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Résumé

RESUME

La maturation ovocytaire in vitro est une étape déterminante de la production in
vitro d’embryons, c’est une biotechnologie de deuxiéme génération, qui, bien que
répandue a I'étranger reste relativement peu connue en Algérie.

Ce travail a pour objet d’introduire cette technique en Algérie et servira de tremplin a
d'autres travaux afin d'aboutir a la maitrise de la fécondation in vitro chez I'espéce
animale dans notre pays.

Aprés une étude bibliographique détaillée sur les différents facteurs influengant la
MIV, & savoir, les conditions générales, les milieux de culture et les techniques de
maturation proprement dite, nous avons sélectionné un protocole expérimental ou
nous nous sommes intéressés au déclenchement de la maturation dans un premier
temps, puis a l'effet de I'ajout de hCG dans le milieu sur le taux d'expansion du
cumulus.

Le taux global de maturation a été de 57,02%, optimisé par I'enrichissement du
milieu au hCG pour atteindre 63,64% d’ovocytes maturés.

Les résultats démontrent clairement I'importance de I'enrichissement du milieu de
culture dans la réussite de la maturation ovocytaire in vitro.

Mots clés : maturation, ovocyte, in vitro, milieux de culture, hCG, fécondation in
vitro, production in vitro, embryons.



Introduction

INTRODUCTION GENERALE

La reproduction est par définition, la fonction qui assure la pérennité des especes
animales par le renouvellement des générations.

Les améliorations génétiques susceptibles d'étre apportees, par manipulation de
la voie male ou femelle, expliquent I'enjeu économique majeur que représente la
maitrise de la reproduction.

La production d’embryons in vitro (PIV) constitue I'un des aspects de la maitrise
de la reproduction ; cette technique qui permet une production d’embryons en dehors
du tractus génital dépend de 4 étapes successives :

e Collecte des ovocytes

e Maturation in vitro (MIV)
e Fécondation in vitro (FIV)
e Culture des embryons.

Notre travail s'intéresse a I'une de ces étapes, & savoir, la maturation ovocytaire in
vitro (MIV), un processus impliquant la culture in vitro de l'ovocyte, lui permettant
d'atteindre une compléte maturation nucléaire et cytoplasmique essentielle a la
fécondation et & la production d’embryons viables.

Il se scinde en deux parties :
- Une premiére partie, (bibliographique) qui constitue une synthése des
connaissances sur les aspects in vivo et in vitro de la maturation ovocytaire.
- Une seconde partie (expérimentale) aborde le protocole expérimental que
nous avons employé et la discussion des résultats obtenus.






Chapitre | : Rappels physiologiques

1. Introduction :

Dans l'ovaire, les follicules forment un micro-environnement de I'ovocyte. Ce sont
des chambres sphériques formées de cellules épithéliales, les cellules de granulosa,
et de cellules mésenchymateuses, les cellules de la théque, qui entourent I'ovocyte.
Au cours de la différentiation du follicule, il y a formation d'un antrum et apparition du
liquide folliculaire dans lequel baigne l'ovocyte. Le follicule nourrit donc I'ovocyte tout
au long de sa croissance.

Les ovocytes sont des cellules germinales qui subissent, pour atteindre un
nombre haploide de chromosomes, des divisions nucléaires appelées méiose. Celle-
ci commence durant |a vie fecetale, mais est arrétée une premiére fois en prophase de
la premiére meiose, pour ensuite recommencer a la maturité sexuelle de I'animai. A
ce moment, c'est la décharge gonadotropique de LH qui provoque la reprise de la
meéiose, mais un deuxieme arrét, en métaphase de la deuxieme méiose bloque
I'ovocyte. Cette seconde inhibition de la méiose dure jusqu'a ce que l'ovocyte soit
pénétre par un spermatozoide. Il est indéniable que l'ovocyte passe la majeure partie
de son existence en arrét méiotique.

2. Ovogeneése :

La fonction fondamentale de l'ovaire est la production de maniere cyclique de
cellules germinales matures apte a étre fécondés.

Chez les mammiféres, I'ovogenése débute pendant la vie fcetale, les cellules
germinales primordiales (PGC) colonisent les gonades en formation au cours des
premiéres semaines de vie de I'embryon et prennent alors le nom « d'ovogonies »
qui proliférent par mitoses successives.

Chez le bovin, les PGC ou gonias arrivent au niveau de la créte génitale qu'au 30e
jour de la gestation. Au 57e jour, les PGC arrétent de se déplacer et des ponts
intercellulaires se créent entre elles afin de synchroniser leurs divisions mitotiques.
Cette période de division se produit entre les jours 62 et 82 de la gestation. A ce
stade, il y a un mélange de deux types d'ovogonies. Une partie des ovogonies sont
en mitose et les autres attendent en interphase afin de fournir davantage
d’'ovogonies. Au 82e jour de gestation, lorsque la production d'ovogonies est
complétée, les premiéres meéioses sont observées et elles deviennent ainsi des
ovocytes dites primaire qui entrent en méiose et s'arrétent au stade diploténe de la
prophase de la premiére division méiotique. (Russe, 1983).

Chez le bovin, la meéiose fcetale arréte vers le 90e jour de gestation.

L'arrét de la méiose coincide avec la formation du follicule autour de I'ovocyte. Ainsi,
la forme dormante de I'ovocyte se retrouve enveloppée dans le follicule primordial. A
partir de ce moment, le noyau de I'ovocyte est appelé la vésicule germinale (GV).



Chapitre | : Rappels physiologiques

3. Aspects morphologiques de la croissance folliculaire: (cf.
figure 01)

L’ovocyte primaire s'entoure de quelques cellules somatiques aplaties du stroma
ovarien (de granulosa) reposant sur une membrane basale, et forme ainsi le follicule
primordial

Ces follicules se retrouvent au niveau du cortex de I'ovaire. Aux environs du 140e
jour de la gestation. Le pool de ces follicules formés avant la naissance constitue le
capital germinal qui participera a la fonction de la reproduction de la femelle durant
sa vie adulte.

C'est a partir de ce stock que se réalisera la folliculogénése qui peut étre définie
comme l'ensemble de processus par lesquelles un follicule primordial du stock se
développe pour atteindre I'ovulation ou régresse par atrésie (hamamah1999).

Ces follicules primordiaux (30um de diamétre) débutent leur croissance par
multiplication des cellules folliculaires et développement de I'ovocyte qui contiennent
(Fieni et AL1995, Mialot et AL 2001).

Dans le follicule primaire (100 um de diamétre) I'ovocyte s'entoure d'une
monocouche de cellules somatiques devenues cuboides et la zone pellucide (zp)
s'ébauche & partir glycoprotéines sécrétées par celui-ci (Driancourt et al 2001).

Une membrane basale entoure les cellules de la granulosa et isole ces derniéres
du stroma environnant. Alors que plusieurs couches de cellules apparaissent par
mitose et que le diamétre ovocytaire grossit le follicule est dit secondaire, est c'est a
ce moment que la théque interne s'ébauche a partir des cellules stromales présentes
toute autour du follicule.

Aprés un certain nombre de divisions, les cellules de granulosa commencent a
sécréter dans 'espace extracellulaire un liquide dont la composition rappelle celle du
plasma sanguin (le liquide folliculaire : LF), a mesure que ce liquide s’accumule il
crée une cavité et s’y concentre le follicule est dit tertiaire ou antral.

Dans ce dernier on distingue deux types de granulosa différenciees : les granulosa
murales qui sont en contacte avec la lame basale et les granulosa antrales, dont les
cellules de cumulus qui elles entourent 'ovocyte (Buccione et AL1990) les granulosa
forment une population cellulaire hétérogéne quant a leurs sécrétions et fonctions.
Par exemple les cellules les plus prés de la lame basale possédent plus des
récepteurs a LH (Luteinizing hormone) que celles qui sont plus prés de la cavité
antrale.

Les cellules de cumulus forment avec I'ovocyte un complexe qui baigne dans le

liquide folliculaire. Toute au long du développement folliculaire les cellules de la
granulosa communiquerit entre elles et avec l'ovocyte grace a des jonctions
ouvertes.
Au cours de cette croissance les follicules acquiérent également des récepteurs les
rendant potentiellement capable de répondre & une stimulation gonadotrope;
récepteurs & LH pour les cellules de la théque interne et a FSH (Follicle stimulating
hormone) pour les cellules de la granulosa (Ennuyer 2000, Fieni et AL1995 ;)
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La croissance qui s'ensuit et qui ne concerne que quelques centaines de
follicules pour toute la période de la vie génitale de la vache, est communément
décrite par les concepts de recrutement, sélection et dominance qui sont sous
linfluence des gonadotrophines (FSH et LH).

> Le recrutement : est I'entré en croissance terminale d'un groupe de follicules
gonadodépendants.

> La sélection : est 'émergence parmi ces follicules du follicule ovulatoire. La
taille folliculaire au moment de la sélection correspond globalement a la taille
ol apparaissent des récepteurs & LH sur la granulosa (massif de cellules
folliculaires)

> La dominance: correspond & la maturation du follicule ovulatoire, la
régression par atrésie des follicules subordonnés et le blocage du recrutement
de nouveaux follicules (Ennuyer2000 ; Fieni et al 1995)

folicule tollicuie de De Graal
amscandsira héque extarne
theque irmamsa -

Figure01: Coupe d'ovaire montrant les différents stades folliculaires.
(Guénard et al 1996)
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4. Régulation hormonale de la croissance folliculaire:

4-1/ phase non gonado-dépendante:

Le développement d'un follicule primordiale (30um de diameétre) a un
follicule tertiaire recrutable (5mm) pour étre intégré a une vague folliculaire
dure plus de 6 mois (Ennuyer2000) les gonadotrophines ne sont pas
indispensable dans l'initiation de cette phase selon (Mcnatty et al1999) bien
que les ARNm des récepteurs a FSH et LH semblent apparaitrent précocement
(Bao et AL1998)

La régulation de cette phase semble étre largement assurée par les
facteurs locaux & l'origine d'interaction entre les cellules de la granulosa et
l'ovocyte.

Cette phase de développement est qualifiée de folliculogénese basale

4-2/ phase gonado-dépendante:
Un follicule est recrutable quand il est capable de répondre a la

stimulation par les gonadotrophines: c'est la phase terminale de la croissance
folliculaire.

> Phase de recrutement (FSH-dépendante):

Chez les ruminants le recrutement se fait en continu générant les vagues
folliculaires qui consiste & I'émergence tous les 7a9 jours environs d'une
cohorte de follicules sous I'action de la FSH.

La FSH se fixe sur les récepteurs des cellules de la granulosa et stimule
l'aromatisation des androgénes produits par les cellules thécales en cestrogéne
et induit la formation de récepteurs a LH.

L’augmentation des taux d'oestradiol (E2) & un effet positive sur la production
de la GNRH associe a la FSH, 'augmentation de la fréquence des décharges de
LH stimule la production d'oestradiole et d'inhibine synthétisées par la granulosa.
Dont l'inhibine supprime la libération des gonadotrophines hypophysaire (la FSH
principalement) (Ennuyer, 2000).

> Phase de sélection:

Le follicule destiné a ovuler continu sa croissance tandis que les autres
follicules de la cohorte dégénérent par atrésie, les mécanismes controlant cette
sélection ne sont pas connus a I'heure actuelle.

L’hypothése la plus probable est basée sur la combinaison d'un mécanisme
endocrinien et locale, la production d'E2 par le follicule dominant (Ginther et al,
2000) ainsi que celle d'inhibine conduit & une diminution de la sécrétion de FSH.

