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INTRODUCTION

Le lapin Oryctolagus cuniculus est le seul mammifére domestiqué dont I'origine se situe en
Europe de I'Ouest, en Espagne, ou des fossiles datant de 6 millions d’années ont été retrouvés. Les
premiers écrits mentionnant |I'élevage de lapins sont ceux de Varon (116-127 avant J.C.) sans pour
autant que I'on puisse parler de domestication puisque les lapins étaient alors conservés dans des
parcs a gibiers murés appelés « leporaria ». A cette époque, les Romains avaient I'habitude de
consommer des foetus de lapereaux qu’ils appelaient « laurices », coutume entretenue au moyen age
par les moines qui initierent I’élevage des lapins en clapiers (Sandford, 1992). Dés lors, I'espéece s’est
répandue dans le monde entier et s’est étoffée de nombreuses races qui en font aujourd’hui une des
espéces animales domestiques présentant une des plus grandes diversités notamment au niveau de
ses utilisations. Actuellement, méme si le lapin peut étre trouvé a I'état sauvage (lapin de garenne),
celui-ci est de plus en plus « plébiscité » en tant qu’animal de compagnie mais est aussi largement
utilisé comme animal d’élevage (chair, fourrure), comme animal modéle pour la recherche médicale

ou plus récemment comme bioréacteur pour la production de protéines thérapeutiques.

Proche du berceau d’apparition de I'espece lapin, la France a logiquement su développer
’élevage cunicole pour arriver en 3°™ position au niveau européen derriére Iltalie et I'Espagne en ce
qui concerne la production de viande (respectivement 51 700, 230000 et 99 000 tonnes de
carcasses/an) (FAO, 2007). Le développement de l'insémination artificielle et de la conduite en
bandes dans les élevages ont permis de rationaliser le travail, de réduire les risques sanitaires liés aux
saillies naturelles et d’augmenter la taille des exploitations. Actuellement, I'élevage moyen en France
comprend prés de 500 lapines reproductrices qui sont inséminées tous les 42 jours aboutissant a la
production de 65 lapins vendus par lapine et par an. Bien que I'objectif de production principal des
élevages cunicoles soit la production de viande, certains ateliers produisent de la fourrure destinée
en grande partie a l'industrie textile. Cette valorisation est plus importante que la production de
fourrure de vison (25 a 35 millions de peaux par an) et atteint, en France, 70 millions de peaux par an
issues de génotypes particuliers tels que les lapins Orylag® Rex (Lebas et al., 1997). De plus, les
récentes avancées réalisées en matiere de manipulation du génome ont permis de créer des lapins
génétiquement modifiés produisant dans leur lait des protéines d’intéréts (Bosze et al., 2003; Bosze
et Houdebine, 2006). Les caractéristiques physiologiques et zootechniques de la lapine la rendent

particulierement bien adaptée a ce type d’applications ce qui lui ouvre de grandes perspectives

d’utilisation dans le domaine médical en lien direct avec les industries pharmaceutiques.
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La conservation des ressources génétiques chez cette espece comprend donc la conservation
d’une diversité expérimentale mais aussi d’une diversité zootechnique avec une large dimension
patrimoniale. La sauvegarde de cette diversité génétique passe par la gestion in situ des différentes
populations de lapins notamment grace aux sélectionneurs professionnels ou amateurs. De maniére
complémentaire, la gestion ex situ consiste essentiellement au développement des techniques de
cryoconservation permettant de préserver a long terme les potentialités de reproduction d’une
population ou d’un individu. Si aujourd’hui la nécessité de préserver les ressources génétiques ne fait
plus de doutes, il n’en a pas toujours été ainsi et ce n’est qu’en 1968 lors de la premiére conférence
des Nations Unies sur la biosphére a Paris que I'on a évoqué, pour la premiére fois, I'importance de
préserver la diversité génétique. La prise de conscience de I'importance des ressources génétiques et
de la nécessité de les conserver s’est traduite en France par la mise en place de programmes
d’actions consécutifs a la ratification de la Convention sur la Diversité Biologique a Rio (1992). Ainsi,
le Bureau des Ressources Génétiques (BRG, créé en 1982 et regroupé depuis le 26 février 2008 avec
I'Institut Francais de la biodiversité au sein de la Fondation pour la Recherche sur la Biodiversité) a vu
ses moyens renforcés ce qui s’est traduit par la rédaction de la Charte Nationale pour la gestion des
ressources génétiques (BRG, 1999) mais aussi par la création de la Cryobanque Nationale. Sous
I'impulsion du Ministére chargé de I'Agriculture, la Commission Nationale d’Amélioration Génétique
a mis en place ce groupement d’intérét scientifique en 1999 avec pour mission principale d’assurer la
préservation a long terme des ressources génétiques animales francaises. L'établissement de cette
cryobanque a nécessité I'engagement de onze partenaires impliqués dans la gestion des schémas
d’amélioration des principales espéces domestiques francaises. L'objectif visé est de gérer de
maniere dynamique les ressources génétiques de neuf espéces d’animaux d’élevage en conservant
dans les collections nationales un échantillon représentatif de leur diversité génétique a trés basses
températures. Les espéces concernées par ces actions de sauvegarde comprennent actuellement les
bovins, caprins, ovins, asins, équins, porcins ainsi que les especes cunicoles, avicoles et aquacoles.
Les échantillons biologiques cryoconservés sont stockés en deux exemplaires, I'un sur le site de
stockage primaire situé au LNCR (Laboratoire National de Contrdle des Reproducteurs)/ASCEDIATE
(Association pour le Controle Sanitaire, I'Etude et le Développement de I'lnsémination Artificielle et
du Transfert Embryonnaire) a Maisons-Alfort et I'autre réparti sur un ou plusieurs sites secondaires
selon les espéces concernées (tableau 1). Cette stratégie permet d’apporter une sécurité

supplémentaire pour la conservation des collections nationales.
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Tableau 1. Localisation des sites de stockage secondaires pour les espéces domestiques

impliquées dans la Cryobanque Nationale

Espéces Site(s) de stockage secondaire(s)

Asine et Equine Haras National des Bréviaires

Bovine AMELIS, GDO, CREVIA, UMOTEST

Caprine Capri-IA

Cunicole Etablissement Francais du Sang de Tours

Avicole Etablissement Francais du Sang de Tours

Aguacole URCEO de Saint Aubin du Cormier (mise en service en 2009)
Ovine et Porcine INRA de Rouillé

Source : Cryobanque Nationale, communication personnelle

Dés sa mise en place, la Cryobanque Nationale n’accueillait des échantillons biologiques que
pour quelques espéeces (bovins, équins, caprins, ovins, porcins) car chaque filiere n’avait pas eu le
temps d’organiser des actions de cryoconservation ou ne bénéficiait pas encore de méthodes de
cryoconservation efficaces. L'ouverture officielle des collections nationales a I'espece lapin s’est
déroulée lors des 10°™ Journées de la Recherche Cunicole a Paris en novembre 2003 apreés un
important travail de cryoconservation de Joly et al. (2003). De la méme maniere, la Cryobanque
Nationale compte aujourd’hui dans ses collections patrimoniales des échantillons biologiques asins et
avicoles. En novembre 2006, la Cryobanque Nationale comptait prés de 130 000 doses issues de plus
de 1400 animaux dans 73 races différentes et déposées par 26 organismes différents. L’état des
Collections Nationales stockées au sein de la Cryobanque est consultable sur internet

(http://www.cryobanque.org/).

Si la cryoconservation des ressources génétiques cunicoles revét un caractére moins urgent
que pour d’autres espéces sauvages inscrites sur la liste rouge de I'lUCN (International Union for the
Conservation of Nature and Natural Resources), elle n’en reste pas moins importante. Depuis la
rationalisation du travail dans les élevages de lapins, les schémas de sélection établis par les
sélectionneurs ont permis de développer et diffuser des souches hybrides issues du croisement de
deux souches (Néo-Zélandaise & Californienne). Actuellement, cela se traduit par la perte progressive
des races patrimoniales élevées auparavant en clapiers familiaux pour une consommation
personnelle. Un programme européen mis en place en 1996 et coordonné par I'INRA (RESGEN) a
permis d’évaluer la diversité génétique et les caractéristiques zootechniques de ces races
patrimoniales pour aboutir a la création d’'une banque de données européenne (Bolet et al., 2000).

Désormais, I'objectif de la cryoconservation ne se limite pas a cette dimension patrimoniale de
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préservation de races. On peut distinguer trois grands types de matériel biologique en fonction des
objectifs recherchés et de I'originalité génétique de I’échantillon cryoconservé :

Le matériel de «type | » représente les populations d’animaux domestiques menacées
regroupant en général des races rustiques, non utilisées dans les schémas de sélection actuels et qui
possedent un fort ancrage culturel et patrimonial. Chez le lapin, le « type | » regroupe la majeure
partie des races identifiées dans le Standard Officiel par la Fédération Francaise de Cuniculture
(Fédération Francaise de Cuniculture, 2000). On y trouve a la fois des populations a grands effectifs
(Fauve de Bourgogne, Papillon...) et des populations menacées de disparition (Brun Marron de
Lorraine, Lievre Belge...) qui sont entretenues grace au travail d’éleveurs amateurs appartenant ou
non a des clubs de races (figure 1). Pour ces populations, I'objectif de la cryoconservation est
principalement de pérenniser la race sur le long terme tout en assurant aux éleveurs la possibilité de
reproduire leurs animaux en race pure et de limiter la consanguinité. La diminution du nombre
d’éleveurs amateurs et d’élevages familiaux accentue I'importance des actions de conservation des
populations de cette catégorie.

Le matériel de « type Il » regroupe les animaux originaux par un ou plusieurs caractéres et
issus de populations sélectionnées mais dont les reproducteurs ne sont pas diffusés par les schémas
de sélection établis. Le caractére original de ces animaux peut résider dans des performances
zootechniques extrémes (fertilité, prolificité, aspect de la fourrure...), une généalogie remarquable ou
encore une génétique originale par une combinaison de génes unique. La plupart des populations
utilisées comme modeéle de recherche comme les animaux transgéniques, rentre dans cette
catégorie. A titre d’exemples, on peut citer pour I'espéce cunicole, les lapins « Sauteurs d’Alfort
moderne » porteurs du géne S*™ issu d’'une mutation naturelle et ponctuelle du génome (géne
récessif) qui leur confére une locomotion tres particuliére (figure 1) ! Les populations Albinos Rex et
Orylag® noir présentent des fourrures aux caractéristiques inédites qui ne sont pour l'instant pas
diffusées par les sélectionneurs (figure 1). Enfin, on peut citer les nombreux modéles transgéniques
utilisés dans la recherche biomédicale et par l'industrie pharmaceutique pour la production de
protéines thérapeutiques. En plus de garantir a long terme la conservation de ces animaux, la
cryoconservation des ressources génétiques de ce type de matériel représente un formidable outil
de gestion des populations transgéniques face a la demande de I'industrie pharmaceutique ou des
autres populations en réponse aux réorientations des schémas de sélection.

Les populations qui constituent le matériel de « type Ill » regroupent I'ensemble des races
retenues par les schémas de sélection avec des reproducteurs a forte valeur commerciale largement
diffusés par les sélectionneurs (figure 1). La conservation de ces ressources génétiques représente
pour cette catégorie une sécurité importante pour les sélectionneurs face a un risque sanitaire

éventuel qui pourrait entrainer I'abattage de cheptels entiers. De plus, la cryoconservation de
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Figure 1. Exemples de populations de types |, Il et Il chez le lapin.

Angora (Type Il) Lapins Sauteurs d’Alfort (Type 1)

Orylag® Castor (Typel I11) INRA 1077 (Typel I1l)

certains noyaux de sélection permet aux filieres de réagir rapidement face a une réorientation des
schémas de sélection ; il devient alors possible de retrouver la population originelle. Aujourd’hui,
certaines lignées de lapin sont compléetement éteintes et ne subsistent que sous forme d’embryons
congelés en attendant une éventuelle perspective de réutilisation (populations Dutch Petit Russe,

Chinchilla 1229, INRA 2666...).
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Enfin, la cryoconservation garantit, pour I'ensemble des matériels considérés, la sauvegarde
d’une image de la diversité génétique d’une population a un instant « t » donné. De cette manieére,
elle permet de mesurer a partir de critéres établis (zootechniques, morphologiques, génétiques,
comportementaux...) le progres génétique réalisé sur une population apres plusieurs générations de
sélection. La cryoconservation des ressources cunicoles passe essentiellement par la congélation
lente de I'embryon au stade morula compactée qui représente une technique sire et efficace de
gestion ex situ des ressources génétiques chez cette espéce (Joly et al., 1998). Les résultats obtenus
aprés décongélation et transfert dans des femelles receveuses permettent des taux de survie
(nombre de lapereaux nés vivants sur nombre d’embryons transférés) de I'ordre de 50 %. Bien que
les colts de constitution des stocks soient équivalents entre la semence et I'embryon, les colts de
reconstitution d’une population sont trés inférieurs a partir d’embryons congelés (Joly et Renard,
1998). De plus, I'utilisation d’embryons congelés permet de recréer la population cryoconservée dés
la premiere génération aprés transfert dans des femelles receveuses contrairement a la semence
congelée qui nécessite 5 ou 6 générations de croisements en retour (Ollivier et Renard, 1995). Enfin,
les caractéristiques zootechniques de la lapine (faible intervalle de génération, durée de gestation
courte et maturité sexuelle précoce) rendent la congélation de I'embryon particulierement bien
adaptée a la conservation des ressources génétiques chez cette espéce. La Cryobanque Nationale
cunicole est actuellement 'une des branches les plus actives en matiere d’approvisionnement des
collections nationales avec prés de 20 000 embryons congelés issus de 56 populations différentes
recensées au 1° mai 2008 (annexe n°1). On constate alors qu’en 5 années seulement le stock initial

emes

d’embryons qui avait été officiellement déposé lors des 10 Journées de la Recherche Cunicole
(9385 embryons issus de 32 populations différentes) a doublé. Cependant, I'approvisionnement des
collections nationales s’est fait de maniere déséquilibrée entre les différents types de populations de
lapins (annexe n°1). En 2003, 15,3 % et 24,1 % des embryons congelés étaient issus de populations
respectivement de type | et I, les populations de type lll étant majoritaires (60,6 % des embryons
congelés). En 2008, ce déséquilibre s’est accentué pour atteindre respectivement 4,8 et 15,7 % des
embryons congelés toujours au profit des populations de type Ill devenues largement majoritaires
(79,5 %). Cette évolution s’explique d’un c6té par le fait qu’on ne disposait a ce jour d’aucun outil de

collecte peu invasif utilisable en conditions de terrain et qu’il devenait paradoxal d’abattre des

femelles appartenant a des populations a petit effectif.

Aujourd’hui, si la Cryobanque est devenue une réalité concrete chez le lapin, elle ne
constitue pas encore un outil dynamique et efficace de gestion ex situ des ressources génétiques

lapin.



Introduction 20

En effet, la production d’embryons par les femelles donneuses doit étre optimisée aussi bien
en termes de production proprement dite (quantité, qualité et variabilité), qu’en termes de
méthodes de collecte et de transfert. Aujourd’hui, les populations précieuses de types | et Il sont
sous représentées au sein de la Cryobanque et nécessitent le développement de nouvelles
techniques de collecte et de transfert d’embryons qui soient peu invasives et qui permettent la
répétition des collectes sur une méme femelle sans compromettre sa capacité de reproduction
ultérieure. Les techniques coelioscopiques pourraient répondre a cette attente mais, étant encore au
stade expérimental, leur efficacité technique et leur co(t financier doivent étre évalués en conditions
de terrain pour définir leur stratégie d’utilisation en fonction du type de population concernée. De
plus, la production d’embryons est tres variable d’une femelle a I'autre ce qui rend difficile toute
estimation du nombre et de la qualité des embryons produits. Cette limite technique représente un
obstacle important pour déterminer avec certitude l'effectif de femelles traitées nécessaire a la
production de suffisamment d’embryons congelés pour assurer la cryoconservation d’'une
population. Ce probleme est d’autant plus important pour les populations précieuses dans la mesure
ou I’échantillon génétique choisi n’est pas facilement réajustable par abattage d’autres femelles
comme cela pourrait étre fait pour une population de type Ill. La réduction de la variablité des
réponses aux traitements de superovulation passe par |'optimisation des traitements hormonaux
(nature du traitement, conditions d’administrations) ainsi que par la définition de protocoles de
préparation des lapines donneuses aux traitements de superovulation (statut physiologique,
conditions d’environnement).

De plus, la congélation de I'embryon est une méthode éprouvée qui permet de
cryoconserver efficacement une population sous réserve d’une gestion maitrisée de la variabilité
génétique et d’un bon échantillonnage préalable des couples de reproducteurs. Cependant, cette
méthode présente des limites, particulierement lors de situations d’urgence (mort d’un animal
précieux) ou lorsque l'accouplement préalable des reproducteurs n’est pas envisageable (animaux
sauvages). Ainsi, il parailt important de développer de nouvelles techniques de cryoconservation
notamment au travers de I'utilisation de tissus reproducteurs pour les situations d’extréme urgence
(tissus ovarien, testiculaire ou somatique) ou encore des gametes isolés pour la conservation du
patrimoine génétique d’'un seul individu (semence ou spermatozoides épididymaires, ovocytes
immatures au stade VG ou matures au stade Mll).

La gestion ex situ des Ressources Génétiques du lapin nécessite de s’affranchir de ces
obstacles techniques pour faire de la Cryobanque Nationale un outil efficace de gestion génétique
des populations. Cependant, la Cryobanque Nationale doit faire face a d’autres obstacles d’ordre
génétique et sociologique (Salvetti et al.,, 2008) mais nous nous attacherons dans cette étude

uniquement aux difficultés d’ordre technique précédement citées.
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Ainsi, nous réaliserons dans un premier temps une étude bibliographique sur les
particularités physiologiques et zootechniques de la lapine avant de présenter les biotechnologies de
la reproduction susceptibles d’étre utilisées dans les stratégies de cryoconservation de la diversité
génétique cunicole. Cette partie sera |'occasion de mettre en évidence les problématiques de notre
étude et de déterminer quels sont les obstacles a surmonter pour optimiser la production
d’embryons lors des opérations de cryoconservation. Par la suite, apres un rapide tour d’horizon des
voies de cryoconservation chez cette espéce, nous nous intéresserons a la cryoconservation de
I'ovocyte mature ou MIl (métaphase de deuxiéme division méiotique) choisie comme méthode
alternative a la congélation de I'embryon. Il s’agira alors de mettre en évidence les principaux

intéréts et les limites de la cryoconservation des ovocytes matures.

Dans un second temps, nous présenterons notre travail expérimental dont I'objectif est

d’optimiser la cryoconservation des ressources génétiques cunicoles a travers deux axes d’étude :

- Essais d’optimisation des conditions de production des embryons chez la lapine. Cette
partie comprendra [I'étude des traitements de superovulation (nature, mode
d’administration), la préparation des lapines donneuses ainsi que la définition des avantages
et des limites des techniques ccelioscopiques.

- Développement d’'une méthode de cryoconservation des ovocytes MIl de lapin. Cette partie
s’attachera au développement d’'un outil d’évaluation du métabolisme énergétique
ovocytaire puis a la comparaison de deux techniques de cryoconservation (congélation lente

contre vitrification).

