plusieurs ¢léments sont en faveur de cette hypothése. D’une part, bien que les
différentes valeurs de AH obtenues avec les solutions pour embryons bovins contenant un
SVF ou de la BSA soient différentes, elles étaient relativement proches. L’écart entre leurs
valeurs moyennes (4,66 J.g™) était ainsi trés légérement supérieur a la variabilité obtenue avec
la solution la plus stable (4,54 J.g™) et était inférieur & toutes les autres variabilités. D’autre
part, les distributions des valeurs obtenues avec ces solutions se chevauchaient (Figure 23).
Enfin, lors de la mise en commun de ces valeurs, leur distribution était équivalente a celle
obtenue avec les solutions de cryoconservation pour embryons de lapins contenant un SVF.
De méme, la variabilit¢ obtenue aprés mise en commun des valeurs (8,32 J.g"') était
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¢quivalente a celle obtenue avec la solution pour embryons de lapins la plus stable (solution
contenant du SVF1) et était inférieure a celle obtenue avec les solutions contenant du SVF2
ou du SVF3.

190.0

185.0

|
*¥3I3

(~
P

180.0

X K| >O8K

@ SVFI
ESVF2
SVF3

m =

Tcp 175.0

—

§ 170.0

165.0

160.0

155.0 T T T )
SVF LP BSA BV SVF BV

Figure 23 : Diagramme des valeurs de AH des solutions de cryoconservation utilisées
comme référence

SVF LP : Solutions de cryoconservation pour embryons de lapins contenant un SVF

BSA BV: Solution de cryoconservation pour embryons de bovins contenant de la BSA

SVF BV : Solutions de cryoconservation pour embryons de bovins contenant un SVF

Ces observations nous amenent a la comparaison des valeurs obtenues avec
I’ensemble des solutions de référence. En effet, les valeurs de 7, et AH obtenues avec les
solutions de références pour embryons de lapins et de bovins produits in vitro se situaient
toutes dans le méme ordre de grandeur. Les valeurs de 7, étaient ainsi comprises entre -
2,46°C et -3,83°C tandis que les valeurs de AH étaient comprises entre 174,00 J.g™' et 188,40
J.g" (en excluant la valeur aberrante). Il est possible que ces valeurs soient représentatives des
propriétés thermodynamiques qui pourraient étre obtenues avec d’autres solutions
classiquement utilisées pour la cryoconservation d’embryons de mammiferes. Elles pourraient
donc étre utilisées comme références lors d’études ultérieures.

Les valeurs obtenues avec les solutions utilisées comme références lors de 1’étude in
vivo n’ont volontairement pas été prises en compte dans ces valeurs de référence. Ces
solutions n’ont en effet pas été fabriquées et conservées dans les mémes conditions que les
solutions testées lors de 1’approche thermodynamique proprement dite. Le DSC étant un
appareil extrémement précis et sensible, il nous a semblé plus prudent de ne pas garder ces
valeurs comme références afin de conserver une bonne standardisation et une bonne
reproductibilit¢ de nos comparaisons. Ces différences de fabrication et de conservation
pourraient également étre a 1’origine de la 1égére différence observée entre leurs valeurs
moyennes et celles obtenues avec les solutions étudiées lors de I’étude thermodynamique
proprement dite.
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D. Comparaison du CRYO3 et des composés d’origine animale
1. Approche thermodynamique

Lors de I’approche thermodynamique, les caractéristiques des solutions contenant du
CRYO3 ont ¢été similaires a celles des solutions contenant la méme concentration volumique
de SVF.

En ce qui concerne les solutions pour embryons de lapins, les valeurs de Ty, et de AH
obtenues avec la solution contenant du CRYO3 se situaient dans le méme ordre de grandeur
que celles obtenues avec les solutions contenant du SVF. La différence entre leurs valeurs
moyennes €était ainsi comprise (AH) ou légerement supérieure (7)) a I'incertitude de mesure
du DSC. De plus, ces deux différences étaient inférieures a la plus faible variabilité des
résultats obtenue pour une solution donnée (0,57°C pour Ty, et 4,54 J.g" pour AH). Par
ailleurs, la variabilit¢é des résultats obtenue avec la solution contenant du CRYQO3 était
similaire (7,) ou seulement légérement supérieure (AH) aux variabilités les plus faibles
obtenues avec les solutions contenant un SVF. Il faut souligner qu’a ’inverse des solutions
contenant un SVF, aucune valeur aberrante n’a été mesurée avec la solution contenant du
CRYO3.

De méme, la solution pour embryons bovins contenant du CRYO3 possédait des
propriétés thermodynamiques similaires a celles de la solution pour embryons bovins
contenant du SVF a I’exception de la variabilité¢ des valeurs de T;,. La différence entre leurs
valeurs moyennes de Ty, et AH était ainsi comprise dans I’incertitude de mesure du DSC.

