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1: INTRODUCTION






Chapitre 1:
Définition et historique du clonage

Le clonage par transfert de noyau peut se définir comme une
technique de multiplication asexuée permettant de produire, a partir d'un
organisme unique, un ensemble d'individus identiques possédant le méme
patrimoine génétique. Ce mode de reproduction existe naturellement chez
les étres unicellulaires, chez les végétaux ainsi que chez les animaux de
type coloniaux tels que les hydres et les madrépores. Chez les vertébrés,
la reproduction asexuée n'existe pas si I'on excepte la formation de vrais
jumeaux qui peut notamment se produire par division du bouton

embryonnaire, laquelle peut avoir lieu lors de I'éclosion (Massip et al,
1983).

Clest a la fin du siécle dernier que Loeb (1894) a décrit la possibilité
d'obtention de deux individus identiques par bissection d'un seul ceuf,
l'opération a été réalisée pour la premiére fois chez la salamandre par
Spemann qui, en 1938, a émis le principe du clonage par transfert de
noyau. Partant du fait que le patrimoine génétique est contenu dans le
noyau de toutes les cellules, il suffit de transférer celui-ci dans un ceuf qui
vient d'étre fécondé et dont le noyau a été enlevé. L'eeuf ainsi reconstitué
et activé par la fécondation va se diviser et reproduire un individu
identique au donneur. En réalisant 'opération de multiples fois 4 partir
du méme donneur, l'on obtient un clone ou un ensemble d'individus
parfaitement identiques.

La réalisation technique de 1'opération n'était pas facile et il a fallu
attendre 1952 pour que Briggs et King réussissent le transfert de noyau
chez la grenouille léopard Rana Pipiens. IIs ont transplanté un noyau
provenant d'une blastula dans un ovocyte activé et dont le propre noyau
avait été €liminé. Grice & cette manipulation, ils ont obtenu des tétards
tout 2 fait normaux, démontrant par 13 que de nombreux noyaux de
blastula sont encore capables de diriger le développement d'un embryon




jusqu'a l'obtention de larves parfaitement constituées et méme de
grenouilles adultes et normales (Mac Kinnel, 1962).

Pour réussir le clonage chez les mammiféres et obtenir un individu
adulte capable de se reproduire, il faut remplacer le génome haploide
ovocytaire par le noyau diploide contenu dans une cellule embryonnaire
totipotente.

Depuis cette derni¢re décennie, le transfert de noyau a été réalisé
chez différents mammiféres et notamment chez la souris. Illmensee et
Hoppe (1981) ont décrit I'obtention de blastocystes et de jeunes souriceaux
aprés injection de noyaux provenant de cellules de l'amas cellulaire
interne dans des zygotes dont les pronoyaux avaient été préalablement
enlevés. Mac Grath et Solter (1983) ont infirmé les résultats précédents
car ils n'ont jamais enregistré de développement aprés injection de
karyoplastes issus de donneurs plus dgés que le stade VIII cellules.

Chez les animaux de la ferme, le clonage par transfert de noyaux est
de réalisation trés délicate car il implique la succession d'une série de
manipulations qui doivent absolument réussir pour aboutir au résultat
final. Les différentes manipulations sont schématisées dans la figure 1 et
comprennent successivement: la maturation des ovocytes, leur énucléation,’
I'injection des blastoméres du donneur, I'incorporation du blastomére
dans le cytoplasme ovocytaire, l'activation de ce dernier et enfin la
coculture des embryons reconstitués. A ce jour, la naissance d'animaux
issus du transfert nucléaire a été obtenue pour les espéces suivantes:

- mouton par Willadsen en 1986,
- vache par Prather et al en 1987,
- lapin par Stice et Robl en 1988,
- porc par Prather et al en 1989,
- chévre par Yong et al en 1991.
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Tous ces auteurs ont utilisé des ovocytes non fécondés et énucléés
comme receveurs. Actuellement, dans I'espéce bovine, la technique en est
encore au stade expérimental et si quelques succés sont enregistrés de par
le monde, le rendement global de l'opération est encore faible et trés
variable (Tableau 1).

Tableau 1: Développement des embryons bovins aprés transfert de
noyaux:

Embryons morula / blasto. Nombre de RéEf.

donneurs % (Nb) veaux nés

4-16c. 12,0 (23/185) 2 Prather et al, 1987

16 ¢c. 18,6 (92/493) / Westhusin et al, 1991
32-40 ¢. 22,0 (84/375) / Westhusin et al, 1991
16-64 c. 23,7 (280/1181) 92 Bondioli, 1991

16-32 c. 9.8 (10/102) / Clement-Sengewald et al, 1992
8-64 c. / 101 Willadsen et al, 1991
32c¢. 19,8 (19/96) / Heyman et al, 1992a
32c. 16,3 (14/86) / Heyman et al, 1992a

D'apres Renard et Heyman, 1992,

Depuis Mac Kinnel (1962), le clonage chez les amphibiens a été
répété & de nombreuses reprises dans le monde et il est maintenant bien
établi que la plupart des noyaux provenant d'un jeune embryon sont
totipotents (Gallien, 1966; King, 1966; DiBerardino et Hoffner, 1970;
Gurdon, 1974; Briggs, 1977; Mac Kinnel, 1978). Malheureusement, cette
capacité au développement se restreint au cours du processus de
différenciation cellulaire comme le démontrent les nombreux échecs -
enregistrés lors du transfert de noyaux provenant d'amphibiens adultes.
Signalons toutefois que le résultat le plus performant fut l'obtention d'un
tétard a partir d'une spermatogonie de grenouille Rana Pipiens
(DiBerardino et Hoffner, 1971). Chez le Xénope, la naissance de 33
jeunes tétards a été rapportée aprés implantation de noyaux somatiques
adultes (Laskey et Gurdon, 1970; Gurdon et al, 1975; Mac Avoy et al,
1975; Wabl et al, 1975; Brun, 1978). L'étude caryotypique a montré que
la plupart de ces tétards présentaient des anomalies de nombre ou de
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structure des chromosomes (Diberardino et Hoffner, 1970). Un seul était
normal mais il est mort au cours de sa période larvaire précoce (Mac
Avoy et al, 1975). Le pourcentage de succés de ces manipulations
n'excéde pas 0,3 3 6,0%, et jamais aucune grenouille adulte ne s'est
développée par transfert de noyau provenant d'un individu adulte.

Chez les mammiféres la situation est 4 peu prés identique. Comme
chez les amphibiens, des facteurs liés & la différenciation limitent
I'utilisation des embryons donneurs. Chez la souris, Mac Grath et Solter
(1984) ont montré qu'une perte du potentiel de développement survient
déja a partir du stade II. Ces résultats ont été confirmés par Robl et al,
(1986), Surani et al, (1987), Tsunoda et al, (1987), Smith et al, (1988).
Cette perte de la totipotence interviendrait au moment ol le contrdle du
développement passe sous l'influence du nouveau génome (Solter et al,
1986; Solter, 1987).

Des travaux plus récents ont quelque peu nuancé cette constatation
(Tableau 2). En effet, chez le porc, espéce pour laquelle le contrdle du
développement passe sous la dépendance du nouveau génome a partir du
stade IV cellules (Norberg, 1973), Prather et ses collaborateurs (1989)
n'ont pas détecté de différence dans le taux de développement, que les
noyaux donneurs proviennent d'embryons aux stades I (9%), IV (8%) et
méme VIII cellules (19%) pour lesquels les résultats enregistrés sont
nettement meilleurs. Chez le mouton, espéce pour laquelle le relais a lieu
au stade VIII (Crosby et al, 1988), Smith et Wilmut (1989) ont montré
que les noyaux provenant de stades XVI cellules (35%) ou du bouton
embryonnaire (56%) sont compétents pour supporter le développement
jusqu'au stade blastocyste et jusqu'a terme.

Dans l'espéce bovine, chez laquelle le relais a lieu normalement au
stade VIII (Camous et al, 1986), plusicurs auteurs ont rapporté des taux
de développement similaires pour des embryons donneurs du stade VIII &
LXIV cellules (Tableau 2). Des recherches récentes viennent de
démontrer la totipotence de certaines cellules du bouton embryonnaire du
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blastocyste bovin (Keefer et al, 1994) comme cela avait déja été observé
chez le mouton. Il semble donc que pour les espéces porcine, ovine et
bovine, la perte de Ia totipotence du noyau ne coincide pas avec la prise du
contréle du développement par le génome de l'embryon.
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Tableau 2: Synthése bibliographique des développements pré- et post-implantatoires
d'embryons reconstitués obtenus par fusion de différents types de cellules
embryonnaires avec des ovocytes miirs préalablement énucléés, chez plusieurs
espéces de mammiféres: )

Types de Nb de % de Nb % de % de
Espéces cellules couples morulas & d'embryons gestations naissances
embryonnaires fusionnés blastocystes transférés  établies REf.
Souris Stade IT 86 35 / / / 1
Stade VIII 36 0 / / / 1
BE 80 3 / / / 1
BE 83 4 / / / 2
CGP 135 10 59 10 0 1
Porc Stade II 11 9 33 / o/ 3
Stade IV 83 8 34 / 3 3
Stade VIII 57 19 21 / 0 3
Lapin Stade VIII 70 68 85 2 1 4
Stade XVI / / 110 / 21 5
Stade XXXII 67 76 / / / 5
Stade XXXII 67 55 67 / / 6
Stade XXXII 91 32 207 27 4 7
BE 52 37 / / / 6
T 27 0 / / / 6
Mouton Stade VIII 76 42 4 / 75 8
Stade XVI 29 48 6 50 / 8
Stade XVI 49 35 14 21 14 9
BE 16 56 8 13 13 9
Bovin Stade <VIII 111 12 12 / 0 10
Stade <XVI 50 16 7 / 29 10
Morula J4 95 20 / / / 11
Morula J4,5 24 8 / / / 10
Morula IS 604 32 / / / 12
Morula J5 1148 16 / / / 11
Morula J5,5 139 40 / { / 12
Morula J5,5-6 / 29,4 34 30 / 13
Morula J6 54 53 / / / 12
Morula / / 463 23 22 12
Morula 840 14 125 26 22 13
BE 948 3 26 6 2 14
Cellules ES 460 23,7 34 18,5 ? 15

BE: bouton embryonnaire; CGP: cellule germinale primordiale; T: cellule trophoblastique.

Références: (1) Tsunoda et al, 1990; (2) Tsunoda et al, 1988; (3) Prather et al, 1989; (4) Tsunoda et
al, 1989; (5) Collas et Robl, 1990; (6) Collas et Robl, 1991a; (7) Heyman et al, 1990; (8) Willadsen,
1986; (9) Smith et Wilmut, 1989; (10) Prather et al, 1987; (11) Stice et Keefer, 1993, (12) Bondioli et
al, 1990; (13) Heyman et al, 1993; (14) Keefer et al, 1994; (15) Sims et First, 1993.




Figure 1: Schéma général du clonage. Aprés séparation des blastoméres
issus de I'embryon donneur, ceux-ci sont injectés dans I'espace périvitellin
des ovocytes préalablement énucléés. La greffe du noyau donneur dans le
cytoplasme ovocytaire est consécutive 3 la fusion de leurs membranes,
fusion provoquée par une impulsion électrique. Les embryons
reconstitués sont cultivés in vitro en présence de cellules tubaires
(coculture). Au 5-6e jour de leur développement, I'un d'entre eux peut
servir d'embryon donneur pour un deuxiéme cycle de clonage, tandis que
les autres sont cultivés jusqu'au 7¢ jour en vue de leur transfert dans des
receveuses synchrones.

Remarque préliminaire:

Tout au long de notre travail, nous parlerons de transfert de
noyauy car c'est le noyau qui est porteur du patrimoine génétique et qui
restaure la diploidie de I'ovocyte énucléé, mais il doit étre entendu qu'il
s'agit du transfert du blastomére entier, c'est-a-dire du noyau entouré de
son cytoplasme et de sa membrane plasmique.
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Chapitre I1:
Rappels physiologiques

Pour réaliser le clonage, nous devons pouvoir disposer d'ovocytes
matures utilisés comme receveurs et de jeunes morulas comme donneuses
de blastomeres. Les ovocytes sont prélevés par ponction de follicules de
1 4 12mm de diamétre. Ils sont entourés de leur cumulus oophorus et
doivent subir la maturation avant d'étre énucléés pour servir de
cytoplasme receveur.

Avant d'entamer I'exposé de nos recherches personnelles, il convient
de faire le point des connaissances actuelles sur la physiologie de la
maturation ovocytaire et de son activation aprés fécondation ou clonage.

Maturation ovocytaire

Stockés sous forme de follicules primordiaux, les ovocytes se
présentent comme de grandes cellules de + 30 um de diamétre. Au début
de leur croissance, ils s'entourent d'une enveloppe, la zone pellucide, mais
maintiennent des contacts étroits avec les cellules folliculaires par
I'intermédiaire de prolongements que les cellules de la corona radiata
envoient a travers la zone pellucide. Ces derniéres sont attachées entre
elles et avec la membrane de l'ovocyte par des jonctions intermédiaires de
type GAP qui permettent le passage ionique de petites molécules de poids
moléculaire inférieur & 1 kD.

Durant les phases de croissance, 'ovocyte va subir toute une série de
modifications nucléaires, cytoplasmiques et membranaires qui aboutiront
a la formation d'un ovocyte mature apte a étre fécondé.
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Maturation nucléaire:

Pendant la phase de croissance, le noyau migre de sa position centrale
vers la périphérie. Sa forme est sphérique et la chromatine est répartie
uniformément dans l'entiéreté du noyau (Figure 2b). Lors de Ila
maturation, des ondulations apparaissent sur la portion de l'enveloppe
nucléaire faisant face 4 la membrane cytoplasmique. Au méme moment,
les chromosomes commencent & se condenser tandis que le nombre de
prolongements et de jonctions de type GAP entre la corona radiata et le
cytoplasme ovocytaire diminuent (Figure 2c). A un stade plus avancé de
la maturation, les digitations de la membrane nucléaire s'agrandissent en
méme temps que des points de rupture apparaissent a son niveau et que
des microtubules se forment 3 proximité des chromosomes (Figure 2d).
Une fois la membrane nucléaire disparue, les deux MTOC (microtubules
organizing centers, encore appelés centrioles) apparaissent et président a
la formation du fuseau (Figure 2¢). Dé&s ce moment, la membrane
cytoplasmique s'est détachée de la zone pellucide (Figure 2e). Métaphase,
anaphase et télophase de la premiére division méiotique se succédent
rapidement pour aboutir & I'émission du ler globule polaire (Figure 2f).
Immédiatement aprés, les chromosomes restent 3 proximité de la
membrane plasmique pour s'organiser en métaphase en vue de la seconde
division méiotique (Figure 2g).

L'image histologique du nucléole varie en fonction de l'intensité de la
synthése des ARNSs ribosomiaux. Lors de la phase d'activité maximale il
est composé d'un réseau fibrillo-granulaire contenant des granules
préribosomiaux et quelques centres fibrillaires. Quand la synthése des
ARNs s'estompe, le matériel protéique se condense en une masse trés
dense au sein de laquelle on peut distinguer deux structures lenticulaires
dont le r6le est encore inconnu 2 ce jour.




Légende de 1a figure 2:

a.etb. Ovocyte avant la maturation. Le noyau (vésicule germinative),
localisé 2 la périphérie du cytoplasme est sphérique. L'espace
périvitellin est trés étroit et le contact est intime entre 1'ovocyte et les
digitations des cellules de la corona radiata. La chromatine est
répartie dams tout le noyau.

c. La maturation a débuté comme le révéle les ondulations de
I'enveloppe nucléaire et le début de la condensation des
chromosomes. L'espace périvitellin s'élargi et les contacts entre
l'ovocyte et les digitations des cellules de la corona radiata
disparaissent progressivement.

d. L'enveloppe nucléaire forme de longs prolongements, alors qu'elle
commence 2 se fragmenter en vésicules de réticulum endoplasmique
lisse. A lintérieur du noyau, on remarque une importante
condensation des chromosomes et l'apparition de microtubules
orientés de maniére aléatoire.

e. L'enveloppe nucléaire a complétement disparu, les deux MTOC
(microtubules organizing centers) apparaissent et induisent la
formation du fuseau. La métaphase de la premiére division
méiotique s'installe. Les contacts entre I'ovocyte et les digitations
des cellules de la corona radiata ont complétement disparu.

f. Le premier globule polaire a été expulsé. Les chromosomes qui
restent dans l'ovocyte sont situés dans une zone adjacente au premier
globule polaire, et sont contenus dans une zone de cytoplasme plus
dense traversée par des microtubules.

g. Les chromosomes forment la métaphase de la seconde division
méiotique au sein d'une zone cytoplasmique plus dense. A partir de
ce moment, la maturation nucléaire de l'ovocyte entre dans une phase
quiescente.




Figure 2: Schéma représentant les différentes phases de la maturation
nucléaire de l'ovocyte bovin
D'apres Hyttel, 1988.
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Maturation cytoplasmique:

La maturation cytoplasmique est un phénoméne trds complexe qui
s'accompagne d'une intense activité métabolique. En effet, pendant sa
période de croissance, l'ovocyte synthétise tous les types d'acides
ribonucléiques dont 10% sont des ARN messagers. Une partie importante
de ceux-ci, appelés les transcrits maternels, sera mise en réserve pour étre
utilisée plus tard dans le développement de I'embryon. Cette période
saccompagne également d'une augmentation de la synthése de trés
nombreuses protéines (Wassarman et Fujiwara, 1978; Kastrop et al, 1990,
1991, 1992) parmi lesquelles il faut citer les protéines de base de
l'ovocyte telles que l'actine, la tubuline, la calmoduline, la lactico-
deshydrogénase et les protéines qui vont constituer la zone pellucide. Le
cytoplasme contient en outre toutes les molécules conditionnant le blocage,
la reprise de la méiose et la décondensation du spermatozoide, soit: I'OMI
(Oocyte Meiotic Inhibitor), le MPF (Meiosis Promoting Factor) et le
MPGF (Male Pronucleus Growth Factor).

C'est du déroulement normal de la maturation cytoplasmique que
dépend le développement normal du futur embryon. Celui-ci doit trouver
dans le cytoplasme ovocytaire, tous les éléments indispensables pour
assurer les premiéres étapes de son développement. Il semble bien qu'une
partie des échecs enregistrés lors de la réalisation in vitro des étapes de
maturation, de fécondation et de développement doivent étre rattachés 3
une maturation cytoplasmique inadéquate ou insuffisante dont on ne
maitrise qu'imparfaitement les éléments responsables.

Du point de vue des modifications histologiques, la maturation
cytoplasmique se marque par la migration des granules corticaux.
Formés dans I'appareil de Golgi, ils migrent vers le cortex au voisinage
de points d'attache des prolongements des cellules péri-ovocytaires, ol les
granules corticaux sont séquestrés par petits groupes. Par la suite, ils se
répartissent uniformément sous la membrane 3 la face interne de laquelle
ils sont attachés par des brins courts de calfactine I, protéine du
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cytosquelette intervenant dans l'exocytose.

Le rdle des cellules folliculaires dans la maturation cytoplasmique de
l'ovocyte a ét€ suspecté depuis longtemps au cours de la période
préovulatoire (Fukui, 1990; Mochizuki et al, 1991). Rabahi et al (1991)
ont démontré que le pic de LH stimule l'activité métabolique des cellules
de la granulosa qui par l'intermédiaire de messagers protéiques agissent
sur l'activité du complexe ovocyte-cumulus. Ces messagers transitent par
le liquide folliculaire car l'addition de celui-ci au milieu de Ménézo B2 a
la concentration de 10% (v/v) permet d'augmenter de maniére sensible le
nombre de blastocystes produits. Le fluide folliculaire agit au cours de la
maturation en stimulant I'expansion du cumulus, la sécrétion de
progestérone et la synthése de protéines par le complexe ovocyte-cumulus.

Régulation de la reprise de la méiose dans les follicules
préovulatoires

S'l a été décrit qu'en l'absence de gonadotropine, la maturation
ovocytaire in vitro ne peut se poursuivre en présence de cellules de la
granuleuse (Sirard et Bilodeau, 1990), on en est encore réduit aujourd’hui
a des hypothéses quant a l'identité des facteurs responsables de ce
contrdle. Parmi les facteurs inhibiteurs, il faut citer ' AMP cyclique, un
ou des facteurs polypeptidiques appelés OMI, ainsi que des nucléosides
puriques tels quhypoxanthine et adénosine. Parmi les facteurs
stimulateurs, il semble bien que le MPF soit le plus important (voir revue
de Parrish et al, 1992): il est constitué d'une cycline et de la protéine
p34°dc2, Cette dernidre est un produit du géne cdc2, elle doit interagir
pendant la phase G2 avec une cycline B pour former un complexe inactif,
le pré-MPF (Figure 3). Cette interaction est stabilisée grice i la
phosphorylation du site 1 de la protéine p34°dc2 par l'enzyme CAK.
L'action de cette derniére est antagonisée par une phosphatase appelée
INH qui empéche I'accumulation du complexe cycline-protéine p34°dc2 ay
cours de la phase G2 du cycle cellulaire.




Légende de la figure 3:

La cycline B est synthétisée au cours de la phase G2, elle forme avec
la protéine p34cdc2, un complexe inactif, le pré-MPF. Ce complexe est
stabilisé grice a l'action de la kinase CAK dont l'effet est antagonisé par la
phosphatase INH.

Le passage du complexe cycline-p34cdc? d'une forme inactive vers
une forme active déclenche l'entrée de la cellule en phase M. Ce passage
est le résultat d'une modification de 1'équilibre entre les enzymes contr6lés
par les génes Weel et cdc25 et responsables de la phosphorylatlon et
déphosphorylation du complexe.

Une fois activé, le MPF induit d'importantes réorganisations
cellulaires tels que la rupture de la membrane nucléaire, la condensation
des chromosomes, la formation des fuseaux mitotique ou méiotique et le
partage des organites cellulaires entre les deux cellules-filles.

Au cours de la phase M, l'activité du MPF décline brutalement, ce
qui permet a la cellule de poursuivre son cycle cellulaire vers 'interphase.
La perte d'activité du MPF est secondaire 2 la destruction de Ia cycline.
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Modifié d'aprés Parrish et al, 1992,
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Clest de la phosphorylation et déphosphorylation (sites 2 et 3) du
pré-MPF, dont le contréle est assuré par deux enzymes antagonistes codés
par les génes weel et cdc25, que va dépendre la transformation du pré-
MPF en MPF actif. Le passage au point Entry de la phase M du cycle
cellulaire, ou l'entrée en division de la cellule, dépend du rapport de
concentration et/ou d'activité entre ces deux enzymes. Si le rapport
augmente, la cellule ne se divise pas et sa taille augmente, par contre s'il
diminue, la cellule entre en division (Murray et Kirschner, 1989). Une
fois activée, la protéine p34°9c2 du complexe MPF acquiert une activité
kinasique et déclenche la disparition de la membrane nucléaire, la
condensation des chromosomes, la formation du fuseau ainsi que, de
mani¢re indirecte, sa propre inactivation. Le MPF disparait par
dissociation du complexe p34°9°2 - cycline B suite a la destruction de cette
derniére tandis que la protéine p34°dc2 est mise en réserve en vue de son
utilisation lors du cycle cellulaire suivant.

Activation de l'ovocyte

La fécondation permet la création d'un nouveau génome et provoque
l'activation, c'est-a-dire le démarrage de l'activité mitotique de l'ccuf. La
pénétration du spermatozoide, tout en amenant I'ADN nécessaire pour
restaurer la diploidie, provoque son activation en déclenchant une
augmentation transitoire du calcium libre intracellulaire.

Chez les échinodermes, le role déterminant de cette augmentation
transitoire de la concentration intracellulaire en calcium a été démontré
par le fait que tous les événements de la fécondation sont reproduits par
l'addition d'ionophore dans le milieu de culture ou par l'injection de
calcium dans I'euf (Whittaker et Steinhart, 1982; Steinhart et Epel, 1974;
Zucker et Steinhart, 1978). A l'inverse, l'injection d'EDTA, un chélateur
du calcium, provoque l'arrét de l'activation (Zucker et Steinhart, 1978).
Les ions calciques représentent donc la clef du processus d'activation. En
effet, la concentration en calcium libre du cytosol étant environ dix mille
fois plus faible que celle du milieu extracellulaire, toute augmentation
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transitoire entraine la fixation du calcium sur les protéines du cytosol et
induit des modifications de 1'état de phosphorylation ou d'activité des
protéines cibles. Cette action est trés bréve car cette augmentation du
calcium est immédiatement stoppée par un mécanisme homéostatique
efficace qui pompe le calcium 3 I'extérieur de la cellule ou dans des
réservoirs internes.

Chez les mammiféres, la fécondation déclenche un mécanisme
comparable, mais beaucoup plus complexe car il met en jeu des variations
périodiques du calcium. En effet chez la souris et le hamster, la
fécondation déclenche une série d'oscillations de la concentration en
calcium libre qui se poursuit pendant plus d'une heure aprés la fusion des
gametes (Cuthbertson et al, 1981; Miyazaki et al, 1986; Miyazaki, 1991;
Kline et Kline, 1991). Chez le hamster, 10 secondes aprés la fécondation,
une premiére libération de calcium A partir des citernes du réticulum
endoplasmiques prend naissance au point de contact avec le spermatozoide
et se propage en 20-30 secondes dans toute la cellule (Miyazaki, 1991).
La propagation de proche en proche de cette vague est autocatalytique et
est due soit a l'action directe du calcium (calcium induce calcium release:
CICR) sur la citerne adjacente (Busa et Nuccitelli, 1985), soit a
l'activation localisée du calcium sur la phospholipase C qui & son tour
induit la libération de calcinm (Whitaker et Irvine, 1984). La deuxiéme
et quelquefois la troisi®me vagues démarrent au méme endroit, mais se
propagent plus rapidement dans I'eeuf (=2 sec). Par la suite, on assiste
toutes les 2 3 3 minutes, & des augmentations de calcium, non plus
localisées, mais se produisant au méme moment dans l'ensemble du
cytoplasme. Le terme de pulsation caractérise bien ces fluctuations car la
concentration en calcium passe en 2 a 3 secondes du niveau de repos c'est
a dire 100 nM 4 1 2 2 uM, pour se maintenir pendant quelques dizaines de
secondes 3 ce niveau, puis redescend rapidement a son niveau de base. La
persistance de ces pulsations durant plus d'une heure aprés la fécondation
est caractéristique des mammifeéres et se révéle étre essentielle pour
l'activation et le déclenchement des divisions cellulaires (Kline et Kline,
1991; Ozil, 1990; Vitullo et Ozil, 1992; Berridge et Galione, 1982).
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Deux hypothéses prévalent actuellement pour expliquer comment le
spermatozoide parvient a déclencher pareil phénomeéne. L'une est basée
sur la dégradation des phospholipides de la membrane (InsP3) des
réservoirs calciques (Turner et al, 1986; Figure 4a), et l'autre sur une
augmentation de la sensibilité du mécanisme de libération autocatalytique
du calcium (CICR) par un facteur introduit par le spermatozoide (Swann
et al, 1987; Figure 4b).

La premiére hypothése repose sur le parallélisme entre les
¢vénements de la fécondation et le mécanisme par lequel différentes
hormones dégradent les phospholipides des cellules somatiques. Dans le
cas de certaines cellules cibles (cellules pancréatiques, hépatocytes), la
fixation d'une hormone est le point de départ d'une cascade de réactions
comprenant l'activation d'une protéine G (GTP-binding protein: Turner
et al, 1986; Rodell, 1980). Cette protéine activerait 3 son tour une
phospholipase C qui hydrolyserait un des constituants de la membrane
plasmique, le phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) en inositol 1,4,5
triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). LIP3 est un produit
polaire qui diffuse dans le cytosol et qui, en se fixant sur un récepteur
spécifique de la ‘membrane d'un réservoir intracellulaire de calcium,
contrdlerait son ouverture (Berridge et Irvine, 1989; Berridge, 1990).
Dans ce cas, les oscillations seraient entretenues par un mécanisme de
feed-back entre le calcium et la fixation de I'IP3 sur son récepteur.
Cependant, si l'existence d'un systtme protéine G/IP3 a bien été
démontrée dans l'ovocyte de hamster (Miyazaki, - 1988; Swann et al,
1989), la présence sur I'ovocyte d'un récepteur membranaire intervenant
dans un processus de ce type n'a jamais été établie.

La seconde hypothése postule que le spermatozoide, aprés la fusion
membranaire, libére dans le cytoplasme de I'euf un facteur protéique
soluble de poids moléculaire élevé responsable du phénoméne d'activation
(Dale et al, 1985; Swann et Whittaker, 1990; Swann, 1990; Stice et Robl,
1989). Cette déduction est basée sur l'observation selon laquelle le
démarrage de l'onde calcique a toujours lieu aprés la fusion des gamétes et
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4 l'endroit méme de celle-ci. Des expériences plus récentes démontrent
que l'injection d'un facteur protéique provenant d'un extrait de
spermatozoides (Stice et Robl, 1989), provoque une série d'oscillations
ayant des caractéristiques identiques a celles provoquées par la
fécondation et pouvant persister plusieurs heures apres l'injection. Ce
facteur spermatique pourrait constituer un régulateur du calcium
intracellulaire.  L'existence d'un mécanisme CICR dans les cellules
nerveuses et dans les cellules musculaires est due 4 un canal calcique situé
dans le réticulum endoplasmique et activé par le calcium lui-méme (Lai et
al, 1988). La fécondation introduirait un facteur qui se fixant sur ce
canal, en augmenterait sa sensibilité et provoquerait une suite
ininterrompue d'ouvertures et de fermetures de ce canal.