Par la suite, nous essaierons de dresser le bilan de ce travail et des apports obtenus avant de
mettre en évidence les perspectives qui s’ouvrent en matiére de cryoconservation de la diversité

génétique chez le lapin.
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I. Lareproduction chez la lapine

Chez la plupart des mammiferes domestiques, les femelles pubéres présentent un cycle cestral
régulier avec une ovulation dite spontanée qui a lieu a intervalles réguliers au cours des périodes de
chaleurs. Il existe cependant d’autres espéeces ou I'ovulation est induite par des stimuli externes
(stress, accouplement...) ; on parle alors d’ovulation réflexe (Fox et Laird, 1970). Parmi eux, la chatte,
le furet, la chamelle mais aussi la lapine, espéce polytoque dont I'ovulation est provoquée par
I’accouplement (Boussit, 1989). Cette particularité confére a la lapine des spécificités physiologiques
gu’il est nécessaire d’étudier pour le développement et I'application des différentes biotechnologies

de la reproduction chez cette espéce (Driancourt, 2001).

I.1. Physiologie de la reproduction chez la lapine : de la formation des
gametes au sevrage des lapereaux

[.1.1. Croissance folliculaire et ovogenése

La croissance folliculaire ou folliculogenése est un processus continu initié a partir de la réserve
de follicules primordiaux jusqu’a I'ovulation ou I'atrésie des follicules en croissance (Peters, 1978).
Elle résulte a la fois de la croissance de I'ovocyte, de la multiplication des cellules de la granulosa
mais aussi du développement de I'antrum lors des derniéres étapes de la folliculogenese. Lors de la
croissance des follicules jusqu’au stade préovulatoire, on assiste en parallele a I'ovogenése qui
consiste en la croissance et a la maturation des ovocytes qu’ils renferment pour leur conférer leur
aptitude a étre fécondés et a se développer. Les processus d’ovulation et d’atrésie marquent la fin de
I’ovogenese et de la croissance folliculaire.

Les travaux portant sur I'étude de la folliculogenese et I'ovogenése chez la lapine sont peu
nombreux et relativement anciens malgré les nouveaux outils dont dispose la recherche comme
I'imagerie par ultrasons. Cette technique permet d’observer I'évolution de la population folliculaire
de maniére non invasive (Hildebrandt et al., 2000) grace notamment a l'ultrasonographie
transrectale, souvent utilisée pour observer les vagues de croissance folliculaire en paralléle a I'étude
des profils hormonaux en particulier chez les animaux sauvages (McCorkell et al., 2006; Bronneberg
et al., 2007). De telles études n’ont encore jamais été effectuées chez la lapine et semblent
difficilement réalisables compte tenu de la petite taille des structures folliculaires. Ainsi, la majeure
partie des études menées chez cette espéce se consacre a I'évolution des profils hormonaux et de la
croissance folliculaire post-coitum (Hunter et Leglise) ou post-partum (p.p.) qui représentent les
étapes clés des élevages fonctionnant en rythme de reproduction intensif. Peu de travaux ont porté

sur l'étude simultanée du renouvellement folliculaire et des sécrétions hormonales hors
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accouplement contrairement a d’autres espéces domestiques (Driancourt et al., 2001). Récemment
une étude a été menée sur I'observation échographique de la dynamique folliculaire de lapines

pseudogestantes laissant entrevoir d’autres perspectives d’étude (Marongiu et Gulinati, 2008).

1.1.1.1.  Mise en place de la réserve folliculaire et de I'activité ovarienne chez la
lapine prépubere.

La différenciation sexuelle s’établit, comme chez le male, au 16°™ jour du développement
embryonnaire. Contrairement a la plupart des Mammiféeres (brebis, vache,...) le stock de follicules
primordiaux chez la lapine, comme chez la chatte, n’est pas déterminé pendant la vie feetale mais
s’établit pendant la période néonatale, lors des premiéres semaines qui suivent la naissance

(figure 2).

Figure 2. Comparaison du déroulement de 'ovogenése chez les mammiféres
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DS : Différention sexuelle

La durée de chaque phase de I'ovogenése est située par rapport a la durée de la gestation. Le premier chiffre
correspond a I'age du premier stade de prophase. Le chiffre souligné correspond a I'age d’apparition des
premiers diplotenes. Le début de la phase d’intenses dégénerescences des cellules germinales est indiqué par

la fleche verticale et sa durée par le trait horizontal.

Période de divisions ovogoniales

m Prophase méiotique, depuis I'apparition des leptoténes jusqu’a la disparition des pachytenes

La lapine nait avec des gonades immatures contenant uniquement des ovogonies provenant
de la migration en direction des crétes génitales des cellules germinales primordiales, localisables des
le 9°™ jour p.c. au niveau de 'endoderme. La plupart des cellules germinales sont présentes dans les
éme

crétes génitales des le 16™™ jour p.c. lors de I'établissement de la différenciation sexuelle.

Parallélement a leur migration qui s’achéve au 19°™ jour p.c., les cellules germinales primordiales se
multiplient avec une activité mitotique intense entre le 16°™ et le 18°™ jour p.c. Au 26°™ jour p.c., le
stock d’ovogonies est maximal et atteint 12 500 (contre 16 000 chez le male) pour ensuite diminuer
par dégénérescence et arriver a 8 000 (contre 11 000 chez le male) quelques jours avant la mise bas
(Chretien, 1966). Mauléon (1967) a réalisé une comparaison inter-espéces intéressante sur la
constitution du stock de follicules primordiaux incluant les multiplications mitotiques des ovogonies
et leur différenciation en ovocytes (entrée en prophase | de méiose). Les résultats concernant la
lapine sont issus des travaux de Teplitz et Ohno (1963) et de Peters et al. (1965) qui avaient pu

mettre en évidence les multiplications par mitoses successives des ovogonies qui débutent des le

21°™ jour p.c. pour s’arréter 10 jours apreés la naissance.

L'entrée en prophase de premiere division méiotique correspond a la différenciation des
ovogonies en ovocytes au stade vésicule germinative (VG). D’apres Peters et al. (1965), cette étape
est observée dés le 1 jour aprés la naissance avec une apparition progressive des différents stades
de prophase | : 1% leptoténes a 1 jour post-partum (p.p.), zygoténes a 4 jours p.p., pachyténes a 6
jours p.p. et diploténes (blocage méiotique) a 10 jours p.p. . Par la suite, Kennelly et al. (1970) ont
apporté des précisions sur les durées respectives de chacune des phases de la prophase méiotique et
concluaient que la phase leptoténe dure 3 a 8 h, zygoténe 44 h, pachyténe 216 h et la phase
diploténe 96 h. Au 14°me jour apres la naissance, le stock d’ovocytes est défini et plus aucune
ovogonie n’est observée sur les coupes histologiques. A ce jour, la taille de la réserve folliculaire est
donc déterminée et diminuera progressivement au cours de la vie de I'animal principalement par
atrésie (>99,9 % des follicules) ou par évolution en ovocytes au stade MIl qui seront ovulés

(Rodriguez et al., 1987). La population folliculaire totale peut varier de facon considérable entre
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individus d’'une méme espece appartenant ou non a des races différentes. Boussit (1989) affirme que
la taille de la réserve folliculaire n’est pas limitante pour la vie reproductive d’une lapine, notamment
dans le cadre de I'élevage. D’'une fagon générale, le nombre de follicules en croissance représente
toujours une faible proportion de I'effectif folliculaire total qui est d’environ 20 000 chez la ratte et

160 000 chez la brebis (Driancourt et al., 2001).

Au 20°™ jour p.p., 'ensemble des ovocytes sont bloqués au stade diploténe de la prophase | et
sont majoritairement sous la forme de follicules primordiaux (ovocytes au stade VG entourés de
guelques cellules aplaties). Les signaux induisant la rentrée en croissance des follicules primordiaux
quiescents sont encore mal connus et aboutissent a la formation de follicules primaires présentant
une couche de cellules folliculaires périphériques ovoides. La croissance folliculaire se poursuit alors
progressivement jusqu’a la formation de la cavité antrale ou antrum qui apparait comme chez la
plupart des autres Mammiferes (Driancourt et al., 2001) lorsque le follicule a atteint un diamétre
approximatif de 200 um (Hulot et Mariana, 1985). Les premiers follicules secondaires, tertiaires et a
antrum apparaissent respectivement a 4, 8 et 12 semaines apres la naissance (Foote et Carney,
2000). Ces données confirment les observations de Mariana et Solari (1993) qui n’ont décelé que des
follicules secondaires ou tertiaires dans les ovaires de lapines de 30 jours. A ce stade, I'apparition des
premiers follicules a antrum ne marque pas |'établissement de la puberté chez la lapine car
I'immaturité des structures ovariennes et du systeme hormonal ne permet pas le développement de
ces follicules jusqu’au stade préovulatoire. Les premiers follicules régressent alors par atrésie dés lors
que leur croissance devient dépendante des hormones gonadotropes. L'dge a la puberté est
d’ailleurs difficile a définir puisqu'il n'est pas possible de déterminer un age au premier cestrus
comme chez les autres especes. Celui-ci est donc déterminé par des critéres indirects qui dépendent
plus du type de population considéré que des individus eux-mémes comme :

- Larace, avec une plus grande précocité sexuelle chez les races de petit ou moyen format (4 a

6 mois) que chez les races de grand format (5 a 8 mois).

- Le développement corporel, avec une précocité sexuelle plus grande quand la croissance a
été rapide. La puberté des lapines est atteinte en général quand elles parviennent a 70-75 %
du poids adulte.

Les lapines peuvent cependant montrer un comportement d’cestrus et accepter pour la premiere
fois I'accouplement vers 10-12 semaines mais sans entrainer |'ovulation et donc de fécondation. Ce
comportement de réceptivité ne peut donc étre utilisé par I'éleveur comme un signe de puberté mais
comme un signe précurseur de la maturité sexuelle. Dans les élevages, les femelles sont couramment

mises a la reproduction a 120-130 jours quand celles-ci ont atteint 80 % de leur poids adulte.
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1.1.1.2. Dynamique de la croissance folliculaire chez la lapine pubére.

Les données concernant I’établissement de la puberté sont indispensables pour déterminer
I’age de la mise a la reproduction mais I'activité ovarienne des femelles pubéres est le point clé pour
la maitrise de la reproduction en élevage. Or, la bibliographie existante nous renseigne peu sur la
succession des vagues de croissance folliculaire chez la lapine sexuellement active. La lapine est un
animal non cyclé qui produit des follicules matures en continu qui deviennent atrétiques si
I’ovulation n’est pas induite par I'accouplement ou une stimulation hormonale. Potentiellement, tous
les follicules en croissance peuvent évoluer jusqu’au stade de follicules matures (@ > 900 um) qui
seront soit ovulés, soit résorbés par atrésie (un follicule tertiaire est considéré comme atrétique

quand 5 % des cellules de la granulosa présentent un noyau pycnotique).

La premiére estimation de la durée de la croissance folliculaire chez la lapine a été donnée
par Desaive (1947) a partir d’'un modéle de renouvellement des follicules dans I'ovaire de lapine se
basant sur des démonstrations mathématiques complexes. Prés de 40 ans plus tard, Kranzfelder et
al. (1984) ont étudié les croissances des follicules tertiaires (@ > 250 um) grace a l'analyse
histologique des ovaires de lapines puberes. Chez la lapine non stimulée, on retrouve une majorité
de follicules dont le diametre est compris entre 250 et 700 um, seulement quelques follicules de
diametre compris entre 700 et 900 um et un peu plus de follicules matures de diametre supérieur a
900 um. Le nombre de follicules matures est relativement constant entre les individus avec, en
permanence, 8 follicules susceptibles d’évoluer jusqu’a I'ovulation. La présence des follicules
matures entraine l'inhibition de la croissance des follicules tertiaires dont le diamétre est inférieur a
900 um qui évoluent en follicules atrétiques sans dépasser le stade 700um. Le mécanisme
d’inhibition est encore mal cerné mais il serait probablement lié a la forte sécrétion d’cestrogénes
par les follicules matures. Apres injection d’hCG (induction artificielle de I'ovulation) et rupture des
follicules matures, le mécanisme d’inhibition est alors temporairement levé permettant une forte
croissance des follicules de diamétre compris entre 500 et 900 um jusqu’au stade de follicules
matures. Lorsqu’un nombre suffisant de follicules matures est atteint, le mécanisme d’inhibition est
alors rétabli et les follicules de diametre supérieur a 700 um deviennent atrétiques alors que les
follicules matures se rompent pour libérer des ovocytes matures (Kranzfelder et al., 1984). En
I’absence de stimulation, les follicules matures présents a la surface de I'ovaire ont une durée de vie
de 7 a 10 jours (Hill, 1933) ou de 3 a 6 jours (Smelser et al., 1934) selon les auteurs, avant de
régresser par atrésie. La phase de dominance des follicules matures est alors levée comme aprés
I'injection d’hCG et on assiste a une nouvelle vague de croissance folliculaire avec I'apparition de

nouveaux follicules préovulatoires dans un intervalle de 35 a 50 h (figure 3).
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Mariana et al. (1986) ont pu comparer les croissances folliculaires de deux souches de lapines
issues du schéma de sélection (Californien et Néo-Zélandais) en suivant, par des études
histologiques, I'évolution des follicules primordiaux (@ ~ 100 um) jusqu’au stade préovulatoire
(@ ~ 800 um). Cette étude est complémentaire a celle de Kranzfelder et al. (1984) qui ne s’intéressait
gu’a la description de la croissance folliculaire terminale, écartant la croissance basale des follicules

primordiaux.

Figure 3. Schématisation de la dynamique des vagues folliculaires chez la lapine
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follicules atrétiques en I'absence d’ovulation ou en corps jaunes apres ovulation.

Ainsi, la durée totale de la croissance folliculaire a été estimée a 2 mois pour la race Néo-
Zélandaise et a 6 mois pour la race Californienne, la différence étant principalement due a la
croissance folliculaire basale particulierement lente qui précede I'apparition de I'antrum (1,5 mois
pour la race Néo-Zélandaise contre 5 mois pour la race Californienne). Par la suite, la méme équipe a
évalué une nouvelle fois la durée moyenne de la croissance folliculaire (100 um a > 950 um) chez des
femelles nullipares appartenant aux mémes souches (Mariana et al., 1989b). Les chiffres présentés
dans ces études different de ceux avancés dans leur premiere étude et mettent en évidence une
durée de croissance folliculaire totale de 97 * 24 jours, identique pour les deux souches. Ces

différences sont surprenantes mais peuvent s’expliquer par la variabilité entre individus et le nombre
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de lapines utilisées, plus faible dans la premiere étude (10 femelles contre 24 dans le deuxieme
essai). Diaz et al. (1987) ont estimé la durée de la phase de croissance folliculaire a 12 jours mais les
auteurs ne précisent pas la limite de taille inférieure qui a été prise en compte rendant difficile toute
comparaison avec les autres travaux. Concernant la reprise des cycles folliculaires apres la mise bas,
le 1" cycle folliculaire débuterait pendant la phase finale de la gestation (29°™ ou 30°™ jour de
gestation), parallélement a la chute des taux de progestérone, avec un maximum 3 a 5 jour p.p.
(multipares vs. primipares) période durant laquelle les performances de reproduction sont les plus
faibles (Theau-Clement, 2007). Le 2™ cycle folliculaire atteindrait une croissance maximale au 9°™
jour post-partum ce qui impliquerait une superposition des cycles pendant une période de 4 a 6

jours. Ces observations suggérent la présence de vagues folliculaires plus espacées que les travaux

précédents mais ces résultats sont probablement a prendre avec précaution.

Cependant, la croissance folliculaire se déroulerait en deux phases avec une premiéere phase
ou le développement des follicules est lent (les follicules passeraient de 100 a 200 um en 76 jours) et
une deuxieme phase au cours de laquelle la croissance s’accélere lorsque les follicules se creusent

d’une cavité antrale pour arriver au stade préovulatoire (durée de 21 jours) (figure 4).

Figure 4. Schématisation du déroulement de la folliculogenése chez la lapine
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Concernant la croissance folliculaire basale, Mariana et al. (1986; 1989b) émettent dans
plusieurs de leurs travaux une hypothéese novatrice sur la mise en place de la croissance folliculaire. A
partir de leurs observations histologiques, ils arrivent a la conclusion qu’une tres faible proportion
des follicules primaires (100 um de diametre) entre en croissance (peu de mitoses ou de phases de

eme

duplication de I'ADN). L’hypothese émise consiste alors a dire que deés le 30°™ jour apres la
naissance, un grand nombre de follicules primaires rentrent en croissance pour constituer un stock
« tampon » de follicules dont la taille est comprise entre 100 et 200 um. Cette entrée en croissance
correspond au moment ou la FSH commence a étre activement sécrétée avant de retomber a son
niveau de sécrétion basal (Blanc et Hulot, 1982). Ainsi, c’est par l'intermédiaire de cette réserve
tampon que la femelle assurerait son activité ovarienne, la taille de cette réserve diminuant au cours
de la vie reproductive de I'animal par atrésie ou par formation de follicules préovulatoires de plus de
800 um. Il existerait toujours un renouvellement de la réserve tampon par I'entrée en croissance des
follicules primaires mais ce renouvellement semble faible et décroit au cours de la vie de I'animal. La
croissance terminale du follicule est assurée en partie par la multiplication des cellules folliculaires
particulierement active des la formation de I'antrum (l'index mitotique de 12 a 18 % quand le
diametre du follicule est compris entre 300 et 500 um) et par une croissance de I'ovocyte qui atteint
80 % de sa taille maximale (soit ~ 100 um) quand le follicule atteint 400 um de diametre. A partir de
cet instant, la croissance de |'ovocyte est fortement atténuée et devient négligeable, la multiplication
des cellules de la granulosa se poursuit mais diminue (index mitotique de 0 a 6 %) au profit de leur
différenciation. La croissance folliculaire est alors principalement assurée par le développement de
I’antrum qui atteint 60 a 70 % de la taille totale du follicule (Mariana et al., 1989a).

Ces informations sont cohérentes avec les données de Foote et Carney (2000) sur I'apparition
des différentes catégories de follicules pendant la période néonatale mais aussi avec ce qui est connu
chez les autres espéces ou l'on distingue deux phases dans le développement des follicules. La
croissance folliculaire basale qui est indépendante des sécrétions gonadotropes jusqu’a la formation
de I'antrum et le développement folliculaire terminal qui est dépendant des gonadotropines dont la
FSH qui favorise la multiplication des cellules de la granulosa et donc la croissance du follicule
(Kranzfelder et al., 1984; Mariana et Solari, 1993; Driancourt et al., 2001). Dés l'apparition de
I'antrum, I'ovocyte qui a fini sa croissance entre dans sa phase de maturation qui lui confere sa
capacité de développement. Cette phase de maturation est assez complexe et comprend une
maturation cytoplasmique (accumulation des transcrits maternels, migration des granules
corticaux,...) puis nucléaire (rupture de la vésicule germinale et reprise de la méiose,...) indispensable
a l'ovocyte. L'acquisition de cette aptitude a étre fécondé et a se développer est bien loin d’étre
cernée, notamment chez la lapine, ce qui explique les faibles résultats obtenus aprés maturation in

vitro des ovocytes au stade vésicule germinale (VG).
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Ainsi, la croissance folliculaire chez la lapine est un processus continu qui présente des
vagues de croissance suffisamment rapprochées pour permettre une présence quasi permanente de
follicules préovulatoires matures préts a ovuler. En absence de stimuli (coit ou stimulation
hormonale), les follicules préovulatoires se maintiennent de 3 a 10 jours entrainant I'atrésie de tout
follicule en croissance atteignant un diamétre de 700 um (phase de dominance). L’atrésie des
follicules matures permet le renouvellement folliculaire en I'espace de 35 a 50 h. Par conséquent, la

lapine posséde, en théorie, la capacité d’ovuler a tout moment de son cycle de reproduction.