L’ensemble de ces résultats suggere que le CRYO3 posseéde des propriétés
thermodynamiques similaires au SVF lorsque les deux sont utilisés dans les mémes
proportions, avec le méme tampon de base et les mémes cryoprotecteurs. Comme vu
précédemment, [’utilisation de 18% de SVF a trés peu d’influence sur les propriétés
thermodynamiques des solutions de cryoconservation. Le CRYO3 ayant été utilisé¢ aux
mémes concentrations, il serait donc logique de penser que les faibles écarts observés entre les
solutions contenant du CRYO3 ou du SVF sont dus au faible impact de ces derniers sur les
propriétés physiques des solutions. Néanmoins, on peut également remarquer que la solution
utilisée lors de I’approche in vivo et contenant uniquement du CRYO3 et 10% de DMSO
possédait également des propriétés proches des solutions contenant 18% ou 20% de SVF. Et
bien que cette solution ait été fabriquée et conservée dans des conditions différentes, il semble
raisonnable de penser que la faible concentration de CRYO3 n’est pas seule responsable de la
similarité des propriétés thermodynamiques observée. La composition du CRYO3 permet
sans doute également 1’obtention de caractéristiques proches de celles de solutions composées
d’un tampon et d’un produit d’origine animale.

Les valeurs de T}, obtenues avec les solutions de cryoconservation pour embryons
bovins contenant du CRYO3 ou de la BSA ¢étaient similaires. De plus, malgré la différence
observée, les valeurs de AH obtenues avec ces solutions étaient relativement proches. Les
arguments employés lors de la comparaison entre les solutions pour embryons bovins
contenant du SVF et de la BSA sont encore valables ici. En particulier, 1’écart entre les
valeurs moyennes de AH obtenues avec les solutions pour embryons bovins contenant du
CRYO3 ou de la BSA (5,21 J.g") était trés 1égérement supérieur a la variabilité obtenue avec
la solution la plus stable et était inférieur a toutes les autres variabilités.

En conséquence, nous avons considéré que le CRYO3 pouvait remplacer, d’un point

de vue thermodynamique, les SVF et la BSA dans des solutions de cryoconservation pour
embryons de lapins ou embryons de bovins produits in vitro.
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2. Approche biologique

Durant I’ensemble de I’expérimentation, le CRYO3 a permis 1’obtention de résultats
biologiques €quivalents ou supérieurs aux produits d’origine animale.

Durant I’approche in vitro réalisée sur les embryons de lapins, trés peu d’embryons
congelés ont présenté des lésions morphologiques suite a la décongélation. De plus, un
nombre identique d’embryons présentaient des altérations morphologiques dans les groupes
CRYO3 et SVF. Les taux de survie embryonnaires obtenus avec le groupe SVF et le groupe
CRYO3 ¢étaient similaires ou supérieurs a ceux obtenus dans d’autres études [Vicente et
Garcia-Ximenez, 1994; Lopez-Bejar et Lopez-Gatius, 2002; Naik et al., 2005; Salvetti et al.,
2007; Viudes De Castro et al., 2010]. Aucune différence significative n’a ¢ét¢ mise en
¢vidence entre les taux de survie des deux groupes.

Lors de I’approche in vitro réalisée sur les embryons bovins produits in vitro, les taux
de survie embryonnaires et les taux d’éclosions n’étaient pas différents entre le groupe SVF et
le groupe BSA. Ces taux étaient légeérement inférieurs a ceux obtenus dans d’autres études
portant sur la congélation de blastocystes expansés bovins produits in vitro et congelés dans
des solutions contenant 1,5M d’EG avec ou sans 0,1M de saccharose [George et al., 2006;
Assumpcao et al., 2008; Kuzmany et al., 2011]. Néanmoins, il est relativement difficile de
comparer les taux de survie et d’éclosions entre différentes études. De nombreux facteurs
comme les conditions et milieux de culture peuvent en effet avoir un impact important sur la
capacité des embryons a résister a la congélation [Gomez et al., 2008]. Nous avons donc
considéré que 1’équivalence des propriétés biologiques entre les groupes SVF et BSA validait
leur utilisation comme solution de référence.

Les taux de survie a 48 h et d’éclosions a 72 h obtenus dans le groupe CRYO3 étaient
significativement supérieurs a ceux obtenus dans les groupes SVF et BSA. De plus, ces taux
¢taient similaires a ceux rapportés dans les études précédemment citées [George et al., 2006;
Assumpgao et al.,, 2008; Kuzmany et al.,, 2011]. Les embryons du groupe CRYO3 ont
¢galement eu tendance a éclore plus rapidement que ceux de groupe BSA et ont éclos plus
rapidement que ceux du groupe SVF.

