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Le procédé de préparation d’embryon d’équidé en vue de sa cryoconservation consiste: avant de soumettre ledit embryon a I’action
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PERFECTIONNEMENT AUX PROCEDES DE PREPARATION
D’EMBRYONS D’EQUIDES EN VUE DE LEUR. CRYOCONSERVATION

La présente invention concerne le domaine de la conservation des
embryons par le froid; elle concerne plus particuliérement un
perfectionnement aux procédés de préparation des embryons d'équidés
pour leur cryoconservation (congélation ou vitrification), notamment en
vue d'une transplantation ultérieure.

La congélation embryonnaire lors des transferts d’embryons
présente de nombreux avantages. Elle permet, entre autre, de supprimer
I'obligation de synchroniser les cycles oestraux entre la donneuse et la
receveuse ; elle facilite le transport des embryons sur de longues
distances et elle rend également possible la création de banques
d'embryons, en particulier pour des animaux d’exception ou en voie de
disparition.

Aprés les premiers succés dans les années 1970, la congélation
des embryons est maintenant devenue une technique de routine chez les
ruminants domestiques, notamment les bovins.

Des travaux paralleles réalisés dans le domaine équin ont permis
d'aboutir aux premieres naissances de poulains issus du transfert
d’embryons congelés dans le début des années 1980.

D’un point de vue biologique, la fécondation de 'embryon équin se
produit dans ['oviducte, & la jonction entre I'ampoule et listhme,
généralement 12 heures aprés I'ovulation. L'embryon se développe alors
dans l'oviducte ; il passe du stade zygote unicellulaire, d’une taille de 100
a 160 um, au stade «morula» a partir de 16 a 32 cellules (150 a 200 um).
Les divisions mitotiques se font d’abord simultanément dans les différents
blastomeres, puis de fagon de plus en plus asynchrones. La phase de
développement de I'embryon équin dans I'oviducte dure 5 jours environ.
Le stade «blastocyste» succéde au stade «morula» environ au moment
ou l'embryon passe dans l'utérus. C'est & ce stade qu'a lieu Ia
différenciation entre deux populations cellulaires : le trophoblaste et la
masse cellulaire interne (MCI) qui donnera le foetus.

PCT/FR98/01190
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A ce stade, 'embryon se compose d'une cavité liquidienne (le
blastocoele), entouré d'une couche cellulaire (le trophoblaste), auprés de
laquelle se situe la masse cellulaire interne (MCI). A la périphérie de
I'embryon, deux structures acellulaires peuvent s’observer: la zone
pellucide et la capsule.

La zone pellucide a une épaisseur de I'ordre de 15 a 30 pm; elle est
constituée d’'une couche intemne, dense, avec un petit nombre de fins
canaux, et d'une couche externe comportant de larges lacunes. Cette
zone pellucide est présente sur I'ovocyte et elle disparait vers le 7°™ oy le
8°™ jour."

La capsule est caractéristique des embryons d'équidés. Elle se forme
environ dans les 8 heures aprés I'entrée de 'embryon dans l'utérus, entre
le trophoblaste et la zone pellucide. Cette capsule est de nature
glycoproteique ; son épaisseur augmente réguliérement jusqu'a un pic
vers le 18°™ jour : elle décline ensuite jusqu'a disparition vers le 22°™
jour, a peu prés au moment ol I'embryon se fixe dans I'utérus.

La récolte des embryons en vue de leur congélation doit étre
réalisée avant qu'ils ne se fixent dans I'utérus. Le moment adeéquat est
evalué, aprés la saillie ou Iinsémination, par palpation transrectale et
selon les données d'un examen par échotomographie.

Cette récolté peut se faire trés tot aprés la fécondation, au niveau de
loviducte, mais cela nécessite alors une opération chirurgicale
traumatisante pour l'animal. L'autre solution consiste a attendre que
'embryon ait atteint 'utérus (au-dela du 6°™ jour apres la fécondation) et
a travailler par la voie vaginale, au moyen d'une sonde de récoite
adaptée, conformément a la technique de LAGNEAUX D. et al. (1988 «la
transplantation embryonnaire chez la jument, CEREOPA, 14°™ journée
163-181). Cette sonde permet I'introduction d’'un milieu de collecte dans
I'utérus (par exemple milieu Dubelcco’s phosphate buffered saline (PBS)
+ 2 g/l d'albumine sérique bovine, disponible chez I.M.V. (instrument de
Médecine Vétérinaire) B.P. 81, 61 L'AIGLE (France)), puis sa
récupération avec le ou les possibles embryons. Le milieu de récolte est

observé a la loupe binoculaire et, en cas de découverte d’embryon(s),
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celui-ci ou ceux-ci sont isolés dans une cupule contenant le méme milieu
(PBS + albumine).