La diminution des taux circulant de FSH blogue la croissance et maturation
des follicules les plus sensibles (faible concentration intra folliculaire en IGF-1 bio
disponible et en E2) (Moniaux et al1996)
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» Phase de dominance (LH-dépendante):

Malgré les taux réduits de FSH circulante, le follicule dominant continu sa
croissance. Chez la vache le follicule dominant qui posséde des récepteurs a LH
dans les cellules de la granulosa est sensible aux stimulations pulsatiles de LH,
des régulateurs intra ovariens amplifient la réponse folliculaire a FSH et LH.

Suite a une forte concentration des gonadotrophines si le follicule dominant se
développe en synchrone avec la phase folliculaire du cycle oestrale il s'ouvrira et
libérera I'ovocyte, c'est I'ovulation. Sinon il rétrogradera par atrésie

5. la croissance ovocytaire :

Apres la naissance, le développement de 'ovocyte est intimement lié a celui du
follicule engagé dans les différents étapes de la folliculogénése.

La croissance de I'ovocyte se produit alors qu’il est bloqué au stade diploténe de
la prophase méiotique, cette période de croissance est caractérisée par des
modifications morphologiques témoins d’'une intense activité métabolique au sein de
I'ovocyte (selon Hamamah 1999 et Bruyére,G 2002).

L'ovocyte en début de croissance dans son follicule primordiale est une cellule de
20 & 50 um de diamétre contenant un noyau de grande taille, la vésicule germinale
(GV). L'entré en croissance de I'ovocyte est caractérisée par une accumulation de
molécules (granules de glycogéne, gouttelettes lipidiques, protides, peptides...) et
d’organelles nécessaires a la maturation, a la fécondation et au développement
préimplantatoire. On observe ainsi une multiplication des mitochondries, des
ribosomes, une extension du réticulum endoplasmique et des appareils de Golgi...

Une zone pellucide se forme autour du gaméte du follicule secondaire; il s'agit
d’'un réseau extracellulaire tridimensionnel de glycoprotéines (5-10% des synthéses
de l'ovocyte en croissance) traversé par des prolongements des cellules péri
ovocytaire (corona radiata) qui établissent des jonctions perméable (gap jonction)
avec la membrane plasmique de I'ovocyte.

Les granules corticaux (petites vésicules de 200-600nm de diameétre) qui jouent
un réle important lors de la fécondation (lutte conte la polyspermie) se forment dans
le complexe Golgien prés de noyau.

Au sein de follicule tertiaire I'ovocyte augmente de 100 a 120 um environs et on
note la formation d’'un espace perivitellin, la migration des granules corticaux dans le
cortex de I'ovocyte et un déplacement de la GV vers la périphérie.

Les complexes de Golgi et les réserves lipidiques sont plus nombreux tendis que le
réticulum endoplasmique (RE) devient moins abondant.

Cet ensemble d’'organites est sous tendu par un important réseau de cytosquelette
dont certaines structures sont propres a l'ovocyte.

La phase de croissance de l'ovocyte est caractérisée par une activité
transcriptionnelle intense avec accumulation des macromolécules ; les principales
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classes des ARN (ARNm, ARN; ARN, son synthétisés et stockés (ARNp
principalement) soit 200 fois la teneur moyenne en ARN, ultérieurement traduits en
protéines constitutives telles I'actine, la tubuline, la calmoduline ou les glycoprotéines
de la zone pellucide.
Ces ARN,, sont caractérises par une durée de vie longue, ils sont utilisés jusqu’au
début de développement embryonnaire.

L’équilibre entre cette stabilite et la transcripitionnalité de transcrits est un critere
de réussite important en MIV chez 'homme et la vache (Hamamah et al 1996)
Donc en fin de croissance, I'ovocyte est une trés grande cellule riche en réserves de
toutes sortes et en organites, dont I'anabolisme ralentit considérablement aprés
lintense activité développée pendant toute la phase de cette croissance.
Son noyau (GV) est blogué en prophase méiotique soit en phase G2 du cycle
cellulaire et reste a ce stade jusqu’au signale gonadotrope précédant I'ovulation.

6. La maturation ovocytaire in vivo :

Lorsque I'antrum se forme, l'ovocyte a atteint environ 80% de sa taille
définitive, sa croissance continue de maniére ralentie tandis que le volume du
follicule croit réguliérement jusqu'a la décharge gonadotrope ovulante. L’'ovocyte
reste bloqué en fin de prophase méiotique pendant toute la croissance folliculaire, il
acquiert d’abord la compétence a reprendre sa méiose puis la compétence a assurer
la fécondation et le développement (Thibault 2001)

6-1/ La compétence méiotique:

La compétence a reprendre et a compléter la méiose est acquise par l'ovocyte
tout au long de sa croissance folliculaire (First et al 1988; Sato et al 1990). Cette
maturation nucléaire, tout comme la maturation cytoplasmique, est nécessaire pour
que I'ovule soit en mesure d'étre féconde et de se développer (Eppig, 1996).

Les ovocytes de follicules préantraux et antraux sont blogués en prophase | de
la méiose. Mais alors que les derniers sont capables de reprendre la méiose de
facon spontanée quand ils sont isolés de leur follicule in vitro les ovocytes provenant
de follicules préantraux n'ont pas cette capacité. Les ovocytes isolés de petits
follicules antraux sont généralement aptes a reprendre la méiose, mais ils arrétent en
Ml au lieu de progresser en Mil (Wickramasinghe et al, 1991). On dit qu'ils sont
partiellement compétents.

L'acquisition de la compétence méiotique semble corrélée non seulement aux
diamétres ovocytaire et folliculaire, mais aussi a la morphologie et l'activité
transcriptionnelle du noyau et du nucléole (Motlik et al 1984; Crozet et al 1986; Fair
1995).

In vivo, suite & la décharge gonadotrope qui affecte le follicule antral, il y a
rupture des jonctions perméables entre les cellules de granulosa et le cumulus
(Larsen et al, 1987). La transmission d'un facteur. stimulateur ou d'un facteur
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inhibiteur par les cellules folliculaires se trouve donc bloquée et la reprise de la
méiose survient (Eppig 1996)

La compétence meiotique se traduit donc par le maintien de I'ovocyte au stade
GV par I'environnement folliculaire jusqu'a la décharge hormonal pré ovulatoire, ou
la mise en culture in vitro des ovocytes et cela par la levée d’inhibition provoquée par
certaines substances inhibitrices probablement transiter par le fluide folliculaire dites
OMI. des bases puriques (absentes du LF des bovins) et TAMPc. Qui permet a
I'ovocyte de reprendre sa méiose normalement.

6-2/ La compétence au développement :

La compétence au développement est définie comme étant la capacité de
'ovocyte & assurer le développement de I'embryon obtenu apres fécondation au
cours de ces premiers clivages, elle se mesure par le taux de blastocystes.

Plusieurs études ont investigués les facteurs qui sont susceptibles d'influencer la
compétence ovocytaire telles la taille et la qualité du follicule d'origine, I'atrésie
folliculaire et 'age des animaux.

Les ovocytes contenus dans des follicules de petite taille (< 3 mm chez les
bovin) méme sils reprennent normalement leur méiose sont inaptes au
développement aprés MIV/FIV/DIV. notons qu'a cette taille le follicule devient
dépendant des gonadotrophines et qu’il acquiert une aromatase fonctionnelle.
Cependant cet effet taille résulte sans doute de I'état de différenciation des cellules
somatiques.

La mise au point d’'un systéme de MIV/FIV /DIV pour des follicules individuels a
permis l'étude du lien existant entre latrésie du follicule et I'aptitude au
développement de 'ovocyte.

Les ovocytes issus des follicules atrétique (pas d’aromatase fonctionnelle dans la
paroi folliculaire) présentent une aptitude au développement de I'ovocyte 3 fois plus
faible que ceux issus des follicules sains. En revanche, linduction expérimentale de
latrésie de follicule pré ovulatoire par administration d'un antagoniste LH-RH
naffecte pas la compétence des ovocytes au développement donc le
développement de I'ovocyte est bloqué par I'entré en atrésie du follicule mais une
fois celui-ci est réalisé I'entré en atrésie du follicule n'exerce plus d'effet délétere
D'autres facteurs tels I'alimentation de la mére avant la conception (Ashworth et al
1999) les stress environnementaux des animaux (températures, saison...)

L'age et le génotype de lanimale peuvent aussi influencer la qualité des
ovocytes, le développement d’embryon et donc la fertilité (Hunter, 2000)
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6-3/ Atrésie folliculaire :

Le développement d’un follicule jusqu’a I'ovulation est un fait exceptionnel, en
effet prés de 99.9%des follicules en croissance dégéneérent par le processus
d'atrésie qui se caractérise par l'apparition de cellules pycnotiques, la fragmentation
de la membrane basale qui sépare la granulosa de la theque et la réduction de la
vascularisation thécale.

Tout débute par une perte de I'activité aromatase des cellules de la granulosa
(et donc de la production d’E2) lige & la perte de la capacité d’expression des
récepteurs & FSH des cellules de la granulosa et a la diminution de celle des
récepteurs a LH, suivie de 'apparition de grains de pycnose au sein de ces méme
cellules (Komar et al 2001) on parle de follicule dominant cestrogéne-inactif (Komar
et al 2001)

L'index mitotique au sein de la granulosa chute et on observe un découplage
des récepteurs avec les mécanismes intra cellulaires (diminution des jonctions
perméables)

Les signes de pycnoses augmentent (atteinte des cellules de cumulus) et les
récepteurs hormonaux disparaissent suivi d’'un arrét de la stéroidogénese

Finalement I'atrésie atteint I'ovocyte et on assiste au comblement de 'antrum.

6-4/ La Méiose ovocytaire : (cf. figure 02)

L'ovocyte doit, pour étre fécondable réduire son nombre de chromosomes de
moitié. C'est la méiose qui permet cette réduction a 1N chromosomes.

La méiose est constituée de deux divisions nucléaires successives sans
réplication des chromosomes entre les divisions. Le résultat est qu'au lieu de deux
cellules filles. On en obtient quatre possédant la moitié du bagage génétique
maternel. Comme dans la mitose, les chromosomes se répliquent avant la méiose, il
existe toutefois une différence au cours de la premiére prophase méiotique. Elle est
plus longue, et un grand nombre de remaniements chromosomiques se produisent.

En effet une fois répliqués. Les chromosomes s'accolent a leurs
chromosomes homologues pour former des tétrades
La premiére division est dite réductionnelle. C'est la séparation des homologues : le
matériel génétique se divise de 4n a 2n.

L'échange de matériel génétique entre génes homologues ("crossing-over")
peut étre observé. La division du cytoplasme est toutefois inégale entre les deux
cellules filles. Tout le cytoplasme se retrouve dans une des deux cellules fille, le futur
ovule, et I'ADN additionnel est expulsé dans un premier globule polaire.

La seconde division est dite équationnelle. C'est la séparation des chromatides
sceurs ce qui apporte un nombre haploide des chromosomes (1n) selon (Lodish et
al, 2001).
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Figure02 : Représentation schématique des événements chromosomiques de la
méiose (Jacqueline Laurent 1999)

7. La maturation ovocytaire :

La maturation de I'ovocyte est le point culminant d’'un long processus de

différenciation qui permet a cette cellule trés particuliére d’exprimer pleinement son
potentiel reproducteur.
Cette maturation comporte une évolution nucléaire, amenant le noyau de I'ovocyte
bloqué en prophase meiotique depuis la vie feetale, a reprendre sa méiose et a la
poursuivre jusqu’en métaphase de la seconde division méiotique compatible avec la
fécondation.

La maturation implique également des remaniements cytoplasmiques dont
certains aspects morphologiques sont connus mais dont les aspects biochimiques
restent encore a élucidés. Bien qu'on soupgonne qu'ils jouent un réle déterminant
dans la capacité de l'ovocyte & assurer avec succes la fécondation et le
développement du jeune embryon. (Mermillod et al, 2000).