Les résultats obtenus lors de la premicre expérimentation in vivo sur des embryons de
lapins n’étaient pas du tout en accord avec les résultats in vitro présentés ci-dessus et avec les
résultats obtenus lors de la deuxiéme expérimentation in vivo. L’obtention de résultats
médiocres dans le groupe CRYO3 mais également dans le groupe SVF semble montrer que
’utilisation du substituant n’était pas en cause. Ceci a été en partie confirmé par les bons
résultats obtenus avec du CRYO3 associ¢ au DMSO lors de la deuxiéme expérimentation.
L’hypothése la plus probable pour expliquer ces mauvais résultats serait un défaut dans
I’induction de I’ovulation des receveuses. Une nouvelle expérimentation est actuellement en
cours de réalisation afin de tester de nouveau [’efficacité de solutions contenant 18% de
CRYO3 lors de transfert embryonnaire sur le lapin. Nous pouvons néanmoins remarquer que
peu d’embryons présentaient des altérations morphologiques apres décongélation dans les
groupes CRYO3 et SVF.

Les résultats obtenus lors de la seconde expérimentation ont quant a eux ¢été
relativement bons. De la méme maniére que précédemment, peu d’embryons présentaient des
altérations morphologiques apres décongélation. De plus, le taux de mise bas, le taux total de
naissance et le taux de naissance de lapereaux vivants obtenus avec les groupe BSA et le
groupe CRYO3/100 étaient ainsi similaires a ceux obtenus dans d’autres études [Naik et al.,
2005; Lavara et al., 2011]. De plus, aucune différence n’a été observée entre les deux groupes.
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On pourrait cependant remarquer que de meilleurs résultats ont ét¢ obtenus dans certaines
¢tudes [Lopez-Bejar et Lopez-Gatius, 2002; Salvetti et al., 2007]. Mais I’ensemble du
protocole utilis¢é par Salvetti (solution de congélation, expérimentateur, méthodes de
congélation et de transfert... etc.) a été identique a celui utilis€¢ pour le groupe BSA. Des
facteurs extérieurs jouent donc un rdle dans I’obtention des résultats aprés transfert
embryonnaire. En conséquence, 1’équivalence des résultats entre le groupe BSA et le groupe
CRYO3/100 nous semble étre un gage de ’efficacité de I’utilisation du CRYO3 dans des
solutions de congélation pour embryons de lapins.

A partir de ensemble de ces résultats, nous avons considéré que le CRYO3 peut
remplacer les produits d’origine animale dans les solutions de cryoconservation pour
embryons de lapins et améliore méme la cryoconservation des embryons bovins produits in
vitro.

La composition du CRYO3 a fait I’objet du dépot d’un brevet par la société STEM
ALPHA (n° 03 08206). Sa composition exacte ainsi que certains composés ne sont donc pas
connus. Néanmoins, une partie des propriétés biologiques du CRYO3 peut étre expliquée par
la présence d’un polymeére synthétique de haut poids moléculaire qui joue probablement le
méme role que la BSA dans les solutions de cryoconservation. De plus, une explication de
I’amélioration par le CRYO3 de la cryoconservation des embryons bovins produits in vitro
peut étre proposée. Dans les produits d’origine animale, des composés non définis, en
particulier des peptides, peuvent étre liés a 1’albumine [Ménézo et Khatchadourian, 1986].
Ces composés peuvent avoir des effets déléteres sur la survie des embryons apres congélation.
L’origine synthétique du CRYO3 rend la présence de composés non définis quasi impossible.
Comme indiqué précédemment, les embryons produits in vitro sont relativement vulnérables a
la congélation. Cette fragilité pourrait renforcer I’action de composants indéfinis liés a
I’albumine, ce qui pourrait expliquer 1’amélioration de la cryoconservation des embryons
bovins produits in vitro engendrée par le CRYO3.

Iv. Conclusions

Les SVF sont des mélanges complexes dont la composition est variable. Les
caractéristiques moyennes de solutions contenant 18% de différents SVF ¢étaient certes
similaires mais la variabilité des résultats obtenus était différente, voire trés importante. Des
tests physiques complémentaires pourraient permettre de mieux comprendre ’origine des
variations observées.

L’impact biologique de la variabilité des résultats n’est pas encore établi. Néanmoins,
son existence associée aux risques sanitaires engendrés par I'utilisation de SVF montre que
ces derniers devraient étre éliminés des solutions de cryoconservation ou au moins étre
évalués soigneusement avant leur utilisation. De méme, bien que les risques sanitaires soient
restreints par ['utilisation de BSA, 1’absence de prions dans des produits d’origine animale ne
peut étre garantie. Leur utilisation dans les solutions de cryoconservation devrait donc étre
proscrite.