L’embryon est ensuite «préparé» pour supporter I'opération ultérieure de
congeélation. Cette préparation consiste a le soumettre a I'action d’agents
cryoprotecteurs destinés notamment a éviter la formation de cristaux
intracellulaires lors de la descente en température. Les agents
cryoprotecteurs utilisés peuvent étre choisis parmi le glycérol, le diméthyl-
suifoxyde (DMSO), I'éthylene glycol, ou encore le 1,2 propanediol ; ils sont
utilisés a des concentrations de l'ordre de 1 a 2M, pendant des temps de
l'ordre de 10 mn a 30 mn (ces temps et concentrations sont adaptés selon
I'efficacité de protection désirée tout en prenant en compte Ia possible
toxicité des produits). De préférence, 'embryon est soumis a différents
bains de cryoprotecteurs en concentration croissante.

L'embryon est ensuite conditionné dans une paillette plastique avec
une petite quantitt du milieu correspondant au dernier bain d’agent
cryoprotecteur et cette paillette est déposée dans la cuve d'un
congélateur programmable a une température de f'ordre de -7°C. Aprés
un temps d’'equilibration de l'ordre de 5 a 10 mn, la cristallisation du
contenu est induite par contact avec une tige métallique préalablement
refroidie dans de l'azote liquide (-196°C). Aprés un nouveau temps
d'equilibration thermique, le p}ogrammateur du congélateur fait descendre
celui-ci jusqu'a une température de l'ordre de -30°C/-35°C, a raison de
-0,1 a 1°C par minute ; a cette température, la paillette est immergée dans
I'azote liquide, puis stockée dans une cuve.

La décongélation, avant transfert, est obtenue en plongeant Ia
paillette pendant 1 mn dans un bain-marie a 37°C ; on sort 'embryon et
I'opération de retrait de l'agent cryoprotecteur est réalisée par une
succession de dilutions dans des bains de concentration décroissante.
L'embryon est alors prét pour le transfert vers la jument receveuse. De
fagon classique, deux techniques peuvent étre utilisées : la premiere,
chirurgicale, consiste a implanter 'embryon dans l'oviducte ; la seconde,

non chirurgicale et correspondant mieux aux objectifs de transferts
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commerciaux, consiste a déposer I'embryon dans I'utérus en passant le
col a l'aide d’'une sonde.

La technique qui vient d'étre décrite est dérivée de celles utilisées
depuis de nombreuses années chez les bovins, et qui permettent, chez
ceux-ci, I'obtention de taux de gestation a partir d’embryons congelés,
superieurs a 50 %.

Cependant, dans le domaine équin, les taux de gestation obtenus

sont trés faibles, seulement de 'ordre de 20 a 30 %.
Sans que l'on ait pu I'expliquer jusqu'a maintenant, I'utilisation de cette
technicjue' de congélation chez les éduidés entraine bien souvent des
nécroses importantes dans la Masse Cellulaire Interne et le trophoblaste
de l'embryon, qui apparaissent a lorigine d'un nombre élevé
d’avortements précoces.

L'objectif de la présente invention est de proposer une technique
perfectionnée de préparation des embryons en vue de leur
cryoconservation, qui permet de diminuer les taux de nécrose liés a ces
opérations et qui permet en conséquence de favoriser la gestation
ultérieure, lors du transfert de 'embryon.

Le procédé conforme a la présente invention est basé sur la
présence de la capsule qui entoure 'embryon pendant la majeure partie
du temps ol ce dernier se trouve dans l'utérus de la donneuse, et sur
I'hypothése que la présence de cette capsule nuit aux opérations de
préparation de I'embryon avant congélation.

Pour obtenir un taux de collecte intéressant, les embryons seront
récoltés assez tardivement; ils seront en régle générale au stade
blastocyste et entourés d’'une capsule. v
Dans la suite d'opérations classiques de préparation d’embryons
d'équidés en vue de leur cryoconservation, le procédé selon linvention
prévoit, avant de soumettre ledit embryon a [action d’agents
cryoprotecteurs, a lui faire subir un traitement approprié pour supprimer ia
capsule embryonnaire ou pour augmenter la perméabilité de cette
capsule, en vue de renforcer l'action ultérieure dudit ou desdits agents
cryoprotecteurs.