(a) (b)

s Y pic DAG x G A pic DAG

InsP, Ca

c.z«‘__\\/ L

Figure 4: Schéma représentant les deux explications possibles de
déclenchement de l'onde calcique par le spermatozoide. R: récepteur
membranaire, G: GTP-protéine, PIC: phospho-inositidase C, DAG:diacyl-
glycérol, InsP3: inositol triphosphate.

D'aprés Turner et al, 1986 et Swann et al, 1987.

Enfin, il faut insister sur le fait que ces variations périodiques du
calcium libre constitue un processus entraineur qui permet d'assurer la
synchronisation des phénomeénes biochimiques, I'exocytose des granules
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corticaux, la reprise de la méiose, l'initiation de la réplication de 'ADN et
enfin le déploiement du programme de développement. Il apparait alors
trés clairement qu'un déréglement ou une absence de rythme de ces
oscillations calciques peut entrainer des déphasages, et étre une des causes
de graves perturbations du développement embryonnaire, voir provoquer
la mort de I'embryon (Ozil et Swann, 1992).

Devenir du noyau transplanté dans un cytoplaste activé

La technique de transfert de noyau implique la fusion d'un seul
blastomére contenant un noyau (karyoplaste) avec un cytoplaste receveur
obtenu par énucléation d'un ovocyte mir. Chez les ongulés, la fusion
membranaire est obtenue par l'application d'une impulsion électrique qui
provoque également I'activation de l'ovocyte énucléé.

Les modifications morphologiques que subit le noyau transféré ont
été étudiées chez de nombreuses espéces telles le lapin (Collas et Robl,
1991b), le porc (Prather et al, 1990) et la vache (Kanka et al, 1991); elles
peuvent se résumer comme suit: rupture de la membrane nucléaire,
condensation prématurée des chromosomes (premature chromosome
condensation: PCC), dispersion des nucléoles, reconstitution d'une
enveloppe nucléaire et enfin gonflement du noyau pour atteindre, dans les
mémes délais, une taille similaire au pronoyau endogéne (Czolowska et al,
1984). Ces transformations semblent bien étre induites par un ou
plusieurs facteurs présents dans le cytoplasme ovocytaire au moment de la
fusion car elles ne surviennent pas, ou tout au moins dans une moindre
mesure, si le noyau est transplanté dans un zygote (Barnes et al, 1987) ou
dans un ovocyte déja activé (Collas et Robl, 1991b). Le MPF pourrait en
étre le responsable puisqu'il déclenche le passage de la cellule en mitose et
induit les transformations du noyau, la réorganisation du cytosquelette
(formation du fuseau) et les changements de la morphologie cellulaire.
Chez le lapin, Collas et Robl (1991b) ont montré que si le remodelage du
noyau était indispensable a la reprise du développement du noyau
transplanté, celle-ci était tributaire de la phase du cycle cellulaire du
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noyau transplanté. En effet d'aprés Collas et al (1992), le plus grand
pourcentage de développement est obtenu lorsque les noyaux sont
transplantés en phase G1 ou au début de la phase S. Par contre, ils ont
constaté d'importantes anomalies chromosomiques lorsque les noyaux
étaient transplantés en fin de phase S. Celles-ci sont dues a des
fragmentations de la chromatine, fragmentations sans doute secondaires a
la condensation prématurée de la chromatine en cours de duplication.

Campbell et al (1993), travaillant dans l'espéce ovine, ont comparé le
comportement du noyau en fonction, d'une part, du stade du cycle
cellulaire durant lequel il est greffé et, d'autre part, du moment
d'activation du cytoplaste receveur. Ils ont montré que I'absence de MPF
est favorable au développement des embryons reconstitués. Cette absence
de MPF permet le maintien d'une enveloppe nucléaire intacte, ce qui est
essentiel pour le contrfle de la réplication de 'ADN. A l'inverse, tous les
noyaux injectés avant la disparition du MPF dupliquent leur ADN, ce qui
pour des noyaux en phases S ou G2 induit des erreurs de ploidie. Ces
auteurs sont arrivés 2 la conclusion que le cytoplaste receveur ne doit
contenir qu'une faible quantité de MPF, ce qu'ils ont obtenu en activant
I'ovocyte receveur quelques heures avant le transfert de noyau.
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Chapitre II1

Objectifs et intéréts du travail

Vu les intéréts scientifiques et économiques qu'une technique de
clonage peut apporter i I'élevage, nous avons entrepris d'en étudier
chacune des étapes pour tenter d'arriver & une production de clones
d'importance suffisante pour étre utilisable.

Pour des raisons tant pratiques que budgétaires, nous nous sommes,
dés le départ, orientés vers le développement d'une technique de clonage
ou toutes les étapes sont réalisées in vitro. Dans cette optique, nous avons
voulu savoir si nos conditions expérimentales de maturation, fécondation
et développement in vitro étaient capables de fournir des embryons de
qualité. Cette recherche fait I'objet du premier chapitre. Dans le chapitre
2, nous avons analysé l'aptitude de ces embryons & supporter le transfert
de noyau. La qualité des embryons produits a été contrélée de différentes
maniéres: comptage de noyaux, capacité a supporter un reclonage,
aptitude a induire une gestation évolutive et enfin suivi des veaux. Ces
différents parametres ont été analysés dans les chapitres 3 et 4).

La compétence 2 reprendre et 4 achever la maturation nucléaire a été
analysée pour des ovocytes provenant de follicules de différentes tailles
(chapitre 4). Ceci dans I'espoir de pouvoir sélectionner 1'une ou l'autre
catégorie de follicules aptes 3 fournir des ovocytes de qualité destinés a la
FIV ou au clonage.

Sur le plan scientifique, le clonage s'inscrit dans l'étude de la
génétique, de l'embryologie, de la physiologie de la reproduction. Il
ouvre la voie 3 une meilleure connaissance des mécanismes régissant la
maturation ovocytaire, la fécondation, la reprogrammation du noyau. Il
devrait permettre de chiffrer la durée de la totipotence nucléaire, d'établir
I'influence que de telles manipulations peuvent exercer sur le génome et
sur la viabilité de I'embryon.



Sur le plan économique, la technique est susceptible d'intéresser les
industries pharmaceutique et alimentaire en augmentant la fiabilité des
études toxicologiques et pharmacodynamiques et en facilitant le testage de
I'efficience alimentaire de tel ou tel produit.

Du point de vue de I'élevage, les avantages ne sont pas négligeables et
parmi ceux-ci, il faut citer: la multiplication des individus d'élite, la
possibilité de remplacement rapide d'un élevage éliminé pour raisons
sanitaires, I'augmentation de la précision et de l'intensité de la sélection
d'un caractere d'héritabilité donnée. En effet, la précision de la sélection
augmente avec la taille des clones, et cela surtout pour des caractéres de
faible héritabilité. En placant des individus identiques dans des conditions
environnementales différentes, la comparaison de leurs performances
permet de connaitre linfluence du milieu et par 13 l'influence des
génomes paternel et maternel. En réalisant plusieurs clones du méme
pére mais issus de meéres différentes, on dégage alors spécifiquement
I'influence du génome paternel.

Le clonage permet également d'augmenter l'intensité de la sélection.
En effet, si dans un programme de sélection, on choisit parmi 100
individus les 10 meilleurs, ou 10 exemplaires identiques du meilleur, on
modifie trés fort I'intensité de sélection qui passe de 10 2 1%. Autrement
dit, la descendance sera basée sur le meilleur génome plutt que sur
I'amalgame de ce génome avec neuf autres génomes forcément moins
performants. Enfin, le clonage et la FIV peuvent, dans un avenir plus ou
moins rapproché, seconder des techniques telles que la superovulation, la
récolte et le transfert d'embryons.
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2: MATERIEL ET METHODES
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A. MATURATION DES OVOCYTES
Récolte des ovaires:

Les ovaires sont collectés indépendamment du cycle cestral et de
I'état hormonal de la femelle. Dans l'heure qui suit l'abattage de
l'animal, ils sont soigneusement disséqués et plongés directement dans
une bouteille thermos contenant du liquide physiologique conservé a
une température d'environ 30°C et additionné de 50 mg/l de
kanamycine.

Transportés au laboratoire dans les 2 heures, les ovaires sont lavés
par 3 ou 4 passages successifs dans du liquide physiologique i 30°C puis
stockés dans un thermos & large col contenant le méme liquide en
attendant la ponction.

Prélévement des ovocytes:

Cette ponction est réalisée a l'aide d'un systéme d'aspiration
constitué d'une trompe & vide, d'un tube conique et d'une aiguille 19 G
x 1122 TWB. La dépression habituellement utilisée est de 'ordre de 10
a 20 torrs. Tous les follicules d'un diamétre compris entre 1 et 12 mm
sont ponctionnés et leur contenu est recueilli dans des tubes coniques de
50 ml placés entre l'aiguille et la trompe 3 vide. La série de ponctions
une fois terminée, les tubes sont laissés & décanter pendant 10 minutes
afin d'éliminer le surnageant (liquide folliculaire).

Tri et lavage des ovocytes:

Le culot est remis en suspension dans 10 ml d¢e TCM 199-HEPES-
BSAl Ce lavage des complexes ovocyte-cumulus (COC) est destiné 2
diluer les facteurs inhibiteurs de la reprise méiotique contenus dans le
liquide folliculaire. L'heure de cette mise en suspension est notée
précisément car c'est le temps zéro de la maturation qui servira de

1: La composition des différents milieux se trouve en annexe 2 1a fin du manuscrit.
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référence pour toutes les manipulations faites par la suite avec ces
ovocytes. Tout le contenu du tube de lavage est versé dans une grande
boite de Pétri a fond quadrillé pour examen 2 la loupe binoculaire.

La sélection des COC s'opére en deux temps. Le premier triage est
assez grossier et seuls sont éliminés les ovocytes dénudés et ceux dont le
cumulus est expansé. Les COC ainsi sélectionnés sont placés dans une
boite de Pétri contenant du TCM 199-HEPES-BSA propre et subissent
un second tri pour ne retenir finalement que les COC entourés d'au
moins 3 & 5 couches compactes de cellules, et dont le cytoplasme
ovocytaire ne présente pas de signe de dégénérescence (Planche 1a).
Ces COC sont ensuite lavés dans au moins 3 bains successifs de¢ TCM
199-HEPES-BSA.

Maturation in vitro;

La maturation est effectuée dans des boites de culture a 4 puits
(Nunc, réf.: 176740) contenant chacun un millilitre de liquide de
maturation constitué de milieu TCM 199 additionné de 20% de sérum
de vache en pro-cestrus (PECS), de 0,5 ug/ml de FSH (FSH: 75 x NIH-
FSH-S1), de 5,0 ug/ml de LH (LH: 1,0 x NIH-LH-S1) et d'antibiotiques
(pénicilline:100 u/ml et streptomycine: 100 ug/ml). Chaque puits recoit
20 a2 50 COC et la boite est immédiatement mise & 1'incubateur. Comme
pour toutes les cultures, la température et I'atmosphére de I'incubateur
sont contrdiées: 39 °C, 5% CO: et saturation en eau. La durée de la
maturation est de 25 + 0,5 heures (COC mir: planche 1b).
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B. FECONDATION IN VITRO

Préparation du sperme:

Une paillette (0,25ml; 20 x 106 spermatozoides!) de sperme est
décongelée en la plongeant pendant +20 secondes dans de l'eau a
température ambiante. Aprés une dilution rapide du cryoprotecteur par
vidange du contenu de la paillette dans 0,5 ml de SP-TALP, le mélange
est placé sur un gradient de Percoll (3 ml de Percoll 90% surmonté de
3 ml de Percoll 45%). Une centrifugation de 15 minutes a2 500 g
permet d'éliminer le cryoprotecteur qui reste en téte du Percoll ainsi
que les spermatozoides morts ou anormaux et les déchets qui se
retrouvent 2 l'interface entre le P45 et le P90. Ne sont conservés que
les spermatozoides normaux et mobiles qui, plus denses que le P90, se
retrouvent dans le fond du tube. Afin d'éliminer les traces de Percoll,
le culot est dilué dans 10 ml de SP-TALP, puis la suspension est
centrifugée durant 5 minutes & 500 g. Le nouveau culot est récupéré,
homogénéisé puis dilué dans I'I'VF-TALP de maniére 3 obtenir une
concentration de 1x10° spermatozoides par ml. Cette concentration est
déterminée & l'aide d'un hématimétre de type Neubauer a partir d'un
aliquote de 10 pl additionné de 90 ul d'une solution hypertonique a 3%
de NaCl. Chaque puits de fécondation regoit 1 ml de la suspension de
spermatozoides et 20 COC préalablement lavés a 3 reprises dans du
milieu H-TALP.

La fécondation est réalisée 3 l'incubateur pendant 16 2 20 heures.
Passé ce délai, les zygotes sont débarrassés des cellules du cumulus par
une vigoureuse agitation (vortex: position 5) dans du milieu PBS
exempt de calcium, de magnésium et de sérum. En effet, ces deux ions
favorisent la cohésion des cellules, tandis que le sérum provoque

1: Paillette de 0,25 ml en chlorure de polyvinyle contenant 20 x 106 spermatozoides.
La congélation est réalisée selon la méthode Cassou (IMV, France), aprés dilution du
sperme par du Laiciphos 478 (milieu déposé), ajout de 7% de glycérol et de 10% de
jaune d'ceuf.
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l'apparition de mousse lors de I'agitation et rend la récupération des
zygotes difficile. Les zygotes décoronisés peuvent alors étre mis en
développement.

C. DEVELOPPEMENT DE L'EMBRYON

I. Développement de 1'embryon in vitro

a) Coculture
Récolte des oviductes:

Les oviductes sont prélevés 48 heures avant la mise en coculture
des zygotes ou des clones, soit le jour méme de la ponction des ovaires.
Ils sont choisis sur un tractus génital sain (exempt d'adhérence et
d'infection visible), provenant d'une vache normalement cyclée et
présentant un corps jaune sur un des deux ovaires. Les oviductes sont
ligaturés aux deux extrémités, séparés des tissus connexes et lavés deux
fois dans du liquide physiologique additionné de 1 mg/l d'amphotéricine
B et de 50 mg/l de kanamycine, avant d'étre placés dans un tube stérile
contenant le méme milieu. Ce tube est conservé dans un mélange eau-
glace en vue de son transport jusqu'au laboratoire.

Préparation de la suspension cellulaire:

La dissection des oviductes s'opére dans un flux laminaire en
prenant soin de préserver les ligatures. Iis sont ensuite lavés dans du
liquide physiologique, stérilisés en les plongeant trés rapidement dans
de I'alcool & 70%, puis rincés deux fois dans du liquide physiologique.

Chaque oviducte est alors étendu sur unme compresse stérile.
L'extrémité, c6té pavillon, est coupée sous la ligature et l'ouverture
ainsi obtenue est placée sur une lame porte-objet stérile. Avec une
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autre lame porte-objet, l'oviducte est comprimé et raclé a partir du
nceud restant, c'est-a-dire depuis la jonction utéro-tubaire. Les
fragments de muqueuses sont récupérés sur la premiére lame et se
présentent sous la forme d'un amas jaunitre. Les cellules épithéliales
sont ensuite diluées dans un premier tube de lavage, contenant 10 ml de
PBS additionné de 10% de FCS (Fetal Calf Serum), de 1 ug/ml
d'amphotéricine B, de 100 U/ml de pénicilline et de 100 ug/ml de
streptomycine. La suspension cellulaire est laissée & décanter quelques
minutes et le culot repris pour subir quatre lavages successifs.

Mise en culture "primaire":

Les cellules épithéliales sont mises en culture pendant 24 heures
dans du milieu TCM 199 additionné de 20% de sérum de vache en pro-
astrus, de pénicilline (100 U/ml), de streptomycine (100 ug/ml) et
d'amphotéricine B (1 ug/ml) en respectant le rapport suivant: 15 ml de
milieu et 300 a 600 ul de suspension cellulaire. La culture est réalisée
en flacons de 50 ml (Falcon, réf.:3013) maintenus a plat dans
l'incubateur.

Mise en culture "secondaire”: coculture avec les embryons:

Le lendemain, les cellules sont récupérées par décantation dans un
tube de 15 ml puis lavées & deux reprises dans du PBS additionné de:
10% de FCS, 1 ug/ml d'amphotéricine B, 100 U/ml de pénicilline et
100 pg/ml de streptomycine.

La mise en culture secondaire est réalisée en milieu Ménézo B2
additionné de 20% de sérum de vache en pro-cestrus, de pénicilline (100
U/ml) et de streptomycine (100 pg/ml), en respectant un rapport
volume de miliew/volume de cellules situé entre 50 et 100, soit: 1 m! de
milieu additionné de 20 ul de cellules. La suspension est ensuite
répartie par gouttes de 50 ul dans des boites 2 quatre puits. Chaque
goutte est recouverte d'approximativement 1 ml d'huile minérale et est
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additionnée de 20 & 30 embryons (Planche 1d: morula en coculture).

La coculture est réalisée en cellules flottantes. Les fragments de la
muqueuse tubaire maintiennent leur structure épithéliale et sont mobiles
du fait de la présence de cils au p6le apical des cellules. Au cours des 7
a 10 jours que dure la coculture, la plupart des fragments conservent
leur mobilité; et une partic d'entre eux s'organisent pour former des
formations sphériques.

b) Préparation de milieux conditionnés

Les milieux conditionnés sont réalisés de la méme maniére que les
cocultures, si ce n'est que les cellules sont laissées en culture primaire
pendant 48 heures au minimum sans changement de milieu. Passé ce
délai, les cellules sont écartées et le milieu est centrifugé a 3000 g
durant 30 minutes afin d'éliminer tous les débris cellulaires. Le milieu
ainsi obtenu est dit “conditionné” car il contient les produits de .
sécrétion nécessaires aux embryons. Il peut étre utilisé immédiatement
ou conservé 4 -20°C. Lors de 1a culture, il est réparti en gouttes de 50
ul recouvertes d'huile minérale, et contenant 20 3 30 embryons.

IL. Développement de 1'embryon chez la lapine

Aprés la fécondation, le développement des zygotes peut également
étre assuré dans 'oviducte d'une lapine pseudogestante.

La lapine est préparée, 24 ou 48 heures avant le transfert, par une
injection de 150 U de Chorulon (hCG, Intervet) dans la veine
périphérique de l'oreille. Elle est ensuite mise au méle pour contrdler
le bon fonctionnement de l'oviducte par I'évaluation de la qualité des
embryons de lapin. Ces derniers se distinguent facilement des
embryons bovins car ils sont plus volumineux et entourés d'une couche
de mucine.




Planche 1:

A . Complexe ovocyte-cumulus (COC)
sélectionné pour la MIV en fonction de
critéres morphologiques (x 40):

- cumulus dense et homogéne comprenant
au moins 3 & 5 couches de cellules;

- Cytoplasme ovocytaire ne présentant
aucun signe de dégénérescence.

C . Morulas obtenues aprés 5 jours de
développement dans Foviducte de la
lapine (x 200). Au cours de son séjour
dans Ia trompe, la zone pellucide a été
recouverte d'une couche de mucine.

E. Blastocyste développé en coculture et
photographié au moment de son éclosion
(710). Les cellules flottantes de la
coculture ont entre-temps formé une
monocouche (x 100),

B . COC mir, obtenu apres 25 heures
de MIV et présentant une large
expansion des cellules du cumulus.
La corona radiata est plus dense et
reste toujours visible (x 40).

D . Morula 4gée de cing jours et
développée en coculture en présence
de cellules épithéliales tubaires bovines
(x 200).

F . Blastocyste 4gé de 7 jours, fixé
puis coloré au Heechst 33342,

Les +150 noyaux sont révélés sous
lumiére ultra-violette (x 200).
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a

Pour réaliser le transfert, la lapine est anesthésiée 3 'Hypnorm
(fluanisone: 10 mg + fentanyl: 0,2 mg/ml) a la dose de 0,5 ml/kg et
préparée en vue d'une laparotomie médiane. Les ovaires sont examinés
pour vérifier l'ovulation, et les deux jonctions utéro-tubaires sont
ligaturées pour empécher le passage des embryons dans I'utérus.

Les zygotes a transférer sont aspirés avec un minimum de milieu
dans un fin cathéter (cathéter de transfert d'embryon 4 usage humain;
modele de Wallace) raccordé a une seringue de 100 ul. Le transfert est
effectué via le pavillon.

Apres 5 jours, la lapine est réopérée, les oviductes sont prélevés
puis rincés avec du PBS afin de récolter les embryons qui doivent avoir
atteint le stade de morula ou de blastocyste (Planche 1c: morulas
obtenues aprés 5 jours de développement dans l'oviducte de lapine).
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D. CLONAGE

1. Fabrication des micropipettes:

Toutes les pipettes, utilisées lors des micrémanipulations, ont été
fabriquées au laboratoire 4 partir de capillaires de marque Drummond
"Microcaps" 30 microlitres (78 x 1 mm).

Ces capillaires sont étirés, i 1'aide d'un appareil de marque Campden
(Campden Instruments Ltd Modéle 753), qui est équipé d'un dispositif
électromagnétique de traction et d'un filament chauffant se présentant sous
la forme d'un ressort a2 boudin . Six parameétres réglables permettent
d'ajuster la forme, la longueur et la finesse des pointes obtenues lors de
I'étirage.

tube capillai age micropipettes brutes
] ———— >

Travail & la microforge:

Toutes les micropipettes brutes sont ensuite traitées 3 l'aide d'une
microforge de type "de Fontbrune" (Beaudouin modele 4122). Celle-ci
est constituée d'un élément chauffant couplé a des micromanipulateurs
déplacant le support de la micropipette, d'une source lumineuse et d'une
loupe binoculaire pourvue d'un réticule gradué. L'élément chauffant est
constitué d'un filament de platine (contenant 10% d'Iridium) d'un
diamétre de 0,2 mm, courbé pour former une boucle assez étroite portant
a son extrémité une.boule de verre de 0,2 4 0,4 mm de diamétre. Cette
derniére joue un rdle important lors des différentes étapes de la
fabrication des micropipettes.
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Boule de verre —>

Filament de platine de 200 microns

(vue en perspective)

La premitre des étapes de fabrication consiste 2 couper la
micropipette brute  un diamétre bien déterminé, suivant le travail auquel
elle est destinée.

@25 um  B3035um & 80-100 pm
Enucléaﬁm Injection Maintien
A x

Pour ce faire, celle-ci est placée au contact de la boule de verre,
parallélement au fil de platine. Celui-ci s'allonge sous l'influence de la
chaleur, faisant migrer la boule de verre qui finit par se souder au
capillaire. A ce moment, le chauffage est brutalement interrompu, le
refroidissement et la rétraction du filament engendre la rupture de la
pipette.

La deuxi¢me étape consiste dans le fagconnage des micropipettes ainsi
obtenues qui sont, soit rodées 2 leur extrémité, soit effilées de maniére i
réaliser une pointe, ouverte ou non. Le rodage de la pipette est réalisé
simplement en approchant I'élément chauffant incandescent de l'extrémité
de la micropipette. La durée du rodage conditionne le diamétre de
l'orifice: une pipette de maintien normale aura une ouverture de 30
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microns et une pipette de maintien destinée 2 la séparation des blastoméres
sera plus large, soit environ 50 3 60 microns.

Pour réaliser une pointe ouverte, la micropipette est amenée
verticalement contre un c6té de la boule de verre faiblement chauffée.
Elle est relevée doucement de maniére a en étirer une pointe et provoquer
ainsi la formation d'un biseau.

Y A
.——»_) —_— .—>

Lors de sa fabrication, la pointe est généralement trop effilée et doit
étre directement émoussée par un petit choc contre la boule de verre
refroidie.

L'aiguille destinée a la dilacération de la zone pellucide pour
I'obtention des blastoméres donneurs, est réalisée i l'aide d'une
micropipette coupée 4 25 microns. La technique utilisée est similaire a
celle du cas précédent mais le filament doit étre plus chaud.

Pour tous les types de micropipette, 1'état de finition se matérialise
par la réalisation d'un coude, ce qui permet leur utilisation sur le fond des
boites de Pétri sans étre géné par le bord vertical de celle-ci.
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A\

Ce coude est réalis€ de la méme maniére qu'un rodage, en
approchant I'élément chauffant incandescent d'un c6té de la micropipette.
Ce chauffage trés ponctuel va engendrer une différence de température
entre les deux cotés de la pipette qui va se courber.

2. Préparation_de l'ovocyte receveur:

Elimination des cellules du cumulus:

Aprés 25 heures de maturation, les COC sont soumis 3 un
traitement enzymatique (hyaluronidase: 1 mg/ml) et mécanique afin de
débarrasser les ovocytes des cellules de la corona radiata qui les
entourent. Le traitement a I'hyaluronidase dure 10 minutes 4 39 °C, il
est suivi d'une vigoureuse agitation au Vortex (position 5).

Sélection des ovocytes ayant expulsé leur premier globule polaire
(1°GP) :

L'expulsion du premier 1¥GP est, en général, le signe d'une
maturation correcte ou du moins d'une maturation au-deld de la
métaphase I. Seuls les ovocytes ayant expulsé leur premier 1°GP sont
utilisés comme ovocytes receveurs.
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Enucléation des ovocytes (Planche 2a et Figure 5):

Aprés passage pendant +10 minutes dans un bain de PBS additionné
de 10% de sérum et de 7,5ug/ml de cytochalasine B (CCB: inhibiteur
réversible de la polymérisation des microfilaments), tous les ovocytes
présentant leur 1GP sont placés sur un couvercle de boite de Pétri de
60mm de diamétre, dans une goutte de 150 2 300 ul du méme milieu,
recouverte d'huile minérale. La boite de Pétri est placée sur le plateau
d'un microscope équipé latéralement de deux Dblocs de
micromanipulation. Le bloc de gauche supporte la pipette dite de
maintien qui présente un diamétre extérieur de 110 um et intérieur de
25 um. Cette pipette est reliée par un fin tube en plastique a la bouche
de l'opérateur qui bloque I'embryon 4 micromanipuler par aspiration.
Le bloc de droite supporte la pipette dite d'énucléation qui présente un
diamétre extérieur de 25 um et intérieur de 10 4 20 um et dont
I'extrémité présente un biseau de + 15 um de long. Cette pipette
d'énucléation est reliée & un systéme d'aspiration composé d'un
microinjecteur de type Narishigé IM-5b sur lequel est adaptée une
seringue en verre de 3 ml, remplie de Fluorinert.

Du fait de la forte concentration en lipides du cytoplasme
ovocytaire, le noyau (la métaphase) n'est pas visible. L'énucléation est
donc réalisée en aveugle. L'ovocyte 4 énucléer est présenté de telle
mani¢re que le globule polaire soit dans le plan de la pipette
d'énucléation et situé entre 5 et 8 heures. La zone pellucide est
traversée par la pipette d'énucléation de maniére a aspirer le 1°GP ainsi
qu'environ le quart du cytoplasme ovocytaire adjacent qui, dans la
majorité des cas, contient le noyau.
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Contrdle de 'énucléation:

Aprés la micromanipulation, les ovocytes sont placés pendant 10
minutes dans un milieu constitué de PBS-10%. FCS additionné de
Heechst 33342 (5 pug/ml). Ce colorant est un bisbenzimide qui se lie
spécifiquement et de maniére réversible aux bases adénine et thymine de
I'ADN. Aprés incubation dans le Hecechst 33342, les ovocytes
micromanipulés sont rincés puis placés isolément dans une microgoutte
de PBS additionné de 10% de sérum et recouverte d'huile. Chaque
ovocyte est alors visionné pendant 5 4 10 secondes i la lumiére
ultraviolette de maniére A vérifier I'absence de chromosomes.
L'observation se fait au grossissement 100x sous lumiére ultraviolette
au moyen d'un microscope équipé pour la fluorescence, (miroir
dichroique de 400nm, et des filtres de 340 & 380nm).

Les ovocytes énucléés, ou cytoplastes, retournent dans leur milieu
de maturation pendant 1612 heures, moment ol ils serviront de
receveurs.

3. Préparation de 1'embryon_donneur:

Séparation des blastomeéres (Figure 6):

Avant de commencer la micromanipulation, le ou les embryons
donneur(s) choisi(s) sont placés pendant au moins 10 minutes dans du
PBS dépourvu de calcium et de magnésium mais additionné de 10% de
FCS et de 7,5 ug/ml de CCB.

Tandis que I'embryon donneur est bloqué au moyen de la pipette
de maintien, plusieurs fentes sont pratiquées dans la zone pellucide a
l'aide d'une aiguille (diamétre de 35 um) montée sur l'autre bloc de
micromanipulation. L'amas de blastoméres est ensuite sorti de la zone
pellucide et disloqué par aspirations successives dans la pipette de
maintien. La présence de la CCB, par son action sur le cytosquelette,
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rend les blastomeéres beaucoup plus souples et donc beaucoup plus
résistants aux micromanipulations.