Dans nos conditions expérimentales, le CRYO3 semble étre un substituant efficace
aux produits d’origine animale. Ce substituant permet en effet 1’obtention de résultats
similaires lors de la congélation d’embryons de lapins et permet méme d’améliorer la
cryoconservation d’embryons bovins produits in vitro. En plus d’étre un bon substituant, le
CRYO3 présente d’autres avantages. D’une part, son origine totalement synthétique contribue
a diminuer le risque sanitaire présent lors de transfert embryonnaire. Cette origine pourrait
d’autre part permettre d’effectuer des changements contr6lés de sa composition afin de
I’adapter a chaque type cellulaire de maniére a améliorer les résultats de congélation obtenus.
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Enfin, il est nécessaire de remarquer qu’aucune valeur aberrante n’a été mesurée avec le
CRYO3 dans les différentes études thermodynamiques contrairement aux observations
réalisées avec les SVF.

Nous en concluons que le CRYO3 peut étre utilis€ comme substituant aux produits
d’origine animale dans les solutions de cryoconservation pour embryons de lapins et
embryons de bovins produits in vitro.
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Evaluation de I’évolution des propriétés thermodynamiques de solutions de
cryoconservation conservées a -20°C : influence de la présence
d’antibiotiques

Lors de la conservation de solutions de cryoconservation a -20°C, une évolution de
leur propriétés thermodynamiques est possible [Baudot, 1997]. Cette évolution a été attribuée
a plusieurs facteurs parmi lesquels une mauvaise étanchéité du contenant engendrant une
déshydratation progressive des solutions, ou encore la nature de ce contenant (verre ou
polystyrene).

Lors de I’étude sur le CRYO3, les conditions de conservation ont été élaborées afin de
minimiser le plus possible cette évolution. Les solutions de cryoconservation étaient ainsi
stockées dans des flacons en verre dont I’influence sur I’évolution des propriétés physiques
semble plus faible que d’autres contenants. Ces flacons étaient fermés par des bouchons en
téflon et scellés a I’aide de parafilm afin de garantir une bonne étanchéité. Leur conservation a
-20°C et a D’abri de la lumiere permettait enfin d’éviter I’action des UV qui favorisent la
transformation des diols en aldéhydes. Nous avons souhaité évaluer ’efficacité de ce mode de
conservation et son influence sur I’évolution dans le temps des grandeurs thermodynamiques
permettant de caractériser des solutions de congélation lente.

Par ailleurs, les antibiotiques utilisés dans les milieux de congélation étant connus
pour avoir une influence sur les propriétés physiques de ces milieux [Salvetti et al., 2006],
nous avons également décidé d’évaluer I’impact d’une association d’antibiotiques sur
I’évolution de ces propriétés lors d’une conservation a -20°C.

1. Matériel et méthodes

Les deux solutions utilisées dans cette é¢tude ont été¢ choisies de manieére a minimiser
I’impact de facteurs autres que la conservation. Pour ce faire, la composition des solutions de
cryoconservation testées a ¢été volontairement simplifiée en enlevant les composés
macromoléculaires. Notre choix s’est porté sur les solutions de cryoconservation pour
embryons bovins testées lors de 1’étude sur le CRYO3. Les deux solutions évaluées étaient
donc composées de D-PBS supplémenté de 1,5M d’EG et 0,1M saccharose (solution sans
antibiotique) auxquels s’ajoutaient 100 ULml' de pénicilline G (P3032-10MU, Sigma,
France) et de 0,1 mg.ml"' de streptomycine (S9137-25G, Sigma, France) (solution avec
antibiotiques). Pénicilline G et streptomycine ont été choisies dans la mesure ou elles étaient
¢galement utilisées lors de I’étude de Salvetti [Salvetti et al., 2006].

Afin de favoriser une bonne homogénéité, les deux solutions ont été préparées
simultanément. La solution sans antibiotique a tout d’abord été préparée. Une partie de cette
solution a ¢été prélevée afin d’ajouter pénicilline G et streptomycine et finaliser ainsi la
composition de la solution contenant des antibiotiques. Aprés leur fabrication, les solutions
ont été réparties dans plusieurs flacons en verre fermés par un bouchon en téflon et scellés a
I’aide de parafilm. Elles ont ensuite été stockées a -20°C a I’abri de la lumiére. Les
précautions de préparation utilisées lors de 1’étude sur le CRYO3 (préparation sous hotte a
flux laminaire, filtration de la solution avant stockage... etc.) ont également été prises dans
cette expérimentation.

Tous les deux mois, deux mesures ont été réalisées pour chaque solution. Le protocole
utilisé pour I’évaluation thermodynamique a été identique a celui employé lors de 1’étude sur
le CRYO3. Briévement, I'utilisation d’une micropipette a permis 1’obtention d’échantillons de
masse moyenne : 5,49 mg + 0,50 (n = 16). Seules 71, et AH ont été mesurées lors de la
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caractérisation des deux solutions. Deux tests ont été effectués par jour, chacun impliquant
une des solutions testées.