[.1.2. Cycles ocestraux irréguliers et indéfinis chez la lapine

Les performances de reproduction sont directement liées a I'état de réceptivité des lapines lors
de I'insémination ou de la saillie naturelle. Une lapine est dite « réceptive » lorsqu’elle manifeste un
comportement d’acceptation de I'accouplement en présence d’'un male caractérisé par I'adoption
d’une position de lordose (croupe relevée). Au contraire, si la lapine refuse I'accouplement, elle est
dite « non réceptive » (Theau-Clement, 2001). Il a été montré que la fertilité (nombre de lapines
mettant bas par rapport au nombre de lapines mises a la reproduction) des lapines réceptives est
significativement plus élevée (>75 %) que celle des non réceptives (35 a 55 %) (Theau-Clement et
Poujardieu, 1994; Alabiso et al., 1996; Theau-Clement, 1996; Rodriguez de Lara et Fallas, 1999)
notamment grace a un taux d’ovulation plus élevé et une mortalité embryonnaire plus faible (Theau-
Clement, 2001). De la méme fagon, la prolificité est fortement augmentée si la lapine est réceptive
au moment de l'insémination artificielle avec un nombre de lapereaux sevrés par insémination
artificielle (IA) multiplié par 3,9 et 2,7 respectivement pour les lapines primipares et multipares
(Theau-Clement, 2001). Ainsi, il semble particulierement important d’induire la réceptivité sexuelle
des lapines avant saillie ou insémination pour maximiser ses performances de reproduction. Avant
chaque insémination, I'état de réceptivité de la femelle peut étre déterminé par observation de son
comportement en présence d’'un male mais ce test est difficilement envisageable en unité de
production compte tenu de sa lourdeur d’exécution (Theau-Clement, 2001). Plus simplement, il a été
montré que l'observation de la couleur et de la turgescence de la vulve peut constituer un bon
indicateur de la receptivité sexuelle (Gosalvez et al., 1985) mais ce critere de jugement est
controversé notamment a cause de sa subjectivité qui améne a des différences d’appréciation entre
les personnes. Du fait que I'ovulation soit induite par I'accouplement, la lapine a longtemps été
considérée comme étant en cestrus de maniere plus ou moins permanente (Hammond et Marshall,
1925) comme l'illustrent les propos de Parkes en 1929 : « The ovarian cycle (in the Rabbit) consists in

the maturation of Graafian follicles at the beginning of the breeding season and persistence of
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mature follicles until copulation takes place or until the breeding season ends ». Par la suite, ces
propos ont été démentis par les travaux de Hill (1933) et de Smelser et al. (1934) qui ont montré que
la durée de vie des follicules matures n’excédait pas 10 jours. Les études menées sur la
folliculogenese mettent en évidence une production continue de follicules préovulatoires a la surface
de l'ovaire conférant a la lapine la capacité d’ovuler a tout moment un nombre relativement
constant d’ovocytes. Grace a ces observations et aux connaissances acquises chez les autres espéces
domestiques, il est logique de penser que la lapine est en cestrus permanent. Or, plusieurs
observations ont mis en évidence une alternance de périodes d’acceptation de I’accouplement
caractérisées par I'adoption d’une position de lordose et de périodes ou la lapine refuse d’étre
chevauchée par le male. On parle alors de lapines « réceptives » en période d’cestrus ou, au
contraire, de lapines « non réceptives » en période de dicestrus. Myers et Poole (1962) avaient
observé une succession de « pics de réceptivité » tous les cing a six jours marquant I'existence d’un
rythme de réceptivité. Cependant, Moret et Baratte (1980) ont montré que les durées de réceptivité
sont tres variables d'un individu a I'autre et qu’il n’existe aucun rythme défini dans le comportement
d’cestrus des lapines. Certaines lapines peuvent étre en cestrus effectif pendant 28 jours consécutifs

tandis que d'autres ne le sont que 2 jours en 4 semaines (figure 5).

Figure 5. Comportement sexuel et durée d’cestrus chez des lapines nullipares
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Source : Moret et Baratte (1980)
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Ce schéma présente les périodes (zones grisées) au cours desquelles la lapine est réceptive. L'observation a été
réalisée sur 15 lapines présentées au male durant 30 jours consécutifs. L’échelle graduée correspond aux jours

de présentation au male.

éme

Cette étude a été aussi menée sur des lapines gestantes ou nullipares a partir du 57 jour
apres la saillie et jusqu’a la mise bas et montre que, méme en période de gestation, la lapine peut
accepter I'accouplement. Ce comportement est méme fréquent en deuxieme partie de gestation
correspondant a la diminution des taux de progestérone circulants (13 % des lapines réceptives de J5

aJ9 vs. 80 % de J25 a J30).

Ainsi, on ne sait actuellement pas prévoir les durées respectives des périodes de réceptivité
ou de non-receptivité, ni quels sont les facteurs ambiants ou hormonaux qui les déterminent.
Yaschine et al. (1967) ont observé qu’une ovariectomie entrainait la suppression du comportement
sexuel chez la lapine et que celui-ci pouvait étre restauré par I'administration d’cestrogénes (Mac
Donald et al., 1970). De son cOté, Elsaesser (1980) a observé que la suppression du comportement
sexuel pouvait étre obtenue par immunisation des femelles contre le 17B-cestradiol. Ces travaux
montrent que I'état de réceptivité des lapines est lié au niveau de sécrétion en cestrogenes des
cellules de la theque interne entourant chaque follicule préovulatoire. De plus, Lefevre et Caillol
(1978) ont mis en évidence une relation étroite entre |'apparition du comportement d’cestrus, la
croissance folliculaire et I'évolution des concentrations en stéroides sexuels dans le liquide
folliculaire. Les femelles réceptives avaient un nombre de gros follicules (2,4 vs 0,3 follicules de
diameétre > 1,5 mm), des concentrations en cestradiol (79,5 vs 14,5 pg/mg) et cestrone (147,8 vs
18,9 pg/mg) beaucoup plus élevés que les lapines non réceptives. De la méme maniére, Nicosia et al.
(1975) ont isolé et classifié les follicules de lapines selon leur taille et ont montré que la
concentration en cestradiol et en progestérone augmente dans les follicules en fonction de leur
diameétre. Ainsi un follicule primaire dont la taille n’excéde pas 200 um renferme 26,6 + 6,6 pg
d’cestradiol et 24,2 + 5,9 pg de progestérone alors que les follicules tertiaires d’'un diametre
supérieur a 700 um contiennent 77 + 33,8 pg d’cestradiol et 105,2 + 28,5 pg de progestérone. Méme
si les concentrations plasmatiques en cestrogenes semblent étre trop faibles et trop variables pour
étre reliées au comportement sexuel (Stoufflet et Caillol, 1988), Rebollar et al. (1992) ont observé
une corrélation positive entre le niveau de réceptivité des lapines et le taux plasmatique de 17pB-
oestradiol. Enfin, Kermabon et al. (1994) et Yaschine et al. (1967) ont confirmé que le niveau de
réceptivité des lapines était positivement corrélé a la présence de follicules pré-ovulatoires dont le
diameétre est supérieur a 1 mm. Par conséquent, la présence de gros follicules pré-ovulatoires, la

sécrétion d’oestrogenes et le comportement d’cestrus des lapines semblent étroitement liés méme si
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Diaz et al. (1987) affirment ne pas pouvoir établir de relation directe entre la croissance folliculaire et

le comportement sexuel de la lapine.

Actuellement, le débat reste ouvert mais le fait que des follicules préovulatoires soient
produits de maniere continue a la surface de 'ovaire alors que I'on observe une grande variabilité
dans le comportement d’cestrus signifie que d’autres facteurs viennent interagir entre la sécrétion
d’cestradiol et I'expression des chaleurs. De plus, il est possible que la dynamique folliculaire soit
variable d’une lapine a l'autre mais aucune étude n’a été malheureusement réalisée sur le long
terme pour évaluer les variabilités entre individus d’'une méme souche. En effet, d’autres facteurs de
variation de la folliculogenése sont a prendre en compte comme le génotype, la parité des femelles,
la lactation et le stade de lactation, la saison (Hulot et Mariana, 1985), I'alimentation (Hulot et al.,

1982) ou encore le rythme de reproduction de leur meére (Fortun-Lamothe et Mariana, 1998).

[.1.3. Pseudogestation

Au moment de I'lA, les cas de pseudogestations peuvent atteindre 20 a 30 % des lapines dans
les élevages conduits en insémination artificielle (Boiti et al., 2008), situation anormale pour des

femelles dont I'ovulation est induite par injection d’un analogue de GnRH 11 jours apres la mise bas.

Lorsque les ovules libérés ne sont pas fécondés, il s’installe alors un phénoméne de
« pseudogestation » d’'une durée de 14 a 20 jours pendant laquelle la lapine n’est pas fertile
(Perreaud, 1978; Browning et al., 1980). Suite a I'ovulation, le développement des corps jaunes et
I'évolution de l'utérus sont les mémes que pour une gestation, mais n'atteignent pas la taille ni le
niveau de production de progestérone des corps jaunes gestatifs. Durant cette période, la
progestérone aurait une action inhibitrice locale sur le développement folliculaire et Ia
stéroidogenése (Setty et Mills, 1987; Mills et Stopper, 1989). De plus, la progestérone serait
responsable des défauts de fécondation associés a une altération du transport des gametes (Takeda
et al., 1978; Tsutsumi et al., 1980). Des travaux plus anciens avaient montré que la pseudogestation
inhibait I'ovulation des lapines sans interférer sur la croissance folliculaire (Klein et Mayer, 1942)
méme si cette conclusion est aujourd’hui contreversée. En conséquence, la lapine pseudogestante
peut accepter I'accouplement (comportement fréquent dans la deuxieme moitié de la gestation)

mais ne peut étre fécondée durant cette période.

Au 12°™ jour de pseudogestation, les corps jaunes commencent a régresser (Scott et Rennie,

1970; Browning et al., 1980; Boiti et al., 1999) puis disparaissent sous l'action de la prostaglandine Fy,



Partie bibliographique : La Reproduction chez la lapine 35

(PGF,,), facteur lutéolytique sécrété par l'utérus. La fin de la pseudogestation est accompagnée de
I'apparition d'un comportement maternel et de la construction d'un nid lié a I'abaissement rapide du
taux de progestérone. Afin de mettre fin a I'état pseudogestatif, une injection de PGF,, ou de ses

éme

analogues de synthése effectuée au 10-11°"" jour de la pseudogestation permet d'arréter cette
derniere et de féconder la lapine seulement 14 jours apres une premiéere insémination inféconde. Les
corps jaunes deviennent progressivement sensibles aux facteurs lutéolytiques. Boiti et al. (1998)

eme

avaient d’ailleurs montré que la grande majorité des corps jaunes pouvait étre lysée des le 9 jour

de pseudogestation par injection de 200 ug d’alfaprostol (analogue de PGF,,).

Les pseudogestations peuvent étre fréquentes lorsque les lapines sont élevées en cages
collectives si la femelle dominante chevauche les autres lapines. Dans ces conditions, les lapines
dominées qui sont en ocestrus peuvent ovuler et développer une pseudogestation. Cependant,
I'origine de ces pseudogestations est beaucoup moins claire dans le cas de lapines logées en cages
individuelles. Ainsi, il est généralement conseillé de séparer les lapines futures reproductrices dans
des cages individuelles au moins 3 semaines avant leur mise a la reproduction pour éviter tout risque

de pseudogestation.

[.1.4. Ovulation

Plusieurs expériences montrent que le stimulus associé a I'accouplement est plus d’ordre
physiologique que mécanique dont celle de Fee et Parkes (1930) qui ont mis en évidence qu’une
anesthésie du cervix des lapines n‘empéche pas I'ovulation de se produire. De plus, le fait qu’une
simulation d’accouplement avec deux lapines induise I'ovulation chez la lapine dominée confirme
cette hypothese. Plus précisément, le coit agit comme un stimulus qui va entrainer une cascade
neuroendocrine complexe (Spies et al.,, 1997; Ramirez et Beyer, 1998; Bakker et Baum, 2000)
aboutissant a la stimulation de I'axe hypothalamo-hypophyso-gonadique, a la décharge préovulatoire
de LH et donc a I'ovulation 10 a 12 h apres I'accouplement (Harper, 1961; Foote et Carney, 2000). Le
réflexe ovulatoire fait donc successivement intervenir la voie afférente, qui transmet au systéeme
nerveux central les stimuli associés au coit par voie nerveuse, et la voie efférente qui, par la voie
humorale, permet I'achévement de la maturation ovocytaire (maturation nucléaire) et I'ovulation
(Gallouin, 1981). Des études récentes menées sur les Lamas et les Alpagas (Adams et al., 2005; Ratto
et al.,, 2005) ont nuancé cette théorie en montrant que |'ovulation ne serait pas uniquement
provoquée par I'accouplement mais aussi par un facteur présent dans le plasma séminal. En effet,

I'injection de 2 ml de plasma séminal en intramusculaire chez ces animaux provoquait un pic de LH
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plasmatique 75 minutes apres le traitement et aboutissait a I'ovulation dans plus de 90 % des cas.

Aucune étude comparable n’a été publiée a ce jour chez la lapine.

Hors accouplement, le niveau de sécrétion des hormones folliculo-stimulantes est relativement
stable au cours du temps (Blanc et Hulot, 1982) malgré la présence de follicules préovulatoires
sécrétant de I'cestradiol. Cette particularité physiologique de la lapine est totalement différente des
processus existants chez les autres Mammiferes domestiques ol la sécrétion d’cestrogenes par les
follicules dominants entraine, a partir d’un certain seuil, un feed back positif sur la sécrétion de LH
entrainant le pic préovulatoire et I'ovulation. L’absence d’ovulation spontanée chez la lapine serait
ainsi principalement due a la déficience du rétrocontréle positif des cestrogénes et donc a une
difficulté a provoquer le pic de LH (Ramirez et Beyer, 1998; Bakker et Baum, 2000). Cependant,
I'existence d’ovulations spontanées de maniere ponctuelle n’est pas exclue chez la lapine ce qui
expliquerait les cas de pseudogestation inexpliqués.

Aprés l'accouplement, le taux d'ocytocine s'accroit dans la minute suivant le coit tandis que
celui de la prolactine décroit. Cette décharge d'ocytocine semble avoir pour fonction de permettre
aux spermatozoides de franchir les cols utérins et commencer a progresser dans les cornes utérines.
Dans le méme temps, I'hypothalamus émet une décharge de GnRH qui atteint immédiatement
I'hypophyse par le systéme porte hypothalamo-hypophysaire. Seule une tres faible fraction de cette
décharge de GnRH se retrouve diluée dans le flot sanguin général, ce qui a pour conséquence que les
taux circulants dans le sang périphérique n'ont aucune relation avec les taux physiologiques
efficaces. En réponse a la sécrétion de GnRH, il y a une décharge de LH par I'anté-hypophyse. La
concentration maximale est observée 90 minutes apres le coit (Dufy-Barbe et al., 1973; Meunier et
al., 1983) alors que Jones et al. (1976) avaient mis en évidence une élévation du niveau de LH dans
les 3 minutes apres I'accouplement et un pic atteint apres 15 minutes maintenu pendant au moins
1h avant de retrouver sa valeur basale. Cette équipe concluait qu’une augmentation du taux sérique
de LH a 300 ng/ml était suffisante pour provoquer I'ovulation et la formation de corps jaunes par
lutéinisation des cellules folliculaires.

Une élévation beaucoup plus modeste du taux sanguin de FSH est observée apreés le coit avec
un maximum situé une demi-heure post-coitum. La décharge de FSH permet la reprise de la méiose
jusgqu’au stade métaphase Il alors que celle de LH est responsable de I'ovulation a proprement parlé
en stimulant la synthese d’cestradiol, de progestérone et de 20adi-hydroxyprogestérone qui
maintiennent I’action ovulatoire (Knobil et Neil, 1988) et activerait une collagénase présente dans la
theque des follicules (Boussit, 1989). Les follicules a antrum de grande taille (diametre supérieur a
0,8 mm) se transforment en environ 10 heures en follicules de De Graaf qui libérent chacun un ovule.

Hill et al. (1935) ont mené une étude cinématographique de I'ovulation chez la lapine et montrent
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que la croissance terminale des follicules préovulatoires dure 1 a 2 h avec une augmentation
importante de la vascularisation 20 a 30 minutes avant I'ovulation. L'expulsion du liquide folliculaire
se fait en 30 a 60 secondes environ. Grace a son modele d’étude in vitro de I'ovulation chez la lapine,
Lambersten et al. (1976) a pu confirmer que 'ovulation se déroule 10 a 14 h aprés son induction et
montrer que suite a la décharge ovulante, plus aucun facteur extra-gonadique n’était nécessaire au
déroulement de I'ovulation. La lapine présente la particularité d’avoir un deuxieme pic de FSH, moins
marqué que le premier, 20 a 48 h p.c. (Osteen et Mills, 1979; Meunier et al., 1983) et dont le réle
serait de stimuler de nouveaux follicules a antrum suceptibles d’ovuler ultérieurement. Bolet (1984)
en étudiant les facteurs controlant cette deuxieme élévation du niveau de FSH, observe ce
phénomene a 10 h p.c. et montre qu’il est indépendant du déroulement de I'ovulation, du premier
pic de FSH et du pic préovulatoire de progestérone. Les conditions favorisant I'apparition de cette
deuxieme élévation de FSH ne sont pas encore connues mais il est clair que ce processus permet de

stimuler des follicules en croissance pour I'établissement d’'une nouvelle vague folliculaire.

[.1.5. Fécondation et développement embryonnaire précoce

Une cicatrice appelée « stigma » correspondant a la rupture des couches périphériques et aux
réactions inflammatoires associées a |'ovulation reste visible sur la partie apicale des follicules ayant
ovulés (Bolet et al., 1992). Des leur libération, les ovocytes sont « aspirés » par le pavillon de
I'oviducte et sont fécondables, avec un maximum de fécondabilité situé entre 12 et 15 h p.c. avant de
diminuer progressivement jusqu’a 19 h p.c. ou les ovocytes commencent a dégénérer (Thibault,
1967). Chez les femelles pubeéres, le sperme a été déposé par le male ou le dispositif d'insémination
artificielle dans la partie supérieure du vagin. La durée de la remontée des spermatozoides jusqu’a la
partie distale de I'ampoule est variable selon les auteurs, allant de 30 minutes apres le coit a 8 h p.c.
(Austin, 1955; Boussit, 1989). Durant leur remontée, les spermatozoides subissent une phase de
maturation appelée capacitation qui les rend aptes a féconder les ovocytes. Il a été mis en évidence
gue les spermatozoides de lapin étaient recouverts d’un antigene bloquant la fécondation qui est
inhibé lors de la capacitation dans les voies femelles (Hunter et Nornes, 1969). Sur les 150 a 200
millions de spermatozoides éjaculés, 2 millions (1 %) seront présents dans |'utérus et seulement une
vingtaine de spermatozoides sur chaque ovocyte au moment de la fécondation (1 h 30 a 2 h apres
I’ovulation) avec un seul capable de traverser la membrane ovocytaire pour assurer la fécondation
proprement dite. La pénétration du spermatozoide fécondant entraine |’exocytose des granules
corticaux sous membranaires aboutissant au durcissement de la zone pellucide qui empéche toute
autre pénétration polyspermique (Ducibella, 1996). Il est important de noter qu’in vivo, un nombre

de spermatozoides trop important au voisinage de I'ovule au moment de la fécondation perturbe le
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déroulement de celle-ci (Hunter et Leglise, 1971). En I'absence d’ovocytes, les spermatozoides
conservent un maximum de fécondabilité entre 10 et 18 h p.c. en étant liés a I'épithélium tubaire
(Talevi et Gualtieri, 2004). Par la suite, leur fécondance diminue progressivement (minimum de
fécondabilité de 18 a 25 h p.c.) avant d’aboutir a la dégénérescence des spermatozoides (31 a 32 h
p.c.).