4. Injection des blastomeéres: (Planche 2b)

La pipette de maintien est identique & celle utilisée lors de
I'énucléation, tandis que la pipette d'injection présente un diamétre
extérieur variant de 25 4 40 um suivant la taille des blastomeéres et
présente A son extrémité un biseau de 15 um de long. Cette pipette est
raccordée 3 un microinjecteur de type Narishigé 1M-5b rempli de
fluorinert, substance inerte qui permet un meilleur contréle de
l'injection.

Quatre 3 six blastoméres sont aspirés dans la micropipette avant
d'étre injectés isolément (un blastomére par ovocyte) dans l'espace
périvitellin d'un cytoplaste receveur. L'injection est réalisée via le trou
d'énucléation. Une fois que tous les blastoméres ont été injectés, les
couples cytoplaste-blastomére sont lavés dans du PBS-10%FCS avant
d'étre soumis a lIa fusion.

5. Electrofusion:

La fusion est réalisée dans une cellule congue et réalisée par nos
soins. Elle est constituée d'une boite de Pétri au fond de laquelle est
disposé une lamelle porte-objet servant de support 2 deux fils de platine
paralleles de 100 um de diamétre et écartés de 240 um. La cellule
d'électrofusion est connectée a4 un générateur d'impulsions électriques
(Jouan, CHT 1287, Saint-Herblain, France) qui va fournir une onde
carrée de 65 volts pendant 50 microsecondes, ce qui correspond 2 un
champ électrique de 2,7 kVolts/cm (Figure 7 (1)).

Avant la fusion, les couples cytoplaste-blastomére sont lavés dans le
milieu d'électrofusion (50 mg/ml de mannitol additionné de 0,01 mM
de CaCk et de 0,1 mM de MgSQs4) de maniére 2 les débarrasser des ions




Figure 5; Enucléation de 'ovocyte. Du fait de I'abondance de lipides dans
le cytoplasme, le noyau en métaphase de l'ovocyte mir n'est pas visible,
mais est normalement situé au voisinage du site d'éjection du premier
globule polaire. L'énucléation est donc réalisée en aveugle, par aspiration
de ce globule polaire et de la portion de cytoplasme adjacente a celui-ci.

Figure 6: Préparation des blastoméres. La zone pellucide est dilacérée 2
l'aide d'une aiguille afin d'en extraire I'amas de blastoméres. Ce dernier
est ensuite disloqué par passages successifs au travers de la pipette de
maintien.
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Planche 2: les trois principales étapes du clonage (x 200):

a. énucléation: I'ovocyte mir est immobilisé 3 l'aide de la pipette de
maintien, tandis que la pipette d'énucléation (diameétre extérieur de *
25um) aspire le premier globule polaire et la portion adjacente de
cytoplasme.

b. injection: un blastomére est placé dans l'espace périvitellin d'un
cytoplaste (ovocyte énucléé) receveur 2 l'aide d'une pipette d'injection
(diameétre extérieur de £ 35um).

c. fusion: suite 2 I'impulsion électrique, les membranes du blastomére et
du cytoplaste ont fusionné ce qui entraine l'incorporation du contenu du
blastomére dans le cytoplasme ovocytaire.
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contenus dans le PBS. 1l est en effet indispensable que le milieu de
fusion ne soit pas conducteur, auquel cas les couples cytoplaste-
blastomére ne seraient pas soumis & un champ électrique mais bien 2 un
courant qui, par son action électrolytique, entrainerait la destruction des
embryons.

Chaque couple cytoplaste-blastomére est disposé isolément entre les
électrodes de maniére 2 ce que les membranes a fusionner soient
disposées perpendiculairement au champ électrique (Figure 7 (2)). Ce
dernier provoque l'apparition transitoire de pores au niveau de la
portion des membranes située perpendiculairement 3 la direction du
champ électrique. Si les membranes de I'ovocyte et du blastomére se
touchent, comme cela doit normalement étre le cas, elles se réorganisent
pour ne plus former qu'une seule membrane autour des deux
cytoplasmes (Planche 2c). Le noyau du blastomére se retrouve alors
dans le cytoplasme ovocytaire, ot il subit les remaniements nucléaires
nécessaires a la reprise du développement. |
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Figure 7: Cellule d'électrofusion.




6. Mise en culture des embryons reconstitués:

Dans les deux minutes qui suivent I'électrofusion, les embryons
reconstitués sont placés en coculture et sont surveillés réguliérement
afin de déterminer les pourcentages de fusion, de clivage, de stade 8
cellules et de blastocyste. Pour déterminer I'dge de l'embryon, nous
considérons le jour de I'électrofusion comme le jour O correspondant 3
la fécondation. Au jour 6 du développement, certaines morulas peuvent
étre utilisées, a leur tour, comme embryons donneurs pour un second
cycle de micromanipulation. Les transferts des blastocystes dans des
vaches receveuses synchrones ont lieu au jour 7.

E. COMPTAGE DES NOYAUX PAR FIXATION ET
COLORATION AU HECHST 33342

Fixation et coloration:

Le fixateur est composé d'un mélange d'éthanol et d'une solution
de citrate de Na (1/3, v/v) additionné de 10 ug de colorant Heechst
33342. Les embryons 2 fixer sont placés sur une lame siliconée dans un
minimum de liquide et sont recouverts par une goutte de fixateur
(£20ul). La lame est placée 4 37°C pendant 3 3 5 minutes. Aprés ce
laps de temps, le Heechst 33342 est éliminé, les embryons fixés sont
noyés dans une goutte d'Histomount et le tout est recouvert d'une lame
couvre-objet. '

Les lames sont examinées 3 un grossissement de 100 x au moyen
d'un microscope équipé pour la fluorescence, (miroir dichroique de
400nm, et des filtres de 340 i 380nm). L'exposition 3 la lumiére
ultraviolette permet de révéler et de dénombrer les noyaux.
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F. ANALYSE CARYOTYPIQUE DES OVOCYTES
MATURES

A la sortie de la phase de maturation in vitro, les cellules du
cumulus sont écartées par un traitement enzymatique a l'hyaluronidase
et mécanique au vortex.

Préalablement & la fixation, les ovocytes sont exposés a une
solution hypotonique de KCl (0,85%) pendant 5 2 10 minutes a 30°C en
vue de provoquer l'étalement des chromosomes. Ils sont ensuite
déposés avec un minimum de milieu sur une lame porte-objet siliconée
et le fixateur (méthanol/acide acétique: 3/1; v/v) est ajouté au goutte a
goutte et renouvelé a plusieurs reprises. Les lames sont mises & sécher
a température ambiante puis colorées 3 l'orcéine avant d'étre
recouvertes d'une lamelle couvre-objet collée au moyen d'Histomount et
examinées au microscope & immersion (x1000). Les métaphases sont
analysées et classées en métaphases I ou II. Si certaines cellules ne se
prétent pas a la numération des chromosomes, leurs métaphases peuvent
néanmoins étre interprétées, ce qui explique que lors de la présentation
des résultats, il y aura plus de noyaux en métaphases I et II que de
cellules dont les chromosomes auront été dénombrés.

G. ANALYSE CARYOTYPIQUE DES BLASTOCYSTES

La méthode de fixation des blastocystes est identique a celle utilisée
pour la fixation des ovocytes & deux exceptions prés. Le cycle
cellulaire des blastocystes n'étant pas spontanément arrétés en
métaphase, ces derniers sont cultivés en présence de 0,4 ug de
colchicine (Colcemid, Gibco, réf.: 120-5210AD) pendant 2 4 3 heures
avant d'étre fixés. Ce poison du fuseau bloque le cycle cellulaire en
métaphase et permet donc, en deux & trois heures d'exposition,
d'augmenter considérablement le nombre de métaphases. La seconde
différence concerne la zone pellucide qu'il faut détruire, en laissant
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tomber une goutte d'acide acétique 4 50%, de maniére i permettre un
étalement correct des chromosomes sans assister 3 un chevauchement
des nombreuses métaphases du méme embryon.
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3: RESULTATS PERSONNELS
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Chapitre 1:

Mise au point de nos conditions de
développement

Ce travail a fait I'objet d'une publication (voir article 1, pages 104 et suivantes):
Ectors F.J., Thonon F., Delval A., Fontes R.S., Touati K., Beckers 1.F., Ectors F.
Comparison between culture of bovine embryos in vitro versus development in rabbit
oviducts and in vivo. Liv. Prod. Sci., 36, 29-34, 1993.

Pour réaliser le clonage, il faut non seulement pouvoir disposer d'un
grand nombre d'embryons donneurs aux premiers stades de leur
développement mais également étre en mesure d'assurer le développement
des embryons clonés jusqu'au moment de leur transfert. Aprés avoir mis
au point nos conditions de maturation (MIV) et de fécondation in vitro
(FIV) suivi du développement des embryons dans l'oviducte de lapine
(Ectors F.J. et al, 1988, 1989), la premiere étape de notre travail a
consisté dans la comparaison de cette méthode et de deux autres techniques
de développement embryonnaire décrites dans la littérature a4 savoir:
culture en présence de cellules épithéliales tubaires (Gandolfi et Moor,
1987) ou de leurs produits de sécrétion (Eyestone et First, 1989).

Les embryons issus de la maturation et de la fécondation in vitro ont
donc été placés dans trois conditions différentes: soit dans l'oviducte de
lapine pendant 5 jours, soit en coculture dans du milieu Ménézo B2 en
présence des cellules épithéliales tubaires bovines, soit en milieu
conditionné, c'est-a-dire le milieu ayant servi a la culture des cellules
épithéliales tubaires et dans lequel se retrouvent leurs produits de
sécrétion contenant les facteurs nécessaires au développement
embryonnaire.
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Résultats

A. Incidence des conditions de culture sur le pourcentage de
développement.

Les résultats repris dans le tableau 3 montrent qu'il n'y a pas de
différence significative en ce qui concerne les taux de clivage enregistrés
suite & l'utilisation de la coculture ou 3 I'emploi de milieux conditionnés
(Ectors F.J. et al, 1993a). Par contre, le taux de blastocystes obtenu est
nettement plus élevé lorsque les embryons sont développés en présence de
milieux conditionnés ou dans l'oviducte de lapine. 11 faut remarquer
cependant que dans le cas du transfert temporaire dans l'oviducte de
lapine, la perte d'embryons est considérable puisque le taux de
récupération des zygotes n'est que de 66,8% (127/190). Si on ne tient
compte que des embryons récupérés, le taux de blastocystes est alors de
26,0% (33/127).

Tableau 3:  Développement des zygotes: en milieu conditionné (MC),
coculture ou dans l'oviducte de lapine:

Modes de Nb de Embryons Embryons Blastocystes Nb de

développement zygotes clivés de VHI-cell. répétitions
Nb (%) Nb (%) Nb (%)

MC 357 266 (74,52 152 (42,6)° 66 (18,5)d 5

Coculture 604 428 (71,02 185 (30,6 62 (10,3)° 7

Lapine 190 / / 33 (1749 5

Dans la méme colonne, la différence est significative pour les valeurs présentant des
indices différents, (Chi-Carré : p<0.05). *: Taux obtenu malgré un % de récupération de
66,8% (127/190), le taux de blastocystes obtenu parmi les embryons récupérés étant de
26,0% (33/127).

B. Incidence des conditions de culture sur la qualité des embryons.

La qualité du développement des blastocystes obtenus dépendant du
nombre de blastoméres qu'ils contiennent, nous avons procédé 2 la
numération de ces derniers aprés fixation et coloration au moyen du
bisbenzimide (Heechst 33342). Les blastocystes produits totalement in
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vivo et récoltés au 7ime jour, c'est-d-dire au méme stade de
développement, ont été utilisés comme témoins. Les résultats de cette
expérience sont présentés dans le tableau 4 et montrent qu'il n'y a pas de
différence significative entre les embryons développés dans les oviductes
de lapine ou en coculture. Par contre, les embryons produits en milieu
conditionné sont constitués d'un nombre significativement plus faible de
blastoméres (Ectors F.J. et al, 1993 a).

Tableau 4:  Comparaison du nombre moyen de noyaux obtenu en
fonction du traitement:

Traitements Moyenne Valeurs Nombres relatifs de
(n) + DS extrémes noyaux exprimés en %
In vivo (6) 107,33 + 28,22 70-145 100,0

Lapine (13) 100,15 + 31,50 66-165 93,3

Cocult. (24) 90,83 + 31,34 43-158 84,6

MC (24) 72,29 * 27,98* 41-160 67,3

* Significatif par t-test (p<0.05).

Il est a noter que les résultats de la technique de la coculture sont
allés en s'améliorant au fur et 3 mesure de la poursuite de nos travaux, en
raison d'une plus grande rigueur dans le choix des oviductes recueillis et
d'une meilleure expérience de la technique (Tableau 5).

Tableau 5:  Développement des zygotes en coculture (résultats actuels).

Nb de Embryons Embryons Blastocystes
zygotes clivés de VII-cell.
Nb % Nb % - Nb %

Coculture 596 492 (82,5) 336 (564)- 163 (27,3)

L'appréciation de la qualité des embryons produits en coculture est
soumise & deux critéres: nombre des noyaux au septitme jour du
développement (Tableau 6; Planche 1f) et détermination du pourcentage
d'embryons éclos au dixiéme jour de la coculture (Tableau 7; Planche 1e).
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Tableau 6: Nombre moyen de noyaux constituant les blastocystes
obtenus en coculture:

(n) Moyenne Valeurs
+ DS extrémes
(48) 105,15 £ 22,2 69 a 148

Tableau 7:  Nombre de blastocystes éclos obtenus en coculture (5

essais):
% de Blast. % de Blast. éclos Blast. éclos / Blast.(%)
29,2 15,7 53,7
190/650 102/650 102/190

Un petit nombre de ces embryons ont été transférés chez des
receveuses synchrones et nous avons enregistré la naissance d'un veau
(Planche 3a) & partir d'embryons produits en coculture et cryopréservés
selon la méthode de Touati K. et Ectors F. (1991) en vue du transfert
direct.
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Chapitre 11:

Réalisation du premier cycle de clonage

A) Détermination des paramétres de I'électrofusion et de l'activation:

Dans un premier temps, des ovocytes miirs, ayant expulsé leur
premier globule polaire, et n'ayant subi aucune micromanipulation, ont
été soumis a des impulsions électriques de tension variable mais de durée
fixe de S0usec afin de déterminer le voltage maximal que peut supporter
un ovocyte. En effet, d'aprés les expériences de Collas (1989) chez le
lapin, il apparait que I'activation ovocytaire ne se produit que suite a des
décharges électriques de tension supéricure i celle nécessaire 2 la fusion et
légerement inférieure a la valeur létale.

Etant donné que les étapes de I'énucléation des ovocytes et de
I'injection du blastomere durent approximativement 2,5 heures, nous
avons utilisé pour notre expérience des ovocytes ayant subi 27,5 heures de
MIV. Apres élimination des cellules du cumulus et de la corona radiata,
les ovocytes, répartis en différents groupes, sont traités par une impulsion
électrique de S0usec et d'intensité décroissante selon les groupes. Ils sont
ensuite remis en culture pendant 3 heures avant d'étre fixés dans un
mélange de méthanol/acide acétique (3:1, v/v) et colorés a l'orcéine dans
le but de vérifier l'activation (Tableau 8). Sont considérés comme activés,
tous les ovocytes ne présentant plus de métaphase Il et ayant commencé
leur évolution vers la formation d'un pronoyau. '
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Tableau 8: Comparaison, aprés fixation, des taux d'ovocytes en
métaphase II, activés ou lysés aprés une impulsion de 50

microsecondes.

Tensions de Nb Méta I (%) Activés (%) Lysés (%)
I'impulsion* d'ovocytes

130V 14 0 (0%) 0 (0%) 14 (100%)
110v 16 0 (0%) 1(6,3%) 15 (93,7%)
90V 12 1 (8,4%) 2 (16,6%y 9 (75,0%)
0V 13 0 (0% 9 (692%P 4 (30,8%)
60V 17 1 (5,9%) 12 (70,6%)> 4 (23,5%)
S0V 25 1(4,0%) 20 (80,0%)P 4 (16,0%)
40V 10 3 (30,0%) 6 (60,0%)° 1 (10,0%)
ov 14 14 (100%) 0 0%y 0 (0%)

*: Voltage mesuré aux bornes de la cellule d'électrofusion.
a, b: les valeurs avec des exposants différents sont significativement différentes.

La diminution de la tension va de pair avec une diminution du
pourcentage d'ovocytes lysés. L'activation maximale étant obtenue pour
une stimulation de 50 Volts, nous avons choisi, pour les manipulations
suivantes, une tension de 65 Volts qui correspond & un champ électrique
de 2,7 KVolts/cm (I'espace entre les deux électrodes étant de 0,024 cm) de
maniére & nous rapprocher du seuil 1étal favorable 3 l'activation (Collas,
1989).

L'efficacité de ce traitement activateur fut contrdlé par la mise en
culture des ovocytes miirs non micromanipulés et ayant subi une
activation parthénogénétique de 65 Volts pendant 50 usec. Pour faciliter
le développement parthénogénétique, il est souhaitable de conserver a
I'ovocyte un génome diploide (Tarkowski et Rossant, 1976), si bien que
nous avons provoqué la rétention du second globule polaire en cultivant
les ovocytes dans du milieu TCM 199 additionné de 7,5 ug/ml de CCB
(cytochalasine B) pendant 4 heures & partir de 1'électrofusion. Passé ce
délai, les ovocytes ont été cultivés de maniére classique en coculture dans
du milieu B2 de Ménézo (Tableau 9). Ce procédé nous permet de
contrfler l'efficacité du traitement activateur sur la capacité au
développement de l'ovocyte sans qu'il soit influencé par un noyau
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étranger.

Tableau 9: Taux d'ovocytes lysés et de développement parthénogénétique
induit par une impulsion activatrice de 65 Volts et de 50
usec aprés 27,5 heures de MIV.

Taux de Taux de Taux de Taux de
lyse clivage stade VIII morula/blasto.
18,0% 50,0% 16,0% 6,0%
(11/61) (25/50) (8/50) (3/50)

Une impulsion activatrice de 65 Volts et de 50 usec est donc efficace
pour activer 50% (25/50) des ovocytes: nous l'avons retenue pour la
poursuite de nos travaux.

Pour des raisons de facilité et d'économie, nous avons débuté nos
micromanipulations en utilisant des embryons produits in vitro comme
donneurs de blastoméres (Tableau 10). Cette facon de procéder nous a
permis de mettre au point, & la fois, le contrdle de I'énucléation et la
fabrication des instruments nécessaires a la micromanipulation.

| B) Mise au point des différentes étapes de micromanipulation:
|

Au départ, tous les ovocytes micromanipulés recevaient un
blastomére et le contrdle de la proportion d'ovocytes réellement énucléés
était obtenu par fixation et coloration a I'orcéine d'un échantillon. Nous
avons ainsi pu déterminer que 1'énucléation n'était réelle que dans 71,2%
des cas (Tableau 10). Pour la suite de notre travail, nous avons décidé de
contrler I'énucléation grice 3 l'utilisation du colorant Heechst 33342.
Celui-ci, révélé sous illumination ultraviolette, marque tous les ovocytes
incorrectement énucléés qui sont éliminés immédiatement.
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Tableau 10:Premiers résultats des micromanipulations réalisées 3 partir
d'embryons donneurs produits in vitro.

Taux de: % Nb
-Enucléation*: 71,2 - 235/330
-Clivage: 9,4 221235
-Stade VIII: 3,4 8/235
-Blastocyste: 1,7 4/235

* Le contrble de celle-ci a été réalisé par fixation et coloration 2 I'orcéine d'un échantillon.

A ce stade de l'expérimentation, les protocoles d'énucléation et
d'électrofusion étaient établis mais les taux de développement des
embryons reconstitués restaient trés faibles (Tableau 10). Nous avons
alors envisagé de dissocier les étapes d'énucléation et d'injection de
maniére 4 laisser vieillir les ovocytes aprés énucléation. Pour déterminer
la durée optimale du vieillissement, nous avons décidé de comparer les
taux de développement parthénogénétique de plusieurs groupes d'ovocytes
activés & des moments différents de leur MIV, soit des ovocytes dgés de
25, 34, 44 et 54 heures. Ce protocole expérimental a été choisi de
maniére & pouvoir se calquer, dans la mesure du possible, sur 'horaire du
travail du laboratoire: 44 heures correspondent au matin du deuxiéme
jour qui suit le début de la MIV, 25 heures correspondant au groupe
témoin (Tableau 11).

L'efficacité du traitement activateur augmente avec I'dge de
l'ovocyte, soit de 25 2 44 heures, passé ce délai une chute importante des
taux de développement est observée.

A ce stade de la recherche, notre protocole expérimental peut donc
s'établir comme suit: les ovocytes sont sélectionnés en fonction de la
présence de leur premier globule polaire aprés 24 heures de MIV car c'est
4 ce moment que le premier globule polaire est bien visible et n'a pas
encore eu le temps de dégénérer et de disparaitre. Immédiatement aprés
cette sélection, I'énucléation est réalisée et vérifiée, seuls les cytoplastes
(ovocytes récllement énucléés) sont replacés dans leur milieu de
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maturation jusqu'au lendemain; cette période de vieillissement les rendant
plus sensibles au stimulus activateur. L'électrofusion-activation est
réalisée a 4432 heures aprés le début de la maturation (TO).

Tableau 11: Comparaison des taux de développement parthénogénétique
d'ovocytes activés aprés différentes durées de MIV

Durée de Taux de Taux de Taux de Nb
la MIV clivage stade VIII morula/blasto  d'essais
25h 23,4% 7,2% 2,7%

(26/111) (8/111) (3/111) 2
34h 30,2% 7,0% 4,7%

(13/43) (3/43) (2/43) 1

44h 38,8% 12,9% 9,4%

(54/139) (18/139) (13/139) 3
54h 33,9% 13,8% 0%

(37/109)* (15/109)* (0/109) 2

*: beaucoup de clivages sont totalement anormaux.

©) Comparaison de trois catégories d'embryons donneurs:

Ce travail a fait l'objet dune publication (voir article 2, pages 104 et suivantes):
Ectors F.J., Delval A., Touati K., Thonon F., Beckers J.F., Ectors F. Le clonage par
transfert de noyau dans l'espéce bovine: premiers résultats. Ann. Méd. Vét., 137, 427-
431, 1993.

Pour cette étude, nous avons utilisé comme embryons donneurs, des
morulas dgées de 5,5 jours, constituées de +32 blastoméres, et produites
soit in vivo et utilisées immédiatement ou aprés cryopréservation, soit
produites in vitro et utilisées directement, c'est-d-dire sans congélation
préalable (Ectors F.J. et al, 1993 b, ¢). Nous avons appliqué le protocole
expérimental que nous venons de définir.

Le pourcentage d'énucléation des différents lots d'ovocytes ayant
servi a I'expérimentation est de 69,9%, soit 808 ovocytes énucléés sur un
total de 1156.
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Le nombre moyen d'embryons reconstitués obtenus par embryon
donneur (un embryon reconstitué est un ovocyte énucléé ayant regu un
blastomeére et ayant subi 1'électrofusion) est de: 27,7 pour les donneurs
produits in vivo et utilisés frais, 15,2 pour les mémes embryons ayant subi
la congélation, et 19,1 pour les embryons produits in vitro et n'ayant pas
subi la congélation (Tableau 12 a,b,c). Ces résultats démontrent que les
embryons donneurs produits in vivo et utilisés A frais fournissent un
beaucoup plus grand nombre de blastoméres utilisables (27,7) que les
deux autres catégories, et particuliérement que les embryons congelés
(15,2).

Tableau 12 a: Résultats de 14 manipulations de clonage réalisées 2 partir d'embryons
donneurs produitsin vivo et non congelés!:

Nb moyen de reconstitués / Nb d'embryons donneurs: 27,7 (388 / 14)

Moyennes des pourcentages de: % extrémes:
-Clivage: 65,2 + 14,7 26,3 - 84,6
-Stade VIII: 21,5 £ 10,9 7,9 - 39,5
-Blastocyste: 13,1 + 7,2 4,2 - 28,6

Rendement global (n=14): 12,9% (50 /388)

(Nb blastocystes / Nb de reconstitués)

1: un donneur par manipulation

Tableau 12 b: Résultats de 9 manipulations de clonage réalisées A partir d'embryons
donneurs produitsin vivo et congelés!:

Nb moyen de reconstitués / Nb d'embryons donneurs: 15,2 (137/9)

Moyennes des pourcentages de: % extrémes:
-Clivage: 49,5 + 9,1 30,8 - 65,0
-Stade VIII: 16,1 + 12,0 0,0 - 30,8
-Blastocyste: 2,2+ 35 0,0 - 7,7

Rendement global (n=9): 2,2% (3/137)

(Nb blastocystes / Nb de reconstitués)

1: un donneur par manipulation
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Tableau 12 ¢: Résultats de 13 manipulations de clonage réalisées 2 partir d'embryons
donneurs produits in vitro et non congelés!:

Nb moyen de reconstitués / Nb d'embryons donneurs: 19,1 (248 /13)

Moyennes des pourcentages de: % extrémes:
~Clivage: 68,7 + 14,7 348 - 833
-Stade VIII: 21,6 + 15,5 0,0 - 40,9
-Blastocyste: 11,5 + 9,9 0,0 - 27,3

Rendement global (n=13): 12,9% (32 / 248)

(Nb blastocystes / Nb de reconstitués)

1: un donneur par manipulation

Tableau 12d:  Comparaison des nombres de blastocystes obtenus en fonction du type
de donneurs: in vivo - in vivo congelé - in vitro:

Nb Ch#?
-In vivo et non congelé: 50 / 388 in vivo - in vivo congelé: p< 0,001
-In vivo et congelé: 31137 in vitro - in vivo congelé: p< 0,001
-In vitro et non congelé: 32 | 248 in vivo - in vitro: NS

D) Résultats des transferts en fonction des différentes catégories
d'embryons donneurs:

Les blastocystes obtenus par clonage, A partir de blastoméres issus
des différentes catégories d'embryons donneurs, ont été transférés dans
des receveuses au septiéme jour de leur développement (Ectors F.J. et al,
1993c).

L'utilisation de donneurs produits in vivo et employés & frais a
permis d'obtenir le développement de 12,9% de blastocystes (50/388). De
ceux-ci, 35 ont été transférés dans 19 receveuses synchrones dont 6 sont
arrivées au terme de leur gestation et ont donné naissance a 7 veaux (une
gestation gémellaire), ce qui correspond 4 31,6% des animaux transférés
ou 4 20,0% de veaux par rapport au nombre de blastocystes (Tableau 13;
Planche 3b).
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L'utilisation de blastoméres provenant d'embryons produits in vivo
et employés aprés congélation n'a malheureusement donné lieu qu'da un
trés faible taux de développement, et le transfert du seul blastocyste
obtenu s'est soldé par un échec. Ces médiocres résultats sont plus que
probablement 2 attribuer 3 la fragilisation des membranes induite par la
congélation.

Tableau 13:Résultats des transferts d'embryons produits 3 partir de
donneurs produits in vivo et utilisés 2 frais:

Taux de receveuses positives a: 21 J 9 J Terme
par rapport au nombre de:
Receveuses transférées: 73,7 31,6 31,6
(14/19) (6/19) (6/19)
Embryons transférés: 20,0
(7/35)

L'utilisation de blastoméres provenant d'embryons produits par
MIV/FIV et culture in vitro et utilisés sans cryopréservation préalable a
donné lieu & une production de blastocystes reconstitués légérement
inférieure a celle enregistrée lors de I'emploi de blastoméres produits in
vivo et utilisés 2 frais (11,5% versus 13,1%, cfr tableau 12). Peu d'entre
eux ont été transférés, néanmoins les blastocystes obtenus sont viables.
puisque sur 4 transferts portant sur 7 embryons obtenus, nous avons
obtenu la mise bas d'un veau normal.

Ces résultats sont importants car ils démontrent la possibilité
d'utiliser les embryons produits in vitro comme donneurs pour le clonage
et le reclonage.




Chapitre II1:

Réalisation du deuxiéme cycle de clonage, ou_
reclonage

Résultats présentés dans l'article suivant (voir article 3, pages 104 et suivantes):
FJ. Ectors, A. Delval, L.C. Smith, K. Touati, B. Remy, J-F. Beckers, F. Ectors.
Development potential of reconstructed bovine embryos produced in first and second
cycle of nuclear transfer. Accepté dans Theriogenology.

Si, a ce jour, une partic des problémes techniques rencontrés au
cours des différentes étapes du clonage ont été résolus, notamment ceux
liés aux micromanipulations et 4 la fusion, par contre le taux de
développement des embryons reconstitués est encore loin d'étre idéal
malgré les nombreuses recherches effectuées a ce jour. Pour contourner
ce probléme nous avons choisi d'accroitre l'efficacité du clonage en
augmentant le nombre d'embryons reconstitués mis en développement.
Trois possibilités s'offraient & nous, soit l'utilisation de cellules souches
embryonnaires (cellules ES), soit de'blastoméres provenant d'embryons
donneurs plus 4gés, soit le reclonage. L'utilisation de cellules ES chez les
bovins n'en est encore qu'a ses débuts puisqu'une seule une équipe a réussi
a en obtenir, mais n'a pu les maintenir in vitro que pendant un laps de
temps assez court (Sims et First, 1993). Quant a I'utilisation d'embryons
donneurs plus 4gés composés d'un nombre de cellules plus élevé, les
résultats sont assez décevants car la plupart des cellules sont déja marquées
par un début de différenciation (Keefer et al, 1994). Vu notre expérience
des techniques de micromanipulation, nous avons choisi d'utiliser les
embryons reconstitués comme donneurs de blastoméres pour un deuxiéme
cycle de clonage, encore appelé reclonage.