Il. Résultats

A. Température de fin de fusion a I’équilibre

L’évolution des valeurs moyennes de T, était trés similaire entre les solutions avec et
sans antibiotiques (Figure 24). Ces valeurs avaient tendance a diminuer progressivement au

cours du temps. Les droites issues de la régression linéaire des valeurs moyennes obtenues
avec les deux types de solutions étaient trés proches et leurs pentes étaient similaires.

Date du test apres fabrication (mois)

0 2 4 6

- 1 O 1 1 1

-1.5

-2.0
P # Solution sans
8 - antibiotique
& T T M Solution avec

— antibiotiques
1]
-4.0
-4.5

Figure 24 : Evolution des valeurs moyennes de 7, au cours du temps

: Droite de régression linéaire issue des valeurs moyennes obtenues avec la solution
sans antibiotique

— — - : Droite de régression linéaire issue des valeurs moyennes obtenues avec la solution
contenant des antibiotiques

B. Variation d’enthalpie de cristallisation

Une valeur aberrante (236,74 J.g™') a été mesurée lors d’un test sur la solution sans
antibiotique. Cette valeur n’a pas été prise en compte pour la suite de I’analyse.

L’évolution des valeurs moyennes de AH était moins similaire entre les solutions avec
et sans antibiotiques (Figure 25). En ce qui concerne la solution avec antibiotiques, les valeurs
moyennes avaient tendance a augmenter progressivement au cours du temps. La méme
tendance a été observée pour les trois derniéres valeurs moyennes obtenues avec la solution
sans antibiotique mais elle n’a pas été confirmée par la premicre valeur moyenne obtenue.
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Figure 25 : Evolution des valeurs moyennes de AH au cours du temps
. Discussion et conclusions

Lors de cette étude, les valeurs moyennes de T3, obtenues avec les deux solutions ont
eu tendance a diminuer au cours du temps. Cette observation semble montrer une légere
concentration de la solution par déshydratation, ce qui est en accord avec des observations
précédentes [Baudot, 1997]. L utilisation de flacons en verre avec des bouchons en téflon et
scellés a 1’aide de parafilm ne semble donc pas permettre d’éviter une perte d’eau.

Cependant, les valeurs de AH ont eu, a I’inverse, une 1égére tendance a augmenter au
cours du temps. Il n’est donc pas possible actuellement de proposer une explication
satisfaisante aux évolutions contradictoires de 7y, et AH. Il convient d’attendre les résultats
que donneront les différentes mesures réalisées au cours des prochains mois avant de proposer
des hypothéses plausibles.

En ce qui concerne I’influence des antibiotiques, les résultats obtenus semblent
toutefois montrer qu’ils ne jouent aucun role dans I’évolution des caractéristiques physiques
des solutions conservées a -20°C lorsqu’ils sont en présence des composés utilisés dans cette
série de mesure.

Ainsi, bien que des évolutions contradictoires aient ét€¢ obtenues pour 7, et AH, la
diminution des valeurs moyennes de 7, au cours du temps semble indiquer une
déshydratation progressive des solutions conservées a -20°C. La mise au point de contenants
parfaitement étanches pourrait permettre de s’affranchir des conséquences lies a cette
déshydratation, en particulier lorsque les études nécessitent une conservation longue des
échantillons. En I’absence de contenants étanches, cette étude montre la nécessité de réaliser
les analyses des solutions conservées dans un laps de temps relativement court (quelques
semaines).
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Conclusion générale et perspectives

Dans cette étude, I’utilisation de deux approches lors de la caractérisation de solutions
de cryoconservation pour embryons de mammiféres s’est révélée tres intéressante. L’approche
thermodynamique par DSC a permis de standardiser les critéres de comparaison entre
différentes solutions. L’approche biologique a ensuite permis de vérifier que les similitudes
observées entre les caractéristiques thermodynamiques des solutions étaient accompagnées de
similitudes dans leurs caractéristiques biologiques. L’efficacité du CRYO3 comme substituant
aux produits d’origine animale dans les solutions de cryoconservation pour embryons de
lapins et embryons de bovins produits iz vitro a ainsi €té¢ mise en évidence.

De nombreuses perspectives s’ouvrent maintenant, tant sur 1’utilisation de la DSC
dans la compréhension et I’optimisation des protocoles de cryoconservation, que sur
I’utilisation du CRYO3 dans les solutions de congélation.