Apres fécondation, tous les embryons sont présents dans l'isthme de |'oviducte 24 heures
aprés le coit (Bourdage et Halbert, 1988). D’aprés les observations de Ldopez-Béjar (1995), les
embryons ont terminé leur premier cycle cellulaire a 26 h p.c., puis poursuivent leurs divisions pour
atteindre les stades 4 cellules (26-32 h p.c.), 8 cellules (32-40 h p.c.), 16 cellules (40-47 h p.c.), morula
(47-68 h p.c.) et blastocyste (68-76 h p.c.). Parallelement a leur développement, les embryons
migrent le long de I'oviducte ou ils acquierent leur manteau muqueux avant d’arriver dans la corne
utérine, siege de limplantation (figure 6). Les embryons de lapin possédent deux couches
extracellulaires dont I'intégrité est primordiale pour la survie embryonnaire. La couche la plus interne
est la zone pellucide (11 a 30 um d’épaisseur) mise en place dans les ovaires lors de folliculogenése
(formation des follicules secondaires) et indispensable pour la nutrition des ovocytes lors de la
croissance folliculaire et la reconnaissance des gameétes lors de la fécondation (Dunbar, 1983; Motta

et al., 1994).

Figure 6. Schématisation du développement embryonnaire chez le lapin
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La couche la plus externe est la couche muqueuse qui est mise en place plus tardivement lors de la
migration des embryons dans I'oviducte et dont I'épaisseur augmente de 10 um a 24 h p.c. a 100 um
a 72 h p.c. (Lopez-Bejar, 1995). Cette couche est d’une grande importance pour I'implantation de
I'embryon dans l'utérus, avec un réle encore plus essentiel que la zone pellucide dans le
développement in vivo des embryons (Lopez-Bejar, 1995; Murakami et Imai, 1996). Plusieurs auteurs
ont pu mettre en évidence I'importance de l'intégrité de la couche muqueuse sur le développement
in vitro et le transfert d’embryons de lapin (Carney et Foote, 1990; Kasai et al., 1993; Murakami et
Imai, 1996). Ainsi, Bourdage et Halbert (1988) ont montré qu’environ 30 % des embryons ont passé
la jonction utero-tubaire a 78 h p.c. et que plus de 90 % des embryons ont atteint les cornes utérines
84 h p.c. La paroi utérine se différencie, mais la dentelle utérine n'apparait qu'entre 5 et 8 jours apres
le coit sous l'action de la progestérone sécrétée par les corps jaunes gestatifs. C'est la
synchronisation de ces phénomeénes qui permet l'implantation des blastocystes observée entre 120
et 144 h p.c. (Lopez-Bejar, 1995). Avant leur sortie de la zone pellucide, les embryons pré-
implantatoires possedent un diameétre interne relativement constant a 115-128 um (Alliston et
Pardee, 1973) qui augmente approximativement jusqu’a 1 mm a 5 jours p.c. (Jung et Fischer, 1988).
A l'implantation, les embryons atteignent un diametre de 5 mm (Davies et Hesseldahl, 1971; Alliston

et Pardee, 1973).

[.1.6. Implantation et développement foetal

On distingue plusieurs phases dans I'implantation des blastocystes épanouis caractérisées par
le degré de contacts entre les cellules épithéliales utérines et trophoblastiques. A 7 jours post
ovulation, les blastocystes perdent leur zone pellucide qui est remplacée par des couches de
glycoprotéines dont les propriétés adhésives jouent un réle important dans I'implantation (Alliston et
Pardee, 1973). Le type d’implantation et le positionnement du blastocyste par rapport au plan
mésomeétrial est variable selon les espéces. Chez le lapin, les blastocystes adoptent, sous I'effet des
contractions du myometre, une position de type antimésométrial caractérisée par un site
d’implantation distinct situé a I'opposé du bouton ou disque embryonnaire. Les premiers contacts
entre les cellules trophoblastiques et utérines correspondent a la phase d’apposition qui précéede la
phase d’adhésion et d’implantation proprement dite. Le trophoblaste pénétre ensuite dans
I’épithélium utérin par un mécanisme de fusion du syncytio-trophoblaste et des cellules utérines

aboutissant a la formation de grosses cellules multinucléées. Dés le 12°™ jour de gestation, on peut
assister au développement du placenta de type bi-discoide qui assurera la croissance et le

développement du foetus jusqu’a la parturition (Rodriguez et al., 1985).
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Du 3°™ au 12°™ jour suivant I'accouplement, le taux de progestérone ne cesse d'augmenter
passant de 5 a 20 ng/ml, puis reste relativement stationnaire avant de diminuer rapidement dans les
qguelques jours précédant la mise bas (Browning et al., 1980). Chez la lapine, la sécrétion de
progestérone n’est pas modifiée par la présence des embryons pendant les deux premiéres semaines
de gestation. Ensuite, un facteur protéique antilutéolytique produit par la partie foetale du placenta
constitue, en synergie avec |'cestradiol, un facteur lutéotrope indispensable au maintien de la

gestation (Browning et Wolf, 1981).

Les pertes embryonnaires estimées par comparaison du nombre de corps jaunes et du nombre
d'embryons vivants peuvent étre importantes. En général, 70 a 80 % des ovocytes libérés donnent
finalement des lapereaux vivants a la naissance (Adams, 1960; Hafez, 1965). La majeure partie des

éme

mortalités embryonnaires se produit entre la fécondation et le 17°™ jour de la gestation (Adams,
1960). La mortalité embryonnaire préimplantatoire serait liée a la qualité des embryons alors que les
mortalités foetales seraient plus liées a 'emplacement de la nidation ainsi qu’ a la qualité du milieu
utérin (Torres, 1982). D’autres facteurs ont une influence non négligeable sur le développement
embryonnaire comme par exemple la saison (température, lumiére) et I'état physiologique des
lapines (age en particulier, ou état de lactation). Maurer et Foote (1971) ont confirmé que le systeme
reproductif des femelles agées devenait moins efficace avec notamment un nombre de lapereaux

nés vivants plus faible s’expliguant en partie par des taux de mortalité embryonnaire

préimplantatoire plus élevés.

1.1.7. Mise bas et allaitement des lapereaux

La mise bas dure 10 a 20 minutes indépendamment de |a taille de portée qui peut varier de 1 a
20 lapereaux avec une moyenne située autour de 8 a 10 dans les élevages. Elle intervient
généralement aprés 31 a 32 jours de gestation (Foote et Carney, 2000). Dés lors, la production
guotidienne de lait augmente de 30 — 50 g les deux premiers jours a 200 — 250 g vers la fin de la 3eme
semaine de lactation (figure 7). Elle décroit ensuite plus ou moins rapidement en fonction de la
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présence ou de I'absence simultanée d’une gestation. A partir du 22°™ jour p.p., la quantité de lait
produite diminue brutalement chez les lapines gestantes alors que cette diminution est beaucoup
moins rapide chez des lapines non gestantes (Lebas, 1972). Quelque soit le statut physiologique des

eme

lapines allaitantes la production laitiére devient nulle au 28-29"™ jour de gestation.
La lapine peut étre mise a la reproduction aussitot aprés la mise bas ou méme pendant la
période de lactation et alors assurer simultanément lactation et gestation. Cette situation est celle

qui est le plus souvent rencontrée dans les élevages cunicoles avec une conduite en bande unique et
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des inséminations artificielles (1A) tous les 42 jours (IA au 11°™ jour de lactation). De nombreuses
études ont été menées sur I'effet de la lactation sur les performances de reproduction des lapines de
statut physiologique et de parité différents aussi bien en saillie naturelle qu’en insémination
artificielle (Theau-Clement, 2001). De maniere plus marquée en insémination artificielle qu’en saillie
naturelle, il a été montré un fort effet dépressif de la lactation et de son intensité (nombre de
lapereaux allaités) sur la réceptivité des lapines ainsi que sur leur aptitude a ovuler et a mener une

gestation a terme.

Figure 7. Evolution de la production laitiére de lapines simplement allaitantes ou

simultanément gestantes et allaitantes
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Source : Lebas (1972)

Le stade 4-5 jours apres la mise bas semble étre la période la plus défavorable pour la mise a la
reproduction des lapines comme l'illustre la réceptivité qui est maximale aussitét aprés la mise bas
(proche de 100 %), diminue pour atteindre un minimum 3-5 jours (40-65 %) pour enfin remonter au
niveau initial d’apres sevrage 11 jours apreés le part (Theau-Clement, 2007). La fertilité et la prolificité
des lapines allaitantes sont globalement plus faibles que celles des lapines non allaitantes avec un
effet négatif de la lactation sur le pourcentage de femelles ovulant (-26 %), le taux de gestation (-
33 %), et la viabilité foetale (-10 %). Les effets négatifs de la lactation sur le taux d’ovulation semblent
moins marqués pour des lapines allaitantes au 11°%me jour p.p. (Theau-Clement et al., 1990; Theau-
Clement et Poujardieu, 1994) mettant en évidence I'existante d’'une période critique post partum.

Enfin, la lactation semble retarder la puberté des futures reproductrices nées de femelles qui



Partie bibliographique : La Reproduction chez la lapine 42

allaitaient pendant la gestation ce qui peut diminuer fortement la productivité de I'atelier cunicole

(Fortun-Lamothe et Mariana, 1998).

L'effet dépressif de la lactation sur les performances de reproduction des lapines peut s’expliquer
d’une part par le déficit nutritionnel imposé aux femelles dans les systemes d’élevages intensifs ou
les lapines doivent assurer simultanément gestation et lactation. De plus, I'hyperprolactinémie et la
faible progestéronémie engendrées par la production laitiere peuvent elles aussi contribuer a la
diminution des performances de reproduction observée aprés le part (Fortun-Lamothe et Bolet,
1995; Fortun-Lamothe, 1998). D’un point de vue hormonal, la lactogenése est sous la dépendance
directe de la prolactine, hormone peptidique antéhypophysaire synthétisée et sécrétée par les
cellules lactotropes du lobe antérieur de |'hypophyse. Contrairement a d’autres espéces
domestiques, les niveaux sériques de prolactine dépassent rarement 100 ng/ml chez la lapine. Sa
sécrétion est réalisée de maniere pulsatile sous la dépendance de multiples facteurs hormonaux dont
la progestérone, la dopamine ou encore les opiacés (Touraine et Goffin, 2005). Aprés la mise bas, les
niveaux de progestérone et d’cestradiol chutent, levant ainsi I'inhibition sur la sécrétion de prolactine
ce qui va déclencher I'établissement et le maintien de la lactogenése. Bien que tous les effets de la
prolactine sur la fonction gonadotrope ne soient pas encore élucidés, il semblerait que celle-ci agisse
a différents niveaux du tractus génital et a différentes périodes. Chez la lapine, il a été montré un
effet de la prolactine sur I’environnement utérin qui devient défavorable a la migration des gamétes
et a la fécondation. De plus, elle perturberait la maturation folliculaire et ovocytaire et participerait
au maintien de l'inhibition de I'ovulation notamment par inhibition de la sécrétion pulsatile de GnRH
hypothalamique et abaissement des synthéses de gonadotropines (Yoshimura et al., 1991; Theau-

Clement, 2001).

.2. Maitrise de la reproduction chez la lapine

1.2.1. Stimulations de |'cestrus chez la lapine

La réceptivité de la femelle peut étre estimée en la placant dans la cage d’'un male et en
observant si elle adopte un comportement d’acceptation de I'accouplement. En effet, une lapine en
cestrus adopte une position de lordose caractéristique alors qu'une lapine en dicestrus tend a se
blottir dans un angle de cage ou a devenir agressive vis-a-vis du male. Toutefois, ce test est trop long
a réaliser dans les conditions de production intensives. Plusieurs auteurs ont montré que
I’'observation de la couleur et de la turgescence de la vulve de la lapine pouvait constituer un bon
indicateur de réceptivité sexuelle des lapines lors de I'insémination. En effet, on constate que plus de

80 % des femelles ayant la vulve rose, rouge ou violette et turgescente acceptent |'accouplement et
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ovulent. A l'inverse, moins de 20 % seulement des femelles ayant une vulve blanche acceptent de

s'accoupler et sont fécondées (Delaveau, 1978; Gosalvez et al., 1985).

Beaucoup d’études ont été menées pour induire et synchroniser le comportement d’cestrus
chez la lapine de maniére a augmenter et homogénéiser les performances de reproduction dans les
élevages. Ainsi, I'administration d'hormones folliculo-stimulantes (gonadotropines), a une lapine 2 a
3 jours avant l'insémination a beaucoup été utilisée ces 15 derniéres années. L'utilisation de
I’'hormone gonadotrope chorionique equine (eCG) aurait un effet positif sur la réceptivité des
femelles (Alabiso et al., 1994; Davoust et al., 1994; Mirabito et al., 1994; Theau-Clement et Lebas,
1996; Theau-Clement et al., 1998) bien que les travaux de Bourdillon et al. (1992) et de Mehaisen et
al. (2005) ne l'aient pas confirmé. Theau-Clément (2005) préconise I'administration de 20 Ul de
PMSG par lapine 48 heures avant I'insémination artificielle ce qui permet d’augmenter la réceptivité
et la fertilité des femelles primipares et multipares allaitantes ainsi que la productivité (lapereaux
sevrés/IA) de pres de 17 a 20 %. Une administration tous les 35 jours n’entraine pas de réponse

éme

immunitaire précoce (apparition d’anticorps anti-PMSG au bout de la 7" injection) contrairement a
ce qui avait pu étre mis en évidence chez d’autres especes comme les caprins ou les ovins (Roy et al.,
1995). En contre partie, il est parfois montré que les traitements a base d’eCG peuvent avoir des
effets négatifs sur les taux de fécondation et les taux de viabilité a la naissance (Canali et al., 1991;

Alabiso et al., 1994; Maertens et Luzi, 1995).

La limitation progressive de |'utilisation d’hormones dans les élevages en Europe a conduit la
communauté scientifigue a mener des recherches pour s’affranchir de ces traitements. Ainsi,
plusieurs essais ont montré que des comportements d'cestrus pouvaient aussi étre déclenchés chez
la lapine par des "biostimulations" (Theau-Clement et al., 1998; Theau-Clement, 2000; 2005) faisant
intervenir plus directement le systéme nerveux central et sa capacité d'intégration des facteurs
environnant la lapine (séparation temporaire mére-jeunes chez les lapines allaitantes, modulation
des rythmes lumineux ou modulation de I'alimentation). Ceci confirme que la réceptivité et donc la

croissance folliculaire résultent d’'un ensemble de facteurs qui ne sont pas encore maitrisés a ce jour.

[.2.2. Méthodes d’induction de |'ovulation :

L'ovulation peut étre provoquée en intervenant a différents niveaux de I'axe hypothalamo-
hypophysaire par différentes méthodes qui permettent d’aboutir au pic de LH pré-ovulatoire.
L'ovulation étant déclenchée par I'accouplement, il est possible d’induire I'ovulation des lapines

directement par saillie non fécondante avec un male vasectomisé (Khalifa et al., 2000). La simulation
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du coit par stimulation mécanique du vagin peut induire I'ovulation, mais les résultats sont tres
aléatoires et généralement faibles (Hulot et Poujardieu, 1976). Actuellement, le déclenchement de
I'ovulation est généralement effectué juste apres IA par injection de GnRH (i.m.), de LH (i.v.), d’hCG

(i.v.) ou par une combinaison de ces deux méthodes.

Quelques études ont porté sur la relation entre les différents traitements utilisés pour
I'induction de I'ovulation et les taux de collecte ainsi que les taux de survie in vivo ou in vitro (Garcia-
Ximenez et Vicente, 1992; Viudes-de-Castro et al., 1995). Mehaisen et al. (2005) a pu mettre en
évidence que I'utilisation d’hCG tend a augmenter le taux d’ovulation méme si I'effet sur le taux de
collecte d’embryons normaux n’est pas significatif, confortant les résultats obtenus par Garcia-
Ximénez et Vicente (1992) et Viudes-de-Castro et al. (1995). Cependant, il semblerait que les
embryons obtenus a I'aide d’hCG soient moins résistants a la vitrification que ceux obtenus a I'aide

de GnRH (Mehaisen et al., 2006). De plus, il a été montré que des injections répétées d’hCG ou de LH

M ou de la 5

entrainent une immunisation et une perte d'efficacité au-dela de la 4 injection

contrairement a la GnRH qui ne connait aucune baisse d’activité (Adams, 1981).

Plus récemment, Quintela et al. (2004) ont montré que I'ovulation chez la lapine pouvait étre
induite par administration de 16 ug de buséréline (analogue de GnRH) par femelle directement dans
la dose de semence utilisée pour l'insémination artificielle. Cette technique a I'avantage de
s’affranchir de l'injection intramusculaire de GnRH sans aucune répercussion sur les taux de mises
bas (respectivement 91,7 % vs 87,5 %) et avec une meilleure prolificité (11,7 vs 9,4). Cependant,
I’ovulation provoquée avec cette technique se déroule de maniére plus précoce (60 vs 90 min post
IA). Par la suite, la méme équipe obtenait des résultats similaires en utilisant 25 pg par femelle de
[des-Gly10, D-Ala6]-LHRH ethylamide, autre analogue de GnRH (Quintela et al., 2007). Une
expérience similaire a été menée par Viudes-de-Castro et al. (2007) qui testaient deux types
d’analogues de GnRH et obtenaient des résultats similaires a la méthode conventionnelle en utilisant

5 pg de triptoreline par femelle.

[.2.3. Les techniques de superovulation

Les premiers essais de superovulation remontent aux années quarante ou Pincus (1940) avait
comparé deux traitements de superovulation chez la lapine (extrait hypophysaire vs. PMSG) et avait
constaté que les lapines traitées produisaient 3 a 4 fois plus d’ovocytes que les lapines témoins non
traitées. Ces traitements hormonaux visent a stimuler les ovaires pour recruter un plus grand

nombre de follicules que lors d’un cycle ovarien classique. Ainsi, les follicules les moins sensibles a
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I’action de la FSH peuvent étre recrutés et résultent en un nombre d’ovocytes ovulés plus important.
Mis a part les intéréts expérimentaux que cela représente, la superovulation peut s’avérer
particulierement intéressante dans le cadre des opérations de cryoconservation des ressources
génétiques particulierement chez les espéces peu prolifiques et/ou menacées d’extinction.
Cependant, la réponse des lapines aux différents traitements de superovulation semble dépendre du
type d’hormones utilisées, de leur mode d’administration mais aussi des populations de lapins
concernées. Depuis le travail de Pincus (1940), les études sur le sujet se sont multipliées sans
gu’aucune méthode de référence ne soit établie et acceptée par tous. Actuellement, les traitements
de superovulation sont réalisés par injection(s) de FSH, d’eCG ou plus rarement d’'hMG (human
Menopausal Gonadotropin) a des quantités et a des intervalles de temps variables selon les auteurs

(tableaux 2, 3 et 4).