Le reclonage a déja été réalisé chez les amphibiens par Orr et al en
1986 et chez les mammiféres par Willadsen en 1989 et par Westhusin et al
en 1991. Stice et Keefer (1993) ont étudié les possibilités de production
d'embryons bovins aprés plusieurs cycles de clonage et ont obtenu la
naissance d'un veau suite au transfert d'un embryon produit aprés trois




-61-

cycles de micromanipulation, mais ils font état d'une grande variabilité
des résultats entre les embryons donneurs.

A) Obtention de blastocystes suite au deuxieéme cycle de clonage:

Pour réaliser le deuxi¢éme cycle de clonage, nous avons utilisé comme
donneurs les embryons obtenus 2 I'issue du premier cycle de clonage et
laissé en développement pendant six jours. Cette culture a été réalisée in
vitro en présence de cellules épithéliales de l'oviducte, comme décrit
précédemment.

Tableau 14:Pourcentages de développement des embryons reconstitués
aprés un premier et un deuxiéme cycle de micromanipulation:

Développement Nb de
Répétitions
ler cycle % moyens + DS (Nb) % extrémes
clivage J3) 76 + 17 (198/228) 41-92 11
8-cell(J3) 22 + 10 (52/228) 8-36 11
morula (J6) 15 + 12 (33/228) 0-36 11
2iéme cycle
clivage(J3) 79 + 7 (237/303) 66-89 8
8-cell(33) 30+9 (87/303) 1843 8
blasto.(J7) 15 + 12 (45/303) 0-41 8

Lors de cette expérience, la moyenne des embryons reconstitués a été
de 25,2 & lissue du premier cycle et de 19,7 lors du deuxiéme cycle.
Nous avons constaté une grande variabilité dans les résultats,
essentiellement en terme de pourcentage de blastocystes (Tableau 14). 1l
nous a semblé que certaines familles issues d'un embryon donneur avait
une plus grande potentialité de développement que d'autres. Afin de
vérifier cette hypothése, un test de corrélation (test de Student) entre les
résultats obtenus au premier et au deuxiéme cycle a été réalisé (Tableau
15). Cette analyse n'a pas pu mettre en évidence un effet famille car
I'effectif des donneurs est trop peu important.
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Tableau 15: Potentiel de développement des embryons clonés. Les donneurs ont été
classés en fonction du taux de morulas obtenu aprés le premier cycle de clonage:

Donneurs ler cycle 2iéme cycle
Nb & % Nb & %
de Morulas (J6) - de blastocystes (J7)

1 9/30 30,0 9/56 16,1
2 6/22 27,3 15/37 40,1
3 526 19,2 2/33 6,1
4 4122 18,2 1/10 10,0
5 3/21 14,3 6/37 16,2
6 2117 11,8 6/40 15,0
7 3/30 10,0 6/43 14,0
8 1711 91 0/47 0,0
9 0/12 0,0 / /
10 0/15 0,0 / /

r‘ 11 0/22 0,0 / /
Totaux 337228 14,5 45/303 14,9

Corrélation: r = 0,5047; NS: 0,1>p>0,05; test t de Student

B) Résultats du transfert des embryons du deuxiéme cycle de clonage:

Vingt-trois blastocystes obtenus aprés un deuxiéme cycle de
micromanipulation ont été transférés dans 17 receveuses. La gestation a
été suivie par dosage de la PAG (Pregnancy Associated Glycoprotein, Zoli
et al, 1992) aux jours 35, 60 et 90. Les résultats sont présentés dans le
tableau 16 et montrent que 23,5% des receveuses se sont révélées gestantes
a 90 jours, soit un pourcentage identique 3 celui du premier cycle avec
également un pourcentage élevé de mortalité embryonnaire précoce.
Quatre vaches sur 17 (23,5%) ont évolué jusqu'au terme de leur gestation
et ont donné naissance a 5§ veaux (Planche 3c), ce qui correspond a 14,7%
des embryons transférés.
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Tableau 16:  Résultats 4 21, 35, 60 et 90 jours aprés transfert d'embryons du deuxiéme
cycle de clonage. Ces résultats sont exprimés pour chacune des vaches
transférées en fonction du jour du transfert et du nombre d'embryons

transférés:

N° N°  Transfert Nb Gestation confirmée a: Nb de
manip  vache réaliséa d'embr. 211 352 60 901%*3 veaux
149 8523 I8 1 + + -

149 8529 17 2 + + + + 1
149 7684 J8 1 + -
149 4252 J8 1 -
149 4253 J7 2 + -
149 8582 17 2 + -
149 270 17 2 + + + + 1
149 260 17 2 + -
149 7115 J7 2 + + ? -
158 4985 J7 2 + -
158 1449 J7 2 + + + -
158 7687 J6 2 + +/- -
159 278 J7 2 -
159 7050 J7 2
160 8527 J7 2 + + + 2
160 7115 J7 2 + + + + 1
160 2098 J6 2 -
Totaux: ‘
Nb 17 31 13 8 5 4 5
% 76,5 47,1 29,4 23,5 14,7

l: pas de manifestations cestrales; 2: dosage de la PAG (Pregnancy associated
glycoprotein); 3: palpation rectale.




Chapitre IV:

Influence des conditions de transfert sur le
pourcentage de gestation

Du fait du nombre restreint de vaches receveuses, et de l'effet
multiplicateur du clonage, nous nous sommes fréquemment retrouvés avec
un excédent d'embryons transférables. Afin d'en transférer un maximum,
nous avons étudié 1'opportunité d'un transfert simple ou double, ainsi que
la possibilité d'effectuer des transferts asynchrones. Dans ce dernier cas,
les embryons au septiéme jour de leur développement ont été transférés
dans des receveuses qui étaient au sixiéme ou au huitiéme jour de leur
cycle cestral.

A. Effet d'un transfert simple ou multiple sur le pourcentage de
gestation:

Malgré que les différences ne soient pas significatives, les valeurs
reprises dans le tableau 17 indiquent qu'il y a une tendance favorable au
fait de transférer deux embryons plut6t qu'un seul. L'absence de
différence significative est probablement due aux faibles effectifs des
groupes n'ayant regu qu'un embryon. Au vu des trés faibles résultats
obtenus aprés transfert d'un embryon, nous avons trés vite opté pour un
transfert double.
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Tableau 17a: Taux de gestation et de mise bas aprés transfert
d'embryons issus du premier ou du deuxiéme cycle de clonage en fonction
du nombre d'embryons transférés (transferts synchrones plus
asynchrones):

ler cycle 21) 35) 90J Terme Nouv-nés
Transfert (%) 538 46,2 30,8 7,7 7,7
de 1 embryon 713 6/13 4/13 1/13 1/13°
Transfert (%) 80,0 66,7 60,0 26,7 16,7
de 2 embryons  12/15  10/15  9/15 4/15* 5/30°
Totaux (%) 678 57,1 46,4 17,8 13,9
1928 1628 13128 5128 6/43

Au sein d'une méme colonne, les valeurs avec indices identiques ne
sont pas significativement différentes (p> 0,10; test de Fischer).

2iéme cycle: 21) 35J 90J Terme Nouv-nés
Transfert (%) 66,7 333 0,0 0,0 0,0
de 1 embryon 2/3 173 0/3 0/3 0/3°
Transfert (%) 786 50,0 33,3 28,6 17,9
de 2 embryons  11/14  7/14  5/14 4/142 5/28°
Totaux (%) 76,5 47,1 27,8 23,5 16,1
13/17 817 517 4/17 5/31

Au sein d'une méme colonne, les valeurs avec indices identiques ne
sont pas significativement différentes (p> 0,10; test de Fischer).

B. Effet de la synchronisation entre le développement de I'embryon et le
cycle cestral de la receveuse sur la gestation:

Habituellement chez les bovins, le transfert de l'embryon se réalise
au jour 7 du cycle cestral, moment auquel l'embryon a atteint le stade de
blastocyste. Le jour 7 a été choisi parce qu'a cette période, la totalité des
embryons se trouvent dans la cavité utérine ou ils sont facilement
récoltables et parce qu'ils sont aisément manipulables grice a la présence
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de la zone pellucide.
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Tableau 18a:Taux de gestation et de mise bas en fonction des transferts
synchrones ou asynchrones (ler cycle):

ler cycle 21) 35) 90J Terme = Nouv-nés
Transfert 72,7 68,2 59,0 22,7 18,2
synchrone 16/22 15/22 13/22 51222 6/33°
Transfert 50,0 16,7 0,0 0,0 0,0
asynchrone 3/6 1/6 0/6 0/6* 0/10°
Totaux (%) 67,8 57,1 46,4 17,8 13,9

19/28 16/28 13728 5728 6/43

Au sein d'une méme colonne, les valeurs avec indices identiques ne
sont pas significativement différentes (p> 0,10; test de Fischer).

2iéme cycle 21] 35) 90J Terme Nouv-nés
Transfert 83,3 50,0 33,3 33,3 20,8
synchrone 10/12 6/12 4/12 4/12% 5/24°
Transfert 60,0 40,0 0,0 0,0 0,0
asynchrone 3/5 2/5 0/5 0/5* o/
Totaux (%) 76,5 47,1 235 235 16,1
1317 . 8/17 4/17 4/17 5/31

Au sein d'une méme colonne, les valeurs avec indices identiques ne
sont pas significativement différentes (p> 0,10; test de Fischer).

Malgré que les différences ne soient pas significatives, les valeurs
reprises dans le tableau 18 indiquent que lorsque les embryons sont
transférés avec un jour de décalage (J6 ou J8), un plus grand pourcentage
d'échecs est enregistré. L'absence de différence significative est ici
également due au faible effectif.
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C. Résultats corrigés ne tenant compte que des transferts synchrones de

deux embryons:

Lorsque I'on tient compte uniquement des transferts synchrones
comportant deux embryons, le pourcentage de gestation obtenu atteint un
niveau appréciable aussi bien pour le premier que pour le deuxiéme cycle
de clonage (Tableau 19): 6 veaux (premier cycle) et 5 veaux (deuxi¢me
cycle) pour respectivement 28 et 24 embryons transférés, soit un taux de
succeés de 21,1% (11/52) premier et deuxiéme cycles de clonage confondus
(Ectors F.J. et al, 1995 a et 1995: soumis).

Tableau 19: Taux de gestation suite 4 un transfert synchrone (J7) de 2
embryons provenant du ler ou du 2¢me cycle de clonage:

ler cycle 21J 35) 920J Terme Nouv-nés®

% 64,3 50,0 50,0 35,7 214
9/14 7/14 7/14 5/14° 6/28°

2iéme cycle

% 83,3 50,0 33,3 333 20,8
10/12 6/12 4/12 4/122 5/24°

°: N° veaux / N® d'embryons transférés.

Au sein d'une méme colonne, les valeurs avec indices identiques ne
sont pas significativement différentes (p> 0,10; test de Fischer).
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D. Caractéristiques des veaux, issus des premier et deuxiéme cycles
de clonage:

Tous les transferts ayant abouti & la naissance d'un veau ont été
effectués au septieéme jour du cycle cestral. A l'exception de la gestation
gémellaire, tous les veaux sont nés par césarienne, ce qui est trés fréquent
dans la race Bleu-Blanc Belge (BBB)'.

L'analyse du tableau 20 montre que toutes les gestations, sauf une,
sont secondaires & un transfert de deux embryons et que, méme des
embryons de classe? I 3 III, sont susceptibles de s'implanter et de donner
lieu 2 une naissance. Lors du transfert d'embryons du premier cycle,
toutes les gestations, & I'exception de la gestation gémellaire, ont dépassé
leur terme de 6 3 16 jours, soit 9,6 jours en moyenne pour les gestations®
simples du premier cycle. Le poids moyen des veaux obtenus par
gestation simple est de 40 Kg, ce qui est en dessous de la moyenne* pour
des veaux de race BBB. Lors du transfert d'embryons du deuxiéme cycle,
nous avons également observé une prolongation de la gestation de 2 3 12
jours (6,8 jours en moyenne) pour les gestations simples du deuxi¢éme
cycle. Le poids moyen des veaux obtenus par gestation simple est de 65
Kg, ce qui est élevé mais loin d'étre exceptionnel pour cette race. Quant
au sexe des veaux, nous avons enregistré une prédominance des males par
rapport aux femelles.

1: Race viandeuse de la région wallonne du pays.

2: Classement qualitatif des embryons basé sur leur stade de développement et leur
aspect morphologique: classe I: excellent embryon; II: bon; III: moyen et IV: mauvais.
3: Dans I'espece bovine, la gestation a une durée moyenne de 281 jours avec de Iégeres
variations en fonction de la race (276 & 285 jours), du sexe du feetus (méle > femelle) et
du nombre de feetus (-3 A -6 jours en cas de gestation gémellaire).

4: Le poids des veaux 3 la naissance est également variable en fonction des races: les
poids moyens des veaux sont de 49,5 Kg pour la race BBB, de 35 a 40 Kg pour la
Holstein et de 40 Kg pour la Pie Rouge.




Planche 3:

A . Piquerette, génisse née en 1989 B . Mannitol, veau méle né en 1993
aprés MIV, FIV, développement en aprés transfert de noyau et

lapine et congélation selon la méthode développement in vitro en coculture.
dite du transfert direct (Touati et Ectors,

1991).

C. Clone de trois génisses nées en 1994 aprés deux cycles de
clonage.
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Tableau 20: Caractéristiques des veaux obtenus:

Noms A B C D E
ler cycle: : '
Mannitol 95 2M (I+1D) +7 40 M
Zappatta 99 2B1 (IT1+IID) +6 35 M
Rouge 115 1BI (I a 1II) +13 40 M
Noir 117 2B1 (I+D) +6 40 M
Laurel* 119 2BI1 (II+ID) -7 30 M
Hardy* 119 2B1 (I1+11) -7 30 M
Castafiore 133 2BI (II+11D +16 45 F
2ieme cycle:
Dupond® 149 2BI (II+ID) +12 70 M
Dupont® 149 2M (11+ID) +11 70 M
Nana® 160 2Bl +2 55 F
Decima*/° 160 2Bl +2 45 F
Martha*/° 160 2Bl +2 35 F

A: n° de la manipulation. B: nombre, type et classes des embryons transférés;
Bl=blastocyste et M=morula. C: nombre de jours eu plus ou en moins par rapport a la
durée normale de gestation qui est de 281 jours. D: poids des veaux i la naissance (Kg).
E: sexe des veaux. *: veaux jumeaux issus de la méme receveuse. ©: veaux Jjumeaux
issus de receveuses différentes.
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Chapitre V:

Controles des ovocytes et des embryons
produits in vitro par FIV et par clonage

Afin de vérifier si les moyens mis en ceuvre pour réaliser le clonage
peuvent interférer sur le génome, modifier le sex-ratio et perturber le
développement de I'embryon, nous avons procédé au sexage, a I'étude du
caryotype et au comptage des blastoméres des embryons produits.

Nous avons également suivi le déroulement de la gestation grice au
dosage de la PAG (Zoli et al, 1992). A la naissance, nous avons examiné
les veaux, contr6lé I'état du placenta et du cordon ombilical et établi le
caryotype de chacun des nouveau-nés. Enfin pour plusieurs d'entre eux,
nous avons contrdlé leur courbe de croissance.

Comme le développement précoce de l'embryon est sous la
dépendance du cytoplasme ovocytaire, nous avons étudié la qualité des
ovocytes produits ‘en fonction de la taille du follicule et donc du degré de
compétence de l'ovocyte au moment de son prélévement.

A. Contriles effectués sur les embryons produits par FIV et
par_clonage.

Sexage:

Comme 75% des premiers clones étaient du sexe méle, nous avons
voulu savoir si cette modification du sex-ratio était le fait du hasard ou
était dii 2 nos conditions de culture (Dufour et al, 1994). En effet, si les
conditions de culture influencent la vitesse de développement de I'un des
deux sexes, il se pourrait que nous retrouvions toujours des embryons
donneurs du méme sexe puisque nous utilisons des jeunes embryons (IS5 a
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J6) comme donneurs. Pour contrbler ces différentes hypothéses, les
embryons produits par FIV et 4gés de 6 jours ont été triés en trois
groupes en fonction de leur stade de développement (dégénérés, morulas
et jeunes blastocystes), puis fixés et leur sexe déterminé par amplification
en chaine de la polymérase (PCR) d'un satellite Y-spécifique (Grobet et
al, 1992).

Résultats:

Les résultats sont repris dans le tableau 21. On remarque que pour
chaque type d'embryons fixés, il y a une majorité d'embryons miles et
que cet excés de mdles est surtout marqué pour les embryons les plus
développés. Le groupe de morulas présente le sex-ratio le plus équilibré,
et comme c'est précisément parmi ce groupe que les embryons donneurs
sont prélevés, nous pouvons nous attendre A obtenir un sex-ratio assez
équilibré parmi les clones du premier cycle.

Tableau 21: Sexe des embryons produits par FIV en fonction du stade de
développement atteint aprés 6 jours de coculture

Stades de développement: D M JB Totaux
Sexe: 37173 22/40 33/47 92/160
Maile 50,7 % 55,0% 70,2 % 57,5%
31/73 16/40 9/47 56/160
Femelle 42,5% 40,0 % 19,1% 35,0%
5173 2/40 5/47 12/160
Non déterminé 6,8 % 5,0% 10,7 % 7,5%

D: dégénérés; M: morulas; JB: jeunes blastocystes.

Parmi quelques familles issues du transfert de noyau, nous avons fixé
et analysé par PCR les embryons les moins avancés dans leur
développement dans le but de connaitre le sexe de l'embryon donneur et
en étudier 1'influence sur le pourcentage de développement.
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Au sein de notre petit échantillon, nous remarquons que le sex-ratio
est équilibré (4 familles de clones femelles pour 4 familles de clones
méles). Lorsque nous comparons le sexe des embryons donneurs avec la
moyenne de blastocystes obtenue dans chaque famille, nous remarquons
qu'il n'y a aucune différence significative entre les deux sexes: 23,6% de
blastocystes parmi les clones femelles par rapport & 19,0% de blastocystes
parmi les clones miles.

Comptage des noyaux a J7 aprés clonage

Comme nous l'avions réalisé précédemment pour les embryons
produits par FIV, les blastocystes obtenus par clonage (1 et 2iéme cycles)
ont été fixés et colorés au Heoechst 33342 de manitre & pouvoir compter
leurs noyaux et juger ainsi de la qualité des embryons produits (Planche

11).

Tableau 22: Comparaison du nombre moyen de noyaux contenus dans les
embryons produits par FIV, premier et deuxiéme cycles de clonage
(fixation au J7):

- Moyenne £ DS Extrémes Nb d'embryons
fixés
FIV 105,15 £22,2 69-148 48
Premier cycle 63,8149 35-135 25
Second cycle 49.1£50 30-83 11

Les résultats mentionnés dans le tableau 22 montrent qu'il y a
approximativement deux fois plus de noyaux pour les embryons issus de

la FIV que pour ceux issus du premier cycle de clonage (Ectors et al,
1995; Article 4).




Planche 4:

Caryotype normal obtenu 2 partir d'une génisse
produite par transfert nucléaire.
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Caryotype

Nous avons rencontré de nombreuses difficultés pour mettre au point
la technique de fixation des blastocystes. Jusqu'a ce jour, nous ne sommes
pas parvenus 3 obtenir un étalement convenable des métaphases, si bien
que la grande majorité des lames ne sont pas interprétables.

B. Suivi de la gestation et contréles des veaux nouveau-nés
obtenus par clonage.

Pour les génisses porteuses d'embryons issus du deuxiéme cycle de
clonage, nous avons contrdlé l'activité du placenta en réalisant le dosage
bimestriel de la PAG (Zoli et al, 1992). Cette glycoprotéine est présente
dans le sang maternel dés le 35iéme jour de la gestation et sa
concentration augmente progressivement jusqu'a I'accouchement. Si la
chute brutale du taux de PAG permet de conclure a la mortalité feetale, les
trop grandes variations individuelles ne permettent pas d'en tirer d'autres
conclusions, notamment concernant le diagnostic de gestation gémellaire.
Notons toutefois, qu'une vache porteuse de deux veaux a présenté des taux
trés élevé de PAG en fin de gestation.

Les poids des veaux 2 la naissance étaient normaux 3 l'exception de
deux veaux jumeaux qui pesaient 70Kg. Ce poids élevé n'est cependant
pas exceptionnel pour des veaux de race Bleu Blanc Belge, d'autant plus
qu'ils sont nés 11 jours aprés le terme normal.

Le caryotype de tous les veaux s'est révélé parfaitement normal
(Planche 4) et aucune anomalie morphologique n'a été. décelée, si ce n'est
une légére bouleture (rétraction du fléchisseur du boulet) qui s'est
corrigée rapidement. Nous avons, par contre, relevé plusieurs anomalies
placentaires. Dans un cas, le placenta! était cedémateux (+ 20Kg!), trés

1: La placentation de la vache est de type cotylédonnaire et comprend 70 a 100
cotylédons dont 1a taille maximale est de 12 cm sur 5. Le cordon ombilical présente un
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épais (5 cm), accompagné d'un hydramnios et d'un cedéme feetal. Dans un
second cas portant sur une gestation gémellaire, nous avons relevé une
augmentation du nombre et du diamétre des cotylédons (* 200 cotylédons
de + 20cm de diamétre!) ainsi qu'une hypertrophie du cordon ombilical
(£ 5cm de diamétre). Sur l'un des placentas, nous avons trouvé une mdle
hydatiforme. Nous ne pouvons, jusqu'a présent, avancer une explication
valable 3 ces anomalies mais nous continuons 2 suivre attentivement
1'évolution de la gestation des receveuses porteuses d'embryons clonés.

diamétre de 2,5cm.
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C. Comparaison de la_ gualité des ovocytes en fonction du

diamétre folliculaire.

Ce travail a fait I'objet d'une publication (voir article 4, pages 104 et suivantes):
Ectors F.J., Koulischer L., Jamar M., Herens C., Verloes A., Remy B., Beckers J-F.
Cytogenetic study of bovine oocytes matured in vitro. Accepté dans Theriogenology.

Introduction

Ainsi que nous venons de le voir, le pourcentage de blastocystes
produits par MIV, FIV et développement in vitro n'excéde pas 30% et
cela indépendamment de la méthode de développement utilisée. 1l
apparait donc que la maturation et la fécondation in vitro de 'ovocyte ne
sont encore qu'imparfaitement maitrisées surtout dans le cas ol les
ovocytes sont prélevés sur des ovaires récoltés aux abattoirs et provenant
d'animaux 2 un stade quelconque de leur cycle cestral.

Le développement précoce de l'embryon étant sous la dépendance
exclusive des réserves ovocytaires, nous avons voulu déterminer a partir
de quelie taille un follicule peut étre ponctionné pour que l'ovocyte puisse
avoir toutes les chances d'assurer un développement harmonieux de
I'embryon dans nos conditions de culture in vitro.

Plusieurs auteurs ayant démontré une plus grande capacité au
développement in vitro pour les ovocytes provenant de follicules de taille
supérieure 4 3 3 5 mm (Moor et Trounson, 1977; Crozet, comm. pers., -
1993; Barnes et al, 1993b; Pavlok et al, 1992), nous avons choisi d'étudier
la maturation nucléaire et cytoplasmique de trois groupes de COC en
fonction de la taille des follicules dont ils proviennent: soit des follicules
dela4,de5a8etde9a 12 mm. L'appréciation des diamétres s'est
faite & I'eil nu sans dissection préalable des follicules, méthode qui ne
nous aurait pas permis d'obtenir un nombre suffisant d'ovocytes. Aprés
25 heures de MIV, les transformations nucléaires ont été contrélées en
vue de déterminer quel était le pourcentage d'anomalies métaphasiques.
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Ce travail a été réalisé en collaboration avec le service de Génétique
Humaine du Professeur Koulischer du C.H.U. de 1'Université de Licge
(Koulischer et al, 1993; Ectors F.J. et al, 1995b).

Résultats:

Sur 376 métaphases observées (Tableau 23), nous avons dénombré
341 métaphases II (93,4%) et 24 métaphases I (6,6%) et aucune différence
entre les ovocytes provenant des différents groupes n'a été observée. Il
faut cependant rappeler que la taille des follicules a été évaluée
morphologiquement et que 1'imprécision de la mesure induit certainement
un chevauchement des différents groupes.

Tableau 23: Résultats de I'analyse des métaphases ovocytaires en fonction
de la taille des follicules:

Types de follicules: Petits Moyens Grands Totaux
1-4 mm 5-8 mm 9-12 mm 1-12 mm
Nb d'ovocytes fixés 467 186 250 903
Meétaphases: % (Nb) % (Nb) % (Nb) % (Nb)
I 7,2 (12) 8,5 (8) 3,8 4 6,6 (24)
11 92,8 (154) 91,5 (86) 96,2 (101) 93,4 (341)
Totaux ¥ + IT 166 94 105 365

Parmi les plaques métaphasiques précédentes, 91 (24,9%) étaient
suffisamment étalées pour que les chromosomes puissent étre comptés. La
plupart d'entre-clles étaient constituées d'un nombre normal de
chromosomes!: 20/22 (90,9%) métaphases I (Planche S5a) et 56/69
(81,2%) métaphases II (Planche 5b). Les anomalies observées étaient les
suivantes: 2 métaphases I avec de nombreux univalents (9,1%; Planche
5c), 4 métaphases II diploides (60 chromosomes; Planche 5d), 8
métaphases II avec de 31 4 34 chromosomes et 1 métaphase II avec 26
chromosomes (Tableau 24).

1: Le caryotype normal de la vache est composé de 60 chromosomes.




Ovocytes fixés aprés 24-25
(grossissement: x100).

A . Métaphase I normale montrant
30 bivalents.

C. Métaphase I anormale montrant
quelques bivalents (fléches) et de
nombreux chromosomes isolés.

Planche 5:

heures du MIV et colorés a l'orcéine

B . Métaphase II normale montrant
30 chromosomes.

D. Métaphase II diploide.
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Tableau 24: Pourcentages et nombres de métaphases II constituées de <30,
30, >30 et 60 chromosomes:

Nb de chromosomes: - '
<30 30 >30 60
1,4% (1) 81,2% (56) 11,6% (8) 5.8% (4)

Le seul moyen dont nous disposons pour étudier la maturation
cytoplasmique est d'enregistrer les pourcentages de blastocystes obtenus
aprés FIV de COC. Ce travail est actuellement en cours et des résultats
préliminaires montrent que les COC ponctionnés 2 partir de follicules de
tailles petite (1 3 4mm) et moyenne (5 2 8mm) donnent des pourcentages
de développement supérieurs A ceux provenant des follicules de grande
taille.
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4: DISCUSSION GENERALE
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La premiére partic de notre travail a permis de mettre au point les
conditions optimales de développement in vitro des embryons bovins en
comparant trois méthodes décrites dans la littérature, a savoir: le transfert
temporaire dans l'oviducte de la lapine, le développement in vitro en
présence de cellules épithéliales tubaires bovines (coculture) ou de leurs
produits de sécrétion (milieu conditionné). Cette étude a été réalisée dans
le but de pouvoir disposer d'un grand nombre d'embryons donneurs de
qualité, mais également de pouvoir assurer le développement des
embryons reconstitués par transfert de noyau, embryons qui sont
probablement plus fragiles et plus exigeants (Ectors F.J. et al, 1993a).

De l'analyse des pourcentages de blastocystes obtenus par ces
différentes techniques (Tableaux 3 et 5), il ressort que l'utilisation des
milieux conditionnés (MC: 18,5%) et de l'oviducte de lapine (17,4%)
fournit des résultats supérieurs 2 la technique de coculture (de 10,3%).
Ces résultats doivent étre quelques peu corrigés car le développement dans
l'oviducte de lapine occasionne des pertes importantes, le taux de
récupération des embryons n'étant que de 66,8% (127/190). L'origine de
ces pertes peut étre multiple 3 savoir: problémes au moment de l'injection
ou de la récupération, infection ou encore expulsion dans la cavité
péritonéale suite aux contractions péristaltiques de l'oviducte. Diverses
solutions ont été préconisées pour les éviter, telles que la pose d'une
ligature sur le pavillon ou l'enrobage des embryons dans des cylindres
d'agar. Aucune de ces solutions n'a donné satisfaction: la premiére
perturbe la vascularisation tubaire, induit un hydrosalpinx et nuit au
développement des embryons, la seconde est de réalisation technique trés
délicate.

La qualité des embryons, testée par la détermination du nombre de
noyaux qu'lils contiennent, est supérieure lorsqu'on utilise la lapine
(107,33 noyaux) ou la coculture (de 100,15 & 105,15 noyaux) comme
support de développement (Tableaux 4 et 6). Cette observation a
également été confirmée lorsque nous avons testé la résistance a la
cryopréservation de ces différents types d'embryons. En effet, si la
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plupart des embryons développés sur lapine ou en coculture ont résisté a
la cryopréservation et ont donné licu ‘a des gestations (Ectors F.J. et al,
1989), il n'en a pas été de méme avec les embryons développés en milieu
conditionné.

Ces constatations nous ont conduit 2 éliminer la technique du milieu
conditionné car les blastocystes produits possédent un nombre de
blastomeres trop peu élevé, ce qui laisse préjuger d'une trop faible
viabilit€. De méme, nous avons écarté le développement dans l'oviducte
de la lapine en raison de sa lourdeur d'application et des pertes
d'embryons enregistrées.