Actuellement, les applications de la DSC dans le domaine de la cryobiologie sont
nombreuses (caractérisation des solutions de cryoconservation, étude de la cristallisation de la
glace... etc.). Néanmoins, son utilisation pourrait encore étre €élargie, en particulier sur 1’étude
des protocoles de congélation lente. Peu d’études ont en effet porté sur la caractérisation des
solutions de congélation lente par DSC contrairement aux solutions de vitrification alors que
cette méthode permet en particulier, pour une solution donnée, de calculer les vitesses
critiques de refroidissement et de réchauffement au-dela desquelles aucun cristal de glace ne
se forme. La DSC pourrait ainsi permettre une meilleure compréhension des protocoles de
congélation lente et donc une amélioration de leur utilisation.

Lors de notre étude, deux grandeurs thermodynamiques ont été utilisées afin de
caractériser les solutions de conggélation : T}, et AH.

e Comme dit précédemment, 7, est la température en dessous de laquelle la
cristallisation peut avoir lieu. Afin d’éviter les problemes de formation de glace incontrdlée, il
est conseillé d’induire la cristallisation extracellulaire juste en dessous de la température de
fusion [Karlsson et Toner, 1996]. T}, pourrait donc étre utilisée afin d’adapter la température
de « seeding » aux solutions utilisées ;

e AH, quant a elle, permet d’évaluer la quantité de glace formée dans une solution. Il
serait donc possible d’adapter les cinétiques de congélation afin de minimiser la quantité de
glace présente dans une solution de cryoconservation. Ceci ne sera néanmoins réellement
possible que si un «seeding » peut étre reproduit dans le DSC de manic¢re a évaluer la
quantité de glace dans des conditions se rapprochant de la réalité. Or il a ét¢ montré qu’un
« seeding » peut étre induit de manicre assez reproductible en utilisant des protéines
inductrices présentes chez Pseudomonas syringae [Kleinhans et al., 2006]. T, et AH
pourraient donc étre utilisées afin d’adapter les protocoles de cryoconservation aux solutions
et cellules biologiques considérées [Neto et al., 2012].

Par ailleurs, ’analyse des résultats thermodynamiques obtenus avec les solutions
utilisées comme référence a permis de définir une gamme de valeurs permettant 1’obtention de
résultats biologiques intéressants. Cette gamme étant commune aux solutions de
cryoconservation pour embryons de bovins et de lapins, elle pourrait étre utilisée comme
référence dans des ¢études ultérieures portant sur la caractérisation d’autres solutions
classiquement utilisées pour la congélation d’embryons de mammiféres ou encore sur
I’évaluation de composés testés dans des solutions de cryoconservation. En particulier, les
produits d’origine animale ne sont pas la seule source de préoccupations. Certains
cryoprotecteurs pénétrants comme le DMSO sont connus pour leur réle potentiellement

101




mutagéne [Kapp et Eventoff, 1980]. De méme, le phénomene de congélation est a 1’origine
d’un stress oxydant via la libération de radicaux oxygénés [Bilodeau et al., 2000; Lane et al.,
2002]. Des substituants aux cryoprotecteurs pénétrants et des antioxydants représentent donc
des molécules d’intéréts pour de futures études. Ces ¢études pourraient étre rapprochées des
conditions réelles de congélation en évaluant par DSC des solutions contenant un ou plusieurs
embryons, ce qui permettrait de prendre également en compte les effets thermodynamiques
liés a leur présence.

Un deuxieme champ de perspectives est ouvert par un élargissement de I'utilisation du
CRYO3 en cryobiologie.

Lors de notre étude, le CRYO3 a été testé sur des embryons de lapins et de bovins
produits in vitro. 11 pourrait tout d’abord étre évalué dans d’autres solutions de
cryoconservation pour embryons de mammiféres. En particulier, les embryons bovins
produits in vitro sont actuellement utilisés comme des modeles valables pour les techniques
de reproduction assistée en médecine humaine [Ménézo et Hérubel, 2002; Adjaye et al.,
2007]. Une utilisation du CRYO3 pour la congélation d’embryons humains semble donc tout
a fait envisageable. Cette possibilité est d’autant plus intéressante que le CRYO3 a également
déja été utilisé avec succes pour la cryoconservation de cellules souches issues du sang de
cordon ombilical humain [Jurga et al., 2012]. L’utilisation du CRYO3 pourrait ensuite étre
étendue a des protocoles de congélation impliquant d’autres types cellulaires.

Par ailleurs, lors de notre expérimentation, le CRYO3 a ¢été utilis€é a trois
concentrations différentes : 18%, 20% et pur avec addition de 10% de DMSO. Les résultats in
vivo obtenus avec cette derniére composition de solution ont été tres encourageants. Il serait
donc intéressant de tester cette solution de cryoconservation de manicre plus approfondie afin
d’évaluer son efficacité. En particulier, une évaluation par DSC permettrait d’affiner les
valeurs de références pour lesquelles de bonnes propriétés biologiques sont conservées. Dans
le méme ordre d’idée, les solutions basées sur 1’ajout de cryoprotecteurs a du CRYO3 pur
sont relativement simples a ¢élaborer. Il serait donc également intéressant de les tester sur
d’autres types d’embryons ou types cellulaires, ce qui permettrait d’obtenir un milieu
totalement défini et simple de fabrication.