PCT/FR98/01190
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Selon une premiére fagon d'opérer, la capsule est détruite ou
simplement rendue plus perméable par un traitement chimique ou
enzymatique approprié, par exemple a base de collagénase ou de
trypsine. Les concentrations des produits utilisés et les temps de contact
(traitements en bain) seront adaptés pour lyser au moins partiellement la
capsule tout en tenant compte de Ia toxicité éventuelle des produits pour
ne pas alterer 'embryon. Les sites d’action de la trypsine et de Ia
collagénase étant différents, on peut aussi envisager I'utilisation d'un
mélange de ces deux enzymes.

Selon une autre technique, la capsule est traitée mécaniquement :
elle est enlevée partiellement ou totalement, ou bien elle subit une simple
opération de pergage. Ce traitement mécanique est avantageusement
précédeé d'un traitement chimique ou enzymatique approprie pour fragiliser
ladite capsule.

Exemple 1
L'embryon est récolté 5 a 8 jours aprés l'ovulation. Aprés isolement, il est
placé dans un bain d'attente (milieu PBS + 2 g/ d’albumine sérique bovine
ultrafiltré sur filtre de 0,2 um pour éviter les contaminations bactériennes).
L'’embryon est ensuite placé dans une cupule de 2 ml contenant 1 a
2 ml d’'une solution de trypsine a la concentration de 0,2 % (dilution dans
un milieu PBS sans calcium ni magnésium), pendant 15 minutes et a
température ambiante (de I'ordre de 23°C).
On obtient une destruction ou une fragilisation plus ou moins poussée de
la capsule en fonction de la taille d’origine de celle-ci. Un «reste» affiné ou
aminci de capsule peut persister autour de Fembryon ; il arrive que cette
capsule se déchire intégralement par la simple action enzymatique ou
bien on peut compléter ladite action enzymatique par une décapsulation
mecanigue réalisée au moyen d'une technique de micromanipulation.
Pour diluer 'enzyme et stopper son action, l'embryon est déposé
dans trois ou quatre bains successifs de milieu ultrafiltré PBS + albumine,
pendant une durée totale de 10 mn.

PCT/FR98/01190
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Au bout de ces 10 mn, 'embryon est placé dans le premier bain
d'agent cryoprotecteur (glycérol 0,5 M pendant 15 mn), puis dans le
second bain (glycérol 1 M pendant 15 mn) et enfin dans le troisiéme bain
(glycérol 1,5 M pendant 15 mn).

L'embryon est alors monté en paillette, puis il subit les opérations
habituelles pour obtenir sa congélation, de la fagon décrite
précédemment.

La décongelation est obtenue en plongeant la paillette pendant
1 mn dans un bain-marie a 37°C et on effectue ensuite les opérations de
retrait de ['agent cryoprotecteur : I'embryon est placé dans un premier bain
de glycérol 1 M + saccharose 0,25 M pendant 15 mn, puis dans un
second bain de glycérol 0,5 M + saccharose 0,25 M pendant 15 mn, puis
dans un troisieme bain (saccharose 0,25 M pendant 15 mn) et enfin dans
le milieu PBS + albumine (15 minutes).

L'embryon est alors prét pour le transfert.

Exemple 2
On reproduit le protocole de traitement précédent mais on remplace la
trypsine a 0,2 % par de la collagénase de type Il a la concentration de 2.5
%, pendant 15 mn (dilution également dans un milieu PBS sans calcium
et sans magnésium).
Résultats
a) Nécrose cellulaire

La nécrose cellulaire désigne les modifications structurales qui
suivent la mort d’une cellule ; elle résulte de la dégradation progressive de
la cellule par ses propres enzymes contenues dans les lysosomes.
Le pourcentage de cellules nécrotiques est représentatif des dégats
cellulaires causés par les manipulations et il reflete la viabilité de
'embryon.