La méthode de la coculture fut donc finalement retenue car elle est
de réalisation facile et les embryons produits sont de bonne qualité.
D'aprés Gandolfi et Moor (1987) et Gandolfi et al (1989), si les cellules
épithéliales de 1'oviducte sécrétent des protéines spécifiques et des facteurs
de croissance nécessaires pour le développement de I'embryon, le contact
entre l'embryon et ces cellules est également trés important. Elles
transforment ou éliminent les métabolites provenant du développement de
I'embryon, elles évoluent parallélement 3 sa croissance et s'adaptent a ses
besoins. Ce demnier point apporte une explication 2 la moins bonne
qualité des blastocystes obtenus en milieu conditionné. ‘

Aprés avoir déterminé nos conditions optimales de développement,
nous nous sommes attachés a la mise au point des paramétres du clonage:
tension de l'impulsion de fusion-activation, contrble de 1'énucléation et
age optimal des cytoplastes receveurs.

En ce qui concerne les paramétres d'activation, des tensions
échelonnées de 0 a2 130 Volts ont été testées. Nous avons ainsi déterminé
que l'activation maximale est obtenue pour une stimulation de 50 Volts,
avec des valeurs extrémes allant de 40 3 70 Volts (Tableau 8). Comme
selon Collas (1989) I'activation ovocytaire est maximale pour des valeurs
de tension proches de la valeur létale, nous avons choisi une valeur de 65
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Volts pour les manipulations suivantes. L'efficacité de ce traitement
activateur a été étayée par le fait que 50% des ovocytes activés de maniére
parthénogénétique ont clivé et 6% d'entre eux se sont développés (Tableau
9). Ce faible taux de développement parthénogénétique est analogue a
ceux cités dans la littérature. En effet, si Fukui et al ont obtenu en 1992
de 2,8 2 10,9% de blastocystes, par contre Yang et Smith (1993),
Prochazka et al (1993) et Minamihashi et al (1993) n'en ont jamais obtenu
plus de 5%. Pour la poursuite de nos travaux, l'impulsion utilisée pour
obtenir la fusion et I'activation sera donc de 65 Volts pendant 50usec.

Le contrdle de I'énucléation a été réalisé par la révélation, en lumiére
UV, de I'ADN coloré par le Heechst 33342 (Westhusin et al, 1992). Ce
dernier est un dérivé bisbenzimide qui se fixe spécifiquement sur les bases
adénine et thymine de 'ADN. Westhusin et al (1992) ainsi que Smith en
1993, ont montré qu'ad une concentration de 5 pg/ml, et & condition de
contrbler le temps d'exposition ainsi que l'intensité de la lumiére UV
(A=365nm; durée d'illumination inférieure 4 10 secondes), cette technique
n'avait aucun effet délétére sur la membrane et le cytoplasme ovocytaire.

L'application de ce procédé a montré que 28,8% des ovocytes étaient
imparfaitement énucléés (Tableau 10). Le retrait de ceux-ci permet
d'éviter les risques de polyploidie. '

Afin de déterminer 1'dge optimal que le cytoplaste receveur doit
avoir au moment de l'activation, des ovocytes dgés de 25, 34, 44 et 54
heures ont été activés et les pourcentages de développement
parthénogénétique ont été comparés. L'efficacité du traitement activateur
augmente avec l'dge de l'ovocyte jusqu'a 44 heures puis chute trés
rapidement (Tableau 11). Ces résultats sont analogues a ceux obtenus par
Ware et al (1989), Liebfried-Rutledge et al (1992), Heyman et al (1992b),
Bamnes et al (1993a) et enfin Takano et al (1993). Ces auteurs ont
démontré que l'amélioration du taux de développement aprés transfert
nucléaire fait suite a I'utilisation d'ovocytes plus 4gés, et par conséquent
plus sensibles au stimulus activateur (Ware et al, 1989). Il faut cependant
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tenir compte du fait que le vieillissement de l'ovocyte n'est pas sans risque
(vicillissement métabolique) pour le développement ultérieur de
I'embryon (Rao et al, 1993). ‘

Heyman et al (1992b) ont montré que l'aptitude des ovocytes
receveurs & intégrer un noyau augmente lorsque la durée de la maturation
passe d'une période de 26 a 34 heures a une période de 36 a 41 heures.
Aprés la maturation, l'ovocyte arréte son cycle cellulaire en phase M
(métaphase II) du fait d'une forte concentration en MPF (Gerhart et al,
1984). 11 s'ensuit que le noyau d'un blastomeére transféré dans ce
cytoplaste riche en MPF, va rompre sa membrane nucléaire et condenser
prématurément ses chromosomes (PCC). Si selon Collas et al (1991), le
transfert nucléaire est plus efficace lorsqu'il est réalisé avec des ovocytes
receveurs métaphasiques (MPF élevé), il semble au contraire que dans ces
conditions, seuls les blastoméres au stade G1 sont utilisables et donneraient
lieu 2 un développement embryonnaire normal (Campbell et al, 1994) ce
qui est fort peu intéressant puisque approximativement 80% des
blastoméres constituant un embryon 4gé de 5,5 jours sont en phase S
(Barnes et al, 1993a).

La prolongation du séjour des ovocytes dans leur milieu de
maturation avec comme corollaire la diminution partielle de Ia
concentration ovocytaire en MPF, nous a permis de contourner en partie
le probléme de la synchronisation des cycles cellulaires entre le cytoplaste
receveur et I'embryon donneur (Prather et al, 1992; Campbell et al, 1993,
1994).

Le protocole de clonage ainsi défini a été utilisé pour comparer trois
types d'embryons donneurs: soit produits in vivo et utilisés avec ou sans
congélation préalable (récoltés a J5 aprés abattage de vaches
superovulées), soit produits in vitro en cocuiture. Cette comparaison a
pour but de vérifier si ces conditions de développement in vitro en
coculture sont capables de produire des embryons donneurs suceptibles de
supporter les micromanipulations et la reprogrammation nucléaire. Elle a
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également pour objectif d'analyser si la congélation des donneurs est
compatible avec le clonage.

Lorsqu'on analyse les taux de stades VIII (Tableau 12), I'absence de
différence significative entre les trois groupes illustre une fois de plus que
le développement précoce de l'embryon est sous la dépendance des
réserves en ARNm et protéines d'origine maternelle et est indépendant du
nouveau génome.

Quant aux taux de blastocystes obtenus lors de l'utilisation
d'embryons donneurs non congelés, produits soit in vivo soit in vitro, ils
ne différent pas de maniére significative (13,1 versus 11,5%). Par contre,
lorsque l'on utilise des embryons congelés, méme si ces derniers sont
produits in vivo, le taux de blastocystes obtenu est significativement
inférieur (2,2%) a celui des deux groupes précédents.

Il est bien connu que la congélation entraine des lésions cellulaires
profondes et létales pour approximativement la moitié des cellules
constituant un embryon; ce phénomeéne est encore amplifié par le fait que
les embryons donneurs ont été congelés au jour 5,5 de leur
développement, stade peu favorable pour la réussite de la congélation.
Westhusin et al (1991) ont démontré qu'un simple refroidissement a 4°C
provoquait déja la fragilisation des membranes des embryons donneurs,
fragilisation qui est encore augmentée lorsque I'embryon est soumis au
cycle de congélation-décongélation. Ces auteurs ont observé, comme

nous, une lyse membranaire trés importante dans les 3 & 7 heures qui ont:

suivi leur réchauffement ou leur dégel. Cette fragilité membranaire se
manifeste particuliérement lors de la micromanipulation.

Ces résultats correspondent 3 ceux publiés par Heyman et al (1994)
qui signalent des taux de développement similaires pour les embryons
reconstitués a partir de donneurs produits in vivo ou in vitro. Ils ont
également décrit que les embryons congelés sont moins aptes a servir de
donneurs pour le clonage.
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Dans nos conditions expérimentales, les taux de développement
obtenus apres clonage (11,5%; cfr Tableau 12a et c) n'atteignent pas la
moiti€ des taux obtenus aprés FIV (27,3%; cfr Tableau 5). Comme
l'origine des ovocytes (abattoir) et les conditions de développement
(coculture) sont identiques dans les deux cas, tout porte a croire que la
maturation prolongée, les conditions de micromanipulation ou encore la
reprogrammation nucléaire altérent le potentiel de développement des
embryons reconstitués.

Toutefois, comme les pourcentages de blastocystes obtenus a partir
de donneurs produits in vivo (7 jours de coculture) ou in vitro (12 jours
de coculture) sont comparables, on peut en conclure que la durée et les

conditions de développement en coculture sont compatibles avec le
transfert de noyau.

La possibilité d'utiliser les embryons produits in vitro comme
donneurs de blastoméres est un acquis important car elle augmente de
facon considérable l'efficacité du clonage en permettant la production
d'un grand nombre d'embryons donneurs, une meilleure programmation
du travail et surtout d'utiliser les embryons reconstitués comme donneurs
pour un deuxiéme cycle.

Parmi les blastocystes obtenus aprés le premier cycle de clonage,
trente-cing ont été transférés et 7 ont donné licu a la naissance d'un veau.
Parmi ceux-ci, un seul provient d'un donneur produit in vitro et aucun
veau n'est issu d'un donneur ayant subi la congélation. " Lors du suivi des
gestations, on constate que la plus grande partie des échecs se situe entre le
21iéme et Je 90iéme jour de gestation. Parmi les facteurs responsables de ces
mortalités embryonnaires, on ne peut exclure des altérations
fonctionnelles du génome donneur qui peuvent entrainer des dérégulations
métaboliques en cours de développement (Renard, communication
personnelle). Comme autre cause d'échec, il ne faut pas négliger les
anomalies chromosomiques. En effet, Collas et al (1992) ont clairement
montré qu'il existe chez le lapin une relation entre le cycle cellulaire du

]
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blastomére donneur et le pourcentage d'anomalies chromosomiques
observées au niveau de I'embryon reconstitué.

Les résultats obtenus suite au deuxiéme cycle de clonage sont
pratiquement identiques 4 ceux enregistrés lors du premier cycle de
micromanipulation (Tableau 14). Les noyaux de ces embryons sont donc
capables d'étre “dédifférenciés” une deuxiéme fois, et sont aptes & se
développer jusqu'au stade blastocyste.

Une moyenne de 19,7 embryons reconstitués a été obtenue par
donneur lors de la réalisation du deuxiéme cycle contre 25,2 lors du
premier cycle. Ces chiffres sont légérement inférieurs & ceux publiés par
Stice et Keefer (1993) qui obtiennent 27,5 reconstitués par donneur, au
premier comme au deuxiéme cycle.

Comme Westhusin et al en 1991 ainsi que Stice et Keefer en 1993,
nous avons constaté une grande variabilité dans les résultats (Tableau 14).
Jusqu'a ce jour, aucune explication vraiment valable ne peut étre avancée
pour expliquer ce phénoméne. II faut rechercher l'origine de cette
variabilité soit au niveau de l'ovocyte receveur, soit de l'embryon
donneur. Il est actuellement admis que seulement 30% des ovocytes
soumis 2 la MIV et 3 la FIV sont aptes & assurer un développement
Jjusqu'au stade blastocyste. Ce faible pourcentage est li€ 2 une trés grande
hétérogénéité des ovocytes récoltés couplée & des conditions de maturation
qui sont encore loin d'étre idéales. Cette trés grande variabilité trouve
également son explication au niveau du cycle cellulaire des blastoméres
constituant le donneur ainsi que dans des facteurs relevant de I'embryon
luvi-méme. En effet, Stice et Keefer (1993) ont observé que certaines
familles de clones se développaient mieux que d'autres. Afin de vérifier
cette constatation, nous avons classé les donneurs suivant le pourcentage
de morulas obtenu i l'issue du premier cycle et nous les avons comparés
avec les taux de blastocystes obtenus au deuxiéme cycle (Tableau 15). Un
effet famille ne peut étre statistiquement mis en évidence vu le petit
nombre de répétitions mais I'analyse du tableau 15 montre que certains
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donneurs sont plus ou moins aptes que d'autres & supporter le clonage et le
reclonage si bien, qu'actuellement, nous ne pouvons pas formellement
exclure un effet famille.

Si Willadsen (1989) a décrit la maniére de réaliser plusieurs cycles
de clonage, seuls Westhusin et al (1991) et Stice et Keefer (1993) ont
publié leurs résultats. Bien qu'ils aient utilisé des embryons donneurs
produits in vivo et l'oviducte de la lapine pour le développement des
embryons reconstitués, leurs résultats ne sont pas significativement
différents des ndtres.

Le transfert des blastocystes issus du deuxiéme cycle de clonage a
permis d'obtenir la naissance de 5 veaux pour 31 embryons transférés
(Tableau 16). Ici également, les gestations qui évoluent au-deld de
premier trimestre arrivent 2 terme.

Tant pour les embryons du premier cycle que pour ceux de deuxiéme
cycle, I'analyse du tableau 17 montre que la réalisation de transferts
doubles semble favorable i l'induction de la gestation. Lors d'expériences
sur la bissection des embryons, Touati et Ectors F. (1991) et Touati
(1993) ont démontré qu'il était préférable de transférer les deux demi-
embryons chez une méme receveuse plutét que de les transférer dans des
receveuses différentes. Cet effet bénéfique peut s'expliquer par la
présence d'un nombre plus important de cellules trophoblastiques, si bien
que l'action du signal embryonnairé s'en trouve renforcée tant en intensité
qu'en durée. En effet, Martal et al (1979), Ellinwood et al (1979), Martal
et al (1984) et Heyman et al (1984) ont montré que l'instillation dans
l'utérus de vaches cyclées d'homogénats d'embryons 4gés de 15 i 23 jours
ou de vésicules trophoblastiques 4gées de 15 i 26 jours prolongent la vie
du corps jaune. Cette action est due a la trophoblastine, facteur anti-
lutéolythique d'origine trophoblastique qui est de nature protéique (bTP1)
et présente un poids moléculaire de 20.000 kD. Pour assurer la
transformation du corps jaune cyclique en corps jaune gestatif, cette
trophoblastine est sécrétée par le placenta du 15 au 25iéme jour du cycle,

]
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avant le début de la lutéolyse.

Le bénéfice des transferts doubles doit cependant étre quelque peu
pondéré suite aux inconvénients inhérents a la gestation gémellaire chez
les bovins: accouchement prématuré, diminution du poids des veaux,
augmentation du risque de rétention placentaire...

Le tableau 18 démontre l'effet favorable sur le pourcentage de
gestation de la synchronisation entre le développement de 1'embryon et le
cycle cestral de la receveuse. Ceci peut s'expliquer par le fait qu'en cas
d'asynchronisme, le signal embryonnaire est sécrété soit trop tot alors que
le corps jaune ne posséde pas encore de récepteur au signal embryonnaire,
soit trop tard alors que la lutéolyse est déja amorcée. Les deux types de
transferts asynchrones (jours 6 et 8) n'ont pas été analysés séparément du
fait du trop faible effectif. Néanmoins, ces résultats tendent 3 démontrer
la nécessité d'une bonne synchronisation entre 'embryon et la receveuse.

En ne tenant compte que des transferts synchrones de deux
embryons, les pourcentages de gestation obtenus atteignent un niveau trés
appréciable aussi bien pour le premier que pour le deuxi¢éme cycle de
clonage (Tableau 19). L'absence de différence significative entre les deux
cycles, en terme de veaux nés par rapport au nombre de blastocystes
transférés, montre que 21,2% (11/52) des embryons produits par clonage
et reclonage sont capables d'engendrer une gestation évolutive.
Concernant le premier cycle, ces résultats concordent avec ceux présentés
par Bondioli et al (19,5%; 1991), Westhusin et al (20 & 23%, 1991) et
Stice et Keefer (10%, 1993) alors que Willadsen et al (1991) ont
enregistré des résultats nettement supérieurs, soit 36,4% de veaux
nouveau-nés. Tous ces auteurs ont utilisé des embryons donneurs produits
in vivo et ont développé les embryons reconstitués dans des oviductes de
brebis. Heyman et al (1994) ont utilisé également des embryons donneurs
produits in vivo mais ont cultivé leurs embryons reconstitués en coculture
et ils ont obtenu 32% de veaux. Nous n'avons pas connaissance dans la
littérature de la naissance de veaux consécutive aux transferts de
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blastocystes produits par une technique totalement réalisée in vitro, aussi
bien pour les donneurs que pour les embryons reconstitués. Concernant
le reclonage, seuls Stice et Keefer (1993) ont publié leurs résultats, mais
ils ne font état que d'un veau pour 48 embryons transférés, soit 2% de
réussite.

Le taux de mortalité embryonnaire est donc relativement élevé aprés
transfert d'embryons clonés. Ce phénoméne est observé dans d'autres
espéces telles que les amphibiens, la souris, le lapin, le porc et le mouton
(First et Prather, 1991). Chez les amphibiens, Gurdon (1974) et
DiBerardino et Hoffner (1970) l'ont attribué a des anomalies
chromosomigques.

L'analyse du tableau 20 ne permet pas de relever d'augmentation de
la longueur de la gestation ni du poids des veaux nouveau-nés, ces
résultats concordent avec les observations d'Heyman (communication
personnelle). Par contre, Willadsen et al (1991) et Stice et Keefer (1993)
signalent certains cas de prolongation de la gestation et rapportent
quelques cas de gigantisme, problémes évoqués également par Bondioli
(1992), Yang (1991), Yang et Anderson (1992). Westhusin et al (1995)
ont démontré des altérations de l'expression de certains facteurs de
croissance (sur-expression de I'GF2 et du TGFa; sous-expression de
I'IGF1) ou de leur récepteur (sur-expression de IGF1-R) au sein des
embryons produits par transfert de noyau. Si ces observations se révélent
exactes, on peut penser que ces modifications sont impliquées dans la
réduction de la viabilit€ des embryons, dans les taux élevés d'avortement,
tout comme dans l'augmentation du poids des veaux & la naissance. Les
seules anomalies que nous avons observées se situent au niveau du
placenta: hypertrophie, hydramnios ou méle hydatiforme mais, jusqu'a
présent, aucune explicatioh valable n'a été émise pour expliquer ces
1ésions.
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L'analyse du tableau 20 fait état d'un déséquilibre entre les clones
miles et femelles: 6 miles par rapport 2 2 femelles. Pour tenter
d'expliquer ce déséquilibre, nous avons émis I'hypothése qu'un sexe
pouvait se développer avant l'autre. Etant donné que pour le clonage nous
utilisons de jeunes embryons comme donneurs, ceux-ci pouvaient donc
étre toujours du méme sexe. Pour vérifier cette hypothése, nous avons
déterminé le sexe des embryons produits par FIV, en classant ces derniers
en fonction de leur stade de développement. Les résultats montrent que
pour chaque type d'embryon fixé, il y a effectivement une prédominance
des miles. Ce déséquilibre se marque surtout pour le stade blastocyste,
alors qu'il apparait nettement moins prononcé pour le stade morula, stade
qui sert de donneur pour le clonage. De fait, lorsqu'on analyse le sexe des
familles de clones, nous remarquons un sex-ratio équilibré, alors qu'a la
naissance, il y a un déséquilibre du sex-ratio en faveur des veaux mdles;
cependant I'échantillonnage dont nous disposons est vraiment trop petit
que pour pouvoir tirer des conclusions valables. Signalons encore qu'un
excés de miles a déja été observé par différents auteurs dans le cas des
embryons produits par FIV (Avery et al, 1991, 1992; Van Soom et al,
1994). Ces derniers ont obtenu un rapport mile/femelle de 71,4% en
faveur des veaux mailes. Dufour et al (1994) pensent qu'il faille
rechercher la cause de la supériorité numérique des méles dans les
conditions de culture: ils suspectent que l'excés de glucose défavorise le
développement des embryons femelles. Il n'existe a3 l'heure actuelle
encore aucune preuve qui permette de confirmer cette hypothése.

Parallélement aux transferts d'embryons clonés, certains blastocystes
ont été fixés dans le but de dénombrer le nombre de noyaux qu'ils
contiennent. Les résultats mentionnés dans le tableau 22 montrent qu'il y
a approximativement deux fois plus de noyaux pour les embryons issus de
la FIV que pour ceux issus du premier cycle de clonage. Les embryons
clonés auraient probablement un cycle de division cellulaire en retard.
Les causes de cet effet délétére doivent étre recherchées dans les
nombreuses manipulations du clonage telle que I'énucléation qui enléve
1/4 du cytoplasme ovocytaire. Si cette diminution du nombre de noyaux
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est déja présente dans les embryons du premier cycle, elle est légérement
plus marquée aprés reclonage, ce qui semble indiquer que la durée de
culture in vitro est également responsable de cette réduction.

Lors de la FIV, la production de blastocystes ne dépasse guére les
30%. Ces résultats relativement faibles sont a attribuer a une réduction de
la compétence ovocytaire, ou capacité de I'ovocyte a réaliser avec succes
les maturations nucléaire et cytoplasmique. Les conditions de maturation
employées jusqu'a présent ne sont pas parfaitement adaptées a la majorité
des ovocytes prélevés. Peut-étre faut-il ponctionner des follicules plus
grands et donc utiliser des ovocytes mieux préparés pour l'étape finale de
la maturation. Pour juger de la qualité des ovocytes, nous avons analysé
la maturation nucléaire de COC issus de follicules de différentes tailles.
Sur la totalité des ovocytes étudiés, nous avons relevé 2,9% (11/376) de
métaphases Il anormales, ce qui correspond aux résultats enregistrés par
Jagiello et al (1974) ainsi que 6,4% de métaphases I (24/376), pourcentage
déja relevé par Xu et al (1986). La présence de métaphases I normales
aprés 24 heures de maturation avait déja été décrite par Hyttel et al
(1987).

Si on compare les résultats des trois groupes d'ovocytes, on est forcé
de constater qu'il n'y a pas de différence significative dans les taux de
métaphases I et II. Ces résultats montrent que, pour nos conditions
expérimentales, la maturation nucléaire de l'ovocyte n'est pas influencée
par la taille du follicule dont il provient. Quant a I'aptitude au
développement, Tan et Lu (1990) et Lonergan et al (1994) ont rapporté
un net avantage pour les ovocytes provenant de follicules de grande taille.
Les résultats préliminaires que nous avons obtenus ne semblent pas
confirmer cette constatation mais montrent un taux de développement
supérieur pour les COC provenant de follicules de tailles petite et
moyenne. Il faut cependant faire remarquer que nous ne connaissons pas
le cycle estral des animaux, si bien que les gros follicules que nous
ponctionnons sont peut-8tre déjad soumis a l'atrésic. Une autre cause
d'échec pourrait provenir de conditions de MIV peu adaptées a ce type de
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COC. De cette étude, il ressort que la maturation nucléaire de l'ovocyte
ne permet pas de juger de la maturation cytoplasmique.

Au cours de notre travail, nous avons montré que dans nos conditions
expérimentales et pour les critéres utilisés, les embryons obtenus in vitro
en coculture sont qualitativement identiques aux embryons développés en
lapine (% de blastocystes; nombre de noyaux, aptitude & étre utilisés
comme donneurs pour le clonage). La coculture s'est révélée étre un
moyen efficace pour le développement des embryons issus de la FIV (7
jours in vitro), du clonage (12 jours in vitro) et méme du reclonage (20
jours in vitro). A chaque étape, des veaux ont été obtenus, preuve
irréfutable de l'aptitude des blastocystes produits 4 engendrer une
gestation évolutive. Concernant le transfert de noyau, nos résultats en
terme de veaux nés par rapport au nombre d'embryons transférés, sont
légérement inférieurs voir équivalents aux résultats présentés dans la
littérature pour le premier cycle, et sont supérieurs 2 ceux présentés par
Stice et Keefer (1993) pour le reclonage. Il faut noter que tous les
résultats mentionnés dans la littérature ont été obtenus grice a 1'emploi
d'embryons donneurs produits in vivo. Les naissances que nous avons
enregistrées résultent d'une production d'embryons réalisée totalement in
vitro tant pour les embryons donneurs et les cytoplastes receveurs que
pour la culture des embryons reconstitués au premier comme au deuxiéme
cycle de micromanipulation.

En dehors de problémes placentaires, les contréles effectués n'ont pas
mis en évidence d'altération imputable au transfert ‘de noyau. Une
modification du sex-ratio secondaire aux conditions de développement n'a

pas pu étre exclue.

Une tentative de sélection des ovocytes sur base de la taille de son
follicule n'a pas donné de résultat car les critéres utilisés, basés sur
I'évaluation de la morphologie nucléaire, ne permettent pas d'évaluer la
maturation cytoplasmique. Cette derniére conditionne de manicre
prépondérante 1'aptitude ovocytaire 4 assurer le développement aprés FIV
et clonage.
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S: CONCLUSIONS GENERALES
ET PERSPECTIVES
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Dans les conditions naturelles, la sélection et la multiplication des
sujets d'élite, dans les espéces domestiques unipares et A gestation de
longue durée, requierent un temps considérable. L'insémination
artificielle, la superovulation et la transplantation embryonnaire ont
apporté d'importants progrés en ces domaines.

Demitre née de ces techniques, la transplantation embryonnaire est
en partic limitée dans son expansion en raison de l'inconstance des
résultats obtenus lors de la superovulation, condition primordiale pour
obtenir un nombre suffisant d'embryons & transférer.

La technique de fécondation in vitro et celle, plus récente, du clonage
par transfert de noyau permettront dans un avenir plus ou moins
rapproché de compenser cet inconvénient. Les ovocytes prélevés au
niveau de l'ovaire, soit lors de l'abattage soit par ponction échoguidée
chez les femelles d'élite, sont miiris et fécondés in vitro et leur
développement est assuré en coculture jusqu'au stade blastocyste, moment
ou ils peuvent étre transférés dans des receveuses synchrones.

Le clonage par transfert de noyau permet d'obtenir, & partir d'un
seul embryon, plusieurs individus de valeur génétique identique.

Les techniques suivies pour I'obtention d'embryons donneurs devant
servir au clonage varient suivant les auteurs:

a) développement de I'embryon in vivo dans les oviductes de
lapine servant d'héte intermédiaire,

b) culture embryonnaire in vitro en présence de cellules
épithéliales salpingiennes (coculture),

c) culture embfyonnaire in vitro sur milieu renfermant le ou
les produits de sécrétion des cellules épithéliales salpingiennes
(milieu conditionné).
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Notre objectif de départ fut de comparer les résultats obtenus a partir
de chacune de ces méthodes et d'utiliser celle qui se montrait la plus
fiable. Nous avons fait les constatations suivantes:

1) le développement in vivo, dans l'oviducte de lapine, fournit
des embryons de qualité (17,4% de blastocystes) tant sur le plan
du nombre des blastoméres (100,15 = 31,5) que de leur
résistance a la congélation,

2) en coculture, le pourcentage de blastocystes obtenu
s'échelonne entre 10,3 et 29,2% avec un nombre de blastoméres
sensiblement équivalent 3 celui obtenu in vivo (de 90,8 + 31,34
a 105,15 £ 22,2), mais leur résistance i la congélation est
moindre,

3) en milieu conditionné, le développement est similaire a
celui obtenu in vivo mais le nombre de blastoméres est plus
faible (72,3 £ 27,9).

Bien que la qualité des embryons fournis par la méthode in vivo fut
excellente, nous n'avons pas retenu cette derniére en raison de la lourdeur
de son exécution et du nombre finalement assez réduit d'embryons
récoltés. Les milieux conditionnés ont également été rejetés en raison de
la faible viabilité des embryons produits. Notre choix s'est donc porté sur
la technique de la culture in vitro, en présence de cellules épithéliales
tubaires, tant pour le développement des embryons donneurs que pour
celui des embryons reconstitués par clonage.

La mise au point des détails techniques des micromanipulations a
port¢ sur: le moment idéal pour réaliser I'énucléation de l'ovocyte
receveur, le type d'embryon donneur, le transfert du blastomeére, la
nature de l'impulsion électrique a utiliser pour obtenir la fusion des
membranes et l'activation ovocytaire.

L'énucléation des ovocytes miirs (aprés 24 a 26 heures de MIV) doit
comporter l'aspiration du globule polaire et de la portion cytoplasmique
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adjacente. Le contrdle de I'énucléation s'opére sous illumination
ultraviolette de l'ovocyte, aprés avoir soumis ce dernier a2 un colorant
fluorescent, le bisBenzimide, qui se fixe sur 'ADN. Seuls les ovocytes
réellement énucléés, encore appelés cytoplastes (71,2% des ovocytes
micromanipulés), sont replacés, jusqu'au lendemain, dans leur milieu de
maturation de maniére telle que I'ovocyte soit activé aprés 44 + 2 heures.
Cette activation est réalisée en soumettant les cytoplastes 3 un champ
électrique créé par une impulsion de 65 Volts durant 50 microsecondes
(2,7 kVolts/cm).

Les conditions de micromanipulation et d'activation retenues furent
ensuite appliquées & trois types d'embryons donneurs: des embryons
produits in vivo et utilisés soit immédiatement, soit aprés congélation, et
des embryons provenant de la coculture et utilisés sans cryopréservation
préalable.