Physiologiquement, ces phénoménes de maturation ont lieu dans le follicule pré
ovulatoire, suite & la décharge gonadotrope ovulante, I'ovocyte baigne donc pendant
cette période dans un environnement & la fois complexe et changeant.

10
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7-1/ la maturation nucléaire : (cf. figure 03)

La maturation nucléaire correspond a la progression du noyau de I'ovocyte du
stade GV jusgu’a la métaphase Il, un passage qui dure 24h dans I'espéce bovine
(Sirard et al 1989) (Wehrend et al 2001)

Le premier signe visible de la reprise de la méiose est le plissement de
I'enveloppe de la GV qui pourrait étre en rapport avec le début de condensation des
chromosomes. Les pores de cette enveloppe disparaissent puis I'enveloppe se
fragmente avant de disparaitre rapidement on parle alors de germinal vésicale
break-down (GVBD) selon (Thibault 2001)

Il ya ensuite condensation des chromosomes, c’'est la métaphase |

Les remaniements du cytosquelette permettent enfin la séparation de ces derniers
(anaphase |) suivie par la télophase .

La mise en place de la métaphase prend beaucoup de temps que I'anaphase et la
télophase ; il ya élongation des tubules depuis les centrioles puis émission de
microtubules des centrioles au kinétochores (assemblage protéique complexe sur le
centromére lieu d'ancrage des microtubules aux chromosomes) et en fin la
migration de ce cytosquelette (Marchal et al 2001)

La séparation des chromosomes donne lieu a I'expulsion du premier globule polaire
contenant la moitié du complément chromosomique.

L'ovocyte se trouve alors de nouveau bloqué mais cette fois en métaphase Il jusqu’a
I'arrivé du spermatozoide lors de la fécondation.

Figure 03: Les
. différents stades de
~ maturation nucléaire
des ovocytes
Bovin observés
aprés culture in vitro
(Sirard et al 1989)
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Le temps qui prend le noyau de lovocyte entre ces différents stades de
développement est représenté selon sirard et al 1989 sur le tableau (01). Le temps
zéro représente le début de maturation in vitro :

Tableau n°1: les temps de maturation nucléaire des ovocytes bovin (sirard et al
1989)

photo Stade nucléaire Temps (h)
a -germinal vesicle(GV) 0-6.6
-Germinal vesicle 6.6-8.0
breakdown(GVBD)
b condensed 8.0-10.3
Cc Metaphase | (M) 10.3-15.4
d Anaphase | (Al) 15.4-16.6
e Telophase | (TI) 16.6-18.0
f Metaphase Il (MIl) et 18.0-24

globule polaire

> Role de 'MPF dans la reprise de la méiose :

La reprise de la méiose est regelée par I'activation du MPF « méiotic promoting
factor » responsable d'une série de reactions permettant la condensation de la
chromatine et la formation des microtubules (Masui 2001)

Le MPF est une molécule constitué de deux sous unités une catalytique la p
une régulatrice la cycline B elle-méme composée de cyclineB1 et la cycline B2

La cycline B1 est la seule qui soit essentielle a la reprise de la méiose chez les
bovins (Brandies et al 1998).

La régulation de l'activation de 'MPF varie selon les espéces, chez le bovins les
ARNm de la p***? et de la cycline B1 sont présentes en grande quantite dans
rovocyte en GV (Robert et al 2002) toute fois bien que la p*#CPC2 goit présente il ya
trés peu de cycline B1 dans I'ovocyte en GV d'ou l'importance de la traduction lors la
maturation

Linjection intra cytoplasmique de la cycline B1 induirait a elle seule la reprise de la
méiose (Traverso et al 2005)

En effet il a été montré dans plusieurs especes que le manque de la compétence
meiotique des ovocytes pourrait étre du a l'absence ou a la présence limitante de
cycline B (selon Hamamah 1999)

Les niveaux de MPF varient au cours de la maturation nucléaires des ovocytes.

lls sont & bas niveau a l'arrét meiotique et doivent augmenter pour permettre la
reprise de la méiose pour atteindre un premier sommet en MI, redescendre (suite a
la dégradation de la cycline) pour permettre la reprise de I'anaphase et remonter
vers un second sommet aprés néosynthése de cycline et les chromosomes

34cdc2 et

12
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s’arrangent ensuite en plague métaphasique Mil.

Cette seconde pause en MIl requiert la participation de CSF « cytostatique
factor »qui favoriserait I'arrét meiotique et stabilise directement ou indirectement
l'activité du MPF (Murray et al 2001) jusqu ‘a ce que reprenne la méiose suite a la
rencontre d’'un spermatozoide

7-2/ La maturation cytoplasmique :

La maturation cytoplasmique regroupe I'ensemble des remaniements
ovocytaire qui accompagne la reprise de la méiose ces remaniements sont aussi
bien moléculaire que morphologique et ne sont pour la plus part, bien connus que
par leur conséquence sur la capacité de I'ovocyte a étre fécondé et a se développer.
La migration des granules corticaux est le trait le plus marquant de cette maturation,
ces derniers qu'avait une localisation sous corticale diffuse dans le cytoplasme de
I'ovocyte immature migrent vers la zone corticale en fin de maturation de celui-ci.
La libération de leur contenu enzymatique dans l'espace perivitellin lors de la
fécondation provoquera des modifications de structure de la zone pellucide,
empéchant ainsi la pénétration de spermatozoide surnuméraire.

Les appareils de golgi développés dans I'ovocyte immature diminuent en nombre au
cours de la maturation et migrent en région péri nucléaire tendis que le réticulum
endoplasmique lisse se regroupe dans la cellule (dissocié des mitochondries et des
granules) ces modifications dont la répartition des organites témoignent la chute du
métabolisme ovocytaire : I'ovocyte mature est une forme cellulaire moins active.
(Hyttel et al 2000)

Quant aux mitochondries ; elles se regroupent autour de noyau avant de se
disperser de maniére réguliére en anaphase | et télophase | (dispersion dépendante
des microtubules) (Marchal et al 2001) une activité métabolique continue de ces
mitochondries est nécessaire a la maturation cytoplasmique et a la reprise de la
méiose (et donc au développement embryonnaire) cette activité peut étre évaluée
par le dosage cellulaire de 'ATP

Des remaniements du cytosquelette et de la membrane plasmique ont également
était décrits : les microvillosités de la surface ovocytaire disparaissent dans la région
surplombante le matériel nucléaire et la couche sous corticale uniforme de filament
d’actine s'épaissie a cet endroit et s’enrichit de fodrine, une protéine réticulante qui
pourrait aider & la stabilisation de ce réseau de filament et donc blocage de I'ovocyte
en Mil, et I'apparition d’une zone imperméable aux spermatozoides ; zone au niveau
de la quelle aura lieu I'expulsion du second globule polaire.

13
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facteurs diffusibles vers l'ovocyte en cours de maturation. De plus ce cumulus
expansé faciliterait |a capture de l'ovocyte par le pavillon et influencerait la
fécondation (Hamamah 1999) (passage du spermatozoide et accés a la zone
pellucide) (marchal.R.2001 et Mermillod et al 1999)

La synthése de lacide hyaluronique par les cellules de cumulus est sous la
dépendance de la FSH (salustri et al 1985) la LH agit en levant I'effet des inhibiteurs
de FSH déja présente dans le liquide folliculaire (LF) au moment du pic ovulatoire.
Cependant certains facteurs de croissances telles 'EGF et "'\GF-l améliorent cette
expansion d’'ou la nécessité de leurs présences in Vitro.

Cher la souris cette expansion est favorisée par le CEEF (cumulus expansion
enabling factor) non indispensable cher les bovins et les porcins. (Marchal. R, 2001).

8. Effet de facteurs de croissance :

D’importantes interactions entre les cellules folliculaires et différents facteurs de
croissance, hormones et stéroides sont nécessaires pour transmettre a l'ovocyte
des éléments qui agissent sur sa maturation. Les facteurs de croissance sont des
familles de polypeptides qui jouent un role dans les processus de prolifération,
différentiation et morphogenese cellulaires (Heyner et al 1993).

Afin d'entrer et de progresser dans la phase préréplicative du cycle cellulaire,
toutes les cellules ont besoin de l'action des facteurs de croissance. D'ailleurs,
beaucoup de facteurs de croissance sont présents sous formes de transcrits et
exprimés dans |'embryon préimplantatoire (Heyner et al, 1993).

Les TGFa et -B. IGF-I et -l et EGF exercent tous un rle important dans la
folliculogénése.

La famille des IGF (insuline-like growth factor) comprend 02 protéines de structure
IGFI et IGFII, 06 protéines de liaison IGFBPS et 02 récepteurs spécifique aux IGFI et
IGF II.

Les deux formes d'IGF, IGF-I et IGE-Il ont été mises en évidence dans l'ovaire.
IGF-| serait principalement exprimé par les cellules de granulosa, alors que I'"GF-Il
est exprimé par les cellules de la théque (Adashi, 1993). Les IGF amplifient I'action
des gonadotrophines.

Uinsuline est un facteur de croissance important dont il stimule 'aromatase des
cellules de la granulosa et potentialise 'effet de la FSH (Hamamah 1999)

In vitro elle augmente comme IGFI la production d’androgéne par les cellules de la
theque interne et donc stimule la production d’oestradiol par la granulosa

TGFB fait partie d'une superfamille de peptides multifonctionnels incluant linhibine,
I'activine et la substance Miillérienne inhibitrice (MIS).

Le TGFB dont le site de synthése est les cellules de la théque (truie et la ratte
les granulosa en produisent) controle la prolifération et la différentiation dans
plusieurs types cellulaires. Trois formes de TGFB existent dans l'ovaire, soient
TGFR1, TGFR2 et TGFR3 (Mulheron et Schomberg. 1993).
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Le TGFa fait partie de la méme famille que I'EGF. lls possédent tous deux six
cystéines, leurs acides aminés sont analogues a 30%, et ils se lient au méme
récepteur (Derynck, 1990). lis sont caractérisés par une grande activité mitogénique
leurs actions respectives ont beaucoup été étudiés in vitro.

L’'EGF stimule la prolifération de plusieurs types cellulaires, notamment les cellules
de la granulosa (Skinner et al, 1987b). EGF est capable de promouvoir la maturation
des ovocytes chez plusieurs espéces (bovin notamment d’aprés: Sanbuissho et al,
1990) Par son interaction avec les cellules du cumulus. Chez le bovin, EGF et TGFa
augmenteraient de fagon significative l'expansion du cumulus et les taux de clivage
des jeunes embryons, alors que TGFR et bFGF n'auraient pas d'effets sur
I'expansion, mais diminueraient les taux de clivage.

Il semble donc que ces deux facteurs mitogénique (EGF /TGFa) soient parmi les
premiers & intervenir dans la croissance des follicules. Dont 'EGF favorise la fixation
de FSH sur les récepteurs des cellules de la granulosa.

Le bFGF (fibroblast growth factor basique) est un autre facteur de croissance, et il
est produit par les granulosa (Neufeld et al.1987) mais son role reste a précise.
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Chapitre Il : Fécondation in vitro

1. Introduction :

La fécondation in vitro est une technique trés importante dans le domaine des
biotechnologies de la reproduction puisquelle permet une production d’embryon en
dehors du tractus génitale a partir d’ovocytes prélevés par ponction écho-guidée
(OPU) ou encore, dans la plus part du temps a partir d'ovaires de vaches apres
abattage.

Ces ovocytes sont ensuite soumis a la maturation puis fécondés in vitro ; les
embryons ainsi obtenus sont cultivés pendant 7 jours jusqu'a leur transfert a des
vaches receveuses ou leur congélation.