Cet examen histologique est mené selon la technique décrite par
J.F. BRUYAS - 1994 - «Contribution a I'étude de la congélation des
embryons équins : une approche métabolique et cellulaire» - Mémoire de

recherche Agrégation de pathologie de la reproduction - Ecole Nationale
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Vétérinaire de NANTES, FRANCE. Il est réalisé avant l'opération de
congélation pour déterminer les dégats cellulaires liés au traitement
préparatoire. |

Le pourcentage observé de cellules nécrotiques a été le suivant :

a) embryons traités par la trypsine (conformément a Fexemple 1): 11 %
(un embryon analysé)

b) embryons traités par la collagénase (conformément a l'exemple 2):
10,3 % (un embryon analysé)

Ces résuitats sont a comparer avec les taux de nécrose d’embryons ayant ‘

suivi lez méme protocole de préparation, sans le traitement enzymatique :

c) embryons sans capsule : 13,9 % (moyenne sur 6 embryons)

d) embryons avec capsule : 30,6 % (moyenne sur 8 e‘mbryons)

On remarque donc que les embryons dont la 'capsule a été traitée
par une enzyme subissent moins de dommages que les embryons qui ont
conservé leur capsule intacte.

Ces embryons traités se comportent comme des embryons sans capsule.
b) Tests in-vivo

8 émbryons ont été récoltés entre le 5°™ et le 8°™ jour aprés I'ovulation
selon la méthode de LAGNEAUX et al. décrite ci-avant.

La répartition des embryons récoltés suivant leur age est la suivante :

Age des embryons | nombre d’embryons
5,5 jours 1
6,5 jours 1
7,5 jours 2
8,5 jours 4

Les tailles des embryons récoltés sont les suivantes :

n° embryon | taille (um) | n° embryon | taille (um)
1 1020 5 187
2 714 6 1581
3 119 7 1105
4 442 8 187

PCT/FR98/01190
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Ces embryons ont été traités conformément a 'exemple 1 ci-dessus.

Les embryons n° 1 et n° 2 ont subi une décapsulétion mécanique aprés le
traitement enzymatique et la capsule des embryons n® 6 et n° 7 a été
completement lysée lors du bain d'enzymation.

Nous disposons donc de deux lots d’embryons :

- unlot n® 1 avec des embryons sans capsule (embryons n° 1, n°2, n° 6
et n°7), et

- un lot n® 2 avec des embryons comportant une capsule seulement
partiellement lysée (embryons n° 3, n°4, n° 5 et n° 8).

Aprés décongeélation, la technique de transfert utilisée a été celle
reportée dans TAINTURIER D., BRUYAS J.F., DUMONT P., FIENI F.,
ESCOUFLAIRE P. (1989, « La transplantation embryonnaire chez la
jument, Revue Med. Vet 140, 1109-1115), qui consiste a déposer
I'embryon derriére le col a I'aide d’'une seringue de transplantation.

Le contrile de la gestation a été réalisé par un échotomographe (scanner
100 de Pie Medical, Hospimédi 60790 POUILLY, FRANCE), a 14, 21 et
28 jours.

Les résultats des transferts figurent dans le tableau ci-dessous

Lot | n°embryon | DG 14 | DG 21 | DG 28
1 1 + - -

1 2 - - -

2 3 - - -

2 4 + (a) (a)
2 5 + - -

1 6 + + +

1 7 + + +

2 8 + + +

DG = diagnostic de gestation (a 14, 21 et 28 jours respectivement)
(@) : la jument receveuse a été accidentée aprés le diagnostic de
gestation a J14. Les examens ont alors été stoppés.

PCT/FR98/01190
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Les taux de gestation a 14, 21 et 28 jours sont les suivants :

DG nombre de gestations/ %
nombre de transferts
a 14 jours 6/8 75%
a 21 jours 37 43 %
a 28 jours an 43 %

PCT/FR98/01190

D’'une maniére giobale, ces taux sont supérieurs a ceux obtenus avec les

protocoles que I'on connaissait jusqu'a maintenant , ils sont similaires aux
taux obtenus aprés transfert d'embryons frais (58 % en moyenne sur les
10 derniéres années (CLEMENT F., HOFFERER S., VINCENT P., 1995 |
« La transplantation embryonnaire chez la jument », Equ'idée mars-avril

17, 56-62).

Lot n° 1 (embryons sans capsule)

DG nombre de gestations/ %
nombre de transferts 1
a 14 jours 3/4 75 %
a21jours 2/4 50 %
a 28 jours 2/4 50 %

Lot n° 2 (embryons avec capsule partiellement lysée)

DG nombre de gestations/ %
nombre de transferts
a 14 jours 3/4 75 %
a 21 jours 1/3 33 %
a 28 jours 1/3 33 %

Ces résultats indiquent qu'il est possible d'obtenir des gestations avec des
embryons n'ayant plus leur capsule, et qu'il n'y a pas de différence
significative entre les résultats des embryons transplantés sans capsule et

les embryons transpiantés avec une capsule.
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Les taux de gestation en fonction de I'dge sont les suivants :

Age J14 | J21 | J28

55jours | 0/1 | 0/1 | O/1
6,5jours | 171 | 1/1 | 11
75jours | 2/2 | 0/1 | O/
85jours | 3/4 | 2/4 | 2/4

Ces résultats montrent qu'il est possible d'obtenir une gestation a partir
d’embryons congelés agés de 7,5 jours et plus, en utilisant le procédé -
conforme & l'invention, alors que cela n'avait pratiquement pas été obtenu
jusqu'a maintenant par les procédés connus.