Les résultats obtenus furent sensiblement identiques avec les
embryons utilisés a 1'état frais: 13,1 £ 7,2% pour ceux produits in vivo,
versus 11,5 + 9,9% pour ceux produits in vitro. Cette similitude des
résultats nous a conduit & n'utiliser pour le clonage que les embryons frais
provenant de la -coculture. Cette constatation est importante car
l'utilisation d'embryons produits in vitro simplifie fortement l'ensemble
des manipulations et autorise la réalisation de plusieurs cycles de clonage.
Quant a 1'utilisation d'embryons ayant subi la cryopréservation, elle s'est
révélée trés décevante (2,2 + 3,5% de blastocystes). Les lésions
cellulaires et membranaires occasionnées par la congélation sont trop
importantes d'autant plus que, pour le clonage, ces embryons doivent étre
cryopréservés au jour 5,5, stade auquel ils sont trés fragiles.

Les morulas obtenues suite au premier cycle de clonage ont servi
d'embryons donneurs pour un deuxiéme cycle, encore appelé reclonage.
Les résultats obtenus au terme du premier comme du deuxi¢éme cycle de
clonage furent identiques: 15 £ 12% de blastocystes dans les deux cas. Il
en découle que le potentiel de développement des embryons donneurs n'est
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pas affecté par un long séjour in vitro (25 jours de culture, MIV, FIV et
développement compris). II faut, cependant, souligner une grande
variabilité dans les résultats. Celle-ci peut s'expliquer soit par la qualité
intrinséque de l'embryon, soit par I'hétérogénéité des cycles cellulaires
des blastoméres constituant I'embryon. Si I'importance du cycle cellulaire
peut étre partiellement réduite en utilisant des ovocytes plus 4gés et donc
moins riches en MPF, il est, par contre, impossible d'agir sur le potentiel
de développement de chaque donneur.

A chaque étape de notre travail, des blastocystes ont été transférés,
sans cryopréservation préalable, dans des receveuses synchrones de
maniére a tester leur capacité i induire une gestation et 2 produire un
veau normal. Toutes conditions de transfert confondues, le pourcentage
de gestation menée 2 terme fut de 17,8 et 27,8% & partir, respectivement,
de blastocystes du premier et du deuxi®me cycle. Les résultats furent
encore améliorés suite au transfert systématique, chez chaque receveuse,
de deux embryons provenant du méme clone, 3 condition de respecter
strictement la synchronisation entre le développement des embryons
transférés et le cycle eestral de la receveuse. Malgré ces améliorations, le
taux de mortalité embryonnaire, aprés transfert d'embryons clonés reste
élevé, cette mortalité survient essentiellement au cours du premier
trimestre de la gestation.

Nous avons enregistré la naissance de 7 veaux, dont une paire de
jumeaux, suite au transfert de blastocystes issus du premier cycle de
clonage et de 5 veaux dont un clone de ‘trois veaux et une paire de
Jjumeaux pour les transferts du second cycle. Sil'on ne tient compte que
des transferts synchrones de deux embryons, le pourcentage de naissances
obtenu fut respectivement de 21,4 et 20,8%.

Toutes les gestations simples obtenues par transfert d'embryons
clonés du premier cycle ont dépassé le terme normal de 6 & 16 jours, soit
une moyenne de 9,6 jours. Le poids moyen des nouveau-nés était de 40
Kg. Ces valeurs correspondent & ce qui est normalement observé dans la
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racc BBB. Lors de transferts d'embryons provenant de clones du
deuxi¢me cycle, la durée de la gestation fut allongée de 11 et 12 jours
pour le premier clone, et de 2 jours pour les deux receveuses du second
clone. Le poids des veaux a la naissance était de 70 Kg pour les deux
veaux du premier clone et de 55, de 45 et de 35 Kg pour les trois veaux
du deuxi¢me clone. Ces valeurs sont parfaitement normales, alors que
d'autres auteurs ont signalé des cas de prolongation de la gestation avec
gigantisme. Nous avons contrdlé le caryotype des veaux nés et nous
n'avons noté aucune anomalie. Les seules 1ésions constatées sont localisées
au niveau du placenta: cedéme, hypertrophie cotylédonnaire et mdle
hydatiforme. L'étiologie de ces 1ésions reste & déterminer.

Les 12 veaux nés aprés transfert d'embryons clonés font partie de 8
clones différents et parmi ceux-ci, 6 sont de sexe méile. Cette constatation
nous a incité a contrdler le sexe des embryons a toutes les étapes de notre
travail. Un déséquilibre du sex-ratio en faveur des mdles est observé
aprés FIV. Cette prédominance des miles est toutefois moins prononcée
pour les morulas qui servent d'embryons donneurs pour le transfert de
noyau, ce qui peut expliquer que nous n'avons pas constaté de déséquilibre
au niveau des familles d'embryons reconstitués. Quant & la prédominance
des veaux mdles constatée i la naissance, l'effectif est malheureusement
trop restreint pour pouvoir en tirer une conclusion.

Il faut encore signaler qu'aucune différence significative ne fut
observée au point de vue du caryotype chez trois groupes d'ovocytes issus
de follicules de taille croissante allant de 1 4 13 mm de diamétre. On ne
peut donc juger de la qualité de la maturation ovocytaire en ne se référant
uniquement & la qualité de la maturation nucléaire.

Pour que le clonage par transfert de noyau puisse devenir un support
valable pour la recherche et 1'élevage, la technique doit &tre capable de
produire en série des clones constitués d'au moins 5 & 10 unités. Si dans
I'état actuel de nos recherches plusieurs étapes de la technique sont
parfaitement maitrisées, de nombreux points restent 3 améliorer,
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particuliérement la maturation cytoplasmique de I'ovocyte et l'impact du
cycle cellulaire du noyau donneur.

Des recherches sont également nécessaires en vue de perfectionner la
technique de culture des embryons reconstitués. La production
d'embryons parfaitement viables est une condition indispensable en vue de
permettre la cryopréservation des embryons produits et de réduire le taux
important de mortalité embryonnaire.

En outre, il conviendra d'étudier d'une maniére approfondie I'impact
que peut avoir le clonage sur l'expression de certains génes impliqués
notamment dans le développement feetal.

Pour terminer, nous pensons devoir étudier l'influence de 1'hérédité
cytoplasmique (ADN mitochondrial) sur les performances des individus
constituant un clone.

Ainsi que nous venons de le voir, si le clonage par transfert de noyau
dans I'espéce bovine est aujourd'hui devenu une réalité, son emploi
comme outil de sélection dans cette espéce exige encore pas mal de
perfectionnements.
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RESUME
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La premiére partie de ce travail a été consacrée a la production de
blastocystes bovins & partir d'ovocytes prélevés sur des ovaires d'abattoirs
et ayant été€ miris et fécondés in vitro. Trois types de développement ont
été testés: soit in vivo dans l'oviducte de lapines pseudogestantes, soit in
vitro en présence de cellules épithéliales tubaires (coculture) ou de leurs
produits de sécrétion (milieu conditionné). Nous avons opté pour la
coculture qui fournit des résultats équivalents (£29%) si pas supérieurs au
développement dans l'oviducte de la lapine (£26%), et cela tant d'un point
de vue quantitatif que qualitatif. De plus, l'emploi de la lapine comme
héte intermédiaire est lourd d'un point de vue technique. Quant aux
milieux conditionnés, ils ont été abandonnés (+19%) car ils fournissent
des blastocystes de moindre qualité qui ne supportent ni la congélation, ni
les micromanipulations.

Pour réaliser le clonage par transfert de noyau, il a fallu déterminer
les conditions optimales de fusion et d'activation qui sont de 65 Volts (2,7
kVolts/cm) pendant 50 microsecondes. Trois types d'embryons donneurs
ont été comparés: les embryons produits in vivo et utilisés 2 frais ou aprés
congélation et les embryons obtenus totalement in vitro. Les résultats
démontrent que ces derniers sont tout aussi utilisables que les embryons
obtenus in vivo et utilisés a4 frais. Cette constatation a permis la
réalisation du second cycle de clonage, encore appelé reclonage. Aucune
diminution du taux des blastocystes entre le clonage et le reclonage (15%)
n'a été observée. Ces résultats correspondent a un coefficient de
multiplication de l'embryon donneur de 3,5 pour les deux cycles. II faut
noter que les résultats sont trés variables d'un essai a l'autre, cette
variabilité est sans doute & attribuer d'une part au potentiel de
développement intrinséque de I'ovocyte (seul 30% des ovocytes atteignent
le stade blastocyste aprés FIV) et d'autre part 3 I'effet encore mal connu
du cycle cellulaire du blastomére donneur sur la capacité de ce dernier a
subir une reprogrammation.
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Le transfert des blastocystes développés in vitro aprés clonage et
reclonage a permis la naissance de douze veaux normaux et des
pourcentages de gestation de 35,7 (5/14) et de 33,3% (4/12) pour les
premier et deuxiéme cycles de clonage.

Les controles réalisés & chaque étape de la technique ne nous ont pas
permis de déceler I'apparition d'anomalie caryotypique ni de perturbation
importante du sex-ratio. Seules des lésions placentaires ont été observées,
mais aucune explication n'a été avancée quant 2 leur étiologie.
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ANNEXES:

Composition et fabrication des
-milieux
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1. Composition des différentes solutions "stocks" N°:

1) PECS (pro-eestrus cow serum) 4

Sérum dune vache récolté la veille de la manifestation des chaleurs.
Approximativement 1 litre de sang est récolté en tubes secs de 10 ml au vingtiéme jour
du cycle cestral aprés vérification de la tonicité utérine. Le sang laissé A coaguler
pendant une nuit, est centrifugé une premiere fois a2 1500 g durant 15 minutes. Le
surnageant, récolté dans des tubes de 50 ml subit une deuxiéme centrifugation
identique & la premitre. Le sérum est ensuite décomplémenté au bain-marie, en le
chauffant & 56 °C pendant 30 minutes. Le PECS est ensuite conditionné par 1 et 6 ml
dans des tubes Falcon de 5 (réf.: 2003) et 50 ml (réf.: 3013A) et conservé au
congélateur 4 -20°C. 1l s'utilise 4 la concentration de 20% pour la fabrication des
milieux de maturation et de coculture.

2) STOCK FSH-LH (produite au laboratoire)

Composition: LH (1,0 x NIH-LH-S1); FSH (75 x NIH-FSH-S1).

Fabrication: 50 ug FSH et 500 pg LH par ml dans du liquide physiologique non
filtré.

Conservation: répartir par 350 p1 dans des tubes Eppendorf et congeler 4 -20°C.
Utilisation: 10 pl par ml de milieu de maturation (dilution 100 fois).

3) STOCK PYRUVATE (CCT-SIGMA P-3662)

Composition: 10 mg/ml de pyruvate de sodium dans du sérum physiologique stérile.
Fabrication: additionner 500 mg de pyruvate et 450 mg de NaCl CCT dans 50 ml
d'eau ultrapure, filtrer sur 0,22um.

Conservation: répartir par 1 ml et conserver au congélateur; aprés ouverture, n'est
conservé 3 4°C que pendant une semaine maximum.

Utilisation : a différentes dilutions dans la maturation, la fécondation et la coculture.

4) STOCK PENICILLINE - STREPTOMYCINE (PS) (GIBCO 600-
5145AE)

Composition: 10000 U/ml de Pénicilline et 10 mg/ml de Streptomycine
(isotonique). ’

Fabrication: introduire 20 m! d'eau ultrapure dans le flacon, filtrer sur 0,22um et
répartir par 1 ml.

Conservation: avant reconstitution, 18 mois 2 4°C; aprés reconstitution, le mélange
se conserve au congélateur en cryotubes stériles ou 4 4°C pendant une.

Utilisation: 2 5 pl/ml dans les milieux de fécondation (TALP) et & 10 ul/ml dans les
autres milieux (maturation et coculture).
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5) FCS (Fetal calf serum) (SEBAK - ELSCOLAB - Réf.: 30.01.21)

Compeosition: le FCS est livré congelé, stérile et décomplémenté en flacon de 100 ml.
Le FCS est conditionné par 1, 2 et 4 ml dans des tubes Falcon de 5 ml (ref. 2003) et
congelé 4 - 20°C. 11 s'utilise aux concentrations de 10 4 20% dans le TCM 199 HEPES
ou dans du PBS.

6) STOCK ANTIBIOTIQUES - ANTIMYCOTIQUE (PSA) (GIBCO 600-
5245AE)

Composition: 10.000 U/ml de Pénicilline, 10 mg/mi de Streptomycine et 25 pg/mi
d'Amphotéricine B (isotonique).

Fabrication: introduire 20 ml d'eau ultrapure dans le flacon, filtrer sur 0,22um et
répartir par 1ml.

Conservation: avant reconstitution, 18 mois a 4°C; apras reconstitution le mélange se
conserve au congélateur en cryotubes stériles.

Utilisation: 10 pl/ml pour le lavage et la culture primaire des cellules d'oviducte.

7) STOCK HEPARINE (CCT-SIGMA H-8514)

Composition: 500 pg/ml d'héparine dans du liquide physiologique ultrapur et stérile.
Fabrication: 5 mg d'héparine dissoute dans 10 ml de liquide physiologique, avec
filtration sur 0,22um.

Conservation: au congélateur 3 -20°C, en cryotubes contenant 100 ul.

Utilisation: ajouter 40 ul de la solution pour 10 ml dTVF-TALP de maniére 3 obtenir
une concentration de 2 ug d’héparine par mil de milieu de fécondation.

8) STOCKS CaCl, 40 mM (CCT-SIGMA C-7902)

Composition: solution 42 40 mM de CaCl2 dans l'eau ultrapure (20 x concentrée).
Fabrication: 588 mg de CaCl2.2 H20 dans 100 ml d'eau ultrapure, filtrer sur 0,22
um.

Conservation : dans 2 flacons 50 ml (Falcon 3013) 2 4°C pour maximum 3 mois.
Utilisation: a diluer 20 fois pour la préparation des TALPs (2 mM).

9) STOCK CYTOCHALASINE B (SIGMA C-6762)

Composition: Solution & 10 mg/ml de CCB dans I'éthanol p.a.

Fabrication: injecter 500 pl d'éthanol p.a. dans la flapule contenant 5 mg de
cytochalasine B.

Conservation: répartir 1a solution par 100 ul dans des cryotubes, et les conserver au
congélateur 3 -20°C.

Utilisation: ajouter 7,5 ul de la solution pour 10 m! de PBS (7,5 pg/ml).
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10) STOCK HYALURONIDASE (SIGMA H-3506)

Composition: 10 mg/ml d'hyaluronidase dans du liquide physiologique.
Fabrication: 500 mg d'hyaluronidase dans 50 ml de liquide physiologique, filtrer sur
0,22um.

Conservation: congeler 4 -20°C par fraction de 0,5 ml, en tube Falcon (réf.: 2003).
Utilisation: porter 4 5 ml avec du PBS-FCS sans Ca-Mg (1 mg / ml).

11) STOCK H@ECHST 33342 (bis-benzimide, SIGMA B-2261)
Composition: 1 mg/ml de Heechst 33342 dans de I'eau ultrapure.
Fabrication: 10 mg de Heechst dans 10 ml d'eau ultrapure.
Conservation: ne pas filtrer car le colorant reste fixé sur le filtre, conserver le stock a
4°C dans un tube Falcon de 15 ml (réf.: 2096) occulté par une feuille d'aluminium.
Utilisations:

- Pour le contrble de I'énucléation: mettre 20 pul du stock dans 4 ml dePBS-
10%FCS (Sug/ml).

- Pour le comptage des noyaux: mélanger 0,75 ml du stock de citrate de Na avec
0,25 ml d'éthanol p.a. et 10ul du stock de Heechst.

12) STOCK CITRATE DE SODIUM (SIGMA C-5920)

Composition: 2,3% de citrate de sodium dans de I'eau ultrapure.

Fabrication: 1150 mg de citrate de Na dans 50 mi d'eau ultrapure.

Conservation: filtrer sur 0,22um et stocker dans un flacon Falcon de 50 ml (réf.:
3013A).

Utilisations: Lors du comptage des noyaux: mélanger 0,75 ml du stock de Citrate de
Na avec 0,25 ml d'éthanol p.a. et 10ul du stock de Heechst.

2. Composition des milieux

A. Milieux nécessaires a la maturation des COC

1) Liquide physiologique destiné 3 Ia récolte et au lavage des ovaires

Composition:
NaCl 9g
Sulfate de kanamycine 500 mg
H,0O ultrapure ad 10 litres

Conservation: A température ambiante pendant maximum 15 jours.
Utilisation: tel quel aprés préchauffage au bain-marie 4 39 °C.
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2) TCM 199 HEPES BSA pour le lavage des COC

Composition:
199 HEPES (GIBCO 041-02350 M) 250 ml
BSA ) 750 mg
Gentamicine 12,5 mg
Pyruvate 75 mg

Filtrer sur 0,22um et conserver 3 4°C pendant 1 mois.
Utilisation: prét & 'emploi aprés préchauffage & 39°C.

3) TCM 199 PECS pour la maturation des COC

Composition: TCM 199 (SIGMA M-4530) additionné de:

PECS 20%
LH Smg/L
FSH 0,5 mg/L
Pyruvate 30 mg/L (0,27 mM)
Pénicilline 100.000 U/L
Streptomycine 100 mg/L.
Fabrication en deux temps:
- milieu intermédiaire:
PECS (solution stock n°1) 6 ml
TCM 199 bicarbonaté 24 ml
Stock FSH-LH (solution stock n°2) 300 ut

Filtrer sur 0,22um et conserver une semaine 2 l'incubateur.

- milieu complet fabriqué au jour le jour, sans filtration:

milieu intermédiaire 4,935 ml
Stock pyruvate (solution stock n°3) 15l
Stock PS (solution stock n°4) 50 ul

Utilisation: prét a I'emploi aprés équilibration 2 l'incubateur.
B. Milieux de fécondation: les TALPs

Les milieux de FIV sont au nombre de trois. Ils sont appelés TALP car ils sont
dérivés du milieu de Tyrode additionné d'Albumine, de Lactate et de Pyruvate. Le
milieu IVF-TALP sert 2 la fécondation des COC proprement dite, alors que le SP-
TALP sert au lavage des spermatozoides et le H-TALP (H=HEPES) 2 celui des COC
avant la fécondation.




Composition des TALPS:

NaCl

KCl

NaH,POy

MgCh.6 H,O
CaCl,.2 H,0
Rouge de Phénol
NaHCO;

Lactate de sodium
HEPES

Pyruvate de sodium
BSA Fraction V
BSA Fatty Acid Free
Héparine
Pénicilline
Streptomycine

Fabrication:

H-TALP
(mM-mg/L)
128-7480
3,16-236
0,35-42
0,5-102
2-294

10 mg/L
2-168
10-1121
10-2383
0,2-22
0,3%-3000
/

/

50 U/mt

50 pg/mil

SP-TALP
(mM-mg/L)
94-5693
3,1-231
0,35-42
0,5-102
2-294

10 mg/L
25-2100
21,6-2421
10-2383
1-110
0,6%-6000
/

/

50 U/ml

50 pg/ml
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IVF-TALP
(mM-mg/L)
113-6604
3,16-236
0,35-42
0,5-102
2-294

10 mg/L
25-2100
10-1121

/

0,2-22

/
0,6%-6000
2 ug/ml

50 U/mi

50 pg/ml

Les milieux TALPs sont fabriqués en trois étapes: les milieux de base, les
milieux de conservation intermédiaires et les milieux complets a utiliser dans les 24

heures.
- milieux debase:
H-TALP base SP-TALP base F-TALP base
NaCl 7480 mg 5493 mg 6604 mg
KCl1 236 mg 231 mg 236 mg
NaH,PO4 42 mg 42 mg 42 mg
MgCl,.6 H,O 102 mg 102 mg 102 mg
Rouge de Phénol 10 mg 10 mg 10 mg
Eau ultrapure q.s. 100 ml 100 ml 100 ml

Filtrer sur 0,22um, et et conserver pendant 3 mois & 4°C.
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- Milieux intermédiaires:
H-TALP SP-TALP IVF-TALP

Eau ultrapure 50 ml 50 ml 50 ml
Base correspondante 10 ml 10 ml 10 ml
CaCl; 40 mM Sml Sml S5ml
Bicar 7,5% 244 ul 2,8 ml 2,8 ml
HEPES IM 1mi 1ml 0
Lactate 60% 146 pul 315 ul 146 ul
BSA fraction V 300 mg 600 mg /
BSA FAF / / 600 mg
Eau ultrapure q.s. 100 mi 100 ml 100 ml

Vérifier I'osmolarité, ajuster 'H-TALP 4 pH 7,4 par du NaOH 1N, gazer ITVF-TALP
avec le mélange 5% CO; dans I'air.
Filtrer sur 0,22um et conserver 4 4°C pendant deux semaines.

- Milieux complets:

H-TALP SP-TALP IVE-TALP
Stock pyruvate (solution stock n°3) 22 ul 110 pl 22 ul
Stock PS (solution stock n°4) 50 ul 50 ul 50 ul
Stock Héparine (solution stock n°7) 0 0 40 ul
Milieux intermédiaires q.s. 10 ml 10 ml 10 ml

Utilisation: préts a I'emploi aprés équilibration 4 39°C, dans I'étuve CO; pour les
SP-TALP et IVF-TALP seulement.

C. Milieux nécessaires au développement des embryons

1) Liquide physiologique (voir composition en A)
Ce liquide physiologique est destiné i 1a récolte, au lavage ainsi qu'au transport
des oviductes.

2) PBS
Le PBS destiné au lavage des cellules d'oviducte est fabriqué au laboratoire en
plusieurs étapes:
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a) Fabrication du PBS normal ou exempt de Ca et de Mg: |

Composition: avec ou sans Ca et Mg:

NaCl 8000 mg/L
NaHPO, 1150 mg/L
KCl1 200 mg/L
KH2P04 200 mg/L
(MgC12.6 Hzo 100 mgfL)
(CaCl, 100 mg/L)
Glucose 1000 mg/L
Pyruvate de Na 36 mg/L
Sulfate de Kanamycine 25 mg/L
Rouge de phénol S mg/L

Fabrication: diluer le calcium d'abord dans 50 ml d'eau, puis l'incorporer lentement
et sous agitation.
Conservation: pendant 6 mois 4 4°C.

b) Addition du FCS au PBS

Milieu de base utilisé notamment lors de la congélation, de la décongélation, du
clonage et des lavages des cellules d'oviducte.
Composition: PBS additionné de 10% de FCS suivi d'une filtration sur 0,22um.
Conservation: 1 mois 3 4°C.

c) Addition du Stock PSA (solution stock n°6) au PBS-10% FCS pour le lavage des
cellules épithéliales
Fabrication:

PBS-FCS 148,5 ml

Stock PSA (solution stock n°6) 1,5 ml
Conservation: pendant 1 mois 4 4°C.
Utilisation: tel quel 4 39°C.

3) TCM 199 PECS pour la préculture des cellules tubaires

Compeosition: TCM 199 (SIGMA M-4530) additionné de :

PECS (solution stock n°1) 20%
Pénicilline 100.000 U/L
Streptomycine 100 mg/L
Amphotéricine B 1 mg/L.

pyruvate de sodium 30 mg/L (0,27 mM)
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Fabrication en deux temps:

- un milieu intermédiaire:
PECS (solution stock n°1) 6 ml
TCM 199 bicarbonaté 24 ml

Filtrer sur 0,22um, et conserver une semaine 2 I'incubateur.

- un milieu complet a utiliser extemporanément:

Stock pyruvate (solution stock n°3) 45 pl
Stock PSA (solution stock n°6) 150 u1
Milieu intermédiaire q.s. 15mi

4) Ménézo B2 pour la coculture des embryons en présence des cellules

Composition: Ménézo B2 (IMV-Cassou) additionné de:

PECS (solution stock n°1) 20%

Pénicilline 100.000 U/L

Streptomycine 100 mg/LL

Pyruvate de sodium 30 mg/L (0,27 mM)
Fabrication en deux temps:
- un milieu intermédiaire:

PECS (solution stock n°1) 1ml

Ménézo B2 4 ml

Filtrer sur 0,22um, et conserver deux semaines 3 I'incubateur.

- milieu complet 2 utiliser extemporanément:

Ménézo B2-PECS 987 ul
Stock pyruvate (solution stock n°3) 3ul
Stock PS (solution stock n°4) 10l

D. Milieux spécifiques aux manipulations du clonage

Cing milieux sont préparés lIa veille ou le matin de la micromanipulation. Tous
ces milieux, excepté I'hyaluronidase, sont employés 3 température ambiante.

1) Milieu de décoronisation des COC:

Composition: hyaluronidase 3 1% dans du PBS sans calcium ni magnésium.
Fabrication: 4,5 ml de PBS sans Ca ni Mg plus 0,5 ml d'hyaluronidase stock
congelée (solution stock n°10); filtrer sur 0,22um.

Utilisation: tel quel aprés préchauffage au bain-marie a 39 °C.
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2) Milieu d'énucléation des ovocytes:
Composition: PBS + 10% FCS + 7,5 ug/ml de Cytochalasine B.

Fabrication: 10 ml PBS 10% FCS + 7,5 ul de stock CCB (solution stock n°9); filtrer
sur 0,22um.
Utilisation: tel quel 4 température ambiante.

3) Milieu de contréle de I'énucléation:
Composition: PBS + 10% FCS + 5 ug/ml de colorant Heechst 33342.

Fabrication: 4 ml de PBS-10% FCS + 20 ul du stock Haechst (solution stock n°11);
ne pas filtrer car le filtre retient le colorant.
Utilisation: tel quel 2 température ambiante.

4) Milieu d'injection des blastoméres: v
Composition: PBS sans calcium ni magnésium + 10% de FCS et 7,5 pg/ml de
Cytochalasine B.

Fabrication: 9 ml de PBS sans calcium ni magnésium + 1 ml de FCS +7,5 ul de
stock CCB (solution stock n°9); filtrer sur 0,22um.

Utilisation: tel quel 2 température ambiante.

S) Milieu d'électrofusion:

Composition: solution 3 50 mg/ml de mannitol + 0,01 mM en CaCl, et 0,1 mM en
MgSO0;4.

Fabrication: 2500 mg de mannitol + 50 ul d'une solution 2 1,5 mg/ml de CaCk.2
H20 + 0,5 ml d'une solution 4 2,5 mg/ml de MgSQ4.7 H20 et filtrer sur 0,22um.
Utilisation: tel quel A température ambiante.




3. Références et caractéristiques des produits utilisés:

Noms Marques
Albumine, Bovine, Fraction V SIGMA

" , " ,Fatty Acid-Free BOEHRINGER
Antibiotiques-Péni-Strepto (lyoph.) GIBCO
Aantibiotiques-Antimycotique (lyoph.) GIBCO
Bicarbonate de Na 7,5% GIBCO
CaChk SIGMA
CaCbk.2 H20 SIGMA
Cytochalasine B SIGMA
Dioxyde de carbone AIR LIQUIDE
Dioxyde de carbone dans l'air AIR LIQUIDE
Ethanol p.a. CARLO ERBA
F.C.S. SEBAK
Fluorinert FC-77 SIGMA
Gentamicine SIGMA
Glucose SIGMA
Glycérol ANALAR
Héparine de Na (176 U/mg) SIGMA
HEPES Buffer 1 M SIGMA
Histomount NAT. DIAGS.
Hoechst N° 33342 SIGMA
Huile Minerale (light) SIGMA
Hyaluronidase SIGMA
Isopropanol technique VEL
KCi1 SIGMA
KH2PO4 SIGMA
L-Lactate de calcium32 H20 SIGMA
DL-Lactate de sodium(1,3) (98 %) SIGMA
Mannitol SIGMA
MILIEU INRA Ménézo B2 IMV CASSOU
Meéthanol UCB
MgCL.6 H20 SIGMA
MgS04.7 H20 SIGMA

Références

A-9647
1081489
600-5145AE
600-5245AE
043-05080D
C-2661
C-7902
C-6762

N25 B50
DOC 45 R B50
414608
30.01.21
F-4758
G-1264
G-7021
10118
H-8514
H-0887
HS-103
B-2261
M-3516
H-3506
90105
P-5405
P-5655
L-4388
L4263
M-1902

4576
M-2393
M-7774

Puretés

96-99%

7.5%
CCT
CCT
99,5%
5,0%
99,7%

CCT
CCT
99,5%
CCT
CCT IM

290 U/mg
Technique
CCT
CCT
CCT
CCT
CCT

Tout pur
CCT
CCT
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Conser.

+4°C
+4°C
+4°C
+4°C
+20°C
+20°C
+20°C

+20°C
+20°C
+20°C

+20°C
+4°C
+20°C
+20°C
+20°C
+4°C
4°C

+20°C
-20°C
+20°C
+20°C
+20°C
4°C
4°C
+20°C
4°C
+20°C
+20°C
+20°C




Noms

MILIEU 199 bicarbonate
MILIEU 199 Hepes
NaCl

NaCl (physio)
NaHCO3

NaH2PO4

Na2HPO4

NaOH 1 N

PBS (10 x)

Percoll

Pyruvate de sodium
Rouge de phénol
Sigmacote

Sucrose

Sulfate de Kanamycine

Sulfate de Kanamycine (physio)

de ité des uits

CCT: Cell Culture Tested

CCR: Cell Culture Reagent.

inés & la

Marques Références
SIGMA M-4530
GIBCO 041-02350 M
SIGMA S-5886
UCB 8605
SIGMA S4019
SIGMA S-5011
SIGMA S-5136
SIGMA $-2770
GIBCO 042-04080H
PHARMACIA 17-0891-01
SIGMA P-3662
SIGMA P-5530
SIGMA SL-2
SIGMA S-1888
SIGMA K-1377
GIBCO 860-1815 IL
de cellules:

Puretés

CCT
Tout pur
CCT
CCT
CCT
CCRIN
10x[1
Stérile
CCT
CCT
CCT
CCT

775 pg/mg
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Conser.