Enfin, la composition chimiquement définie du CRYO3 et sa fabrication standardisée
sont des atouts trés importants pour la mise en place d’une recherche plus fondamentale. Les
variations minimes, voire 1’absence de variations entre lots, pourraient en effet permettre de
mieux standardiser 1’évaluation thermodynamique et biologique de protocoles de
cryoconservation. L’impact de modifications de ces protocoles pourrait donc étre évalué¢ de
manicre plus efficace que lors de I’utilisation de solutions contenant des produits d’origine
animale. Il serait en particulier possible d’évaluer I’influence nette de différents composés
ajoutés aux solutions de cryoconservation sur la survie des embryons. Une solution de
cryoconservation chimiquement définie a ainsi déja permis de tester I’impact de 1’ajout d’un
antioxydant (le B-mercaptoéthanol) et d’acide hyaluronique dans une solution de congélation
lente sur la survie d’embryons de bovins produits in vitro [George et al., 2006]. L’évaluation
de modifications des cinétiques de refroidissement et de réchauffement pourrait également
étre envisagée.

Pour conclure, les résultats prometteurs obtenus grace a 1’association d’une méthode
physique et d’une méthode biologique pourraient ouvrir la voie a [’utilisation d’autres
associations entre ces deux types de méthodes. La DSC ne permet en effet pas d’étudier tous
les phénomenes et propriétés physiques utiles a la compréhension des mécanismes de
cryoconservation. Il ne semble par exemple pas possible de caractériser la perméabilité
membranaire des embryons aux cryoprotecteurs ou encore la structure des cristaux de glace.
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L’utilisation d’autres méthodes d’analyse physique, telles que des méthodes d’imagerie
associées a des marquages de molécules, pourrait permettre de mieux comprendre les
protocoles de cryoconservation et ainsi de mieux les adapter aux différents types cellulaires.
Des méthodes biologiques resteraient ensuite indispensables afin de valider les observations et
conclusions physiques obtenues.
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Abstract

This study eval a new synthetic substitute (CRYO3, Ref. 5617, Stem Alpha, France) for animal-based products in bovine
embryo cryopreservation solutions. During the experiment, fetal calf serum (FCS) and bovine serum albumin (BSA) were used
as ref cs. A combination of a thermodynamic approach using differential scanning calorimetry and a biological approach
using in vitro-produced bovine embryo slow-freezing was used to characterize cryopreservation solutions containing CRYO3,
FCS and BSA. The CRYO3 and fetal calf serum (FCS) slow-freezing solutions were made from Dulbecco’s phosphate-buffered
salinc containing 1.5 M cthylene glycol, 0.1 M sucrose and 20% (v.v ') of CRYO3 or FCS. The bovine serum albumin (BSA)
solution was made by adding 0.1 M sucrose to a commercial solution containing 1.5 M cthylenc glycol and 4 g L' BSA. These
solutions were cvaluated using three charactenistics: the end of melting perature, the enthalpy of crystallization (thermody-
namic approach) and the embryo survival and hatching rates after in vitro culture (biological approach). The CRYO3 and FCS
solutions had similar thermodynamic propertics. In contrast, the thermodynamic characteristics of the BSA solution were different
from those of the FCS and CRYO3 solutions. Nevertheless, the embryo survival and hatching rates obtained with the BSA and
FCS solutions were not different. Similar biological propertics can thus be obtained with slow freezing solutions that have
diffcrent physical properties within a defined range. The embryo survival rate after 48 h of in vitro culture obtained with the
CRYO?3 solution (81.5%) was higher than that obtained with the BSA (42.2%, P = 0.000 12) and FCS solutions (58%, P = 0.016).
Similarly, the embryo hatching rate after 72 h of in vitro culture was higher with the CRYO3 solution (61.1%) than with the BSA
(31.1%. P = 0.0055) and FCS solutions (36%. P = 0.018). We conclude that CRYO3 can be used as a chemically defined
substitute for animal-based products in in vitro-produced bovine embryo cryopreservation solutions.
© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction technigues in the cattle breeding industry for the com-
mercial breeding of elite animals [1.2]. In vitro embryo
technoiogy has great potentiai for enhancing genetic
selection, improving fertility and allowing for the pro-
duction of “value-added” embryos with gender selec-
"+ Corresponding author. Tel: (+33) 4 78 87 26 19; fax: (+33) 4 78 tion or detection of SP"‘CiﬁC gene alleles [3.4]. W.hile the
87 67 88. number of fresh in vitro-produced (IVP) bovine em-