L'étude des techniques de récolte d’ovocytes, de la maturation et de Iinduction
de la capacitation des spermatozoides in vitro dans le but d’'une fécondation sont
des étapes essentielles qui ménent au développement des biotechnologies de la
reproduction permettant ainsi [installation d'un programme de MIV/FIVIPIV en
Algérie.
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2. les techniques de récolte d’ovocytes :

2.1/ In vivo par la technique OPU : (cf. figure 04)

Pour la réalisation de la plupart des études, le contenu des follicules (liquide,
cellules de la granulosa, complexe ovocyte cumulus) est collecté in vivo par ponction
folliculaire transvaginale sous controle échographique. Cette technique, adaptée de
celle utilisée en médecine humaine, a été mise en place en 1993 a I'INRA de
Nouzilly ; son utilisation est facilitée chez la vache par la présence d’'une tunique
albuginée épaisse autour de lovaire et par la grande taille des follicules ovariens.
Cette méthodologie permet :

1- d'individualiser, et donc de caractériser chaque follicule,

2. d'associer les caractéristiques d'un follicule a celles de 'ovocyte qu'’il contient,
voire méme

3~ d'étudier I'effet in vivo d'un facteur donné par injection intra folliculaire.

Guide

Adzuille de ponction

Robinel Lrols yoles s

Pampe a vide €

Liguule
folliculaire

— S m— Sonde 7.50Mhz

Echographe

Figure 04 : Schéma de la ponction folliculaire transvaginale sous échographie.
(Martoriati, A. 2002)
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La position anatomique des ovaires de la vache, situés au bord antérieur du
bassin a une largeur de main du col de l'utérus facilite I'utilisation de la méthode
dans cette espéce.

L’animal placé dans un travail de contention est éventuellement tranquillisé par une
injection d’hydrochloride de détomidine (1mg/100kg) (domosedan RD)

Ou la xylasine (rompun RD)

Une anesthésie locale (épidurale) permet de réduire les efforts expulsifs de I'animal.
Une relaxation plus compléte du rectum peut étre obtenue par une injection de
4mg/100kg d’hyoscine-N-butylbromide (buscopan RD).

Les matieres fécales sont évacuées de rectum. Au besoin la vessie est vidée au
moyen d’une sonde de foley. La région vulvaire est lavée et désinfectée pour éviter
tout risque de contamination des ovocytes prélevés. La sonde échographique est
guidée au travers de la cavité vaginale jusqu’a son extrémité antérieure para
cervicale au moyen d’'un guide métallique. L'ovaire manipulé par voie transrectale et
amener sur 'extrémité de la sonde échographique. Les follicules présents sur I'ovaire
apparaissent sur I'écran de I'échographe sous la forme de zone noir anéchogéne. Le
déplacement de I'ovaire et/ou de la sonde permet d’ajuster la position du follicule a
ponctionner sur le trajet de I'aiguille de ponction identifi€ée par une ligne sur I'écran de
'échographe. L’aiguille est poussée vers lavant de maniére a traversé
successivement |la paroi vaginale puis celle du follicule

Une fois le follicule est ponctionné le liquide folliculaire est aspiré et la zone
anéchogéne disparait suite a la vidange du follicule.

Apres la ponction, le contenu de chaque tube de récolte est maintenu a une
température de 35 a38°C. |l est filtré est examiné pour isoler et mettre en maturation
les ovocytes récupérés (Hanzen 2004).

2.2/ In vitro a partir d’ovaires d’abattoir :

La collecte d’ovocytes a partir d’ovaires isolés d’abattoir est la méthode la
moins onereuse. Cette technique a ainsi permis la mise au point des technigues
MIV/FIV/DIV.

Selon les équipes ; Les ovaires de vaches dans leurs différents stades de cycle de
reproduction sont collectés a I'abattoir puis transporté au laboratoire dans une
solution saline a une température comprise entre 30et 35°C. La solution saline
représentée par le NaCl 0.9% supplémentée de 100.000Ul de pénicilline, 100mg de
streptomycine et 250ug d’'amphotericine B 250ug/I.
Le contenu des follicules de 1 a 5 mm est aspiré au moyen de seringue de 10ml a
18-gauge needle. Le contenu sera versé dans des tubes de 50ml. Apres
sédimentation, le COCS sera prélevé par utilisation d’'un stereomicroscope (Blodin et
sirard 1995).

Le professeur Christian Hanzen en 2004 décrit une méthode simple et pratique
de récolte d’'ovocyte a partir d’'ovaires de vaches au niveau des abattoirs.
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Les ovaires doivent étre prélevés dans les deux heures suivant 'abattage de I'animal
ils seront stockés a une température comprise entre 24 et 30°C,et le prélevement
des ovocytes sera effectuer dans les quatre heures suivant le préléevement des
ovaires.

Au laboratoire les COCs sont ponctionnés sur les follicules antraux visibles a
I'ceil nu & I'aide d’une aiguille 18G reliée & une seringue de 5-10ml ou a une pompe a
vide

Le prélévement des ovocytes par aspiration du liquide folliculaire au moyen de
Paiguille est une des méthodes les plus anciennes. P.Guerin et al en 1996 trouvent
que cette technique permet de récolter en moyenne 6 ovocytes par ovaire est une
personne peut ponctionner une centaine d'ovaires en moins de 2heures.

La dissection préalable des ovaires a I'aide d’une lame de scalpel dans un milieu de
culture et aprés lavage des fragments obtenus permet ['obtention de 16 a 17
ovocytes par ovaire. Cette seconde méthode offre l'avantage d’augmenter le
pourcentage d'ovocytes morphologiquement normaux (60 a 63% vers 31 a 80%)
conséquence possible du fait que la dissection permet de mieux identifier les
follicules non atrétique. Elle est cependant plus lente que la premiére.

La découpe de l'ovaire en tranche (slicing ovary) offre pour avantage d’augmenter le
nombre d’ovocytes récupérés (20 a 55 par ovaire).

D'autres méthodes ont également été envisagées comme celle impliquant la
digestion préalable de I'ovaire au moyen de la trypsine (221 ovocytes par ovaire)

3. Jugement et sélection des ovocytes :

La ponction des follicules a permis de récolter des ovocytes entourés de cellules
péri ovocytaires (cumulus oophorus) dans un tampon type PBS ou un milieu de
culture comme le milieu TCM199 avec des agents protecteurs (antibiotiques voire
antimycosiques).

La sélection des ovocytes repose essentiellement sur des criteres morphologiques
(microscope inversé) ou ultra structurelles (microscope électronique) des complexes
COCs. Les ovocytes bovins immatures peuvent étre repartis en quatre catégories ou
classe selon le degré de compacité des cellules de cumulus et de |a transparence de
I'ooplasme. Il semble évident que les différences éventuellement identifies lors de
lexamen peuvent étre attribués a des stades divers de maturation, celle-ci
saccompagne d'importantes modifications de surface et donc de contacte entre
lovocyte et les cellules de cumulus. (cf. tableau 02 et 03)

Les COCs utilisés en PIV sont les COCs de qualité 1ou2, c’est-a-dire entourés d’un
cumulus compacte (composé de plusieurs couches de cellules couvrant au moins les
% de la zone pellucide) et ayant un cytoplasme dense. (cf. figure 05)

Plusieurs études ont montré que la compétence au développement (relation non
valable pour la compétence meiotique) est proportionnelle a la qualité des COCs
avec des taux de développement significative entre les COCs de classe 1 et 2,
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acceptables, et ceux de classe 3, et 4 non acceptables (Cetica et al, 1999 ; Mayes
MA et al 2001 ; De Witt AA et al 2001)

Tableau 02 : classification des complexes ovocytes cumulus en MIV selon (Stojkovic

et al 2001)

Classe ou catégorie

A ou classe1

B ou classe 2

C ou classe 3

D ou classe 4

Aspect de cumulus
oophorus
Cumulus compacte et

formé de multicouche
Cumulus compact et avec
au moins 5 couches
cellulaires

Cumulus avec 3 a 5

couches cellulaires
laissant des petites zones
de zone pellucide
dénudée

Ovocyte quasiment
dénude

Aspect du cytoplasme

Cytoplasme homogéne

Brillant et poli
Le cytoplasme ovocytaire
comprenant des zones

non homogenes

Cytoplasme hétérogene,
vacuolisé

Cytoplasme ovocytaire
dénudé

Tableau 03 : classification des complexes ovocytes cumulus en MIV selon (Hanzen

2004)

Classe ou catégorie

classe1l

classe 2

classe 3

classe 4

Aspect de cumulus
oophorus

Transparent
Compacte et entoure
complétement I'ovocyte
Transparent
Compacte et entoure
complétement I'ovocyte

Sombre et compacte
Cumulus est
complétement  expanse

voir absent (oocyte nu ou
naked oocyte
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Aspect de I'ooplasme

Homogéene

Irrégulier

Une zone plus sombre
pouvant étre visible a sa
périphérie

Plus irrégulier et présence
des amas plus sombre
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Figure 05: different types
d’'ovocytes récoltés par

ponction folliculaire
transvaginale (De Loos et al,
1989).

Une fois la sélection des COCs est effectuée ces derniers sont mis a la
maturation in vitro dans des milieux spéciaux et sous conditions environnante proche
du celle du tractus génitale de la vache.

4. maturation ovocytaire in vitro (MIV) :

La maturation ovocytaire in vitro (MIV) est un processus impliquant la culture in
vitro de l'ovocyte, lui permettant d'atteindre une compléte maturation nucléaire et
cytoplasmique essentielle a la fécondation et a la production d’embryons viables.
(Badinand et al, 2000).

La réussite de la MIV dépend de plusieurs facteurs, dont un des plus importants
est la technique de maturation, et en particulier la composition du milieu de culture
utilisé.

4.1/ Principes généraux

Les conditions dans lesquelles sont pratiquées les différentes étapes du
processus de maturation et donc de production sont des facteurs essentiels qui, s'ils
ne sont pas respectés, peuvent apporter une grande variabilité dans les résultats :
a- La stérilité :

Elle est assurée par I'espace, se trouvant sous la hotte a flux laminaire (cf.
figure0B). L'air y est constamment filtré par des filtres absolus, assurant l'arrét de
toute particule de plus de 0,3 um de taille. L'air filtré est donc débarrassé de toute
particule ou poussiére, y compris bactérienne, son mouvement est assuré par un

22



Chapitre Ii : Fécondation in vitro

puissant ventilateur, qui permet d’établir un flux laminaire d'air stérile sur le plan de
travail.
Elle vise trois objectifs :

- Protéger les produits & préparer de toute contamination bactérienne ;

- Protéger le manipulateur ;

- Protéger I'environnement. (Aspar et al. 2003)

SOrae d- une
paxte de 17adr
(30 95

rentlateuy
assurant la
sirculaton de
adr

filtve absola

ml__liﬁﬁﬁl V—

[entee d adr EeXTETIE1T
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i
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Figure 06 : Schéma représentant le Principe général de fonctionnement d’une hotte
a flux laminaire. (Schuster, 2001)

b- Température

Qu'il s'agisse de maturation ovocytaire in vitro, de fécondation in vitro ou de
culture embryonnaire, il est impératif de calquer la température centrale de I'espéce
étudiée, et non pas systématiquement a 37°C, comme on I'a longtemps pense; celle-
ci sera donc de 37° C chez la femme et la souris, tandis qu’elle sera comprise entre
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38,5° C et 39° C chez la vache. Toute fluctuation thermique sera donc néfaste.
(Porret 2004, Bruyére 2002).