Tableau 2. Essais de superovulation avec des traitements a base de FSH
Injection(s) Nb Mode Corps Emb/ovo
Références Traitement ) X jour e s Induction de I'ovulation . P A
[jour s d'injection jaunes Collectés
0,186 mg pFSH 2 3 s.C. 2,5mgelH 20,8 15,2
: 0,375 mg pFSH 2 3 s.C. 2,5 mg elH 31,2 22,6
K lly et Foote (1965) !
ennelly et Foote (1965) : 0,93 mg pFSH 2 3 s.c. 2,5 mg elH 38,1 26,2
1,5 mg pFSH 2 3 s.C. 2,5 mg elH 23,6 15,0
Varian et al. (1967) 3 mg pFSH 2 3 s.C. 2 mg pLH/Kg 45,1 36,8
Maurer et al. (1968a) 1,8 mg pFSH 2 3 s.C. 2,5 mg pLH 46,5 39,8
Maurer et Foote (1971) 1,8 mg pFSH 2 3 s.C. 2,5 mg pLH 54,9 35,0
Trotnow et al. (1981) 1,6 mg FSH 1 4 s.C. 100 U.l. hCG 33,1 31,5
Renard et al. (1982) 1,5 mg FSH 2 3 - 30 U.l. hCG 46,1 32,1
Fischer (1989) 1,8 mg FSH 2 3 s.C. 75 U.I. hCG - 22,0
Carney et Foote (1990) 0,93 mg pFSH 2 3 s.C. 2,5mgelH 25,7 19,9
Schmidt et al. (1992) 1,8 mg pFSH 1 3 s.C. 40 U.I. hCG 34,6 14,2
Joly (1997) 2 mg pFSH 2 2,5 s.C. 0,2 ml GnRH - 25,5
Treloar et al. (1997) 3,2 ug/h FSH continu 3 s.C. 150 U.I. hCG - 37,2
3 UAFSH 2 3 s.C. 150 U.l. hCG 26,5 19,4
Kauffman etal. (1998) 4 UAFSH 2 4 s.c. 150 U.I. hCG 23,5 23,5
. . i 3 UA pFSH 2 3 s.C. 2 U.I. hCG 47,4 40,1
Hirab hi et al. (2000a)
Irabayashi et al. (2000a) 3 )\ o + 10% PvP 1 1 s.c. 2 Ul hCG 33,7 25,4
. . i 3 UA pFSH 2 3 s.C. 75 U.1. hCG - 27,5
Hirab hi et al. (2000b)
irabayashi et al. { )1 3,0 UA pFSH + 10% PVP 1 1 s.c. 75 U.I. hCG - 14,8
i 13,5 mg pFSH 2 3 - 180 U.I. hCG 50,0 32,0
B felder (2002 '
esenfelder (2002) | Progest + 13,5 mg pFSH 2 3 ; 180 U.I. hCG 63,0 42,0
. i 3 U.A. pFSH + 10% PVP 1 1 S.C. 75 ou 150 U.l. hCG + 1ug GnRH - 20,1
Hash 1. (2004 '
ashimoto et al. (2004) | 3 U.A. rpFSH + 10% PVP 1 1 s.c. 75 ou 150 U.I. hCG + 1ug GnRH - 27,1
Mehaisen et al. (2006) . 1,8 mg FSH + 30% PVP 1 3 i.m. 75 U.1. hCG 25,2 20,3
3 U.A. pFSH + 10% PVP 1 1 s.C. 75 U.l. hCG - 17,3
Hashimoto et al. (2007) i 3 U.A. pFSH ds Al-gel 1 1 s.C. 75 U.l. hCG - 40,4
: 3 UA pFSH 2 3 s.C. 75 U.l. hCG - 47,4
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Tableau 3. Essais de superovulation avec des traitements a base d’hMG
Références Traitement Injetftion(s) ' Nb 'IV!od(.e Inducti0|:\ de .Corps Emb/m{o
/jour jours d'injection I'ovulation jaunes Collectés
E 15 U.l. hMG + 25% PVP 1 1 s.C. SN 19,8 18,5
' 30 U.l. hMG + 25% PVP 1 1 s.C. SN 38,0 36,5
Kanayamaetal. (1992) ' 60 U.l. hMG + 25% PVP 1 1 s.C. SN 65,3 41,0
E 90 U.l. hMG + 25% PVP 1 1 s.C. SN 50,3 38,0
120 U.l. hMG + 25% PVP 1 1 s.C. SN 47,0 38,5
Kanayama et al. (1995) 90 U.I. hMG 1 3 s.C. 75 U.l. hCG - 15
Tableau 4. Essais de superovulation avec des traitements a base d’eCG/PMSG
Références Traitement Inje(.:tlon(s) . Nb ,.N!Od? Induction de I'ovulation .Corps Emb/m{o
[jour jours d'injection jaunes  Collectés
Kennelly and Foote (1965) 75 U.l. eCG 2 3 s.C. 2,5 mg LH 16,6 13,7
Maurer et al. (1968a) 90 U.l. eCG 1 3 s.C. 50 U.l. hCG 13,6 11,0
Fujimoto et al. (1974) 100 U.l. eCG 1 1 i.m. 100 U.I. hCG 22,1 16,3
Renard et al. (1982) 120 U.l. eCG 2 2 - 30 U.l. hCG 15,5 11,0
Hatton et al. (1985) 75 U.l. eCG 1 1 i.m. 50 U.I. hCG 25
Kanayama et al. (1995) 50 U.l. eCG 1 1 i.v. 75 U.l. hCG 15
Keefer et al. (1985) 150 U.l. eCG 1 1 - 75 U.l. hCG - 21,3
Mayan et al. (1989) 100 U.I. eCG 1 1 s.C. 50 U.I. hCG 24,0 17,0
Rebollar et al. (1989) 50 U.l. eCG 1 1 i.m. 40 pg GnRH 16,0 -
Garcia-Ximénez et Vicente (1990) 50 U.l. eCG 1 1 s.C. 50 Ul hCG 19,7 17,9
Illera et al. (1990) 120 U.l. eCG 1 1 i.m. 60 U.l. hCG - 21,3
, | 50U.LeCG 1 1 i.m. 100 U.I. hCG ? ?
Taneja et al. (1950) | 75U.l.eCG 1 1 i.m. 100 U.I. hCG ? ?
E 100 U.l. eCG 1 1 i.m. 100 U.I. hCG 27,2 19,6
Schmidt et al. (1992) ' 100 U.l eCG 1 1 i.m. 75 U.I. hCG ~20 10,8
50 U.l. eCG 1 1 i.m. 40 U.I. hCG ~20 11,4
Chrenek et al. (1998) 20 U.l. eCG /Kg 1 1 - 160 U.I. hCG - 18
Hirabayashi et al. (2000a) ? U.l. eCG 1 1 s.C. ? U.l. hCG 21,3 18,0
Besenfelder (2002) 120 U.l. eCG 1 1 - 180 U.I. hCG 44,0 27,0
Lépez-Béjar et Lopez-Gatius (2002) 80 U.l. eCG 1 1 s.C. 30 U.I. hCG - 17,8
Tsiligianni et al. (2004) 20 U.l. eCG /Kg 1 1 i.m. 120 U.I. hCG 28,7 18,6
. 50 U.l. eCG 1 1 s.C. 75 U.l. hCG ou 2ug GnRH 15,5 8,2
Mehaisen et al. (2005) | 200U.l eCG 1 1 s.c. 75U.1. hCG ou 2ug GnRH 19,2 5,8
Mehaisen et al. (2006) 20 U.l. eCG /Kg 1 1 i.m. 75 U.l. hCG 19,2 15,4

Kenelly et Foote (1965), Maurer et al. (1968a), Renard et al. (1982), Besenfelder et al. (2002) ou

encore Mehaisen et al. (2006) ont pu mettre en évidence une réponse au traitement de

superovulation plus élevée avec I'utilisation de la FSH par rapport a I'utilisation de I'’eCG. Cependant,

Schmidt et al. (1992) ont obtenu de meilleurs résultats en utilisant 'eCG par rapport a la FSH. Il

apparait donc que chaque équipe de recherche établit « son » protocole de superovulation de

référence en se basant sur les résultats obtenus en interne.

De plus, il est certain que le protocole a base de FSH est assez lourd a cause du nombre

d’injections a réaliser du fait de la demi-vie trés courte de cette hormone (4 a 5 heures comme

I’'hnMG) par rapport a celle de I'eCG (>5 jours). Ainsi, le stress infligé aux lapines est aussi plus
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important contrairement au protocole utilisant de I'eCG qui est de ce fait un peu plus utilisé.
Cependant, les résultats obtenus par injection d’eCG sont globalement de moins bon niveau que
ceux obtenus par injections de FSH ou d’hMG.

Depuis les premiers travaux de Kennelly et Foote (1965), plusieurs études ont été conduites
pour déterminer la combinaison optimale d’administration de la FSH. Bien que Kauffman et al. (1998)
aient montré que 8 injections de FSH sur 4 jours permettaient d’obtenir une meilleure stimulation
gu’avec les 6 injections classiques, la tendance générale est de réduire le nombre d’injections
(Schmidt et al., 1992; Joly, 1997). La méthode d’injection en continu de la FSH (Treloar et al., 1997) a
I'aide d’'une micro-pompe placée sous la peau permet d’obtenir 37,2 embryons par lapine tout en
diminuant le nombre d’interventions; cependant, cette technique nécessite une intervention
chirurgicale légére qui limite son utilisation en routine. Hirabayashi et al. (2000a; 2000b) montrent
que I'utilisation de polyvinylpyrrolidone (PVP ; 10 %) dans la solution de FSH permet de passer de six
a une injection unique 72 h avant I'induction de I'ovulation sans diminuer la réponse ovarienne. Le
PVP en solution est un excipient qui va permettre de prolonger I'absorption des hormones injectées
et donc d’augmenter leur durée de vie. L'utilisation de PVP a été reprise de maniére concluante par
Hashimoto et al. (2004) et Mehaisen et al. (2006) avec respectivement 27,1 et 20,3 embryons
collectés par lapine. L'utilisation d’hMG avec (Kanayama et al., 1992) ou sans PVP (Kanayama et al.,
1995) n’a jamais été comparée avec les hormones citées précédemment mais les résultats annoncés
par Kanayama et al. (1992) sont élevés avec jusqu’a 41 embryons collectés par lapine. Récemment,
Hashimoto et al. (2007) ont obtenu des résultats élevés aprés une seule injection de pFSH dissoute
dans un gel d’hydroxide d’aluminium avec 40,4 embryons collectés par femelle mais compte tenu de

la faiblesse des effectifs utilisés, les résultats nécessitent d’étre confirmés.

L’administration de doses d’hormones plus importantes conduit a un nombre d’embryons
produits plus élevé (Kennelly et Foote, 1965; Schmidt et al., 1992). Cependant, cette corrélation
positive est limitée par I'hyperstimulation de I'ovaire elle-méme, puisque I'utilisation de niveaux
élevés d’hormones, a des conséquences néfastes sur la qualité et le nombre d’embryons produits et
leur capacité de développement (Donaldson et Ward, 1986; Levi-Setti et al., 2006). Ainsi, il a été
montré que la superovulation entraine des ovulations avec des taux élevés de follicules immatures et
anormaux (Garcia-Ximenez et Vicente, 1990; Schmidt et al., 1992), une diminution des taux de
collecte (Kennelly et Foote, 1965; Hafez, 1969; Schmidt et al., 1992; Mehaisen et al., 2005) et des
taux de fécondation (Kennelly et Foote, 1965) ainsi que des défauts cytogénétiques et des altérations
chromosomiques des embryons (Fechheimer et Beatty, 1974; Fujimoto et al., 1974). De plus, Braun
et Leidl (1980) ont observé que les embryons produits par superovulation montraient des

modifications morphologiques ainsi qu’une plus grande sensibilité a la congélation. Ces observations
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ont été confirmés dans d’autres travaux (Kauffman et al., 1998; Mehaisen et al., 2005; Mehaisen et
al., 2006) et peuvent expliquer en partie un nombre de blastoméres plus faible (Carney et Foote,
1990; Vajta, 2000) traduisant une qualité globale des embryons inférieure (Chrenek et al., 1998;
Mehaisen et al., 2006). De plus, I'administration de fortes doses d’eCG (200 Ul) entraine une forte
augmentation du nombre de follicules hémorragiques (Mehaisen et al., 2005) traduisant des
disfonctionnements dans le processus d’ovulation qui se répercutent sur la production d’embryons
(Garcia-Ximenez et Vicente, 1990; Mehaisen et al., 2005) et sur leur taux de survie (Renard et al.,
1982; Maertens et Luzi, 1995; Rebollar et al., 2000; Mehaisen et al., 2005; Mehaisen et al., 2006). Les
traitements de superovulation favorisent aussi |'accélération du transit et donc une arrivée

prématurée dans l'utérus (Braun et Leidl, 1980; Carney et Foote, 1990).

De plus, la répétition des traitements de superovulation sur une méme femelle présente des
inconvénients majeurs tels que la diminution rapide du nombre de corps jaunes et du nombre
d’embryons collectés probablement liée a une immunisation des lapines contre les hormones
exogenes injectées par synthese d’anticorps anti-gonadotrophines (Maurer et al., 1968a; Maurer et
Foote, 1971; Cortell et Viudes de Castro, 2008). Ce phénomene est plus marqué avec |'utilisation de
I’eCG en combinaison avec I’'hCG qu’avec I'utilisation de FSH en association avec LH (Maurer et al.,
1968a). En effet, la répétition du traitement eCG-hCG a 4 mois d’intervalle entraine la diminution
rapide du nombre d’embryons collectés (11 a 2,9 embryons par lapine) alors que le phénoméne est
observé de maniere plus progressive avec FSH-LH (39,8 a 12,7 embryons par lapine en 12 mois). De la
méme maniére, Mehaisen et al. (2006) ont confirmé ces observations aussi bien avec un traitement
FSH-LH gu’avec un traitement eCG-hCG et montrent que la répétition de ces traitements affecte la
viabilité des embryons avant et aprés vitrification. L'alternance des différentes méthodes de
superovulation sur une méme femelle représente une perspective intéressante pour maintenir un

niveau de production élevé (Mehaisen et al., 2006).

Par conséquent, il semble que les traitements de superovulation a base de FSH entrainent une
production plus importante d’embryons de bonne qualité que les traitements a base d'eCG
notamment a cause de la longue demi-vie et de la double activité FSH/LH de I'eCG. Cependant, il
existe une variabilité de réponse importante entre les individus pour un traitement donné avec un
taux d’ovulation pouvant varier de 10 a plus de 80 embryons par femelle. Ces disparités de réponse
peuvent avoir plusieurs origines dont I'age, le génotype, la parité, le statut physiologique ou encore
les conditions d’élevage des femelles donneuses (Lerner et al., 1986). De plus, il a été mis en
évidence une grande hétérogénéité des préparations commerciales a base de FSH dont la teneur en

LH est variable d’un lot de préparation a un autre (Murphy et al., 1984; Lindsell et al., 1986; Treloar
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et al., 1997). L'effet de la LH dans les traitements a base de FSH a été étudié principalement chez la
femme et la vache et il semble qu’une concentration excessive en LH entraine une activation trop
précoce des ovocytes qui présenteraient alors des défauts de maturation (Moor et al., 1984; Levi-
Setti et al., 2006) conduisant a des problémes de fécondation, a une diminution des taux de collecte
et de gestation ou a une baisse de la qualité des embryons (Chupin et al., 1984; Donaldson et Ward,
1986; Howles, 2000). Mais les conclusions tirées sont parfois contradictoires et le réle de la LH n’a
pas clairement été établi comme dans une étude de Beckers (1987), ou la réduction du contenu en
LH des préparations hormonales était associée a une diminution du nombre d’embryons collectés
bien que ceux-ci soient de meilleure qualité. De plus, de nombreux travaux n’ont pas montré de
différences significatives entre les traitements avec ou sans LH exogénes sur la quantité et la qualité
des embryons produits (Fleming et al., 1998; Rosas et al., 1998; Levi-Setti et al., 2006; Tharasanit et
al., 2006; Welch et al., 2006). Chez le lapin, Hashimoto et al. (2004) ont mis en évidence que
I'utilisation d’une préparation de FSH avec un contenu en LH réduit (0,0013 Ul de LH par mg de
protéine) permettait d’augmenter significativement la production d’embryons par femelle (27,1 + 2,5

vs. 20,1+ 1,8).

[.2.4. Les différentes techniques de collecte d’ovocytes et
d’embryons

Dans la plupart des cas, les embryons sont collectés chez le lapin a 65 a 72 h apres I'induction
de I'ovulation, par perfusion du tractus génital isolé aprés abattage de la femelle donneuse (photo 1)
(Kennelly et Foote, 1965; Torres et al., 1987a; Vicente et Garcia-Ximenez, 1993b; a; 1994; Viudes-de-
Castro et al., 1995; Vicente et al., 1999; Vicente et al., 2003; Tsiligianni et al., 2004). Cependant, cette
méthode n’est pas adaptée pour les animaux de plus grande valeur économique, scientifique ou

sociale ou pour les expériences nécessitant des répétitions de collectes sur une méme femelle.

La technique de collecte in vivo par laparotomie a été développée chez la lapine de maniere a
éviter I'euthanasie des animaux (Forcada et Lopez, 2000) et consiste a perfuser le tractus génital in
situ au niveau du pavillon de I'oviducte et de la jonction utéro-tubaire (Maurer et al., 1968a; Maurer
et Foote, 1971; Taneja et al., 1990; Kauffman et al., 1998; Lopez-Bejar et Lopez-Gatius, 2002). Les
embryons sont ainsi acheminés par le liquide collecte dans la cavité vaginale ou ils sont collectés a
I'aide d’une sonde reliée a une pompe d’aspiration (20 a 40 mm de Hg). Cependant, cette méthode
est invasive et difficilement répétable sur une méme femelle a cause du développement post-
opératoire d’adhérences fibreuses liées a I'intervention chirurgicale (Torres et Sevellec, 1987). Pour
limiter le développement de ces adhérences, un lavage du tractus génital avec une solution saline

héparinée (2,5 %) aprées I'intervention peut étre pratiqué (Forcada et Lopez, 2000). De plus, Carney et
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Foote (1990) affirment que la collecte par laparotomie et perfusions rétrogrades a 19 h post-IA
affecte I'épaisseur du manteau muqueux sans pour autant que cela altere les taux de développement
des embryons. De plus, la collecte par voie chirurgicale s"accompagne souvent d’une réduction de la

fertilité ultérieure des femelles opérées (Maurer et al., 1968a).