4°C
4°C
+20°C
+20°C
+20°C
+20°C
+20°C
4°C
+20°C
+20°C
4°C
+20°C
4°C
+20°C
+20°C
+20°C
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Comparison between culture of bovine embryos
in vitro versus development in rabbit oviducts
and in vivo
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the efficiency of different embryo culture methods for in vitro
embryo production: development in co-culture with bovine oviductal epithelial cells (BOEC), in BOEC
conditioned medium (CM) or in rabbit oviducts, versus in vivo produced embryos. There was no
significant difference in terms of percentages of cleaved and 8-cell stages obtained between CM and
BOEC. In CM, 24.8% of the cleaved embryos became blastocysts. In BOEC, 14.5% of the cleaved
embryos became blastocysts. Among the 190 zygotes transferred in the rabbit oviducts, 127 have been
recovered 5 days later, and 17.4% became blastocysts. There was no significant difference in term of
blastocyst formation between the development in rabbit and in BOEC, However, there was a signifi-
cant difference between the CM group and the two other groups. The numbers of cells in blastocysts
from different sources were investigated: in vivo blastocysts contained 107 cells assumed to be 100%,
in vitro blastocysts developed in rabbit oviduct 100.1 cells (93.3%), BOEC blastocysts 90.8 cells
(84.6%) and CM blastocysts 72.3 cells (67.3%). This study confirmed earlier works on the oviduct
effect on blastocyst quality in terms of development rate and cell number.

Key words: Bovine embryo; Rabbit oviduct; Embryo culture

INTRODUCTION

Efficient in vitro techniques as a low cost source of embryos are of consid-
erable value for the development of new biotechnology of agricultural inter-
est. Using in vitro methods for oocyte maturation and fertilization, it is now
possible to produce zygotes and embryos at a stage compatible with transfer.
It is generally accepted that the in vivo conditions offer a better environment
for proper embryo development than its in vitro countrepart, and that a more
physiological development renders the embryo more reliable to undergo nor-
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mal implantation and to evolve into normal pregnancy (Xu et al., 1992). In
order to improve the in vitro development procedures, several techniques have
been developed to test the influence of treatments on viability of cattle em-
bryos. IVF zygotes and cleavage-stage embryos have been evaluated after cul-
ture in vitro (Tervit et al., 1972; Camous et al., 1984; Heyman et al., 1987)
or after transfer into the oviducts of sheep or rabbit females (Lawson et al.,
1972; Boland, 1984; Sirard et al., 1985; Sirard and Lambert, 1985; Lu et al.,
1987, Hawk et al., 1989).

The aim of this work was to evaluate the efficiency of three different em-
bryo culture methods for the in vitro maturation-fertilization (IVM-IVF)
embryo production. The IVM-IVF zygotes were developed either (1) in co-
culture in presence of bovine oviductal epithelial cells (BOEC), or (2) in
BOEC conditioned medium (CM) versus (3) in vivo in the oviducts of
pseudo-pregnant rabbit females. We compared firstly the rates of develop-
ment on days 3 and 8, in the different methods. In a second time, in order to
compare the quality of development of the embryos, a part of them from each
treatment was fixed and stained to count their nuclei number.

MATERIALS AND METHODS

The ovaries were collected at a local abattoir within 30 minutes after
slaughter of the animal and conserved in saline at 2 30°C. Onc hour later
(transit time to the laboratory ), all the follicles from 1 to 8 mm diameter were
punctured and the oocyte-cumulus complexes were washed three times in
TCM 199 hepes (Gibco: 041-02350) supplemented with BSA fraction V (3
mg/ml, Sigma: A-9647). Only oocytes with an intact, unexpended cumulus
and evenly granulated ooplasm were then cultured for 24-25 hours in 1 ml of
TCM 199 (Sigma: M-4530), at 39°C in an atmosphere of 5% CO2 in air.
Fourthly oocytes were cultured per ml. Maturation medium was supple-
mented with 20% heat-treated cow serum (D20), 0.27 mM pyruvate, 5.0 ug/
ml LH (LH: 1,0XNIH-LH-S1), 0.5 ug/ml FSH (FSH: 75X NIH-FSH-S1)
and antibiotics (penicilin: 100 U/ml; streptomycin: 100 ug/ml). All fertiliza-
tions were done with the same belgian bull. Sperm selection was performed
with a percoll-gradient (final sperm concentration was 10°/ml) and the ga-
metes were co-incubated for 18 hours in IVF-TALP (Parrish et al., 1988)
with 2 ug/ml heparin. After fertilization, the oocytes were stripped out of
cumulus cells by repeated pipetting through a small-bore pipette, and as-
signed randomly to culture in rabbit, in BOEC or in CM. The bovine oviducts
were recovered at a local slaughterhouse from normally cycled heifers. They
were carried to the laboratory in saline at 0°C within 1 hour. After dissection,
the fallopian tubes were sterilised by plunging in ethanol for a few seconds
before being washing three times in saline. After longitudinal section of the
tube, the scratching of the oviductal mucosae was performed by a surgical
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blade. After washing the cells five times in PBS, they were cultured for 24
hours in TCM 199 supplemented with 20% FCS and antibiotics (50mg/ml
gentamycin). Before using them for embryo culture, they were washed five
times again in PBS to remove the dead cells. The methods to obtain BOEC
and CM were described by Eyestone and First (1989). The zygotes were cul-
tured in 1 m! of TCM 199 with BOEC or in 50 ul droplets under oil (light
mineral oil, Sigma: M-3516) of conditioned medium. The transfers in rabbit
oviduct were performed 48 h after synchronization of estrous by 50 i.u. hCG
i.v.. The embryos were introduced into the fallopian tube via the ostium ab-
dominale with a Wallace embryo replacement catheter. After five days, the
embryos were recovered by flushing the oviducts and were cultured for 3 days
in TCM 199+ 10% FCS. On day 8 post-insemination, part of the blastocysts
were fixed to determine cell number based on the nuclear counts after stain-
ing with Heechst 33342 (Pursel et al., 1985). The in vivo embryos were pro-
duced by flushing on day 8 after insemination of superovulated cows.

RESULTS

There was no significant difference between conditioned medium and co-
culture in percentages of cleavage and 8-cell embryos obtained. In condi-
tioned medium, 24.8% of the cleaved embryos developed into blastocysts or
18.5% (66/357) of the oocytes developed into blastocysts. In BOEC, 14.5%
of the cleaved embryos developed into blastocysts or 10.3% (62/ 604) of the
oocytes developed into blastocysts. Among the 190 zygotes transferred in the
rabbit oviducts, 66.8% (127) of them were recovered 5 days later, and 17.4%
(33/190) developed into blastocysts. There was no significant difference be-
tween the development in rabbit and the culture in CM in the percentages of

TABLE 1

Percentages of cleavage, 8-cell stages and blastocysts obtained in vitro or in rabbit oviduct: Values
with different superscripts are significantly different (Chi-Square :P< 0.05).

Types of Nr of aocytes Oocyltes 8-cell embryos Blastocysts
culture (%) cleaved (%) (%) (%)

Rabbit* 190 ND ND 33¢(17.4)
CM 357 266 (74.5) 152° (42.6) 66° (18.5)
BOEC 604 428° (71.0) 185° (30.6) 62°(10.3)

*66.8% (127/190) of the transferred zygotes were recovered S days later.
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TABLE 2

Comparison between the mean numbers of nuclei according to the treatment: A: In vivo maturation,
in vivo fertilization and in vivo development (n=6). B: In vitro maturation, in vitro fertilization and
in vivo development into the rabbit oviduct (n=13). C: In vitro maturation, in vitro fertilization
and in vitro co-culture with BOEC (n=24). D: In vitro maturation, in vitro fertilization and in vitro
culture in CM (n=24).

Treatment Mean +SD Range Relative cell numbers (%)
A 107.33+£28.22 70-145 100.0
B 100.15+31.50 66-165 93.3
C 90.83+31.34 43-158 84.6
D 72.29+27.98* 41-160 67.3

*Significant by t-test (P<0.05).

blastocysts. However, there was a significant difference between the BOEC
group and the two others groups.
Table 2 shows the number of cells in blastocysts from different treatments.

DISCUSSION

In order to investigate the ability of in vitro embryos to evolve in ongoing
pregnancies, this study describes the effects of in vitro steps (maturation, fer-
tilization and development) on the blastocyst rates at day 8, and on the rela-
tive cell number in such blastocysts.

In this study, in terms of blastocyst rates (see Table 1), BOEC gave the
lowest results. But because the CM group was no significantly different from
the rabbit group (in vivo and in vitro development groups), we considered
that the difference was not sufficient to exclude one of the different treat-
ments. The lower rate obtained in the co-culture group may be the result of a
more important variability between the culture conditions. These results seem
to indicate that the conditions of culture do not influence the rates of devel-
opment. So, for the in vivo and in vitro developed embryos, in vitro matura-
tion and fertilization do not affect greatly the oocytes. Maybe only a single
class of oocytes, representing 15 to 25% of the population, is able to produce
blastocysts (Arlotto, 1992).

In contradiction of the results presented on the Table 1, Table 2 shows a
significant difference between the CM group and all the others. Temporary
transfer in rabbit oviduct permitted 93.5% of the normal in vivo number
(group A). BOEC or CM give lower numbers of cells showing a non optimal
condition environment (cytokins, cells interactions, ...).

Gandolfi and Moor (1987) and Gandolfi et al (1989) have developed ex-
periments showing the importance of cell contacts between the embryo and
the epithelium of the oviduct. Oviduct effect may involve different mecha-
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nisms : Gandolfi et al. (1989) described in the sheep species a specific protein
with a Mr 92000 having the ability to overcome the 8-16 cell block. Oviduct
also secretes growth factors like peptide that can be responsible for cell mul-
tiplication (Voelkel and Hu, 1992). Moreover cell to cell interactions be-
tween blastomers and epithelial oviduct cells and between epithelial cells and
stroma cells is probably very important. Maybe the cells do not only synthes-
ize important factors for the embryo development but also their metabolism
is important to facilitate the embryo development. They can produce, trans-
form or eliminate some important or toxic metabolites. Even more, because
of the possible exchanges between the epithelial cells and the embryo, the cells
can develop throughout the culture. Nevertheless, the lower percentage of de-
velopment in coculture could be explained by the differences in quality from
one oviduct to the other. It is obvious that embryo production is greatly facil-
itated by the culture in conditioned medium or in BOEC; the new technolo-
gies (e.g. gene injection or embryo cloning ) need a restauration of the quality
of the embryo before a new cycle of micromanipulation or transfer and their
efficiency could be increased by temporary in vivo development steps.

In conclusion, this study confirms earlier works (Gandolfi and Moor (1987)
and Gandolfi et al. (1989)) on the favourable effect of the oviduct environ-
ment for the embryo development. Further researches are necessary to allow
a quantitative evaluation of the effects of the different steps of in vitro ma-
turation, in vitro fertilization and in vitro culture on development of zygotes
to the blastocyst stage. This study is the first to show clearly the positive effect
of the oviduct environment on the cell number in bastocysts.
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Introduction

Le clonage ou ['obtention d’un
grand nombre d’individus généti-
quement identiques est une pra-
tique courante en production végé-
tale. Dans le domaine animal sur
base de la formation naturelle de
vrais jumeaux par clivage de I'em-
bryon aux stades précoces (Massip
et al., 1983), les premicrs essais de
multiplication ont eu recours i la
section de Pembryon ou du bouton
embryonnaire en plusicurs parties.
Cette approche est cependant Jimi-
tée car P'on n’a jamais pu produirc
plus de 4 individus par embryon.
C’est pourquoi depuis quelques an-
nées, de nombrcuscs recherches ont
été entreprises chez les mammiféres
domestiques cn vue de la mise au
point -du clonage par transfert de
noyau.

Cette technigue nécessite la sépara-
tion des blustloméres constituant
Iembryon donncur ct leur grefic
dans le cytoplasme d’ovocyles énu-
cléés, encore appelés cytoplastes. A
P'heure actuclie, la grefle de noyau
est devenue réalité. Elle a é1é réali-
sée pour la 1¢ fois chez les batra-
ciens par Briggs et King (1952) qui
ont réussi a implanter des noyaux de
cellules embryonnaires de

.gre-

nouille dans des oeuls dont e noyau
avait ét¢ enlevé. Ccs autcurs ont ob-
servé la naissance de tétards nor-
malement constitués, mais lc pour-
centage de réussitc devenait de plus
en plus faible au fur et & mesure
qu’ils utilisaient des cellules cm-
bryonnaires plus dgées. Tout se pas-
sait comme si ces dernicres élaient
déja trop ditlérenciées pour per-
mettre 'expression des génes néees-
saires au développement de Pem-
bryon.

Chez les mammiféres, 1'opération
est plus compliquée car la période
de totipotence du noyau embryon-
naire cst plus courte quc chez les
amphibiens. Ellc a été réalis¢e pour
la 1% fois : chez la souris par Mac
Grath ct Solter en 1983, chez les
ovins par Willadsen cn 1986 ct chez
les bovins par Prather et al. en 1987,

Actucllement, dans I'espcce bovine,
la technique cn est encore au stade
expérimental, ct si quelques sucees
sont cnregistrés de par le monde
{Tablcau 1) Ie rendement global de
Fopération est encore faible et ne
dépasse pas 5 % a 10 % (Willadsen
ctal, 1991). Cependant, vu les avan-
tages qu'une telle technique peut
apporter i la sélection et & la multi-

Ann. Méd. Vét., 1993, 137, 427-431
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RESUME

Le clonage par transfert de noyau
fut réalisé pour la 1ére fois chez les
bovins par Prather et collabora-
teurs en 1987. Vu Timportance
économique de ce mode de multi-
plication, de nombreuses équipes
de recherche affinent la technique
et étudient sa mise en application
sur le terrain. Alors que I'énucléa-
tion de ['ovocyte receveur, l'injec-
tion et la fusion du blastomére don-
neur se réalisent avec succes; la
maturation ovocytaire, la culture et
la congélation de I'embryon re-
constitué posent encore de nom-
breux problémes. De plus, I'em-
biyon reconstitué est plus fragile et
'on constate une augmentation
sensible de fa mortalité embryon-
naire aprés transfert chez la rece-
veuse. Néanmoins, 10 % des em-
bryons reconstitués par transfert
de biastomére et cultivés in vitro se
développent jusqu'au stade blas-
tocyste et ont donné lieu a des ges-
tations.
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TABLEAU 1
Développement des embryons bovins aprés transfert de noyaux.

Ez?nrgg?: Développement in vitro Naissances Références
morula/
blastocyste %
4-16 c. 23185 . 12,0 2 Prather et al. (1987)
16c. 92/493 18,6 / Westhusin et al. (1991)
3240 c. 84/375 22,0 / Westhusin et al. (1991)
16-64 c. 28(/1181 23,7 92 Bondioli (1991)
16-32c. 10/102 9,8 / Clement-Sengewald ct al.
(1992)
8-64 c. / / 101 Willadsen ct al, (1991)
32ec 19/96 198 / Heyman ct al. {1992)
e 14/86 163 / Heyman et al. (1992)

Draprés Renard et Heyman (1992).

plication dcs animaux d’élite, nous
avons entrepris d’importantes re-
cherches dans ce domaine '.

Matériels et méthodes

Les embryons donneurs

Les embryons donneurs ont soit 616 ob-
tenus in vitro suivant Ie protocole décrit
précédemment (Ectors ct al, 1993), soit
récoltés in vive aprés supcrovulation des
génisses ou vaches donncuses au moyen
de 32 U Armour dc pFSH additionnée
dec 40 % de pLH. Les embryons ont été
réeoltés soit par méthode non chirurgi-
cale au jour 5 4 6 apres I'insémination,
soit par abatlage ct ringage des ovi-
ductcs et de Putérus. Les embryons don-
ncurs ont ¢1¢ utilisés immédiatement ou
ont ét¢ congelés en vue de leur utilisa-
tion ultéricure suivant la technique de
congélation décrite par Touati ¢t Ectors
(1991) pour lc transfert dircct.

Pour séparer les blastoméres, 'embryon
cst maintenu par sa zone pellucide &
'aide d’une pipette, tandis qu’unc ai-
guille dilacere la zone pellucide jusqua
obtenir la sortic de "amas cellulaire. Ce-
lui-ci cst ensuite disloqué par aspira-
tions successives dans fa pipetic de
mainticn de manitre i isoler les diflé-
rents blastoméres qui le constituent.
Cette opération est facilitée par 'emploi
de PBS (phosphiate buflered saline) dé-
pourvu de CaCl, et de MpSO.,.

Les ovocytes receveurs

Les ovocyles immatures sont obtenus
par ponction d'ovaires récoltés aux abat-

' Ces recherches ont été réulisées sous les
auspices de I'TRSIA.
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toirs. Sculs les follicules de 1 4 8 mm de
diametre sont ponctionnds, et les ovo-
cytes entourés d'un cumulus oophorus
dense et homogtne, sont placés en ma-
turation dans un milicu TCM 199 bicar-
bonaté¢ additionné de 20 ¢ de sérum de
vache en prowestrus, de (.27 mM de py-
ruvaie de sodium, de (1.5 pg/mi de pFESH,
de 5 pg/mi de pLH, de 100 Ul/m! de pé-
nicilline et de 100 pg/ml de streptomy-
cinc. Aprés 24 heures, les complexes
ovocytes-cumulus sont exposés pendant
4 minutes 3 Iaction d'unc solution
d’hyaluronidase (Sigma: H-35006), & la
concentration de 1 mg/ml. afin de disso-
cicr le cumulus oophorus. Les dernitres
cellules de la corona sont éliminées par
aspirations successives au travers d'une
pipetic calibrée.

Techniques de micromanipulation

a} Enucléation de l'ovocyte (Figure 1)

Une fois dénudés, les ovocytes sont sé-
lectionnés cn fonction de la présence du
premier globulé polaire. Ils sont ensuite
exposés i un agent déstabilisateur du cy-
tosqueleite (cytochalasine B, Sigma: C-
6762; 7,5 ug/ml), ct énucléés par aspira-
tion de leur globule polaire ainsi quc du
1/4 de cytoplasme sous-jacent. Cette
opération s¢ déroule au moycn d’unc pi-
pette de maintien (diamétre extéricur
de 110 um ct diamétre intéricur 25 pm)
ct 'unc pipette d'aspiration plus fine
(diametre extéricur 30 pm, diametre in-
téricur 20 um) relice & un microinjectcur
de type Narishigé IM 5b. L'absence de
noyau cst controlée par incubation mo-
mentanée (10 minutes) des ovocytes
avee un colorant (Hecchst 33342; Sigma
B- 2261; 5 pg/ml) et exposition tempo-
raire (< 10 secondes) & la lumicre UV,
Les ovoeytes énucléés, ou cytoplastces,
sont remis cn culture dans leur milicu de
maturation pour unce durée de 15 @

1711

b) Transfert de blastomere (Figure 2)

Les blastomeres isolés sont introduits
dans Pespace périvitellin des ovocyles
énucléés au moyen d'unc pipette d'in-
jection reliée au microinjectcur. Imme-
dialement apres fa micromanipulation,
les couples cytoplaste-blastomere sont
soumis a un champ électrique (unc im-
pulsion de 2,7 Kvolts/em pendant 50 mi-

ot o

e

Figure 1
Enucléation de T'ovocyte (= 150 um): vo la forte concentration en lipides du cytoplasme, le
noyau de Fovoeyte n'est pas visible et I'énucléation est réalisée en aveugle par aspiration du
globule polaire (G.I.) ainsi que du 1/3 de cytoplasme sous jacent. Le noyau en métaphase est

normalement situé i proximité du G.P. (gro

sement @ x 2000,
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Figure 2
Transfert d’un blastomére dans 'espace périvitcllin d’'un ovocyte énucléé.
(Grossissement : x 200).

Figure 3
L'incorporation du noyau du blastomére dans le cytoplasme de 'ovocyte receveur nécessite la
fusion de leurs membranes. Celle-ci est induite en soumettant le couple cytoplaste-blastomeére
a un champ électrique (une impulsion de 2,7 Kvolts/cm durant 50 microsecondes). Pour ce
faire, I'embryon & reconstituer est placé entre deux électrodes paralélles distantes de 240 pm
(traits noirs de la photo), de maniére i ce que les membranes & fusionner soient disposées per-
pendiculairement au champ électrique. (Grossissement : X 200).

Figure 4
Blastocyste obtenu par clonage aprés sept jours de co-culture in vitro en présence de cellules
épithéliales tubaires bovines (grossissement : x 200). Les embryons bovins sont incapables de
se développer in vitro au-delis du stade VIII celiules s'ils ne trouvent pas dans le milieu des fac-

teurs protéigues séerétés par les cellules de Foviducte.

crosccondes), afin de provoquer la fu-
sion des deux cellules et 'activation du
cytoplaste  (Figure 3). La chambre
d’électrofusion cst constituée de deux
fils de platine de 100 pm de diamétre es-
pacés de 240 um. Elle est remplie d'un
milicu non conducteur répondant 4 la
composition suivante : mannitol (Sigma:
M-1902; 0,28 M), CaCl, (0,01 mM) ct
MgSO;, (0,1 mM). Ces ions sont néces-
saires & I'activation de Povocyte. Tous
les autres sels ont été éliminés du milieu
d’électrofusion car leur présence en-
traine I'apparition d'un courant plus in-
tense qui se révele 1étal pour les cellules.

Développement des embryons reconsti-
tués (Figure 4)

Les cmbryons reconstitués sont déve-
loppés in vitro en présence de cellules
épithéliales flottantes provenant d’ovi-
ductes bovins (co-culture). La co-culture
est réalisée en gouttes de 50 pl de Mé-
nézo B2, rccouvertes d’huile minérale
(Sigma: M-3516). Les cmbryons sont
cultivés & 39°C dans une atmosphére de
5% de CO,, saturée en cau. La culture
est cxaminde aprés 3, et 7 jours cn vue
d’évalucr les pourcentages de clivage, de
stade VIII ¢t le taux de blastocystes.

Les cmbryons ainsi obtenus peuvent,
soit servir de donneurs pour un second
cycle de micromanipulation, ct cela
aprés 5 jours de culture, soit &tre trans-
férés dans des reccveuses synchrones
aprés 7 jours de développement.

Résultats

Dans un premicr temps, pour des
raisons de flacilité et d’économie,
nous avons débuté nos recherches
cn utilisant des ovocytes ct des em-
bryons donncurs produits in vitro
(Tableau 2). Malgré des résultats as-
scz décevants cette premicre partic
du travail a permis de mettre au

TABLEAU 2
Résultats du clonage réalisé sans maturation
profongée des ovoeytes, i partir d'embryons
produits in vitro, et transfert des hlastoméres
immédiatement apres énucléation.
Le controle de celle-ci o Gté réalisé par

fixation d'un échantiflon, et a montré que

28.8 7 des ovaeytes n'étaient pas énucléds.

‘i Nb
Clivage 94 22/235
Stade VI 34 8/235
Blastocyste 1.7 4/235
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TABLEAU 3
Pourcentages de développement en fonction des différents types d’embryons donneurs.

Embryons donneurs in vivo frais in vivo congelés in vivo frais
% Nb % Nb % Nb
Taux de:
Enucléation 71,0 406/572 64,0 98/153 72,1 101/140
Clivage 62,4 242/388 58,6 51587 82,5 71/86
Stade VIII 20,1 81/388 12,6 1n/87 314 27/86
Blastocyste 12,9 507388 L1 1/87 13,9 12/86

point les différents milicux de ma-
turation ct de culture, de tester les
paramétres de I’électrofusion ct cn-
fin de contréler I'énucléation. Sus-
pectant une viabilité moindre des
embryons produits in vitro, nous
avons continué nos recherches en
utilisant des embryons donneurs
produits in vivo. Cette modification
associée aux perfectionnements ap-
portés a la méthode nous a permis
d’augmenter de maniére sensible les
taux de fusion et de clivage qui at-
teignent respectivement 86,9 % ct
62,4 %; lcs pourcentages de stade
VI ct de blastocyste restant res-
pectivement de 20,1 et 12,9 %. Forts
de ces résultats, nous avons testé, i
nouveau, [utilisation d’embryons
donneurs produits in vitro et les ré-
sultats obtenus rejoignent ceux en-
registrés avec les cmbryons don-
neurs produits in vivo (Tableau 3).

Les blastocystes obtenus  sont
viables puisquc sur 12 transferts
portant sur 19 cmbryons obtcnus &
partir de donneurs frais, nous enre-
gistrons 6 gestations dont 2 sont
dgées de plus de 8 mois. Un em-
bryon a également été obtenu a par-
tir d’'un donneur congelé. Celui- ci,
aprés transfert, a donné licu i unc
gestation qui s’est malheurcusement
soldée par un avortement.

Dans nos conditions cxpérimen-
tales, [lutilisation dc donncurs
congelés produits tant in vivo que in
vitro, s’est toujours révélée fort dé-
cevante (Tablcau 3).

Discussion

Les progrés accomplis en maticre
d’énucléation des ovocytes, dc syn-
chronisation dcs cycles cellulaires et
de culture in vitro d’embryons nous
ont permis de réaliser le clonage
avee succes.
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Les problémes rencontrés dans la
réalisation ct le contrdle de I'énu-
cléation ont été cn grande partic ré-
solus grice a I'emploi du bisbenzy-
mide (Hoechst 33342). Ce colorant
sc fixe spécifiquement et de maniére
réversible aux bases adénine et thy-
mine de ADN. Westhusin et al
(1992) ont montré que !'incubation
avee ce colorant n’affecte pas la via-
bilité des embryons pour autant que
I’exposition & la lumiere ultravio-
lette soit contrélée en intensité et en
durée. L’introduction de cette véri-
fication dans le protocole cxpéri-
mental permet un controle strict de
I'énucléation, et minimisc les
risques de polyploidie.

Une grande proportion des échecs
du clonage par transfcrt de noyau
s'explique par le manque de syn-
chronisation des cycles ccllulaires
de 'ovocyte receveur et du blasto-
mere donncur. Nous pouvons diffi-
cilement controler le cycle cellulaire
des blastoméres donnecurs car, 2
partir du stade 16 cellules les divi-
sions cessent d’étre synchrones.
L'aptitude des ovocytes receveurs &
intégrer un noyau, quel que soit le
stade de son cycle cellulaire, aug-
mente en fonction de la durée de
maturation. Heyman et al (1992) ont
montré que les taux de clivage et de
blastocyste sont plus élevés si I'on
augmente la durée de maturation
des ovocytes, soit 36 @ 41 heures au
licu de 26 & 34 heures. Cette amélio-
ration des résultats peut s’expliquer
ou par unc augmentation de la
compétence des ovocytes, ou par
unc meilleure synchronisation des
cycies cellulaires. En cflct, une
étude parallele réalisée en collabo-
ration avec Ie Professcur Koulischer
montre que 24,2 % (22/91} des ovo-
cytes sont encore en métaphase I au
terme de la période normale de ma-
turation in vitro de 25 heures (Kou-

lischer et al, 1993). D’autre part, la
réduction du MPF minimise P'im-
portance de la synchronisation des
cycles cellulaires du cytoplaste rece-
veur et du blastomére donneur (Pra-
ther et al, '1992; Campbell et al,
1993). En effet, aprés la maturation,
I'ovocyte est arrété en phase M de
son cycle cellulaire par une forte
concentration en MPF (Gerhart et
al, 1984) qui est responsable de I'en-
trée de la cellule en division (Masui
et Markert, 1971). 11 s’ensuit que le
transfert d’un blastomere dans un
cytoplaste riche en MPF va &tre
suivi du dédoublement de son gé-
nome. Seuls les blastoméres au
stade Gl, c'est-d-dirc n’ayant pas
encorc commencé a sc diviser, sont
donc transférables et donneront licu
3 un développement embryonnaire
normal. La prolongation du séjour
des ovocytes dans leur milieu de ma-
turation avec comme corollaire la
réduction de la concentration ovo-
cytairc en MPF, nous a permis dc
contourner le probleme de la syn-
chronisation des cycles ccllulaires ct
d’utiliser les blastoméres quel que
soit Ic stade de leur cycle de divi-
sion.

Le développement dcs embryons re-
constitués doit &tre conduit jusqu'au

stade blastocyste, afin de permettre *

leur transfert chez des receveuses
synchrones. Théoriquement, trois
possibilités de développement sont
accessibles: fe transfert temporaire
dans des hotes intermédiaires, la co-
culture avee des cellules épithéliales
d’oviducte, ou ic milieu conditionné
par ces mémes ccllules. La tech-
nique du transfert dans un hote in-
termédiaire a été abandonnée car
cette méthode, bien qu’oflrant les
taux de développement les plus
élevés, cst lourde du point dc vue
technique ct occasionne la perte
d'un  grand nombre d’embryons
suite it la perforation de la zone pel-
lucide. En cflet, les contractions tu-
baires provoquent Pexpulsion de

Pamas cellulaire par le pertuis laissé |

lors des micromanipulations. Dans
nos conditions expérimentales, I'uti-
lisation des milicux conditionnés n’a
pas €té rctenue car cette méthode
nous a fourni des embryons consti-
tués d'un nombre réduit de blasto-
meres (Ectors ct al, 1993). Nous
avons préféré Ja troisieme possibi-




lité, a savoir le développement des
embryons en co-culture en présence
de cellules épithéliales flottantes. Le
contact entre ces derniéres ct 'em-
bryon mime assez fidélement les
conditions présentes dans I'ovi-
ducte, tout en évitant les détériora-
tions de IPembryon suitc aux
contractions tubaires. L'eflicacité de
ce type de co-cuiture a été démon-
trée aussi bien pour la production
d’embryons in vitro, lc développe-
ment d’embryons micromanipulés et
de morulas donneuses de blasto-
mgeres (Tableau 3).