Pour étudier limpact des températures utilisées en production in vitro. Des
expérimentations ont été réalisées chez différentes espéces, et les conclusions ont
été que la maturation dans des conditions variant de 35 a 39°C n'était pas affectee,
mais que la fécondation était une étape plus sensible, et qu'elle était optimale a
39°C. (cf. figure 07)

PORC BOVIN
100% B80%
0% }
80% §0% 1
70% —
B0%
50% 30%
40%
30% | %
20%
10%
10%
0% : 0% |
a7 39° aze 390
(Chengret:al, 1965) (Lenz et al, 1983)
OVIN LAPIN
&0% 100%
20% 0%
T0% BO%
60% 0%
S50% L
50%
40%
A0%
30% 2%
0% 20%
10% - 10%
W
ar 38" 37 385°
Thompson et al, 1983 Thibault et al, 1987 .

Figure 07 : Histogramme montrant l'influence de la température de culture sur le
taux de fécondation in vitro chez quatre espéces. (Crozet 1993)
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Pour éviter les chutes brutales de température, il est utile d’avoir recours a une
plaque chauffante a chaque étape de la manipulation, la température d’incubation
étant régulée par une étuve a CO2.

c-LepH:

Le pH du milieu doit étre & 7,2. Il est régulé grace au bicarbonate en équilibre
avec le CO2 dissous dans le milieu, lui-méme en équilibre avec le CO2 de
I'atmospheére.

Le rouge phénol est un bon indicateur de pH pour le milieu : son absence de toxicité
est établie depuis 30 ans (il est aussi utilisé pour détecter une eéventuelle
contamination bactérienne).

Sa couleur est :

- Rouge : entre 6,8 et 8,4.

- Jaune : sous le pH de 6,8.

- Violet : au dessus de 8,4.

Si le milieu est laissé a l'air libre trop longtemps (I'air contient moins de 1% de
C02), le milieu se décharge en CO2 et s'alcalinise par décomposition des
bicarbonates : le milieu devient alors violet.

Quand le milieu prend une couleur jaune, c'est au contraire qu'il s'acidifie : ce
phénomeéne peut étre di & une contamination microbienne.

Le rouge de phénol est ainsi un précieux indicateur du pH, d'autant plus qu’il a
I'énorme avantage d'arréter partiellement les rayons UV.

Généralement, on introduit 2mg/L de rouge de phénol dans le milieu de culture.
L'ion bicarbonate est un tampon relativement peu puissant, (parfois appelé
« pseudo-tampon »), il est cependant utilisé dans les milieux de culture pour sa
sensibilité aux variations, ce qui permet de mieux suivre les conditions de culture et
de s'apercevoir plus précocement d’une anomalie (contamination...) (Porret, 2004)

d- L’osmolarité :
Il est primordial de veiller a ce que I'osmolarité soit comprise entre 275 et 285
mosmoles par kg d’eau. (Bruyére 2002)
Elle dépend de deux facteurs essentiels :
A I'extérieur de I'étuve :
Elle dépend du type de culture :
- Soit avec un volume de milieu de culture suffisant pour minimiser les effets de
I'évaporation ;
- Soit sous huile, ce qui permet d'utiliser des petits volumes de milieux de
culture.
A l'intérieur de ['étuve :
Elle dépend de son degré d’hygrométrie, assuré par une réserve d'eau stérile.
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4.2/ Milieu de culture :

La plupart des milieux de culture cellulaires sont aptes a assurer la maturation
ovocytaire in vitro.

Le choix de milieu de base difféere selon les espéces : on emploie fréequemment
le MEM chez la chienne, tandis qu’on aura le plus souvent recours au TCM199 chez
la vache, (Bruyére 2002)
lls peuvent étre divisés en deux catégories principales, soient les milieux simples et
les milieux complexes. Dans le premier cas, ce sont des milieux tamponnés au
bicarbonate qui contiennent un salin physiologique, du pyruvate, du glucose et du
lactate. Les principales différences entre les milieux simples se situent au niveau de
leur concentration en ions et en source d'énergie. Du sérum ou de l'albumine sont
ajoutés ainsi que de faibles concentrations d'antibiotiques selon les besoins.

Les milieux complexes contiennent en plus des composantes de base des milieux
simples, des vitamines, des acides aminés, des purines, et d’autres molécules selon
les besoins cellulaires. (Selon Gordon, 1994).

Pour le processus de maturation, fécondation et développement in vitro, des milieux
de culture différents sont utilisés. Des expériences ont déja été menées pour vérifier
la possibilité d'utiliser un seul milieu tout au long du processus. Soit le F-10
(Waterman et al 1991).

Le milieu de culture le plus utilisé est le TCM-199, un milieu de culture complexe,
parce qu'on ne connait pas les concentrations exactes de ses composantes. Il est
dans la plupart du temps utilisé en association avec le sérum de veau foetale (SVF)
pour les étapes de maturation et de développement (Sirard et al. 1988).

Qu'un milieu soit simple ou complexe, il est essentiel de travailler dans un milieu ou
les constituants sont définis selon les besoins des cellules cultivées (Gordon, 1994).
Il faut étre conscient de I'effet potentiel de chacun des constituants des milieux qui
peuvent contrecarrer les effets de facteurs ajoutés a ces mémes milieux.

Par exemple, le TCM-199 et le Ham's F-10 contiennent de I'nypoxanthine, laquelle
est responsable de l'arrét méiotique des ovocytes de souris (Eppig et al 1985). Un
de ces milieux peut donc étre employé pour éventuellement inhiber ou retarder la
reprise de la méiose dans cette espéce. La plupart des laboratoires se servent de
sérum bovin dans leurs protocoles de développement. Les composantes du sérum
ne pouvant pas étre définies avec justesse, elles apportent une certaine imprécision
quant a leur nature et a leur concentration (Bavister, 1995). En raison de cet
inconvénient, des milieux chimiquement définis sont de plus en plus développés
(Bavister et al 1992; Rose et Bavister, 1992; Lonergan et al 1994b: Shamsuddin et al
1994; Eckert et Niemann, 1995).

Récemment, (Sirard et Coenen, 1993b) ont préparé un milieu basé sur des
constituants du liquide folliculaire. Ce fluide folliculaire synthétique a servi a évaluer
l'effet de différents produits sur la reprise de la méiose. Le fluide d'oviducte
synthétique (SOF) est aussi capable de supporter la maturation des ovocytes de
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bovin, mais les taux de blastocystes observés sont inférieurs a ce qui est obtenu
avec les milieux contenant du sérum (Lonergan et al. 1994b).

Le HECM, un milieu utilisé a l'origine pour le développement embryonnaire chez le
hamster (McKieman et al, 1991; Pinyopummintr et Bavister, 1991), est maintenant
employé chez le bovin (Pinyopummintr et Bavister. 1996). Dans ce dernier cas, la
version modifiee HECM-3 est celle qui est utilisée (McKieman et al, 1995). Sa
composition se résume, en plus des sels de base habituels, & 10 acides aminés, de
la glutamine, de l'insuline, de la transferrine et du sélénium a des concentrations bien
définies.

Ces derniers doivent étre préparés au moyen d'une eau ultra pure, distillée,
désionisée et débarrassée de ses germes et gléments pyrogénes (Systeme
Millipore).

Leur pH doit étre ajusté a 7,4 et leur pression osmotique sera comprise entre 280 et
300 mosmole/kg d’eau. (Bruyére 2002, Hanzen 2004).
N'étant pas spécifiques a la culture des ovocytes, ces milieux doivent étre
supplémentés avec divers éléments, et ce, dans le but de mimer au mieux les
conditions de maturation in vivo.

a- Protéines :

Afin de déterminer avec certitude les besoins réels des ovocytes subissant une
maturation in vitro, tous les produits dont la composition exacte n'est pas définie,
devraient étre éliminés du milieu de culture. (Atef et al 2002).

Le sérum de veau foetal ou SVF en est un parfait exemple, car il est a lui seul un
milieu trés complexe, dont la composition n'est pas maitrisée (Bruyére 2002), il a
cependant été démontré que le SVF était nécessaire a I'expansion du cumulus, et
qu'il améliorait la viabilité de ses cellules ainsi que I'accomplissement de la premiére
division méiotique. (Leibfried-Rutledge et al 1986).

Le réle de du (bovine serum albumine) BSA lors de la culture reste ambigu (Atef
et al 2002), Il existe plusieurs fonctions connues de I'albumine dans le milieu de
culture - elle constitue un chélateur pour les métaux lourd et contribue au
tamponnement du pH, ce qui peut également étre réalisé par l'inclusion des acides
aminés dans le milieu de culture (Metha, Kiessling 1990). La propriété surfactante de
Palbumine prévient 'adhésion des cellules aux surfaces en verre et en plastique,
mais cet effet peut étre assuré par les polymeres synthétiques tels que le PVA
(Bavister 1981) (Pinyopummintr, Bavister 1991).

Un autre type de sérum peut également étre utilisé, il s'agit de sérum de vache en
oestrus ECS. Une étude a testé l'influence du type de sérum, en fonction du moment
de la récolte (au début de l'oestrus, au moment de l'ovulation et 24h aprés
Povulation), sur la maturation in vitro ; il a été démontré que l'effet de 'ECS sur MIV
était indépendant du type de sérum. Cependant, il semblerait que le sérum obtenu
en début d’'oestrus ait un effet bénéfique sur le taux de fécondation.

D’'une maniére générale, TECS a pour effet de minimiser 'apoptose blastocystaire.
(Boelhauve et al 2005).
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Etant vecteurs possibles de prions, les sérums et protéines d’origine animale
devraient disparaitre des milieux de PIV. (Mizushima et Fukui 2000) et (Geshi et al
2000) ont utilisé un milieu chimiquement défini en remplacant le sérum par un
polyvinyle alcool (PVA), donnant des résultats similaires & ceux habituellement
obtenus.

b- Hormones :

Généralement, les complexes cumulus-ovocytes (COCs) sont collectés a partir
d'ovaires d’abattoir non stimulés. Ces follicules peuvent ne pas avoir été
suffisamment exposés aux hormones et aux facteurs de croissance in vivo, pour
pouvoir bien se développer in vitro.

Bien que 80% des ovocytes collectés au stade de follicule antral, subissent une
maturation nucléaire spontanée en culture (Sirard et al 1988), les gonadotrophines
sont souvent ajoutés au milieu de culture afin d’'induire la maturation cytoplasmique,
I'expansion du cumulus et améliorent le développement embryonnaire. (Calder et al
2003).

La FSH induit 'expansion du complexe cumulus ovocyte in vitro chez la souris
(Eppig 1979) et améliore le taux de clivage et de fécondation chez la vache (Izadyar
ef al 1998). Mais elle ralentit la reprise de la méiose en allongeant la durée de
condensation des chromosomes. (Bruyére 2002)

La LH a des effets bénéfiques sur la maturation ovocytaire bovine (Zuelke,
Brackett 1990), elle augmente le métabolisme du glucose dans les COCs mais
diminue les taux d’expulsion du globule polaire, de clivage et de blastocystes a fortes
concentrations. (Bruyére 2002)

Dans la plupart des cas, des concentrations hormonales supra physiologiques
sont ajoutés au milieu de maturation in vitro mais il n’a pas été clairement démontré
que ces hautes concentrations étaient requises.

Depuis peu des gonadotrophines recombinantes sont disponibles sur le marché, il
s'agit d’hormones pures qui peuvent permettre des investigations sur les roles
individuels sans réactions croisées. (Calder et al 2003).

L'utilisation de I'cestradiol est controversée, la concentration la plus utilisée est de
1 pg/ml, ce qui correspond approximativement a la concentration présente dans le
liquide folliculaire dans le follicule pré ovulatoire juste aprés le pic de LH. Une étude
a démontré que le pourcentage des aberrations nucléaires augmentait
considérablement lors d'utilisation d’cestradiol, et bien que cet effet soit estompé par
la FSH, il est fortement conseillé de s'abstenir d'utiliser 'E2 dans les protocoles de
MIV de routine. (Beker et al 2002)
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c- Facteurs de croissance :

L'addition d’hormone de croissance a la concentration de 100 ng/ml augmente
significativement le taux d’obtention de blastocyste chez la vache (lzadyar et al
2000).