Utilisée dans le cadre des transferts embryonnaires (Garcia-Ximenez et al., 1991; Besenfelder
et Brem, 1993), la ccelioscopie a d’abord été développée pour visualiser les structures ovariennes
(Theau-Clement et Bolet, 1987; Santacreu et al., 1990) et pour collecter les embryons en limitant la
taille des incisions et le développement d’adhérences (Besenfelder et al., 1998). Cet outil permet
donc d’accéder de maniere répétée aux embryons et ovocytes d’'une méme femelle. Cette technique
consiste a placer la lapine en décubitus dorsal inclinée avec la téte vers le bas et a réaliser deux
petites incisions, sur la ligne blanche, au niveau de I'ombilic pour I'insertion de I'’endoscope et de la
pince permettant la préhension et la manipulation non invasive des organes (photo 2). Aprés
visualisation de I'ovaire et du pavillon de I'oviducte, un cathéter veineux rigide est inséré par le flanc
pour cathéteriser et perfuser I'oviducte. De la méme facon, la corne utérine est perfusée au niveau
de la jonction utéro-tubaire et le liquide de collecte est récupéré par aspiration directement dans la
corne utérine (Besenfelder et al., 1998) ou, plus simplement, dans la cavité vaginale (Mehaisen et al.,

2004; Mehaisen et al., 2006).
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Parallélement, des techniques de collecte par voie non chirurgicale ont été développées afin de
pouvoir multiplier les collectes sur une méme femelle tout en respectant le bien-étre animal. La
plupart de ces techniques sont basées sur I'utilisation de prostaglandines F,, administrées pour
acheminer les embryons présents dans les oviductes et les cornes utérines en direction de la cavité
vaginale ou ils pourront étre collectés de maniere non invasive (Tsutsumi et al., 1976; Takeda et al.,
1977; Takeda et al., 1978; Takeda et al., 1979; Tsutsumi et al., 1979; Garnier et al., 1986; Gajda et al.,
1988). Cependant, il a été montré que ces méthodes accélérent le transit des embryons ce qui peut
avoir des conséquences néfastes sur leur viabilité (Testart, 1969). Plus récemment, Kidder et al.
(1999) ont mis au point une méthode de collecte par cathéterisation transcervicale et perfusions des

cornes utérines sous visualisation endoscopique.

[.2.5. Les différentes technigues de transfert d’ovocytes et
d’embryons

Le premier transfert d’embryons réussi chez les mammiféres a été réalisé par Walter Heape
(1890) chez la lapine. Depuis ce succes, beaucoup d’études ont été menées chez les mammiferes
pour améliorer les taux de survie embryonnaire aprés transfert (Hahn, 1990). Le transfert
embryonnaire comme l'insémination artificielle représente des outils de diffusion du progres
génétique efficaces avec tous les intéréts économiques et sanitaires qui en découlent. Le transfert
d’embryons est utilisé chez plusieurs especes domestiques pour multiplier la descendance de
femelles a haute valeur génétique et donc augmenter I'efficacité d’un programme de sélection mais
aussi comme outil de conservation de la diversité génétique en association avec la cryoconservation
des embryons. Chez la plupart des mammiferes, le facteur limitant au développement des
techniques de transfert d’embryons est lié a la difficulté pour traverser le cervix et déposer les
embryons directement dans le milieu utérin. Pour cela, le transfert d’embryons est majoritairement
effectué par voie chirurgicale (photo 3) au niveau des oviductes ou des cornes utérines par
laparotomie midventrale ou par le flanc (Chang, 1950; Maurer et al., 1968b; Maurer et Foote, 1971;
Techakumphu et al., 1987; Torres et al., 1987b; Carney et Foote, 1990; Tandle et al., 1993).

Les embryons au stade morula ou blastocyste (65 a 72h post coitum) seront transférés
préférentiellement dans la corne utérine alors que les embryons plus jeunes seront transférés dans
I'oviducte. Quel que soit le stade de développement, une attention particuliére doit étre portée a
I'intégrité du manteau muqueux entourant I’'embryon puisqu’il constitue un des facteurs limitant a la

réussite des opérations de transfert chez le lapin (Carney et Foote, 1990; Kasai et al., 1993).
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Garcia-Ximenez et al. (1991) ont réalisé les premiers transferts d’embryons (64 a 66 h post
insémination) sous ccelioscopie au niveau des cornes utérines et ont obtenu un taux de gestation de
100 %. Deux ans plus tard, Besenfelder et Brem (1993) ont mis au point une technique de transfert
des embryons sous contréle endoscopique directement dans I'oviducte des lapines receveuses par
insertion d’un cathéter veineux par I'infundibulum (photo 4). Le taux de gestation obtenu était de
86 % avec un taux de survie embryonnaire de 47 %. La ccelioscopie a été reprise par Mehaisen et al.
(2006) pour le transfert de 549 embryons vitrifiés ou non et a permis d’obtenir un taux de survie

embryonnaire de 42,7 %.

Dans la méme logique que pour le développement des techniques de collecte, certaines études
ont été menées pour établir une technique de transfert par voie non chirurgicale. Déja, Testart
(1969) effectua, parmi d’autres techniques, le transfert transcervical d’embryons au stade utérin
dans 12 lapines receveuses. Parmi elles, 8 ont été gestantes dont 3 ont développé des pyometres. De
plus, Besenfelder et al. (1998) ont réalisé le transfert transcervical, sous contréle endoscopique,
d’embryons au stade morula/blastocyste au niveau des cornes utérines de 23 lapines dont 10 sont
devenues gestantes. En utilisant une technique similaire, Kidder et al. (1999) ont obtenu des taux de
gestation de 80 % et un taux de survie embryonnaire de 20 % (23 lapereaux nés a partir de 116

embryons transférés).

Ainsi, nous avons vu dans cette premiére partie que la physiologie de la reproduction chez la
lapine présente des spécificités dont il faut tenir compte pour les opérations de conservation des
ressources génétiques chez cette espéce. Dans une deuxieme partie, nous allons aborder les aspects
de cryoconservation des ressources génétiques en faisant un état des lieux des techniques existantes

chez le lapin.
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Il. Cryoconservation des ressources génétiques animales

La cryoconservation désigne la conservation d’organes, de tissus ou de cellules a trés basses
températures (utilisation de l'azote liquide a -196°C) permettant de stopper le métabolisme
cellulaire. A ces températures, les réactions chimiques seraient 8 millions de fois plus lentes qu’a 0°C
et les échantillons biologiques ne seraient soumis qu’aux irradiations ionisantes dont les
conséguences mutageénes sont négligeables a I'échelle des temps humain (Morris, 1981). La
cryoconservation des tissus vivants, particulierement prometteuse et intéressante, a depuis toujours
passionné les scientifiques et représente aujourd’hui une discipline a part entiere désignée sous le
terme de « cryobiologie ». Bien en deca du réve d'immortalité, la cryopréservation présente de
nombreuses applications dans le domaine de la médecine, de I'agriculture ou encore de
I’environnement.

La congélation d’organes, de tissus ou méme de cellules isolées ouvre de formidables
perspectives médicales avec des applications diverses et variées. Elle permettrait d’allonger le temps
de conservation des organes en attente de greffe (48 a 72 h dans le cas des reins) pour la réalisation
des tests de compatibilité donneur-receveur réduisant ainsi les risques de rejets. De plus, la
conservation de différentes lignées cellulaires contribuerait au développement et a la mise au point
de nouvelles solutions thérapeutiques pour la réparation d’organes ou de tissus endommagés
(maladies neuro-dégénératives, grands brulés...). Ces techniques permettraient aussi de préserver la
fertilité des personnes soumises a des traitements stérilisant de type chimiothérapie ou
radiothérapie.

D’un point de vue agronomique, la cryoconservation des cellules reproductrices des animaux
domestiques permet la conservation a long terme des noyaux de sélection de maniere sire et
efficace. Elle représente aussi un outil de gestion des cheptels intéressant pour les sélectionneurs qui
bénéficient d’'une plus grande rapidité d’adaptation face a une évolution des marchés; il devient
alors possible de « récupérer la génétique » des populations antérieures. De plus, ces techniques
contribuent au développement des biotechnologies de la reproduction qui facilitent I'’échange du
matériel génétique au niveau international. La cryoconservation représente une alternative au
transport d’animaux moins colteux et plus slre d’un point de vue sanitaire. La diffusion du progres
génétique est alors beaucoup plus rapide.

Enfin, la cryoconservation constitue un outil de sauvegarde et de gestion ex-situ de la
diversité génétique animale (et végétale) complémentaire des programmes d’actions in situ menés
directement dans I’habitat naturel des animaux. Chaque année, la Commission de Survie des Espéces

de I'lUCN (International Union for the Conservation of Nature and Natural Resources) publie une
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« liste rouge » qui détermine les especes animales menacées de disparition. Le nombre d’espéces de
Vertébrés menacées d’extinction recensé par I'lUCN est en constante augmentation depuis les
années 1990 et s’éleve aujourd’hui a 5742 (IUCN, 2007) représentant 10 % des especes décrites.
Ainsi, la congélation des cellules reproductrices de ces animaux éviterait la perte définitive de
certains genes et permettrait la pérennisation des populations menacées par le raisonnement des
accouplements.

Il existe plusieurs voies possibles pour la cryoconservation des ressources génétiques (figure 8)
qui sont complémentaires et qui présentent chacune leurs intéréts et leurs inconvénients. On
distingue la lignée germinale (embryon, gamétes isolés ou au sein d’un tissu), la lignée somatique ou
encore la voie des cellules souches qui peuvent étre reprogrammeées a partir de cellules germinales
et somatiques. Chez le lapin, le matériel biologique privilégié pour la cryoconservation des ressources
génétiques est I'embryon selon une méthode standardisée (Joly et al., 1998). Cette technique ayant
été largement décrite dans la bibliographie, nous nous contenterons ici de souligner les avantages et
intéréts des autres voies de cryoconservation et particulierement celle de I'ovocyte au stade MIl. La
congélation d’embryons nécessite, au préalable, la mise a la reproduction des femelles avec un
raisonnement de leur accouplement. De ce fait, cette méthode n’est pas adaptée aux situations
d’urgences (mort d’animaux précieux suite a une épizootie) ou a la sauvegarde du potentiel
génétique d’un seul individu. Il apparait donc aujourd’hui indispensable de développer de nouvelles
voies de cryoconservation complémentaires a la congélation d’embryons pour une sauvegarde plus
efficace de la diversité génétique chez cette espece. La cryoconservation des voies males et femelles
de maniére complémentaire et indépendante permettra, a terme, une gestion beaucoup plus fine de

la diversité génétique cunicole.

II.L1. Principales voies de cryoconservation des ressources génétigues

1.1.1. La voie male : semence et tissu testiculaire

La conservation des ressources génétiques lapin par la voie male peut étre envisagée avec
différents outils utilisant directement la cryoconservation des spermatozoides matures en
monospermie ou alors celle du tissu testiculaire (spermatozoides immatures) nécessitant une greffe
pour retrouver la génétique de I'individu d’origine. En élevage cunicole, I'insémination artificielle est
trés largement utilisée par les éleveurs cunicoles (plus de 80 % des élevages ont une conduite en
bande unique avec utilisation de I'lA) qui n’utilisent que de la semence fraiche ou réfrigérée a 4°C

avec des durées de conservation n’excédant pas 48 heures.
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Figure 8. Les différentes voies de cryoconservation des ressources génétiques animales
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La congélation de la semence de lapin n’est encore aujourd’hui qu’au stade expérimental
avec des résultats trés variables d’un éjaculat a un autre (Salvetti, 2004). Inspirées du modele bovin
pour lequel la semence congelée est largement utilisée par la filiere, différentes écoles peuvent étre
distinguées pour la congélation de semence chez le lapin selon la nature des cryoprotecteurs utilisés
(Andrieu et Courot, 1976; Chen et al., 1989; Moce et al., 2003) mais 'ensemble de ces études ont été
menées de maniere empirique sans une réelle définition des cinétiques de refroidissement et de
réchauffement. Aujourd’hui, il est nécessaire pour la sauvegarde des ressources génétiques lapin de
poursuivre les recherches sur la semence de maniére plus précise et avec une approche
pluridisciplinaire (Salvetti, 2004). Méme si le développement de I'ICSI (IntraCytoplasmic Sperm
Injection) permet I'utilisation de spermatozoides peu ou pas motiles avec succés (Daniel et al., 2007),
il convient de développer une technique de congélation permettant I'obtention d’une bonne fertilité
apres insémination en semence congelée. La cryoconservation du tissu testiculaire est une technique
avantageuse qui pourrait étre appliquée dans les situations d’urgence notamment dans le cas de
mort d’'un male prépubere précieux. Cette approche intéresse plus particulierement les structures
qui créent les reproducteurs parentaux des modeles transgéniques utilisés par lindustrie
pharmaceutique. Actuellement, les résultats obtenus ne permettent pas d’envisager dés a présent
cette techniqgue comme une méthode de sauvegarde des ressources génétiques car les résultats
obtenus varient d’'une espece a I'autre, particulierement lorsque I'on considére le tissu testiculaire
d’animaux sexuellement matures (Arregui et al., 2008). Chez le lapin, des naissances ont pu étre
obtenues apres xénogreffe de fragments testiculaires issus de lapins prébubéres dans des testicules

de souris immunodéprimées (Shinohara et al., 2002).

11.1.2. La voie femelle : ovocytes et tissu ovarien

La cryoconservation de la semence et des embryons est établie ou en passe de le devenir
chez la plupart des animaux domestiques alors que la cryoconservation des gametes femelles reste
encore au stade expérimental notamment a cause d’obstacles techniques importants (Shaw et al.,
2000). Comme pour la voie male, la cryoconservation par la voie femelle concerne a la fois les
ovocytes isolés a différents stades de maturation (stade VG ou vésicule germinative et stade Ml ou
métaphase de 2°™ division méiotique) et a la fois le tissu ovarien regroupant 'ensemble du stock
ovocytaire majoritairement au stade VG sous la forme de follicules principalement pré-antraux. Les
ovocytes isolés peuvent étre obtenus par perfusion du tractus génital aprés I'ovulation (stade Mll) ou
par ponction ovarienne avant (stade VG) ou aprés (stade VG a MIl) la décharge de LH. Depuis
quelques années, de nombreuses études ont été menées sur la cryoconservation du tissu ovarien

(cortex ovarien, ovaire) et des ovocytes isolés notamment en médecine humaine compte tenu des
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applications importantes pour les programmes d’AMP (Assistance Médicale a la Procréation). Ces
travaux ont permis une nette amélioration des résultats illustrée par le nombre croissant de
naissances issu d’ovocytes cryoconservés mais la variabilité des résultats est encore trop importante
pour espérer son utilisation en routine. De la méme facon, ces axes de recherche sont
particulierement intéressants et complémentaires pour la sauvegarde des ressources génétiques
animales puisque la congélation du tissu ovarien serait un outil de sauvegarde utilisable dans les
situations d’urgence alors que la cryoconservation des ovocytes isolés serait une technique utilisable

en routine pour la conservation de la génétique d’individus isolés.

11.1.3. La voie du clonage: fibroblastes et cellules souches
embryonnaires

Actuellement, I'utilisation du clonage représente probablement la voie de sauvegarde des
ressources génétiques la plus illusoire compte tenu des nombreux obstacles techniques qui restent
encore a surmonter (Polgar et Dinnyes, 2008). Les recherches menées dans ce cadre visent
principalement a développer un outil utilisable pour la construction et la multiplication des modeles
transgéniques utilisés par l'industrie pharmaceutique et comme modeéles pour la recherche
fondamentale. Cette approche consiste a congeler des fibroblastes ou toutes autres cellules
somatiques qui apres décongélation et culture in vitro puissent étre utilisées par clonage reproductif
utilisant la technique de transfert nucléaire (Challah-Jacques et al., 2003).

De la méme fagon, [l'utilisation de cellules souches capables de s’auto-renouveler
indéfiniment sans perte de leur totipotence pourrait la encore servir a I'établissement de clones.
Chez le lapin, le probléme réside dans la production des lignées de cellules souches stables qui
puissent étre cultivées facilement et indéfiniment. A ce jour, seulement deux équipes chinoises ont
réussi a isoler de telles colonies qui se révélent tres sensibles aux conditions de culture (nature et
concentration des MEFs (Mouse Embryonic Fibroblasts), nature du milieu, intervalles de repiquage...)
se traduisant par une différenciation rapide associée a la perte de leur totipotence (Fang et al., 2006;

Wang et al., 2007; Chiang et al., 2008).

I1.2. La cryoconservation de I’ovocyte MII : avantages et inconvénients

Actuellement, la cryoconservation des ovocytes au stade MIl représente une voie intéressante
de sauvegarde par la voie femelle. En comparaison avec les autres formes de conservation des
gametes femelles, les ovocytes MIl présentent en théorie de nhombreux avantages mais la pratique
souléve un certain nombre de limites qui posent encore probléme pour le développement de ces

techniques (Jain et Paulson, 2006).

59



Partie bibliographique : Cryoconservation des Ressources Génétiques Animales

11.2.1. Cryoconservation des ovocytes isolés ou des embryons ?

La cryoconservation des ovocytes permet de conserver I'hérédité cytoplasmique et de
différer le raisonnement de I'accouplement et de leur fécondation. Ainsi, 'utilisation d’ovocytes
isolés assurerait une gestion beaucoup plus fine des ressources génétiques animales grace a la
conservation de la génétique d’un seul individu et non d’un couple de reproducteurs. Cet aspect
touche plus particulierement les especes sauvages ou menacées d’extinction chez lesquelles les
accouplements sont rendus difficiles (Shaw et al., 2000). En médecine humaine, cette technique
représente une solution idéale pour les femmes célibataires ou les adolescentes risquant une
stérilité. En cas de séparation conjugale, la cryoconservation d’ovocytes et de semence leve les
problémes juridiques concernant la notion de propriété des embryons surnuméraires. De plus, cette
technique permettrait de s’affranchir des problemes éthiques qui entourent la manipulation et la
congélation des embryons surnuméraires condamnées et parfois interdites dans certains pays

comme l'ltalie (Heng, 2007).

Les premiers essais de congélation d’ovocytes MIl ont été réalisés chez la souris
(Whittingham, 1977), le rat, le hamster et la gerbille (Parkening et Chang, 1977). Chez I'Homme, il
aura fallu attendre jusqu’en 1986 pour compter les premiéres naissances obtenues a partir
d’ovocytes tubaires congelés selon des protocoles proches de ceux utilisés pour les embryons (Chen,
1986). Alors que la congélation d’embryons est maintenant largement utilisée en médecine humaine
dans les programmes d’aide a la procréation ou comme outil de diffusion du progres génétique en
élevage, aucune technique standardisée de cryoconservation des ovocytes isolés n’a encore vu le
jour. Ceci s’explique par la variabilité et la faiblesse des résultats obtenus toutes especes confondues
(Gosden, 2005). Alors quels sont les éléments structuraux ou fonctionnels qui different des embryons
et qui rendent la congélation des ovocytes si délicate ?

Rappelons qu’il existe pour les embryons des outils d’évaluation morphologiques
« efficaces » (homogénéité des blastomeres, intégrité de la zone pellucide...) permettant d’écarter
les embryons de mauvaise qualité avant congélation. L’évaluation de la qualité ovocytaire est
beaucoup plus délicate et représente un défi majeur a relever pour augmenter les taux de succés
(Coticchio et al., 2005; Wang et Sun, 2007). S’il existe des criteres morphologiques comme la
compacité des cellules du cumulus ou I'homogénéité du cytoplasme, ils ne refletent pas
nécessairement la compétence des ovocytes a étre fécondés et a se développer (Coticchio et al.,
2004; Wang et Sun, 2007). Les avancées réalisées en matiere de maturation (nucléaire et
cytoplasmique) ovocytaire et de développement précoce sont notables mais encore insuffisantes

pour établir des criteres d’évaluation de la qualité ovocytaire permettant a la fois d’écarter les
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ovocytes de mauvaise qualité avant cryoconservation mais aussi de disposer d’outils pour apprécier
I'efficacité des techniques testées.