Les taux de gestation en fonction de la taille sont les suivants :

Taille J14 | J21 | J28

<200 um 23 | 113 | 113
entre 200 et 500 um | 1/1 | 0/0 | 0/0
>500 ym 3/4 | 214 | 2/4
>1000 pm 3/3 | 213 | 23

Ces resultats montrent qu'il est possible d’obtenir une gestation a partir
d'embryons congelés ayant une taille supérieure & 500 pm en utilisant le
procédé conforme & l'invention, alors que cela n'avait pas été obtenu
jusqu'a maintenant par les procédés connus.

L'ensemble des résuitats obtenus montre bien l'importance de la
capsule embryonnaire dans le processus de cryoconservation des
embryons d'équidés. Le procédé conforme a I'invention améliore les taux
de gestation a partir d'embryons congelés et il permet d’envisager le
développement commercial de cette technologie.

Le traitement de la capsule embryonnaire permet de ne pas se
préoccuper du moment de la récolte de I'embryon. En particulier, la
recolte peut étre réalisée assez tard; on bénéficie ainsi d'un taux de

collecte élevé et I'opération de congélation est réalisée sur des embryons

PCT/FR98/01190
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au stade «blastocyste» ce qui leur permet de mieux résister aux
agressions des différents traitements.
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- REVENDICATIONS:-

1.- Procédé de préparation d’embryoh d’équidé en vue de sa
cryoconservation, lequel procédé consiste a préparer 'embryon, apres
récolte, en le soumettant a I'action d’agent(s) cryoprotecteur(s), puis a le
conditionner en paillette avant de Iui faire subir l'opération de
cryoconservation proprement dite, caractérisé en ce qu'il consiste, avant
de soumettre ledit embryon a l'action d’agent(s) cryoprotecteur(s), a lui
faire subir un traitement approprié pour supprimer Ia capsule
embryonnaire, ou pour augmenter la perméabilité de cette capsule, en
vue de  renforcer . laction ultérieure dudit ou desdits agents
cryoprotecteurs.

2.- Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il
consiste, aprés la récolte, a traiter la capsule embryonnaire par une action
enzymatique avant de soumettre 'embryon a l'action du ou des agents
cryoprotecteurs.

3.- Procedé selon la revendication 2, caractérisé en ce qu'il
consiste, aprés la récolte, a traiter la capsule embryonnaire en plongeant
I'embryon dans un bain de collagénase.

4.- Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce qu'il
consiste, apres la récolte, a traiter la capsule embryonn_aire par de la
collagénase 2,5 %, pendant 15 mn & la température ambiante.

5.- Procédé selon la revendication 2, caractérisé en ce qu'il
consiste, aprés la récolte, a traiter la capsule embryonnaire en plongeant
I'embryon dans un bain de trypsine.

6.- Procédé selon la revendication 5, caractérisé en ce qu'il
consiste, aprés la récolte, a traiter la capsule embryonnaire par de la
trypsine 0,2 %, pendant 15 mn a la température ambiante.

7.- Procedé selon l'une quelconque des revendications 2 2 6,
caractérisé en ce qu'il consiste, aprés la récolte, a traiter Ia capsule
embryonnaire par un mélange de collagénase et de trypsine.

8.- Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce qu'il

consiste, aprés la récolte, a enlever mécaniquement la capsule

PCT/FR98/01190
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embryonnaire avant de soumettre ledit embryon a faction du ou des
agents cryoprotecteurs.

9.- Procédé selon la revendication 8, caractérisé en ce qu'il
consiste a enlever mécaniquement la capsule embryonnaire aprés avoir
soumis I'embryon a un traitement chimique apte a fragiliser ladite capsule.

10.- Procedé selon la revendication 9, caractérisé en ce qu'il
consiste & soumettre ledit embryon a un traitement enzymatique adapté

pour fragiliser la capsule en vue de faciliter son enlévement mécanique.
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