L'EGF a une action synergique avec les gonadotrophines, a condition que leur
concentration globale reste faible (& cause d’interactions sur les récepteurs) c'est-a-
dire, autour de 500 ng/ml (Harper, Brackett 1993). Il est le facteur de croissance a
retenir dans la supplémentation des milieux de MIV ; des recepteurs et de nhombreux
sites de liaison sont présents dans l'ovaire de vache (théque, granulosa, corps
jaune), molécules dont la synthése est stimulée par les gonadotrophines (Sakagushi
et al 2000).

4-3/ Méthodes de culture :
Les Co-cultures sur cellules folliculaires (cellules de la granulosa) ont été
développées et sont largement utilisées chez les ruminants et le porc.
De nombreuses études ont montré l'effet positif de la présence de cellules du
cumulus : les COCs sont plus aptes a maturé in vitro que les ovocytes dénudés.
(Bruyéere 2002).
Il existe, dans les protocoles de culture cellulaire, deux grands groupes de méthodes,
toutes deux applicables aux ovocytes :
- Les méthodes de culture « stationnaire », ou en monocouche ;
- Les méthodes de culture en suspension.

» Méthodes de culture stationnaire :

Le principe général de ces méthodes est lié a l'affinité des cellules pour un
support. Par conséquent, si on introduit dans un récipient de culture un certain
nombre de cellules, celles-ci vont adhérer a la surface et s'y développer. La nature
du support est donc trés importante.

Dans la culture stationnaire, on distingue plusieurs systémes : les systemes clos,
semi-clos et ouverts.

Le systéeme semi-clos est le mieux adapté a la culture des ovocytes, puisqu'il
permet une meilleure régulation de I'environnement gazeux et du pH, surtout dans
les premiéres heures de la culture, particuliérement lorsque le systeme tampon utilisé
est le HCO3Na. (Adolphe, M et Barlovatz - Meinon.G 1987).

» Méthodes de culture en suspension :

La culture en suspension est surtout utilisée pour la culture « en masse ». En
effet, la culture en suspension permet I'obtention d’'une plu grande quantité de
cellules que la culture stationnaire.

Il semblerait que le systeme optimum soit le systeme en suspension, chez les bovins
(taux de blastocystes maximum). (Nagai 2001)
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L'osmolarité doit &tre controlée. En effet, a partir de 315 mosmoles/kg d’eau, il y a
mort des ovocytes bovins. (Guyader 1998)

Elle est régulée par la quantité de milieu utilisée, ainsi on distingue deux types de
culture :

- Laculture en puits ;

- La culture en microgouttes.

< La culture en puits :
Le volume de milieu varie selon les équipes, entre 0,5 et 1 ml par puits. Cette
technique permet de réaliser des cultures en masse (plusieurs dizaines d’ovocytes
par puits) (Bruyére 2002), on parle d'effet de groupe, car en effet, I'absence
d'interactions ovocytaires pénaliserait la maturation cytoplasmique des ovocytes
(Fukui et al 2000).

< La culture en microgouttes :
On dispose généralement 8 & 10 gouttes de milieu par boite, d'un volume de 10 pl
par goutte. (Frydman et al 2004). Le nombre d’ovocyte mis en culture est d'un par
goutte. La culture se fait sous huile afin d’empécher I'évaporation du milieu.
Cette méthode est plus économique que la précédente du fait du faible volume de
milieu utilisé, mais semble déficiente du fait de I'absence d'effet de groupe.

4-4/ Evaluation de la maturation ovocytaire :

In vitro, lovocyte placé dans des conditions optimales et donc soustrait a
Pinfluence inhibitrice du milieu folliculaire et de 'OMI (Oocyte Maturation Inhibitig
factor) en particulier, reprend spontanément sa division méiotique. L'expulsion du 1
globule polaire signe la fin de la maturation. (Hanzen 2004)

La morphologie du cumulus et le stade nucléaire de I'ovocyte sont les critéres
d’'évaluation de Iétat de maturité du COCs. Ces parametres ont été
systématiquement étudiés quelle que soit I'origine du COCs : collecté par ponction in
vivo ou par ponction d'ovaires provenant de I'abattoir, analysé directement apres la
collecte ou aprés culture in vitro, ces COCs sont toujours analysés individuellement.
L’évaluation de la maturation ovocytaire se fait donc sur la base de trois critéres :

- L'expansion du cumulus ;(cf. figure 09 et 10)
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Compact cumulus cells Expanded cumulus cells

5 ks WY ‘
, T O

Oocyte

Figure 09 : Complexe cumulus ovocyte Figure 10 : Complexe cumulus ovocyte
bovin avec compactes couches de bovin avec cumulus expanseé aprés 24h
cumulus avant maturation. de maturation. (Sirard et al 1989)
(Sirard et al 1989)

- La présence d’'un globule polaire dans I'espace périvitellin ;(cf. figure 11)

- Le noyau ovocytaire doit étre en métaphase |I.
L’absence de globule polaire n’implique pas nécessairement 'absence de maturation
nucléaire, on peut ainsi observer la migration des vésicules, mitochondries et des
gouttelettes lipidiques au sein de lovocyte, donnant a ce dernier un aspect
condense. |l est cependant difficile de conclure a la maturation de I'ovocyte syr son
seul examen morphologigue. Un complément d’'information sera obtenu apres
coloration a base de solution tyrode et de fuschine.
Le critére définitif sera néanmoins le développement de I'ovocyte fécondé jusqu'au
stade blastocyste. (Hanzen, 2004)
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Cumulus oophorus

premier Globule polaire

chromosomes
en Métaphase |l

Espace périvitellin

Zone pellucide

Figure11 : Schéma et photo d’ovocyte aprés maturation. (Colore .a DAPI). (Crozet,

1993)
5. Fécondation in vitro :

5-1/ Capacitation des spermatozoides et fécondation in vitro :

Les spermatozoides de mammiféres sont incapables de féconder l'ovule tant
qu'ils n'ont pas subi un processus appelé capacitation.
La capacitation est un processus spécifique a I'espece, rendant le spermatozoide
apte a la fécondation. Il a chez les bovins une durée comprise entre 4 et 6 heures. Il
comporte essentiellement une augmentation de la mobilité et du type de
déplacements du spermatozoide et des phénoménes membranaires dont la réaction
acrosomique dans laguelle est largement impliqué le calcium.
In vivo, la capacitation a lieu uniguement dans I'utérus et dans les trompes. (Thibault
2001).
C'est essentiellement par I'enlévement des protéines déposées sur la membrane du
spermatozoide dans Iépididyme et/ou apportées par les glandes annexes et
lenlévement d'une partie du cholestérol intercalé entre les phospholipides
membranaires, que le spermatozoide devient capacité. (Hamamah 1999).

En résumé, le spermatozoide passe par trois étapes pour devenir fecondant :

- Enlévement des protéines de revétement,

- Enlévement d’une partie du cholestérol libre,

- Remaniement des chaines saccharidiques.

In vitro, la capacitation se produit quand sont présents dans le milieu de
suspension des spermatozoides un glycosaminoglycane, I'héparine et de 'albumine
sérique, accepteur du cholestérol. (Hamamah 1999)

La durée importante de la capacitation chez les bovins, nécessite de maintenir
les spermatozoides dans des conditions de culture qui permettent leur survie et leur
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mobilité. C’est pourquoi cette étape est souvent réalisée dans le milieu de FIV.
(Guerin et al 1996)

La méthode la plus employée (et la moins traumatique) est la nage ascendante.
(Bruyére 2002). Elle consiste a déposer sur un milieu tampon (ou un milieu de
culture) sur un culot de spermatozoides obtenu aprés centrifugation, puis a
récupérer, aprés incubation de 60 minutes a 38,5°C sous 5% de CO2, la partie
supérieure (contenant les spermatozoides mobiles), les cellules mortes et immobiles
restent dans le culot. (Sakagushi et al 2000)

La capacitation est initiée pendant le swim-up, consistant en des modifications
métaboliques, de mobilité, de concentrations ioniques intracellulaires, de fluidité
membranaire et en des réorganisations des protéines de surface. Sa durée est de
4 3 6 heures chez les bovins (Guérin et al 1996). Elle permettra l'induction de la
réaction acrosomique par élimination de composés de surface (séminaux ou
testiculaires), déstabilisation de la membrane plasmique et augmentation de la
perméabilité aux ions calcium, et ainsi la pénétration du spermatozoide dans la zone
pellucide (Marchal 2001).

Elle se poursuivra pendant I'incubation en présence des ovocytes maturés.

C'est pourquoi, des facteurs capacitants (épinéphrine, agents chélateurs) sont
incorporés aux milieux de FIV par la plupart des équipes.

Ainsi. chez les bovins (et non chez tous les ruminants), I'héparine est un facteur
capacitant (Parrish et al 1988) qui est ajouté au milieu de fécondation.

5.2/ Fécondation proprement dite :

Comme pour la MIV, les techniques de FIV on fait 'objet de nombreuses

variantes concernant le milieu de culture, le nombre de cellules co-incubeées, la durée
de co-incubation...
Divers milieux de culture ont été utilisés. Les milieux les plus employés sont le milieu
199, le TALP (Tyrode albumine lactate pyruvate), et le Krebs Ringer bicarbonate.
(Guerin et al 1996), avec un pH de 7,4 et une pression osmotique comprise entre
280 et 300 mOs (Guerin et al 1996).

On incorpore a ce milieu de 'hypotaurine (Guerin et al 1995), de la pénicillamine
et de I'épinéphrine (Bruyere 2002)

La fécondation est réalisée dans une goutte de 50 & 100 microlitres de milieu
sous huile de paraffine ou minérale pour éviter toute évaporation. Chaque goutte
renferme une vingtaine d’ovocytes et environ 100.000 spermatozoides (2 millions/ml)
Lincubation dure 18h & 39°C dans une atmosphére d’air renfermant 5% de CO2.
L'atmosphére sera également saturée d’humidité pour éviter toute évaporation du
milieu. Une augmentation du temps d'incubation est un facteur de risque de
polyspermie.

Chez les ruminants, 80 & 85% des ovocytes maturés et fécondés in vitro se
clivent et 30 & 40% forment des blastocystes, qui transplantés dans des femelles
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receveuses conduisent en moyenne a 50% de mise bas. La tendance est a
Putilisation de milieux entiérement synthétiques, sans apport de sérum. (Hasler 2000)

6. La culture des embryons :

Le développement embryonnaire est le reflet de létat de différenciation
ovocytaire et de la qualité des étapes de maturation, de fécondation et des
conditions de culture embryonnaire (Marchal 2001)

La culture des embryons est une étape cruciale de la production d’embryons.
Chez les mammiféres domestiques, c'est au stade blastocyste que I'embryon est
transférable dans l'utérus de la femelle porteuse. La culture jusqu'a ce stade
embryonnaire est donc indispensable. (Bruyére 2002)

> La culture de Pembryon in vivo :

Pendant longtemps, le seul moyen d'assurer le développement embryonnaire
avant la mise en place dans l'utérus d'une receveuse, était la « culture in vivo »,
dans I'oviducte d’un héte intermédiaire. (Eyestone 1987).

Il s’agit de transférer des embryons dans des oviductes ligaturés de lapine ou de
brebis, et les récupérer aprés 3 a 7 jours.

D'autres méthodes ont également été évaluées : transfert a des ovocytes de vaches
ou a des femelles bovines prépubéres, culture dans le sac amniotique d’'embryons
de poulet. (Hanzen 2004)

» La culture de Fembryon in vitro :

Les faibles rendements de la culture in vivo, et la lourdeur des manipulations ont
conduit a s'orienter vers la culture in vitro des embryons avec d’'autres cellules. La
culture des embryons en présence de cellules d’origines diverses a regu le nom de
« co-culture ». (Guérin et al 1996).