Les difficultés rencontrées avec les ovocytes pourraient étre liées a la grande taille de cette
cellule qui est la plus grande cellule de I'organisme (Coticchio et al., 2004; Gosden, 2005). De ce fait,
le faible ratio surface/volume rend les échanges avec le milieu extracellulaire beaucoup plus lents ce
qui conduit a des difficultés pour déshydrater les ovocytes les exposant beaucoup plus au
phénomene de cristallisation intracellulaire (Fabbri et al., 2000). La forte teneur en eau des ovocytes
constitue un compartiment cellulaire trés peu conducteur lors des transferts de chaleur associés a la
descente ou a la remontée en température (coefficient de conductivité A=0,556 W/m/K). Ainsi, la
descente et la remontée en température sont aléatoires et difficilement maitrisables pour les
ovocytes ce qui constitue un élément de réponse concernant la variabilité des résultats obtenus
apres réchauffement. Enfin, I'ovocyte est une cellule trés riche en lipides augmentant encore sa
sensibilité au froid (Gosden, 2005). Cependant, la taille de la cellule et le contenu lipidique ne
seraient pas la raison principale des difficultés rencontrées puisque la congélation des embryons une
cellule au stade deux pronucléus donne de meilleurs résultats bien que leurs caratéristiques soient
assez proches de celles des ovocytes (Siebzehnruebl et al., 1989).

A la différence des ovocytes, la tolérance des embryons a la congélation tient aussi dans les
nombreuses cellules totipotentes qui le constituent. Si des cellules sont altérées lors du processus de
congélation et de décongélation, la survie de I'embryon ne sera compromise que si la proportion de
cellules atrétiques est relativement élevée. De plus, la majorité des cellules embryonnaires sont en
interphase cellulaire leur conférant une cryotolérance beaucoup plus élevée que les ovocytes isolés
bloqués en premiére ou en deuxiéme division méiotique (Chen et al., 2003).

Enfin, il existe des différences au niveau des caractéristiques de la membrane plasmique qui
modifient leur tolérance a la cryoconservation. Apres la fécondation, I'augmentation transitoire du
calcium intracellulaire libre modifie les forces ioniques et le potentiel de membrane de la membrane
plasmique. De plus, les filaments d’actine se densifient et changent de conformation en région sous
membranaire. Ces changements assurent une meilleure déshydratation et une réduction des risques
de cristallisation qui contribuent a une plus grande tolérance des embryons aux variations
osmotiques.

Les protocoles de cryoconservation utilisés pour les embryons ne sont donc pas adaptés aux
caractéristiques des ovocytes et doivent étre modifiés notamment en augmentant les temps

d’exposition aux cryoprotecteurs (Chen et al., 2003).
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11.2.2. Cryoconservation des ovocytes isolés ou du tissu ovarien ?

En théorie, les ovocytes MIl sont des cellules isolées dont la congélation est plus aisée que
celle du tissu ovarien, de composition tres hétérogene, avec la présence de différents types
cellulaires (fibroblastes, ovocytes, cellules folliculaires, capillaires sanguins...) présentant chacun une
sensibilité particuliere a la cryoconservation. La congélation du tissu ovarien nécessite
obligatoirement un protocole de cryoconservation qui soit un compromis entre les besoins de
chaque type cellulaire. De plus, l'utilisation du tissu ovarien congelé/décongelé nécessite
obligatoirement une greffe aprés réchauffement pour récupérer la génétique de I'individu d’origine.
La greffe constitue une étape délicate notamment en termes de complications post-chirurgicales
(ischémie, développement d’adhérences...). Chez la lapine, des lapereaux ont pu étre obtenus apres
autogreffe de cortex ovariens congelés sur des femelles receveuses ovariectomisées avec des
résultats proches du témoin frais (autogreffe de cortex ovarien non cryoconservé) soulignant la
technique de greffe comme facteur limitant de la technique, notamment en ce qui concerne la

maitrise de I'ischémie (Almodin et al., 2004; Neto et al., 2008).

Cependant, La congélation du tissu ovarien présente I'avantage de conserver en une seule
opération, sans stimulation préalable et a tout moment du cycle sexuel, 'ensemble de la réserve
ovarienne d’un individu regroupant des milliers de follicules immatures. Cette technique représente
un grand espoir pour la préservation de la fertilité des femmes amenées a subir des traitements
stérilisants particulierement pour les individus prépubéres. Dans ces situations, la greffe est une
autogreffe qui est réalisée apres réchauffement du fragment ovarien sans risque de rejet du greffon.
Pour la conservation des ressources génétiques animales, cette technique est complémentaire a la
cryoconservation des gameétes isolés a réserver aux situations d’urgence, notamment en cas de mort
d’un animal sauvage ou précieux. Les perspectives d’utilisation des fragments ovariens sont alors
différentes et plus délicates puisqu’elles nécessitent une allogreffe ou une hétérogreffe pour
récupérer le potentiel reproducteur de l'individu d’origine avec les risques de rejet du greffon.
L'utilisation d’animaux immunodéprimés comme les souris SCID® permet de s’affranchir de réactions
immunitaires mais entraine une lourdeur et un colt d’exécution beaucoup plus importants. De plus,
I’'absence de modeéle de lapins immunodéprimés ne permet pas I'utilisation d’allogreffes. Cet aspect
représente un frein important a l'utilisation de cortex ovarien congelé en tant que matériel
biologique stocké a la Cryobanque Nationale. Si les colts de congélation ne sont pas tres élevés, les
colts engagés pour la xénogreffe et la récupération d’ovocytes sont tres importants. Ainsi, méme si
la congélation de tissu ovarien permet de conserver I'ensemble des potentialités de reproduction

d’un individu post-mortem, elle semble étre moins adaptée a I'espéce lapin que la cryoconservation
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d’ovocytes isolés. Cependant, la congélation de cortex ovarien chez le lapin nécessite d’étre
développée en tant que modeéle pour I'application de ces techniques chez la femme ou chez les

animaux sauvages.

11.2.3. Cryoconservation des ovocytes au stade VG ou MIl ?

La majorité des ovocytes de la réserve ovarienne est immature, dans un état plus ou moins
quiescent avec un blocage en prophase de premiere division méiotique. Leur matériel génétique est
alors décondensé, regroupé dans un noyau ovocytaire appelé vésicule germinative (ovocyte au stade
VG). Lors des vagues folliculaires, les ovocytes recrutés subissent une phase de maturation
cytoplasmique et nucléaire avant d’étre expulsés dans le pavillon de I'oviducte et d’étre fécondés. La
maturation ovocytaire représente un phénomene indispensable a I'acquisition de la compétence
ovocytaire incluant notamment la reprise de la méiose jusqu’au stade de métaphase de la deuxiéme
division méiotique (formation du fuseau méiotique), la migration des granules corticaux sous la
membrane plasmique ou encore la synthése des transcrits maternels assurant les premiers stades de
développement du futur 'embryon. Apres ovulation, on parle alors d’ovocytes MIl ou compétents
(ovocyte au stade MII). Les ovocytes VG et MII different par un certain nombre de caractéristiques
structurelles ou métaboliques qui leurs conférent une tolérance plus ou moins grande vis-a-vis de la
cryoconservation (Shaw et al., 2000). Nous avons vu précédemment que la cryoconservation des
ovocytes isolés présente de nombreux avantages chez le lapin mais quel est le stade de maturation le

plus adapté pour une gestion efficace des ressources génétiques cunicoles ?

A la différence des ovocytes MII, les ovocytes VG cryoconservés nécessitent une phase de
maturation in vitro qui est encore loin d’étre maitrisée notamment parce que les mécanismes de
maturation in vivo restent encore mal connus (Gilchrist et Thompson, 2007). En effet, la maturation
ovocytaire souléve encore beaucoup d’interrogations tant les mécanismes de régulation semblent
complexes et imbriqués et méme si des progrés notables ont été réalisés en maturation in vitro
(Wynn et al., 1998), elle reste néanmoins une étape colteuse et délicate qui est préjudiciable pour la
qualité des ovocytes (Krisher, 2004) et des embryons obtenus in vitro (Pomar et al., 2005; Lonergan
et Fair, 2008). Certains auteurs ont montré que les taux de maturation et de développement
embryonnaires sont plus élevés lorsque les cellules du cumulus conservent leurs jonctions avec
I'ovocyte (Ruppert-Lingham et al., 2003; Coticchio et al., 2004). Or, les jonctions ovocytes-cumulus
semblent fortement altérées par les procédés de cryoconservation limitant ainsi les taux de
maturation des ovocytes cryoconservés par rapport aux témoins frais (Ruppert-Lingham et al., 2003).

Ces différences de résultats sont probablement liées a une diffusion limitée des cryoprotecteurs a
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travers le cumulus et donc a des difficultés d’équilibration des différents types cellulaires (Gosden,

2005).

Cependant, les ovocytes MIl sont des cellules rares de I'organisme qui nécessitent une
stimulation hormonale pour initier le recrutement ovocytaire et I'ovulation. Les ovocytes VG
présentent quant a eux |I'avantage de pouvoir étre collectés a tout moment du cycle, sans stimulation
préalable, par simple ponction folliculaire ce qui rend leur collecte moins contraignante et utilisable
en situation d’urgence. De plus, le stade de blocage des ovocytes MIl en métaphase de deuxiéme
division méiotique représente un inconvénient majeur par rapport aux ovocytes au stade VG.
Coticchio et al. (2004) expliqguent que les problemes de développement des ovocytes MIl apres
réchauffement sont dus a une exocytose précoce des granules corticaux sous membranaires et a une
altération du fuseau méiotique.

Plusieurs études ont montré que |'exposition des ovocytes Mll a des concentrations élevées
en cryoprotecteurs entrainait un influx de calcium intracellulaire provoquant I'exocytose prématurée
des granules corticaux sous membranaires (Fuku et al., 1995; Matson et al., 1997). Ce phénomene
est semblable a celui qui se déroule normalement aprés la fécondation pour initier le durcissement
de la zone pellucide et empécher la polyspermie (Ducibella, 1996; Wessel et al., 2001). Les ovocytes
MIl cryopréservés seraient alors activés de maniere trop précoce expliquant ainsi les
développements parthénogénétiques de certains d’entres eux et entrainant un durcissement de la
zone pellucide (phénomeéne dit de « zona hardening ») qui rend toute fécondation difficile (Fuku et

al., 1995; Matson et al., 1997; Gardner et al., 2007).

Le processus de cryoconservation induit des altérations du fuseau méiotique pour les
ovocytes MIl de vache (Aman et Parks, 1994; Saunders et Parks, 1999; Albarracin et al., 2005b), de
truie (Rojas et al., 2004; Wu et al., 2006; Shi et al., 2007), de souris (Chen et al., 2001; Ko et al., 2008),
de lapine (Vincent et al., 1989; Cai et al., 2005), de brebis (Succu et al., 2007a) et de femme (Boiso et
al., 2002; Chen et al., 2003; Mandelbaum et al., 2004). Celui-ci joue un réle primordial pendant et
apres la fécondation puisqu’il permet la formation du deuxieme globule polaire par ségrégation des
chromosomes, la migration des pronuclei ou encore la formation du premier fuseau mitotique
(Schatten et al., 1985). Au niveau structural, le fuseau méiotique est constitué de microfilaments de
tubuline (polymérisation de dimeres a et B) organisés en forme de tonneau et présentant dans un
plan équatorial I'alignement des chromosomes en attente de ségrégation (Zhou et al., 2002).
Plusieurs études ont mis en évidence que la cryoconservation des ovocytes altére le cytosquelette
ovocytaire et entraine la dépolymérisation des microfilaments de tubuline conduisant dans certains

cas a une disparation totale du fuseau méiotique (Rienzi et al., 2004). La dépolymérisation des
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dimeéres de tubulines induit une mauvaise ségrégation des chromosomes se traduisant par de fortes
proportions d’aneuploidie ou de polyploidie aprés fécondation qui empéche toute poursuite du
développement embryonnaire (Eroglu et al., 1998). Ces altérations seraient principalement dues a
I’exposition des ovocytes a de fortes concentrations en cryoprotecteurs (Johnson et Pickering, 1987)
ainsi qu’a des températures basses (Magistrini et Szollosi, 1980; Pickering et Johnson, 1987). Ainsi, il
a été montré chez plusieurs espéces que I'exposition des ovocytes a des températures inférieures a
la température corporelle altere le fuseau méiotique et diminue les taux de développement aprés
fécondation (Martino et al., 1996; Zenzes et al., 2001; Songsasen et al., 2002). L’ovocyte de lapin
semblerait moins sensible au refroidissement puisque aucune altération des fuseaux méiotiques

n’était observée apres 30 minutes d’exposition a température ambiante (Vincent et al., 1989).

Finalement, les études menées sur la cryoconservation des ovocytes Ml et VG montrent qu’il
est difficile de définir avec certitude quel est le stade de maturation le plus adéquat pour la
conservation des ressources génétiques d’'une espece donnée. La plupart des travaux soulignent que
la cryoconservation des ovocytes au stade MIl donne des résultats plus satisfaisants que le stade VG
(Lim et al., 1992; Kubota et al., 1998; Luvoni et Pellizzari, 2000; Shaw et al., 2000; Rojas et al., 2004;
Ledda et al., 2007) dont le principal probleme serait I'altération du cytoplasme (Ambrosini et al.,
2006). Or, d’autres auteurs ont montré que la forme VG des ovocytes était la plus adaptée
notamment chez la femme (Boiso et al., 2002) ou la truie (Wu et al., 2006). Chez le lapin, compte
tenu des difficultés de maturation des ovocytes in vitro et de l'intensité d’ovulation des femelles, les
ovocytes MIl semblent étre la voie a privilégier pour la cryoconservation en routine des ressources
génétiques lapin (RGL). L'utilisation des ovocytes Ml est peu adaptée aux situations d’urgence mais
cet aspect ne semble par primordial pour I'espéce lapin et concerne plus directement les espéces
sauvages. Par conséquent, nous ne nous intéresserons par la suite qu’a ce stade de maturation en
essayant de dresser un état des lieux et des perspectives d’amélioration de la cryoconservation des

ovocytes Mll chez le lapin.

I1.3. La cryoconservation de 'ovocyte MIl chez le lapin : état des lieux
et perspectives

Dans le cadre de la gestion ex situ des RGL, nous avons vu que I'ovocyte MII est une forme de
matériel biologique adaptée pour la cryoconservation chez la lapine. Dés lors, il s’agit de dresser un
tour d’horizon des travaux déja réalisés sur la cryoconservation de I'ovocyte MIl de lapin pour mettre
en évidence les principales améliorations a apporter pour en faire un outil de sauvegarde des RGL

utilisable a la Cryobanque Nationale.
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11.3.1. Etat des lieux sur la cryoconservation de I'ovocyte MIl de
lapin

Contrairement aux autres especes domestiques ou a I'Homme, peu de travaux ont été
réalisés sur la cryoconservation de I'ovocyte MIl de lapin. Le travail le plus ancien est de celui de Al-
Hasani et al. (1986b) ou les auteurs ont congelé des ovocytes de lapines a 6, 9 et 12 heures aprés
induction de I'ovulation et selon une cinétique proche de celle utilisée pour la congélation des
embryons. Ces travaux sont a considérer avec précaution puisque les ovocytes collectés par ponction
avant I'ovulation n’étaient probablement pas tous MIl expliquant ainsi la faiblesse des taux de survie
a la décongélation et des taux de développement obtenus aprés FIV (1 blastocyste obtenu a partir de
30 ovocytes intacts). Par la suite, Diedrich et al. (1988) reproduisaient une expérience similaire
aboutissant a des résultats tres proches. Un an plus tard, Al-Hasani et al. (1989) ont réalisé une étude
proche de celle menée en 1986 en remplagant le DMSO par le propylene glycol et en ne congelant
gue des ovocytes Ml collectés in vivo 13 heures apres I'induction d’ovulation. Les résultats sont alors
légerement améliorés et conduisent a la naissance de 4 lapereaux représentant seulement 0,42 %
des ovocytes cryoconservés.

La méme année, deux autres travaux sur la congélation d’ovocytes Mll de lapin ont vu le jour.
Siebzehnruebl et al. (1989) ont testé différents protocoles de cryoconservation en faisant varier la
cinétique de congélation, la nature du cryoprotecteur ou encore les modalités de déshydratation des
ovocytes. L'utilisation du DMSO et d’'une température intermédiaire de -110°C ont abouti a 64 % de
taux de survie aprés décongélation dont 75,4 % se sont développés aprés FIV. La encore, les résultats
sont a interpréter avec précaution car les auteurs ne précisent pas le stade de développement atteint
par les ovocytes fécondés.

Enfin, Vincent et al. (1989) ont utilisé une technique de congélation rapide associant une
cinétique de refroidissement plus élevée et une déshydratation plus importante des ovocytes. Ces
auteurs ont montré que I'exposition des ovocytes aux cryoprotecteurs (DMSO ou propylene glycol)
entraine une dépolymérisation du fuseau méiotique qui peut, dans certains cas, se reformer apres
réchauffement et culture in vitro. De plus, I'incubation des ovocytes en présence de propyléne glycol
semble fortement altérer les microfilaments d’actine qui jouent le role de cytosquelette
indispensable pour l'ancrage du fuseau méiotique a la membrane plasmique. L’utilisation de la
fécondation in vivo d’ovocytes congelés en présence de propyléne glycol a permis d’atteindre un

eme

taux de 9 % de foetus implantés au 25 jour de gestation (9 foetus viables sur 105 ovocytes
transférés dans 10 femelles receveuses).
Il a fallu attendre plus de 15 ans pour voir une nouvelle étude portant sur la cryoconservation

des ovocytes MIl de lapin. En 2005, Cai et al. ont obtenu des résultats prometteurs en utilisant la
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vitrification avec des taux de survie a la décongélation allant jusqu’a 83,1 % et une tres bonne
préservation du fuseau méiotique (63 % des ovocytes cryoconservés présentaient un fuseau
méiotique intact). Cependant, ces taux chutent fortement aprés ICSI ou les taux de survie

n’atteignent que 15,3 % et les taux de clivage de 2,3 % par rapport au nombre d’ovocytes vitrifiés !

Les travaux réalisés montrent que la cryoconservation des ovocytes MIl chez le lapin est
encore bien éloignée d’une application en routine. En se basant sur les travaux réalisés chez les
autres especes domestiques et chez 'lhomme, il est maintenant nécessaire de s’interroger sur les

différentes stratégies d’amélioration de la survie des ovocytes cryoconservés.

11.3.2. Cryoconservation de |I'ovocyte Mll de lapin : quels défis ?

L'amélioration de la survie ovocytaire aprés cryoconservation n’est possible que par
I'optimisation de nombreuses étapes allant de la préparation des femelles donneuses d’ovocytes
jusqu’a leur transfert dans des femelles receveuses apres FIV ou ICSI en passant par I'étape de
cryoconservation proprement dite. En se basant sur les travaux menés chez d’autres animaux
domestiques, nous allons essayer d’identifier les étapes critiques qui pourraient permettre

d’améliorer la cryoconservation des ovocytes chez cette espéce.