E-mail address: pierre bruyere @vetagro-sup.fr (P. Bruybre). bryos transferred worldwide has increased 11-fold dur-

Over the past decade. ovum pick-up and in vitro
embryo production have become increasingly common

0093-691X/S - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
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CRYOCONSERVATION DES EMBRYONS BOVINS
Utilisation de la calorimétrie différentielle a balayage pour le choix
de substituants chimiquement définis aux produits d’origine animale m
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Etat des lieux et objectif
La majorité des mllleux utilisés la vation yons bovins contient des composants
le. Le i en déccule rend la recherche
Cum&udﬂdoncwm j dont la

mwammm-ummnmwmu
Matériel '

Notre approche : Elaboration des solutions de
La Calorimétrie Différentielle & Balayage (DSC)

cryoconservation testées

La DSC permet de mesurer h * Elaboration d’une solution mére sans composant
des Son prlndn est de maintenir une macromoléculaire 3 partir de données bibliogra-
stante entre 2 ol Il de phase phiques :

pouvant survenir dans l‘éd\ammon ce qui permet donc de les caractériser. =D-PBS

= éthyléne glycol (1.5M)
= sucrose (0.1M)

= « pénicilline (100 Ul/mL)

- - = streptomycine (0.1 mg/mL)

* g * Choix de 3 références de sérum de veau foetal (SVF)
i chez 3 fournisseurs différents (Sigma, Fisher Sclentific
i r—— etVWR)

i Pl de cristallisation

= faurchaidissement) | Dans cette étude, 2 grandeurs thermodynamiques » Cholx d’un substituant potentiel  la composition

ont été caractérisées : chimiquement définie

- © Tm (Température de fin de fusion) lors d'un

réchauffement lent (2,5°C/min) « Elaboration de solutions de cryoconservation par
- * Qmax (Chaleur de solidification) lors d'un ajout de 20% de SVF ou de substituant 2 la solution
gl .. | refroidissement lent (-2,5°C/min) mére
o
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Objectif : Valider la composition choisie pour la solution Solution testée T (°C) Qe (%)
mére Solution UNCEIA (n = 2) 6684076 51,90£1,85
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SIGMA 9665 (n = 3) 013 1,05 +0,040 m‘ ~Tm (solution mére)
SIGMA 7524 (n =3) 0362 0,68 105:0011 | 40| PN
GIBCO 056 (n = 3) 0470,59 1,0740,019 020
GIBCO 133 (n = 3) 0,77+0,59 1,06 40,010 000
GiBCO036(n=3) 0882047 10820015 Mg
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VWR181L(n=3) 0,16 0,82 1,050,036
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* Pas de diffé entre
* Cependant, existence de différences importantes entre les sérums SIGMA tles du potentiel semblent
9665 et VWR 181 D i moyennes des SVF
Conclusion
Du point de vue thi le | semble &tre un candidat sérieux dans la
recherche de remplagants au sérum de veau foetal.
Des tests en cours p de ou d'infirmer la possibilité d’une utilisation
dans les de cry pour embryons bovins,
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Evaluation thermodynamique et biologique d’un substituant synthétique aux produits
d’origine animale dans les solutions de cryoconservation pour embryons de
mammifeéres

Plusieurs composés présents dans les solutions de cryoconservation pour embryons sont
source de préoccupations : soit du point de vue sanitaire a cause de leur origine animale, soit
du fait de leur rdle potentiellement mutageéne, notamment pour certains cryoprotecteurs
pénétrants. Leur retrait ou leur substitution par des composés chimiquement définis pourrait
donc constituer une amélioration sensible des techniques de cryoconservation des embryons.
C’est dans ce cadre de réflexion que s’inscrit notre travail.

Souvent, la conception et la mise en ceuvre des protocoles de cryoconservation sont
empiriques. Il en résulte de nombreuses variations entre les études qui rendent la
comparaison des résultats obtenus d’autant plus difficile. Dans notre démarche, deux
approches complémentaires ont été associées :

e la premicre, physique, s’appuie sur I'utilisation de la calorimétrie différentielle a balayage
(DSC) pour standardiser la comparaison des différentes solutions de congélation lente.
Ainsi, les propriétés thermodynamiques de solutions contenant un substituant défini ont
été caractérisées et comparées a celles de solutions contenant des produits de référence
(sérum de veau feetal ou albumine bovine sérique) ;

e la seconde, biologique, a consisté a congeler des embryons de lapins produits in vivo et
des embryons bovins produits in vitro, puis a analyser les taux de survie apres culture in
vitro et/ou transferts. Cette approche a permis d’objectiver les propriétés biologiques des
solutions ainsi définies.

Nos résultats confirment qu’il est judicieux d’utiliser une approche thermodynamique
pour sélectionner des molécules chimiquement différentes des composés habituellement
utilisés.

Mots clés
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