& Les techniques de Co-culture: les embryons sont mis en culture en
présence de substrat nourricier (cellules feeder), ces cellules peuvent étre
trophoblastiques, tubaires, cellules de la granuleuse ou somatiques ; dans un
milieu (le plus souvent le milieu M199 enrichi parfois a 'ECS ou de divers
facteurs de croissance tels I'lGF, le TGF, 'EGF,...) (Hanzen 2004)

& La culture dans un milieu chimiquement défini : La nécessité de mieux

comprendre les besoins de lembryon au cours du développement
embryonnaire, ainsi que les risques sanitaires liés au transfert d’embryon
produits in vitro, ont également conduit a I'utilisation de milieux
« chimiquement définis » ou « semi-définis ».
Ce sont des milieux salins relativement simples, additionnés d’acides aminés :
SOF (Synthétique Oviduct Fluid) (Takashi, First 1993), CR1 (milieu de
Rosenkrans) (Rosenkrans et al 1993), BMOC-3 (milieu de Brinster) (Yoshioka
et al 1993). ’
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La culture des embryons dans ce type de milieu permet de mesurer
directement I'impact d’un certain nombre de facteurs (facteurs de croissance
par exemple) sur le développement embryonnaire, sans gu’il y ait d'effet sur
les cellules environnantes (comme c'est le cas lorsque les ceufs sont dans un
systéme de Co-culture) (Guérin 1996).
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Introduction :

La fécondation in vitro (FIV) est un procédé par lequel un ovule qui a atteint sa
maturité est fécondé par de la semence hors de 'organisme maternel. (Badinand et
al 2000)

La réussite de la FIV dépend entiérement de la réussite de ces différentes étapes: la
récolte des ovocytes, la sélection des COCs, la maturation ovocytaire in vitro, la
capacitation des spermatozoides et la fécondation proprement dite.

Dans cette partie nous avons tenté de maitriser la technique de maturation
ovocytaire in vitro, une étape clé dans le protocole de fécondation in vitro.

La récolte des ovocytes a été réalisée a partir d’ovaires de vaches prées abattage ; la
ponction folliculaire nous a permis de récupérer des COCs qui seront sélectionnes et
soumis a la maturation.

Le protocole suivi pour la réalisation de notre étude ainsi que les résultats obtenus
sont présentés dans la partie ci dessous :

I- Matériels et méthodes :

I-1/ Matériels :

a) Les ovaires :
Les ovaires sont collectés au niveau de I'abattoir de BLIDA.
lls sont ensuite transférés dans des conditions adéquates dans les 2 heures qui
suivent la récolte, au laboratoire de culture cellulaire du service de biologie
moléculaire de I'Institut Pasteur d’Alger, ol nous avons réalisé les principales étapes
de notre travail.

b) Matériels :
Le matériel utilisé pour la récolte des ovaires, la ponction des follicules, et la
classification des COCs comporte :
e Couteau stérilisé,
o Des gants stériles,
e Sachets de congélation,
e Un sac isotherme contenant de l'eau tiede (30 a35°C) qui sert a la
préservation de la température pendant le transport des ovaires,
e Thermométre pour le contréle de la température pendant le transport des
ovaires,
o Seringues stériles avec aiguilles (G : 18) pour la ponction folliculaire,
o Boites de pétri quadrillées pour faciliter le comptage des ovocytes récoltés,
e Sérum physiologique : NaCl 0.9%,
e Microscope inversé.
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Le matériel nécessaire pour la mise en culture des COCs est le suivant :
e Les milieux de culture, (TCM199, MEM)
e SVF (sérum de veau foetal) (sigma),
e hCG (human chorionic gonadotropins) (organon),
e Des antibiotiques : pénicilline- streptomycine,
e De la glutamine,
e Bain marie,
e Tubes stériles et des seringues stériles pour la préparation des milieux,
e Micropipettes et embouts stériles et/ou seringues a insuline,
o Hotte a flux laminaire (avec bec benzéne),
e Champs stérile tapissant la hotte,
e Plaques de culture cellulaire (6 et 24 puits),
¢ Plaque chauffante,
¢ Incubateur a CO2,
e Lames et lamelles pour la coloration des ovocytes apres culture,
¢ Colorant Giemsa,
e Appareil photo numérique,
e Réfrigérateur pour les milieux.

Tout matériel susceptible d’étre en contact avec les COCs doit impérativement
étre stérile.

Toutes les manipulations sont réalisées sous hotte a flux laminaire. Le laboratoire
est équipé de 2 hottes : I'une est utilisée pour la ponction des ovaires, une seconde
est réservée a la préparation des milieux de culture, et a la mise en culture des
ovocytes.
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Figure 12: image de la salle de culture cellulaire

L'utilisation d’un microscope inversé nous a permis d’observer et de manipuler les
COCs.
L'incubateur & CO2 placé a proximité de la hotte de capacité moyenne abrite les
cultures ovocytaire. La température y est de 38.5°C, a une atmosphére a 5% de CO2
et saturée en humidité ; toute perturbation entrainant une déviation de ces
paramétres (porte interne mal fermée par exemple) peut géner la maturation.
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Figure 13 : photo
de I'étuve a Coq,

Les produits entrant dans la composition des milieux de culture sont conservés
selon leur nature: a température ambiante (eau ultra pure, sels...), a + 4°C
(réfrigérateur indispensable a la préservation des hormones et des milieux aprés
préparation) ou a -18°C (congélateur pour une conservation optimale du sérum de
veau feetal, des antibiotiques et de la glutamine)

Il est impératif que le liquide folliculaire récupéré apres ponction soit transvasé
dans de la verrerie stérile : les ovaires sont ponctionnés a I'aide d’'une aiguille 18G
montée sur une seringue de 5cc, tout en évitant les stress cellulaires (thermique,
osmotique) en ajoutant un petit volume du sérum physiologique 38.5°C a la seringue
vide (0.5ml environs), ce qui a un effet moins traumatisant pour les ovocytes que
l'aiguille reliée & une pompe a vide.

II- Méthodes :

11-1/ Milieux utilisés :

Deux milieux différents ont été utilisés dans notre étude :
e Le TCM199
e Le MEM

Ces derniers sont enrichis avec du :
- Sérum du veau foetal (SVF) (sigma)
- hCG (Organon)
- De la Glutamine, et des antibiotiques.
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Les doses de ces facteurs d’enrichissement sont calculées en fonction de la quantité
du milieu.

II-2/ La préparation du milieu : (cf. figure14)

Les milieux de culture se présentent sous forme lyophilisée ; la dilution se fait
avec une eau ultra pure stérile, et filtrés via un systéme millipore, qui constitue un
filtre, empéchant toute contamination du milieu lors de sa dilution, qui serait delétere
pour les cultures ultérieures.

Le milieu est transvasé dans de la verrerie stérile, tamponné au bicarbonate et
conservé a +4°C.

Quelques heures avant le départ a l'abattoir (12h), les milieux sont enrichis,
disposés dans les plaques de culture et mis en étuve a 38,5°C, 5% de CO2 et 100%
d’humidité.

Fig,ur 14: préparation des plaqu de culture

II-3/ Collecte des ovaires :

Avant d'aller a 'abattoir un sac isotherme contenant des sachets de congélation
remplis d'eau tiéde de 30 & 35 °C est préparé afin de maintenir une température
optimale durant le transport.

Un thermomeétre placé a l'intérieure du sac isotherme nous a permis de contréler
de la température tout au long du trajet.

Par session les ovaires sont prélevés a I'abattoir de BLIDA de fagon la plus propre
possible (couteau &bouillanté, port des gants a usage unique stériles) et dans les
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deux heures suivant I'abattage de la vache. Placés dans des sachets stériles et
soudés par la suite pour éviter toute contamination.

Ces derniers sont ensuite placés dans le sac isotherme pour étre transportés
rapidement jusqu’au laboratoire de culture cellulaire 3 I'Institut Pasteur d’Alger @ Dely
Brahim.

a) Ponction ovarienne : (cf. figure15)

Au laboratoire les ovaires sont manipulés individuellement, un ringage a I'aide
d'un sérum physiologique tieéde, avec un léger massage est pratiqué afin d’éliminer
les traces de sang ; les follicules ovariens sont repérés pour la ponction.

Une premiére étape, principale consiste a ponctionner les follicules de 2 2 8 mm de
diamétre en positon superficielle, visibles, a 'aide du montage aiguille 18G/seringue.
Ensuite une seconde étape, plus bréve consiste @ ponctionner I'ovaire en aveugle
afin de collecter les follicules en position plus profonde.

Les ovaires étant maintenus entre 2 doigts, en appliquant une |égére pression sur
lovaire permettant de metire en évidence les follicules et de mieux apprécier la
vidange des follicules.

Régulierement, lorsque la seringue se remplit, le liquide folliculaire collecté est versé
dans des boites de pétri quadriliées, facilitant le comptage et la classification des
ovocytes au microscope inverse.

Toutes ces manipulations se déroulent sous hotte a flux laminaire. La rapidité est un
critere de réussite, limitant les stress (thermique, lumineux, et oxydatif)

Figure 15: image de la
ponction ovarienne

b) Sélection des ovocytes :

Aprés la ponction, le liquide folliculaire est observé sous un microscope inversé :
on remarque alors de nombreux débris tissulaires et quelques ovocytes sous forme
de COCs. Grossissement (G : 10)
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Ces derniers sont prélevés a l'aide d’une micropipette et/ou une seringue a insuline
et transférés dans une autre boite de pétri contenant environs 1ml de NaCl.

Ces COCs sont observés au grossissement (G : 40) et triés selon leurs morphologie
selon la classification rapportée par C. Hanzen 2004.

Cette manipulation est rendue facile grace aux conseils avisés de notre promoteur.

Les données bibliographiques préconisent de ne conserver que les ovocytes de
qualité 1 et 2.

Mais nous avons retenu tous les ovocytes présents sauf les ovocytes de trés
mauvaise qualité ou en voie d'apoptose, dans le but d’observer le phénomene de
maturation sur les différentes classes (classes 1, 2, 3, 4).

Le transfert des ovocytes dans du NaCl pour la lecture sous microscope inversé a
permis de les rincer avant d’étre placés en puits (plaques de cultures de 6 et /ou a 24
puits) pour la maturation proprement dite. On élimine par ce ringage la plus grande
partie du liquide folliculaire, qui se retrouve trés dilué.

¢) Les différents milieux de maturation utilisés :
Plusieurs manipulations ont été faites utilisant divers milieux de MIV mais
jamais de facon paralléle simultanée.

On parlera du :

Milieu n°1 :
e 100 ml de TCM199
e 10ml de SVF (sigma) décomplémenté a 56°C pendant 30min.
e 2ml de glutamine.
e 200yl d’antibiotiques (pénicilline - streptomycine)

Milieu n°2 :
Le MEM (enrichi & 10% du SVF décomplémenté et d'antibiotiques) auquel nous
avons ajouté 0.2ml de glutamine pour 10ml de MEM.

Milieu n°3 :
e 80mlde TCM199
e 10ml du SVF décomplémenté.
e 2ml de glutamine
e 200yl d’antibiotiques (pénicilline - streptomycine)
e 40Ul d'hCG (Organon)

d) Mise en maturation des COCs :

Une fois les milieux préparés et incubés et les ovocytes sélectionnés, la mise en
maturation peut étre initiée.
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Les COCs sont placés au nombre de 1 a 5 COCs par puits. Tous débris cellulaires
et COCs apoptiques ont du étre éliminés au cours du ringage et doivent étre absents
des puits de culture.