La possibilité d’utiliser les embryons
produits in vitro comme donneurs de
blastomeres cst un acquis important
car elle augmente de fagon considé-
rable I'efficacité du clonage en per-
mettant la production d’un grand
nombre d’embryons donneurs, une
meilleure programmation du travail

constitués comme donneurs pour un
second cycle.

En conclusion, les données présen-
tées dans cet article montre I'état
d’avancement de la recherchc cn
Belgique sur le clonage par transfert
de blastomeére. Ces constatations
démontrent que la production d’em-

bryons bovins par clonage n'est pas’

encore parfaitement définie, pour
que la méthode acquiére son déve-
loppement optimal, certaines limi-
tations devront étrc surmontéces, no-
tamment en ce qui concerne la ma-
turation des ovocytes et la
synchronisation des cycles cellu-
laires. En attendant, la méthode de-
vicnt accessible aux généticicns dans
la gestion des schémas de sélection,
et il faudra en tenir compte pour
Porientation future des programmes
de multiplication des individus, des
races ou des especes d'intéréts zoo-

SUMMARY

In 1987, Prather et al. have perfor-
med the first embryo cloning by nu-
clear transfer in the bovine species.
Since, many researchers tried to
develop and to dpply the tech-
nigue. While the enucleation of the
recipient oocyte, the injection of the
donor blastomere and the fusion
procedure are now well controlled;
the maturation and the activation as
the development and freezing of
the cloned embryos need to be
more investigated. An increase in
embryonic mortality is also obser-
ved after transfer in a recipient cow.
Nevertheless, 10% of the cloned
embryos develop in vitro to the
blastocyst stage and give pregnan-
cies after transfer.

et surtout d’utiliser les embryons re-

techniques ou écologiques.
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ABSTRACT

A completely in vitro procedure for cloning and recloning bovine embryos has been
developed. Embryos obtained by IVM/IVF/IVC developed to the morula stage were used as
blastomere donor in cunjunction with IVM recipient oocytes. Reconstructed embryos were
developed in vitro in co-culture using bovine oviductal epithelial cells. Resulting morulae were
used as donor for recloning in similar experimental conditions. No significant difference was
observed between cloning and recloning in terms of development (rates of blastocyst: 12.9%
versus '14.9%) nor in the number of nuclei per blastocyst (63.8 versus 49.1) and finally in
pregnancy rates (35.7% versus 33.3%). The high variability observed between replicates and
the correlation between results in first and second cycle nuclear transfer may suggest an inherant
potential of individual donor embryos to support development by cloning.

Key words: nuclear transfer, bovine, embryo, in vitro culture, in vitro fertilization.
INTRODUCTION

Development of reproducible cloning methods in mammals is of considerable scientific
and economic interest. Due to the relatively small number of offspring obtained after a single
cycle of nuclear transfer (NT), some authors have suggested the use of viable reconstructed
embryos as donors for second or additional cycles of NT. Recloning of mammalian embryos
has been reported by Willadsen et al (9), Westhusin et al (8) and Stice and Keefer (7). The
latter authors have described the obtention of live calves after three generations of NT.
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Reports on the potential of preimplantation development of nuclear transplanted bovine
embryos have varied considerably within and between laboratories. Two main factors might
account for this variability: donor and recipient cell cycle compatibility (1) and/or partial ability
of the recipient cytoplasm to dedifferentiate the donor nucleus, In addition, Stice and Keefer (7)
have postulated that some donor embryos may have an intrinsic potential to support proper
development after multiple NT.

We described a NT procedure in conjunction with an in vitro embryo culture. Donor
embryos were produced by IVM, IVF and in vitro culture. Development of reconstituted
embryos was performed in vitro in coculture with bovine oviductal epithelial cells. Some of
these reconstituted embryos were used as donors for recloning. After such procedures, a
limited number of embryos were evaluated in vitro by nuclear counting. Relatively large
numbers of first and second cycle NT blastocysts were transferred into synchronous recipient
heifers in order to evaluate their ability to induce ongoing pregnancies.

MATERIALS AND METHODS

Two experiments were conducted: in experiment one, first cycle NT embryos were
produced, while in the second experiment the first cycle reconstructed morulae were used as
donor embryos for recloning.

Micromanipulations

In vitro maturation of oocytes and in vitro fertilization of donor embryos have been
previously described (2). Micromanipulations were carried out on an inverted Nikon Diaphot
microscope at 100x magnification equipped with Leitz mechanical micromanipulators. All the
micromanipulation procedures were performed at 25-30°C, in 250 uL doplets under oil (light
mineral oil, Sigma: M-3516).

Oocyte enucleation. After 24 h of IVM, expanded ovocyte-cumulus complexes were
placed in calcium and magnesium free PBS medium supplemented with hyaluronidase (300
iw/ml; Sigma: H-3506) and vigorously shaken for 5 min (vortex) to remove the cumulus cells.
Denuded oocytes with an homogeneous cytoplasm and a first polar body were selected as
recipient cytoplasms.

These oocytes were placed in PBS added with 10% fetal calf serum (FCS: Sebak: ref.:
30.01.21) containing cytochalasin B (7.5 ug/ml; Sigma: C-6762) 10 min before starting the
micromanipulations. For enucleation of oocytes, a small amount (=1/3) of cytoplasm adjacent
to the first polar body and the first polar body itself was removed by aspiration. Immediately
after enucleation, the micromanipulated oocytes were incubated at room temperature in PBS
containing 10% FCS and Heechst 33342 (5 pg/ml; bisbenzimide trihydrochloride, Sigma: B-
2261) for 10 min. After staining, the micromanipulated oocytes were rinced in fresh PBS
added with 10% FCS and then examined individually at 100X magnification with a Nikon TMD
Diaphot inverted microscope equipped with an epifiuorescence detector. A 100 W mercury
lamp (Osram, Germany) and an ultraviolet filter block (365 nm excitation and 400 nm emission,
UV-1A, Nikon) were used to irradiate the oocytes. Exposition of oocytes to UV light lasted no
more than 5 sec. Only oocytes with no observable chromatin were considered as correctly




enucleated, and were then used as recipient cytoplasm for an isolated blastomere. Enucleated
oocytes were then returned to maturation medium at 39°C until 44 to 46 h post-onset of IVM.

Donor embryos. In experiments 1 and 2, donor embryos were used on Day 5 after IVF
(Day 0 = IVF); in experiment 2, morulae were used on Day 6 after first cycle NT for recloning
(Day 0= Day of enucleation). After selection, they were incubated in calcium and magnesium
free PBS + 10% FCS containing cytochalasin B (7.5 pg/ml) for 10 min. Each donor was
placed individually in a 25 ul droplet under oil. The embryonic cell mass was mechanically
removed from its zona pellucida with a glass needle mounted on a micromanipulator. The
blastomeres were disaggregated by gentle pipetting throughout a calibrated holding pipette
(inner diameter: =30 um).

Injection and fusion. Immediately after the disaggregation of the donor morula, an
appropriate number of recipient cytoplasms were added to the droplet containing the isolated
blastomeres. Single blastomeres isolated from about 32-cell embryos were inserted into the
perivitelline space of enucleated oocytes. Injection was performed via the hole remaining in the
zona pellucida from the day before. Recipient oocyte-blastomere pairs were transferred to the
electrofusion medium: 0.275 M mannitol (Sigma, ref.: M-1902) added with 0.1 mM
MgS04.7H20 (Sigma, ref.: M-7774) and 0.05 mM CaCl, (Sigma, ref.: C-7902). The pairs
were gently placed in a home-made fusion chamber with two platinium parallel electrodes
240 um apart. A direct current pulse of 2.7 kVolts/cm was applied for 50 microsec. An
electric fusion processor was used as pulse generator (Jouan, CHT 1287). Stimulated pairs
were immediatly incubated in co-culture after the electrofusion procedure.

Embryo Development

The bovine oviducts were recovered at a local slaughterhouse from normally cycling
heifers presenting a corpus luteum. They were carried to the laboratory in saline at 0°C within
1 h. After dissection, the fallopian tubes were sterilised by immersion in ethanol for a few
seconds and then washed three times in saline. The scratching of the oviductal mucosae was
performed using a glass microscope slide. After washing the cells five times in PBS + 10%
FCS, they were cultured for 24 h in TCM 199 supplemented with 20% FCS and
antibiotics/antimicotic preparation (penicillin: 100 iu/ml, streptomycin: 100 upg/ml and
amphotericin B: 1 pg/ml - Gibco: 600-5245AE). Before use for embryo cuiture, they were
washed twice in PBS + 10% FCS to remove the dead cells. After washing, the tissue pellet
was resuspended in Menezo B2 medium (tissue/medium ratio of 1/50) supplemented with 20%
heat treated pro-estrus cow serum (Day 20), pyruvate (30 pg/ml), antibiotics (penicillin: 100
iv/ml, streptomycin: 100 ug/mi). The zygotes or reconstructed embryos were cultured in 50 ul
droplets of tissue suspension under oil.

Blastocyst quality obtained from first and second cycle NT was assessed in vitro by
nuclear counting or in vivo by their ability to induce gestation in synchronized heifers.

Blastocyst fixing and staining. On Day 7, part of the blastocysts was fixed in
ethanol/2.3% NaCitrate (1/3: v/v) to determine cell number based on the nuclear counts after

 staining with Heechst 33342 (10 pg/ml).




Embryo transfer. Red Holstein heifers were synchronised by injecting (i.m.) 750 ug
(3 ml) of cloprostenol (Estrumate, Pitman-Moore) about 60 h before the onset of desired
estrus. Blastocysts obtained in co-culture after NT were transferred non-surgically to recipient
heifers 7 d after estrus. Two embryos of comparable quality from the same blastomere donor
were transferred together into the recipient's uterine horn ipsilateral to the corpus luteum.
Pregnancies were diagnosed on Day 35 by pregnancy associated glycoprotein (PAG)
determination (Zoli et al, 1992). All pregnant recipients were examined after 90 d of gestation
by rectal palpation in order to control the ongoing pregnancy.

Statistical Analysis
Data were analysed by chi-square (Tables 1 and 2) and of Student t-test (Tables 3 and 4).
Correlations between development after first and second cycle NT were also assessed.
RESULTS
Experiment 1: First Cycle NT

On average, 19.1 (248/13) reconstructed NT embryos were obtained per donor. The
development potential of first cycle nuclear transferred embryos was compared to that of
embryos produced by IVF (Table 1). Although similar cleavage rates were obtained in both
groups, first cycle reconstructed embryos had significantly lower development rates to VIII-cell
and later development stages (p<0.01). Moreover, substantially higher standard errors and
wider ranges were obtained in the reconstructed embryos, indicating a large variability in this
group, compared to IVF embryos.

Table 1. Percentage of embryos developed after IVF and first cycle NT.

Mean % +SEM  Range Number Replicates

IVF:

Cleaved (Day 3) 76.0 + 4 60 to 86 (511/672) 6

VIII-cell stage (Day 3) 49.1+4 341059 (330/672) 6

Morula (Day 5) 21414 20t0 43 (144/672) 6
Istcycle NT: .

Cleaved (Day 3) 68.7 + 15 351083 (170/248) 13

VII-cell stage (Day 3) 218+ 16 0to 4l (54/248) 13

Blastocysts (Day 7) 129+ 10 01027 (32/248) 13




Experiment 2: Second Cycle NT

The mean number of reconstructed embryos obtained per donor was similar in first
(228/11) and second (303/15) cycle NT (20.7 versus 20.2; NS: p>0,05). As shown in
experiment 1, cleavage rate in IVF was similar to that in first and second cycle NT; whereas the
development to VIII-cell and later stages was significantly lower in both reconstructed groups
(Table 2).

No significant difference was observed at any stage between first and second cycle
nuclear transferred embryos. Standard errors and ranges observed in the reconstructed embryos
were also higher than in the IVF group. No difference in these parameters was observed
between first and second cycle NT groups, indicating that increased variability observed after
cloning was not influenced by a recloning procedure.

In order to evaluate a possible donor effect, first cycle NT embryos obtained in
experiment 2 were classified according to the development rate (Table 3). In table 3, when the
first cycle NT embryos obtained in experiment 2 were classified according to the development
rate, there was evidence of a possible donor effect but the correlation between first and second
cycles was weak.

Table 2. Percentage of embryos developed after IVF, first and second cycle NT.

Mean % +SEM  Range Number Replicates

IVF:

Cleaved (Day 3) 765+ 10 60 - 86 (485/634) 5

VIIcell (Day 3) 484 + 11 34-59 (307/634) 5

Morula (Day 5) 23.8+6 20-35 (151/634) 5
I1stcycle NT:

Cleaved (Day 3) 86.8+17 411092 (198/228) 11

VIIIcell (Day 3) 228110 81036 (52/228) 11

Morula (Day 6) 14512 0to 30 (33/228) 11
20d cycle NT: :

Cleaved (Day 3) 7827 66 to 89 (237/303) 8

VIlI-cell (Day 3) 2879 18t0 43 (87/303) 8

Blastocysts (Day 7) 149 + 12 0to 41 (45/303) 8

Two tests were performed to evaluate the quality of first and second cycle nuclear
transferred blastocysts obtained in the experiments 1 and 2 described above. Some embryos




were fixed and stained in order to determine their nuclear number (Table 4), while others were
non surgically transferred to recipient heifers (Table 5).

A reduced number of nuclei was observed in blastocysts from nuclear transferred
embryos when compared to IVF (p<0.0005). Moreover, the number of nuclei observed in
recloned blastocysts was also reduced when compared to first cycle NT, but the results were not
significantly different (p>0.05). The absence of a quality difference between cloned and
recloned blastocysts was confirmed by the very similar rates of pregnancies obtained in the two
groups (Table 5).

Table 3. Developmental potential of cloned embryos.

Donors First cycle Second cycle
No. & % of Morulae (Day 6) No. & % of blastocysts (Day 7)
No. % No. %
1 9/30 30.0 9/56 16.1
2 6/22 27.3 15/37 40.1
3 5126 19.2 2/33 6.1
4 4122 18.2 1710 10.0
5 3/21 14.3 6/37 16.2
6 217 11.8 6/40 15.0
7 3/30 10.0 6/43 14.0
8 1/11 9.1 0/47 0.0
9 0/12 0.0 / /
10 0/15 0.0 / /
11 0/22 0.0 / /
Totals 331228 14.5 45/303 14.9

Parent donor embryos have been classified in function of their developmental rate after
first cycle NT . _
Correlation between 1st and 2nd cycles NT: 12 = 0.58; NS: p=0.13.

A total of 11 calves were obtained in the first and the second experiments. All of them
were morphologically normal and presented normal karyotypes. In the second cycle NT group,
we noted the obtention of clones of male twins and female triplets.




Table 4. Number of nuclei in IVF, 1st and 2nd cycle nuclear transferred Day 7 blastocysts.

Mean No. of nuclei Range No. of fixed

(= SEM) blastocysts
IVF 105.2 £ 3.21 69-148 48
Exp. 1 (I1stcycle NT) 63.8 £ 4.9 35-135 25
Exp. 2 (2nd cycle NT) 49.1 £5.0 30-83 11

Table 5. Percentage of pregnancies following transfer of 2 blastocysts from Ist and 2nd

cycle NT (a).
Day 35 Day 90 Term NewbornD
Exp. 1 (Istcycle NT)
[ % 50.0 50.0 35.7 21.4
No. 7114 7114 5/14 6/28
Exp. 2 (2nd cycle NT)
% 50.0 33.3 333 20.8
No. 6/12 4/12 4/12 5124

a: All recipients heifers received two embryos from the same clone.
b: No. calves / No. of transferred embryos.

DISCUSSION

Our results demonstrate that viable multiple generation NT embryos can be obtained
P through a completely in vitro procedure for cloning and recloning in bovine. Previous reports
on multiple generation NT have shown that second or more generations of NT embryos can be
produced when using in vivo donor embryos and by culturing the NT embryos in oviducts of
intermediate hosts, either sheep or rabbit (8;7). Developmental rates to the blastocyst stage
similar to those reported using in vivo procedures have been obtained in vitro (3), suggesting
that temporary passages in the reproductive tract of NT embryos is not necessary. In vitro
derived donor embryos have previously been shown to support the development of single
generation NT embryos with a potential to produce live offspring (5;10;3). Although some
authors have reported reduced development from in vitro donor embryos (10), others have
shown similar development rates of NT embryos derived from in vitro and in vivo donor
embryos (2;3).




Significantly lower developmental rates and nuclei numbers count in blastocyst were
observed in both first and second cycle NT derived embryos when compared to IVF. This loss
in potential may, however, not be always present since others have shown similar rates of
development between first cycle NT and IVF embryos (3). In agreement with findings by
Westhusin et al (6) and Stice et al (5), our experiments show no change in development
potential between first and second generation clones. All three viability parameters studied, i.e.
blastocyst development rates, nuclei number in Day 7 blastocysts and pregnancy rates, showed
a remarkable similarity between both NT groups, indicating that viability is not affected by a
second round of NT. These findings contrast to those reported by Stice and Keefer (5) and
Westhusin et al (7) who showed decreased development in second cycle NT embryos. It is
somewhat surprising that an embryo, or its genome, can remain viable after being cultured
entirely in vitro for up to 18 days (2nd cycle NT). In addition to the prolonged in vitro culture
period, second cycle NT embryos undergo two cycles of micromanipulation which comprise
exposure to conditions such as low temperature, UV irradiation, microsurgery, cytoskeletal
inhibitors and electric pulses. Cytoplasm and plasma membrane, however, are renewed at each
cycle of NT, bringing, apart from these non-genetic components, a "fresh” (viable) post-
transcriptional machinery to enable several cleavage divisions at limited or no expense of the
transplanted nucleus. On the contrary, repeated exposure of the chromatin to reprogramming
factors in the cytoplasm of oocytes may, after all, enhance developmental potential as indicated
in amphibian (6). In support of this notion, Stice and Keefer (5) reported a rebound in
development rates after third and fourth cycle of cattle NT (5). The latter, however, appear to
produce lower pregnancy rates and live offspring.

Like Westhusin et al (6) and Stice and Keefer (5), a large variability in the percentages of
blastocyst was observed between first and second cycle. In our study, the between replicate
variability (expressed in coefficient of variation: CV) for in vitro blastocyst development was
low in the IVF programme (19% and 25%). In contrast, after cloning it increased greatly but it
it was not amplified in second cycle compared with the first one (80.5% versus 77.5%). As
noticed by others (7), the origin of such inter-replicate variability remains unclear. A nuclear
donor effect is most likely to cause inter-replicate variation due to the small number of donor
embryos used at any micromanipulation session. As suggested by Stice and Keefer (5), nuclei
from different embryos may have variable intrinsic potential to support development after NT.
Such intrinsic potential of donor embryos should be transmitted through generations of multiple
NT, leading to a clonal family effect. In our study, a positive correlation (12=0.58) but not
significant (p=0.13) was observed between the development of first and second cycles of NT
embryos. However, since clonal families that produced no embryos in first NT cycles provide
no information for second generation, it is possible that this correlation value is biased. If we
assume that the donor embryos which are unable to support development at a first cycle are also
unable to do so in second cycle NT, the resulting correlation value is higher (2=0.74) and
significant (p<0.01). Moreover, clustering of our clonal families into high (21 to 30%; donors
1 and 2), average (11 to 20%; donors 3 to 7) and low (0 to 10%; donors 8 to 11) groups at first
cycle NT indicates that, with a few exceptions, the development of most second cycle NT
embryos remained in the same group or fall in the group just below (Table 3). Further
investigations are required to determine whether a clonal family effect is present in NT, and
whether these donor embryos could be identified prior to the cloning procedure. Screening of
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good donor embryos would allow the production of larger numbers of genetically identical
embryos and lead to a substantial improvement to the efficiency of the procedure for embryo
cloning in cattle.
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ABSTRACT

Described in the present paper is a cytogenetic study of bovine oocytes matured in vitro.
The cumulus-oocyte complexes (COC), punctured from ovaries recovered in a local
slaughterhouse, were classified into 3 groups according to follicular diameter: 1 to 4mm, 5 to
8mm and 9 to 13 mm. Metaphases available for observation were classified as metaphase I,
haploid and diploid metaphase I. High levels of haploid metaphases H (90.6, 86.9 and 94.4
%) among the 3 groups of follicular sizes indicated successful meiotic resumption during in
vitro maturation and suggested that cytoplasmic maturation may be responsible for low
developmental rate after IVM, IVF and in vitro development (IVD).

Key words: in vitro maturation, meijotic chromosomes, bovine oocytes, in vitro fertilization
INTRODUCTION

It is well established that 0.7% of all living human newborns are carriers of a
chromosomal rearrangement (17). Chromosome anomalies are also a major cause of
embryonic, fetal and neonatal death (12). In other mammalian species, chromosomal disorders
seem relatively rare, but little information is available concerning the role of chromosomal
disorders in embryonic wastage. During the last decade, in vitro methods became available for
both human and animal reproduction. In vitro fertilization now offers the opportunity to study
the karyotype of gametes or early embryos. However, for various reasons, systematic
karyotype analysis of human oocytes has not been undertaken. Human female meiotic
chromosome studies for instance, concern mainly oocytes matured in vivo, which remain
unfertilized in IVF programs for instance. Anomaly rates for 1897 metaphase II, based on
analyses of 15 reports, ranged from 3 to 57.1%, for a mean of 22.9%, according to Pellestor
(10). In a recent study, the anomaly rate was still higher, reaching 58.7% (1). In vitro-
maturated human oocytes show nuclear degeneration and gross chromosome anomalies;
however, accurate counting has proven to be difficult (13).
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In the bovine species, IVF is generally preceded by the IVM of oocytes aspirated from
antral follicles (1 to 15 mm). The organization of the procedure into different successive, well-
delimited steps allows for the study of oocytes or zygotes after each step (maturation,
fertilization, and the like).

Time sequence of meiotic division and accurate chromosome counting in bovine cocytes
matured in vitro was first described by Jagiello et al. (6) and Siiss et al. (14). Yadav et al. (19)
studied the chromosome complement of bovine oocytes after IVM. However, these earlier
studies did not classify the oocytes according to the follicular size. Indeed, recent studies in the
cow (2, 9), ewe (8), and goat (3) have shown that follicular diameter is correlated with cocyte
ability to mature, to be fertilized and to develop into an embryo.

The aim of the present study was to correlate karyotypic observations of in vitro maturated
oocytes and follicular diameter observed at the moment of the aspiration.

MATERIALS AND METHODS
Collection of Cumulus-Oocyte Complexes

Ovaries of adult cows were collected from a local abattoir. Thirty minutes after slaughter,
they were placed in a saline solution at 30°C and brought to the laboratory within 1 h.
Cumulus-oocyte complexes (COC) were collected from follicles of different sizes. The first
follicles were dissected and measured with a calliper; later follicule sizes were visually
estimated. Follicles were classified according to their diameter into 3 groups: from 1 to 4 mm, 5
to 8 mm and 9 to 13 mm. The 3 groups were treated separately. Follicular contents were
collected in 50-ml conical tube. After 15 min of sedimentation, the COCs were isolated from the
follicular fluid by washing in TCM 199 solution (Sigma, St. Louis, MO, USA) added with
25mM hepes (Life Technologies, Paisley, Scotland), and 3 mg/ml bovine serum albumin (BSA,
Sigma) to remove meiotic inhibition. This last step was considered to be the start of IVM.

In Vitro Maturation

Cumulus-oocyte complexes with an intact unexpanded cumulus and evenly granulated
cytoplasm were washed 3 times in TCM 199 hepes BSA. For each group, a maximum of 40
COCs were incubated for 24 to 25 h at 39°C in humidified air atmosphere with 5% CO2 / ml of
maturation medium was composed of TCM 199 supplemented with 20% heat treated proestrous
cow serum (D20), 0.25mM pyruvate, 5.0 ug/ml LH (LH: 1.0xNIH-LH-S1), 0.5 pg/ml FSH
(FSH: 75xNIH-FSH-S1), and antibiotics (penicillin: 100 LU./ml of medium and streptomycin:
100pg/ml of medium).

Chromosome Preparation

A modified method of Tarkowski (16) was used for chromosome preparation. QOocytes
were transferred into a hypotonic KC1 solution (850 mg/100ml) at 30°C for 5 to 10 min, then
placed on a standard slide. Ice-cold fixative (methanol; acetic acid, 2:1) was added carefully,
and oocytes were placed under a stereo microscope, the slide was then allowed to dry.




Microscope Observation

Cells were stained with acetic orcein and were examined with a Zeiss microscope and a
x100 oil immersion objective lens (eye pieces: x10). All meiotic divisions were observed. The
meiotic stage, metaphase I or I and ploidy were recorded. Microphotographs were made of the

unclear figures to determine, after enlargement of photographic prints, the meiotic stage or
ploidy, or in well-spread metaphases, to accurately count bivalents or chromosomes (Figure 1).

Statistical Analysis
Differences between groups were analyzed for significance by the Chi-square test.
RESULTS
A total of 903 follicles was punctured from the ovaries, and the COCs were divided into 3

groups according to follicular diameter. After IVM, the follicles were fixed, and 587 (65%)
were recovered while only 376 (42%) were available for observation (Table 1).

Table 1. Number of oocyte metaphases available after IVM and fixation

Follicle No. of oocytes No. of fixed No. of metaphases
diameter (mm) cultured metaphases suitable for observation
1to4 467 291 170

Sto8 186 118 99

91013 250 168 107

Total 903 577 376

Among the metaphases available for observation, no significant difference (P>0.05) was
observed in terms of haploid and diploid metaphases IT among the 3 groups of follicles (Table
2).

Table 2. Chromosome state after 24 hours of IVM of bovine oocytes recovered on the basis of

follicular diameter
Follicle Haploid Diploid
diameter (mm) MetaphaseI ~ metaphaseI  metaphase IT Total
% (n) % (n) % (n)
104 7.0(12) = 90.6 (154) 2.4 (4) 170
5t08 8.0(8) 86.9 (86) 50(5) 99
91013 3.7 94.4 (101) 1.9 (2) 107

Total 24 341 11 376




Figure 1. All oocytes were fixed after 24 to 25 hours of culture and were stained with acetic
orcein. a) normal metaphase I, b) haploid normal metaphase II, ¢) metaphase I
showing a few bivalents (arrows) and many unpaired elements, d) diploid
metaphase I (Magnification: x100).




DISCUSSION

Normal living calves have been obtained by means of in vitro techniques for maturation
and fertilization of bovine oocytes, collected from antral follicles after the slaughter of the animal
(4). However, in our practice, a blastocyst production rate of about 30% can be expected after
IVM, IVF and IVD combined with various developmental regimens such as conditioned
medium, bovine oviductal epithelial cells, and temporary transfer into intermediate hosts. This
rather low rate suggests a major limitation of oocyte competence, defined as the ability to
perform nuclear and cytoplasmic maturation successfully.

Chromosome Anomalies

In the present study, a 2.9% (11/376) rate of abnormal metaphase II was observed. As in
humans, these abnormal metaphase II are potentially related to problems with fertilization or
embryonic death (11). In a study of the frequency of chiasmata and disjunctional behavior in
Cow oocytes maturated in vitro, Jagiello et al. (6) were able to count 102 metaphase IT oocytes:
99 of which exhibited 30 chromosomes and 3 which were diploid. In the above study (6), the
rate of abnormal metaphase Il (3%) was similar to ours (2.9%). The rate of metaphases I after
IVM was 6.4% (24/376). These results are similar to those of Xu et al. (18). The presence of a
normal metaphase I after 24 h of IVM has been described by Hiyttel et al. (5). Twenty-two of
the recorded instances of metaphase I were normal, while 2 others showed similar anomalies in
2 oocytes from 2 different ovaries, namely the presence of a few bivalents and several
univalents, suggesting early desynapsis (Figure 1c).

Follicle Diameter

No significant difference was observed concerning metaphase 1 and Il among the 3
groups of follicles. We suggest therefore that, in our study, nuclear maturation during IVM was
not influenced by follicular diameter. Tan and Lu (15) and Lonergan et al. (7) reported that
follicular size influenced the developmental ability of the oocyte. - We have also observed, in
preliminary experiments, better in vitro development with oocytes collected from larger follicles
(> 4 mm). Since the karyotype anomalies were not different in the 3 groups, the better
development of larger follicles could be related to cytoplasmic factors.

In conclusion, the rate of abnormal metaphases after IVM was relatively low. Moreover,
our data showed that follicular diameter does not influence significantly the rate of abnormal
metaphases. This suggests that the relatively small percentage of blastocysts obtained after
IVM/IVF/IVD is not related to the nuclear maturation. Further studies are needed to evaluate the
possible implication of cytoplasmic maturation on the development rate.
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