La MIV a lieu sous 5% de CO2 et 100% d’humidité, a 38.5°C. Les plaques de
culture ne seront retirées de l'incubateur qu'apres 24h de MIV.

e) Evaluation morphologique de la maturation in vitro :

Apres 24h de maturation, les COCs sont observés directement dans leurs puits
au microscope inverse.

L'idéal est de pouvoir observer des COCs expansés avec un globule polaire en
périphérie de I'ovocyte.

On considére comme mature tout ovocyte ayant un cumulus expansé clair et un
ovocyte central Iégerement plus foncé relativement flou mais homogéne.

Dans les autres cas, les COCs sont considérés comme immatures (cf. figure 19)
voire comme apoptiques (cumulus noiratre, cytoplasme ovocytaire hétérogéne).
(Selon Sirard et al 1989)

La technique de coloration au DAPI (4.6diamidino 2-phénylindol, sigma D9542)
est une technique qui permet la mise en évidence de la maturation nucléaire des
ovocytes soumis a la MIV. Ce colorant fluorescent de 'ADN permet de mettre en
évidence la méiose des ovocytes bovins.

Cette méthode demeurant inaccessible du fait du co(t élevé du kit et sa rareté sur le
marché, nous a poussés a envisager d’'autres techniques de coloration moins
onéreuses, permettant la mise en évidence du noyau et du globule polaire.

« Le GIEMSA », un colorant dont le principe n'est pas fluorescent permet la
coloration en violet de la chromatine de toute cellule avec laquelle il est mis en
contact.

Ce colorant utilisé habituellement dans la coloration de différents types des cellules
nous a permis 'observation de la maturité nucléaire des ovocytes mis en MIV sur
lesquels on observe clairement une structure ovoide « le globule polaire » visible
sous microscope inversé au grossissement (G: 40) situé en dessous de la
membrane ovocytaire plus exactement dans I'espace périvitellin. (cf. figure 18)

Le protocole de coloration est simple : il faut d’abord éliminer les cellules du cumulus
entourant |'ovocyte choisis pour la coloration (dénudage), qui, colorées,
empécheraient toute visualisation de I'ovocyte.

L'opération de dénudage a été rendue facultative pour la simple raison que I'ovocyte
choisi pour la coloration est un ovocyte de classe 3, le dénudage s'est donc fait
spontanément suite a I'expansion compléte du cumulus aprés maturation.

On dépose l'ovocyte a coloré, sur une lame avec quelques gouttes du colorant
Giemsa dilué a 4%. 10 min aprés, I'observation sous microscope inversé peut avoir
lieu.
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lll- Résultats et commentaires:

A- résultats :
Aprés 24h d’incubation nous avons pu observer le phénomeéne de maturation
ovocytaire via I'expansion de cumulus. (cf. figure16-17)

Nos résultats sont représentés dans le tableau suivant (tableau )]

Tableau I résultat global de maturation

Nombre ,N ambe Nombre Nombre Taux de
Nombre d’ovocytes , : ;
s d’ovocytes : d’ovocytes d’ovocytes maturation
L d’ovaires , i mis en 2 e e
Milieux récoltés expansés immatures in vitro
culture
ili 6
M:,:‘:“ ! 73 71 39 32 54.92%
Millan 02 10 10 05 05 50%
n°2
M::g“ 05 33 33 21 12 63.64%
o
] 23 116 114 65 49 57.02%

’expansion du cumulus a pu &tre observée sur 65 ovocytes sur 114 mis en culture,
soit un taux global de 57,02%.
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Partie expérimentale

Le but initial de nos expérimentations était de déclencher une maturation in vitro
tout en se familiarisant avec les différentes techniques de manipulation.
Pour ce faire nous avons dans un premier temps mis des ovocytes en culture dans
deux milieux différents, composés d’'un milieu de base, enrichi au SVF, glutamine, et
des antibiotiques. La différence entre ces deux milieux résidait dans le choix du
milieu de base ainsi le TCM199 (milieu n°1) et le MEM (milieu n°2) ont été utilisés a

cet effet. (Tableau II)

Tableau II: maturation en fonction du milieu de base

N
Nombre ! ombre Nombre Nombre Taux de
o Nombre d’ovocytes |, : 4
Milieux ,, . d’ovocytes ; d’ovocytes d’ovocytes maturation
d’ovaires E > mis en . S s
récoltés expansés immatures in vitro
culture
Mili
r'l::“ 02 11 09 05 04 55.55%
Mr']'jg“ 02 10 10 05 05 50%

Dans le milieu n°1 : 09 ovocytes ont été mis en culture sur 11 récoltés (2 d’entre
eux ayant subit des altérations, nous avons choisi de les écarter des lots d’ovocytes
mis en maturation)

Nous avons pu observer une expansion du cumulus sur 5 ovocytes ce qui
correspond a un taux de 55.55%

Dans le milieu n® 2: la totalité des ovocytes récoltés ont été mis en culture (10
ovocytes), dont 5 ont subit 'expansion du cumulus. (50%)

Nous avons observé une certaine analogie entre les résultats obtenu et ce,
indépendamment du milieu de base utilisé, qui démontre la possibilité d’utilisation de
ces deux milieux dans le processus de MIV cher la vache.
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Partie expérimentale

Aprés avoir déclenché une maturation lors de notre premier essai, Nous Nous
sommes intéressés a certains facteurs d'enrichissement, a savoir les hormones
gonadotropes et plus particulierement, la LH.

Il existe sur le marché, une LH recombinante, qui est le hCG (human Chorionic
Gonadotropins), elle est trés avantageuse du fait de sa pureté, car n'étant pas
polluée par d'autres facteurs susceptibles d'influencer la maturation (la FSH
notamment), elle permet une meilleure investigation sur l'effet de la LH sur les
ovocytes mis en culture.

Pour mener a bien cette expérimentation, nous avons préparé deux milieux
différents, (le milieu n°1) & base de TCM199, SVF, Glutamine et des Antibiotiques.
(Le milieu n°3) se distingue par la présence d'hCG.

Deux essais ont été faits avec chacun des deux milieux. (Les résultats sont
représentés sur le tableau 111)

Tableau II: maturation en fonction de la présence du hCG

Nombre

Nombre : Nombre Nombre Taux de
i Nombre d’ovocytes : :
Milieux ,, . d’ovocytes ; d’ovocytes d’ovocytes maturation
d’ovaires s 7 mis en . : s
récoltés expansés immatures in vitro
culture
Milieu 14
n°1 62 62 34 28 54.84%
hCG -
Milieu
n°3 05 33 33 21 12 63.64%
hCG+

54,84% des ovocytes mis en maturation dans le milieu n°1 (hCG -) ont exprimé une
expansion du cumulus, contre 63,64% pour ceux soumis au milieu n°2 (hCG+).
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Partie expérimentale

A)

Ovocyte de classe 1 avant maturation le méme ovocyte (& droite) aprés MIV.
A gauche, l'ovocyte présente une
expansion trés nette

B)

Ovocyte classe 2: “avant maturation | | aprés MIV
C)

Ovocyte classe 2: avant maturation aprés MIV

Figure 16 (A, B, C): Photos d’ovocytes matures ou expanseés
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Partie expérimentale

apres MIV

E)

Avant maturation T aprés MIV

Avant maturaton | aprés MIV

Figure 17 (D, E, F): Photos d'ovocytes matures ou expanses :
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Partie expérimentale

Figure 18 : Photos d’un ovocyte présentant un globule polaire aprés coloration au
Giemsa. Au grossissement (G : 40)
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Partie expérimentale

Ovocyte avant culture apres culture (non expansion du cuulus)

Ovocyte avant culture aprés culture (non expansion du cumulus)

Figure 19: Photos d’ovocytes considérés immatures ou non expansés :
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Partie expérimentale

Discussion :

Dans notre protocole expérimental, nous avons totalisé 6 essais. Les ovocytes ont
été collectés a partir d'ovaires d’abattoir et mis en culture dans différents milieux, a
une température de 38,5°C a 5% de CO2 et dans une atmosphere saturée en
humidite.

Les résultats obtenus sont variables. Nous allons nous intéresser en premier lieu
au taux global de maturation :

Sur 114 ovocytes mis en culture, 65 ont exprimé une maturation, a travers une
expansion du cumulus, soit un taux de 57,02%, ce qui se rapproche des résultats
obtenus par Bryuere en 2002 (67,81%), mais reste néanmoins inférieur, ce qui peut
atre justifié par l'absence de certains facteurs d’enrichissements, tels que les
facteurs de croissance, qui augmentent d’'une facon significative I'expansion du
cumulus ainsi que les taux de clivages des jeunes embryons (Neufeld et al.1987) ou
les hormones : les gonadotrophines sont souvent ajoutés au milieu de culture afin
d’induire la maturation cytoplasmique, Pexpansion du cumulus et améliorent le
développement embryonnaire. (Calder et al 2003).

Dans un premier temps, nous avons réalisé deux essais, en employant deux
milieux de base différents, 2 savoir le TCM199 et le MEM, tous deux enrichis de la
méme maniére. Les résultats obtenus, respectivement 55 55% et 50% illustrent la
capacité de ces deux milieux de culture cellulaires & déclencher une maturation,
comme I'a clairement spécifié Thibault en 2001.

Dans le but d’observer l'influence des hormones, et plus particuliérement celui de
la LH sur la maturation in vitro, 4 essais ont été réalisés dont deux en présence
d’hCG (milieu n°3) et deux en absence d’hCG (milieu n°1). Le nombre d’ovocytes
maturés était de 34 sur 62 mis en culture, soit un taux de 54,84%.

En revanche, les ovocytes mis en culture dans un milieu contenant de 'hCG, ont
subi une expansion du cumulus dans 63,64%, soit 21 ovocytes sur un total de 33 mis
en culture. |l apparait clairement sur ces résultats obtenus, que I'addition d’hCG dans
le milieu de culture a permis d’optimiser la maturation, donnant ainsi des chiffres se
rapprochant plus de ceux obtenus par Bruyére en 2002. (67,81%)

Cette amélioration du taux de maturation est due a Ieffet de la LH sur les ovocytes
mis en culture, en effet, La LH a des effets bénéfiques sur la maturation ovocytaire
bovine (Zuelke, Brackett 1990), elle augmente le métabolisme du glucose dans les
COCs mais diminue les taux d’expulsion du globule polaire, de clivage et de
blastocystes a fortes concentrations. (Bruyére 2002).
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Conclusion

CONCLUSION

Au terme de notre étude, nous avons réalisé avec succés la premiére maturation
ovocytaire in vitro en Algérie, avec un taux global de 57,02% d’ovocytes maturés.

Ce chiffre s'est vu amélioré aprés enrichissement du milieu au hCG, pour atteindre
63,64%, ce qui démontre que la qualité et I'enrichissement du milieu de culture sont
des facteurs déterminants pour la réussite de la maturation ovocytaire in vitro.

Ces chiffres sont satisfaisants, comparativement a nos repéeres bibliographiques
(Bruyere 2002) et démontrent clairement la possible application de cette technique
en Algérie, qui est une étape clé de la fécondation in vitro, mais qui demeure
malheureusement mal connue, que ce soit en médecine vétérinaire ou en médecine
humaine.

La technique de maturation ovocytaire in vitro apporte ainsi une révolution dans
les biotechnologies de la reproduction animale, car elle constitue une voie d’entrée a
la production d’embryons in vitro, applicable dans la notion d’amélioration génétique
des cheptels, au sauvetage génétiques des individus a haut potentiel, ainsi qu'a la
sauvegarde des espéces menaceées.

En médecine humaine, la MIV, systématiquement contournée dans les protocoles
de FIV en Algérie, permetira de rendre I'assistance médicale a la procréation plus
accessible, de réduire les traitements hormonaux, bien souvent lourds, colteux et
non disponibles et enfin de donner une chance supplémentaire a des couples
malchanceux de concevoir un enfant.
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