1.3.2.1. Production et collecte

L’évaluation de la production d’embryons en fonction de la nature des traitements de
superovulation appliqués aux femelles donneuses a fait I'objet de nombreuses publications. Bien que
la qualité des embryons soit étroitement liée a la qualité des ovocytes (Sirard et al., 2006; Wang et
Sun, 2007), aucune étude similaire n’a été menée sur la qualité des ovocytes. Chez le lapin, nous
avons vu précédemment que les traitements de superovulation conduisent souvent a des défauts de
fécondation mettant en évidence un effet probable sur la maturation ovocytaire. Les ovocytes sont
souvent collectés le plus tot possible apres ovulation de maniere a minimiser les risques d’atrésie ou
d’activation parthénogénétique des ovocytes plus agés. Chez la lapine, la collecte est souvent

réalisée 12 a 15 h apres I'induction d’ovulation.

L'influence de la méthode de collecte utilisée sur la qualité ovocytaire n’a pas été étudiée et
aucun effet n’a été montré en production d’embryons. Cependant, les ovocytes étant trés sensibles
aux variations physico-chimiques, la collecte post-mortem semble étre la plus adaptée pour une

collecte siire et rapide tout en limitant les variations de température et de milieux.
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Souvent, les ovocytes sont cryoconservés apres isolement des cellules du cumulus de
maniére mécanique ou enzymatique pour faciliter leur manipulation et améliorer les échanges
osmotiques lors de leur cryoconservation. L'influence des cellules du cumulus sur la réussite des
techniques de cryoconservation est encore sujet a controverses (Fabbri et al., 2000). Certains auteurs
soulignent leur effet protecteur (Imoedemhe et Sigue, 1992; Im et al., 1997; Park et al., 2001;
Ruppert-Lingham et al., 2003) alors que d’autres auteurs observent un effet négatif (Hyttel et al.,
2000; Modina et al., 2004; Fujihira et al., 2005; Bogliolo et al., 2007). Cependant, il est clairement
établi que la cryoconservation altére fortement les jonctions entre les cellules du cumulus et
I'ovocyte (Vincent et al., 1989; Wu et al., 2006) et que I'un des problémes majeurs pour la
cryoconservation des ovocytes est le faible ratio surface/volume qui limite les échanges osmotiques
et la déshydratation cellulaire (Chen et al., 2003). Par conséquent, il semble théoriquement plus

approprié d’isoler les ovocytes avant cryoconservation.

Enfin, des études récentes ont montré que des ovocytes soumis a de fortes pressions
hydrostatiques avant cryoconservation avaient une tolérance plus élevée que les ovocytes témoins
(Pribenszky et al., 2004; 2005; Du et al., 2008; Pribenszky et al., 2008). De plus, il est nécessaire de
maintenir les ovocytes collectés sur platine chauffante a des températures proches des températures
physiologiques pour minimiser les risques de désorganisation du fuseau méiotique. Comme nous
I'avons vu, les ovocytes sont trés sensibles au refroidissement bien qu’il ait été montré que
I'incubation d’ovocytes MIl de lapin pendant 30 minutes a température ambiante n’a aucun effet sur

I’organisation du fuseau méiotique (Vincent et al., 1989).

1.3.2.2. Cryoconservation

Les ovocytes peuvent étre cryoconservés par congélation lente ou par une technique plus
récente qui a été développée de maniére prometteuse pour palier a la sensibilité de certains types
cellulaires (ovocytes...) ou a la complexité de certains systéemes biologiques (tissus, organes...). Ce
procédé repose sur 'utilisation des cryoprotecteurs en concentrations élevées (5 a 7 M), de durées
d’exposition trés courtes et de vitesses de refroidissement importantes. Il s’agit de la technique de
« vitrification » qui consiste a figer les solutions aqueuses dans un état solide sans cristal de glace
(état amorphe) possédant une trés haute viscosité (>10™ poises) qui 'apparente a un verre. A titre
d’exemple, la vitrification de I'’eau pure nécessite d’utiliser des vitesses de refroidissement de I'ordre
de 1 000 000°C/sec, vitesse impossible a obtenir (Rall, 1987). Heureusement, |'utilisation de fortes
concentrations en cryoprotecteurs et la présence de sels minéraux et de substances organiques sous

forme dissoute dans I'eau cellulaire permet d’abaisser les vitesses de refroidissement nécessaires
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pour leur vitrification. L'utilisation de la paillette standard d’une capacité de 0,25 ml permet

d’atteindre des vitesses de refroidissement de I'ordre de 1 500 a 2 000°C/min quand elle est plongée

directement dans I'azote liquide (Matsumoto et al., 2001; Camus et al., 2006). De nombreuses

études ont porté sur l'augmentation des cinétiques de refroidissement afin de passer plus

rapidement les zones de températures critiques mais aussi de diminuer les concentrations en

cryoprotecteurs utilisées et donc de diminuer la toxicité des milieux de vitrification. Pour répondre a

cet objectif, plusieurs axes ont été développés avec notamment la diminution des volumes de

solution a vitrifier et I'augmentation des transferts de chaleur entre I'échantillon et I'azote liquide.

La vitrification dite « Open Pulled Straw » utilisant des paillettes classiques étirées de facon a
diminuer I'épaisseur de sa paroi et la taille de I’échantillon (2 pl versus 250 pl pour la paillette
standard) prélevé par capillarité (Vieira et al., 2002; Wu et al., 2006). Cette technique pemet
d’atteindre des vitesses de I'ordre de 18 000°C/min (Camus et al., 2006) qui ont pu étre
augmentées en diminuant I'épaisseur de la paroi et le volume prélevé, on parle alors de
paillettes SOPS (pour Super OPS). D’autres techniques reposent sur un contact direct entre
I’échantillon et I'azote liquide pour augmenter encore les vitesses de refroidissement :

La technique « Cryoloop » permet de maintenir les cellules dans un film de solution de
vitrification (<1 pl) formé a l'intérieur d’une boucle de nylon (Cai et al., 2005; Naik et al.,
2005; Larman et al., 2006; Shi et al., 2006; Succu et al., 2007b).

La technique “Minimum Drop Size” qui consiste a déposer des gouttelettes (0,1 a 0,5 ul) de
solution de vitrification contenant les cellules sur une lamelle de verre avant de la plonger
directement dans 'azote liquide (Arav et Zeron, 1997).

Sur le méme principe, la vitrification sur surface solide utilise comme support une feuille
d’aluminium (Gasparrini et al., 2006; Gupta et al., 2007).

Le systeme utilisant une paillette standard de 0,25 ml coupée a son extrémité pour pouvoir
déposer une micro-gouttelette de 0,3 pl sur la surface interne de la paroi (Vanderzwalmen et
al., 2003).

Afin d’augmenter la surface d’échange de chaleur lors de la plongée dans I'azote liquide, les
cellules peuvent étre déposées sur des grilles de microscopie électronique avec des pores
d’environ 50 um (Park et al., 2001).

Enfin la technique du « Cryotop » permet de diminuer le volume des échantillons vitrifiés a
des volumes inférieurs a 0,1 ul (Fujihira et al., 2005; Kuwayama, 2007).

Les micro-capillaires en quartz qui présentent une trés bonne conductivité thermique par
rapport au plastique ou au verre avec respectivement 8 ; 0,2 et 0,8 Wm™K™ (He et al., 2008)

et qui permet d’atteindre des vitesses de refroidissement trés élevées (Risco et al., 2007).
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Méme si les méthodes de vitrification décrites ci-dessus permettent d’atteindre des vitesses
de refroidissement et de réchauffement élevées, elles présentent un inconvénient majeur pour la
cryoconservation des ressources génétiques. En cas de contamination virale de I'azote liquide, les
échantillons seraient alors contaminés par contact direct lors du refroidissement (Bielanski et al.,
2000). Pour palier a ce probléeme, la méthode du « Cryotip® » dérivée de celle du Cryotop a été
développée pour isoler I’échantillon et I’azote liquide (Kuwayama et al., 2005; Kuwayama, 2007) mais
les résultats obtenus aprés réchauffement sont plus faibles. Une autre approche, beaucoup plus
coliteuse, consiste a utiliser de I'azote liquide stérile.

En pratique, alors que certains auteurs considéerent la vitrification comme une technique
d’avenir pour la cryoconservation des ovocytes (Gardner et al., 2007), d’autres continuent d’utiliser
la congélation lente en obtenant des résultats parfois prometteurs (Coticchio et al., 2006). Le choix
de la méthode de cryoconservation doit étre raisonné en prenant en compte les spécificités liées a
I'espece comme chez I'homme dont I'ovocyte présente une tres faible perméabilité a I'eau et aux
cryoprotecteurs qui nécessite une congélation lente (Gosden, 2005). Actuellement, il existe un
mangue important de connaissances a ce niveau chez le lapin ou aucune comparaison entre
vitrification et congélation n’a été réalisée. La comparaison des résultats de la littérature est délicate
car les facteurs de variations sont nombreux et les outils d’évaluation de la viabilité ovocytaire

différents.

En dehors du choix de la méthode, le principal défi est d’arriver a préserver l'intégrité du
fuseau méiotique lors du processus de cryoconservation. De nouvelles voies d’amélioration de la
stabilité du fuseau ont été développées utilisant I'exposition des ovocytes a des agents stabilisateurs
des microtubules ou encore en diminuant la concentration en cryoprotecteurs par 'augmentation
des vitesses de refroidissement. Il a été montré qu’un prétraitement des ovocytes a la cytochalasine
B ou D permet d’augmenter significativement le taux de conservation du fuseau méiotique des
ovocytes MII (Rho et al., 2002) et VG (Isachenko et al., 1998; Vieira et al., 2002; Fujihira et al., 2004).
De la méme fagon, un prétraitement au Taxol semble étre bénéfique lors de la vitrification
d’ovocytes porcins maturés in vitro (Shi et al., 2006), d’ovocytes murins MIl (Park et al., 2001) ou
humains immatures (Fuchinoue et al., 2004). Mais la encore, d’autres travaux ne mettent en
évidence aucun effet (Albarracin et al., 2005b; Silvestre et al., 2006) ou pire encore montrent un effet
négatif (Bogliolo et al., 2007) de ces agents stabilisateurs du fuseau. Le développement de nouvelles
techniques de vitrification avec des cinétiques de refroidissement encore plus élevées permettant de
réduire le temps d’exposition des ovocytes aux basses températures et la concentration en
cryoprotecteurs pour une meilleure préservation du fuseau méiotique et des résultats apres

cryoconservation en général (Chen et al., 2000; Chen et al., 2001; Cai et al., 2005; Gardner et al.,
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2007; Ko et al., 2008). L'augmentation des vitesses de refroidissement en vitrification passe par
I'utilisation d’azote liquide sous pression permettant d’atteindre une température de -210°C et par
I'utilisation de nouveaux containers permettant un contact direct des échantillons avec I'azote
liqguide (micro-capillaires de quartz, cryoloop, grille de microscopie électronique...). Bien
gu’avantageux d’un point de vue de la survie ovocytaire, ces containers ne sont pas adaptés a la
cryoconservation des ressources génétiques car trés peu sécuritaires d’un point de vue sanitaire
compte tenu des contaminations possibles par I'azote liquide (Bielanski et al., 2000; Bielanski et al.,
2003). Au contraire, l'utilisation d’azote liquide pressurisé permet d’augmenter sensiblement les
vitesses de refroidissement en limitant la formation de vapeurs d’azote isolantes lors de la plongée
des containers dans 'azote liquide (Arav et Zeron, 1997) qui diminuent les échanges de chaleur entre
I’azote liquide et les échantillons (Yavin et Arav, 2007). Ce procédé améliore considérablement les
résultats apres réchauffement notamment chez le lapin (Cai et al., 2005) conduisant d’autres équipes

a étudier la limitation de la formation de vapeurs d’azote (Jiao et al., 2006).

Jain et Paulson (2006) proposent de favoriser [Iutilisation du tréhalose comme
cryoprotecteur non pénétrant et de limiter I'apport de sodium dans les milieux de cryoconservation.
Le remplacement du sodium par de la choline permet une amélioration notable de la survie des
ovocytes MII de souris congelés (Stachecki et al., 1998a) en accord avec les résultats précédemment
publiés sur I'implication du sodium dans la rupture des membranes et I'altération des fonctions
cellulaires (Stachecki et al., 1998b). Ces résultats ont été confirmés chez 'homme ou le
remplacement du chlorure de sodium par de la choline dans les solutions de congélation a permis
d’améliorer nettement les résultats aprés congélation lente d’ovocytes VG et maturés in vitro (Goud
et al., 2000) conduisant méme a la naissance de deux bébés lors d’une étude clinique (Quintans et

al., 2002).

11.3.2.3. Utilisation des ovocytes

Comme nous I'avons vu précédemment, la cryoconservation entraine une désorganisation du
fuseau méiotique qui est cependant un phénomeéne partiellement réversible. En effet, I'observation
du fuseau méiotique a permis de montrer chez I’homme qu’apres décongélation, celui-ci était visible
dans 35,7 % des ovocytes avant de disparaitre au cours des différents bains permettant le retrait des
cryoprotecteurs mais qu’une incubation a 37°C sous atmosphére contrélée entraine la réapparition
du fuseau dans tous les ovocytes survivants (Rienzi et al., 2004). Ainsi, les ovocytes mis en culture a
37°C pendant quelques heures aprés réchauffement ont la capacité de reformer leur fuseau

méiotique par repolymérisation des microfilaments de tubuline (Sathananthan et al., 1992). Ce
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phénomene a été mis en évidence chez plusieurs espéces (Vincent et al., 1989; Saunders et Parks,
1999; Chen et al., 2001; Rienzi et al., 2004). Ainsi, il existe pour chaque espece animale une durée
optimale d’incubation apres réchauffement et avant fécondation qui a largement été étudiée chez
I’'homme pour déterminer le moment optimal de fécondation des ovocytes cryoconservés dans le
cadre des programmes d’aide a la procréation (Chen et al., 2001). Succu et al. (2007b) ont observé
que contrairement aux ovocytes maturés in vivo les ovocytes ovins maturés in vitro n’étaient pas
capables de restaurer leur fuseau apres réchauffement. Pour I'heure, aucune étude n’a été menée
chez le lapin pour déterminer la durée optimale d’incubation aprés réchauffement méme si Vincent
et al. (1989) annoncaient une restauration du fuseau 3 h aprés le retrait du cryoprotecteur. Les
autres études menées chez le lapin respectaient des temps d’incubation apres réchauffement allant

de 0 a 2h avant évaluation (Siebzehnruebl et al., 1989; Vincent et al., 1989; Cai et al., 2005).

Enfin, il est important de surmonter le probleme de durcissement de la zone pellucide ou
« zona hardening ». L'émergence de I'ICSI a permis de résoudre en partie ce probleme en
s’affranchissant de la pénétration de la zone pellucide par les spermatozoides (Chen et al., 2003;
Gosden, 2005) bien que les ovocytes présentent toujours un décalage d0 a leur activation
prématurée (Larman et al., 2006). Grace a l'utilisation de I'ICSI, Kazem et al. (1995) ont
significativement amélioré le taux de fécondation en comparaison de la fécondation in vitro classique
alors que la méme année, Gook et al. (1995) ne montrérent aucune différence significative entre les
deux méthodes. De plus, I'ICSI pourra faciliter I'éclosion des blastocystes épanouis surmontant alors
les problemes d’éclosion dans I'utérus causés par le durcissement de la zone pellucide (Ambrosini et
al., 2006). D’autres pistes d’amélioration ont été proposées consistant a minimiser I'apport de
calcium dans les milieux de cryoconservation et de culture et a bien choisir les cryoprotecteurs
utilisés (Gardner et al., 2007). En effet, les cryoprotecteurs en plus de présenter des toxicités
cellulaires différentes entrainent des influx de calcium dans les ovocytes plus ou moins importants.
Ainsi, I’éthyléne glycol semble étre le plus adapté alors que I'utilisation du DMSO est a proscrire.
Chez la souris, Larman et al. (2006) ont réussi a augmenter les taux de fécondation et de
développement jusqu’au stade « 2 cellules » d’ovocytes vitrifiés par appauvrissement du milieu de
vitrification en calcium. L'embryon fécondé est alors transféré dans une femelle receveuse

préalablement synchronisée directement aprés fécondation ou aprés développement in vitro.

11.3.3. Evaluation de I'ovocyte MIl de lapin apreés cryoconservation

Les outils d’évaluation de la qualité ovocytaire in vitro jouent un réle prépondérant dans

I’étude des différentes combinaisons de facteurs visant a optimiser les techniques de
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cryoconservation. De plus, il est nécessaire que les criteres d’évaluation retenus refletent la
compétence de développement in vivo des ovocytes aprés réchauffement tout en apportant des
éléments de réponses quant aux altérations structurales et métaboliques subies. Contrairement aux
embryons, un bel aspect morphologique des ovocytes aprés cryoconservation (intégrité de la zone
pellucide, homogénéité du cytoplasme) n’est pas obligatoirement synonyme de viabilité (Coticchio et
al., 2004). Par exemple, un cytoplasme sombre et granuleux est caractéristique d’un ovocyte de
faible qualité chez la femme alors que cette apparence morphologique est toute a fait normale chez
la truie (Wang et Sun, 2007). De plus, un grand nombre d’éléments reflétant la qualité des ovocytes
immatures ne sont pas utilisables au stade MIl puisque les observations portant sur le fluide
folliculaire ou les cellules du cumulus ne sont plus possibles (Wang et Sun, 2007). Dans ce contexte, il
est nécessaire de définir des outils d’évaluation de la qualité des ovocytes MIl qui soient fiables,

objectifs et non invasifs (Coticchio et al., 2005).

11.3.3.1.  Evaluation structurale

L’évaluation de la qualité ovocytaire passe obligatoirement par I’évaluation de I'intégrité du
fuseau méiotique. Chez le lapin comme chez les autres espéces concernées, |'évaluation du fuseau et
du cytosquelette des ovocytes est souvent réalisée sur échantillons fixés et immunomarqués
observés en microscopie a fluorescence classique a partir de coupes minces en série (Vincent et al.,
1989) ou en microscopie confocale (Cai et al., 2005). Ce type d’observation nécessite le sacrifice des
ovocytes qui seront évalués alors qu’il serait intéressant de mettre en paralléle I'ultrastructure des
ovocytes et leur capacité de développement apres fécondation. Plus récemment, une technique
appelée Polscope (Polarized light microscopy) a été développée permettant la visualisation du fuseau
méiotique sur ovocytes non fixés et sans compromettre leur viabilité (Liu et al., 2000; Wang et al.,
2001a; Wang et al., 2001b; c; Wang et Keefe, 2002; Keefe et al., 2003; Moon et al., 2003; Rienzi et al.,
2004). Néanmoins, Ledda et al. (2007) affirment que ce systeme d’évaluation est difficilement
utilisable pour les ovocytes des animaux domestiques compte tenu de leur contenu lipidique tres

important.

De plus, il est important d’évaluer le durcissement de la zone pellucide des ovocytes méme si
cet aspect revét un intérét moindre lorsque I'ICSI est utilisée comme technique de fécondation. Ce
phénomene de « zona hardening » peut étre étudié par observation de la répartition et de la densité
des granules corticaux en microscopie a fluorescence classique ou confocale (Vincent et al., 1990;
Gook et al., 1993; Hurtt et al., 2000; Jones et al.,, 2004) ou par microscopie électronique a

transmission (Fuku et al., 1995; Ghetler et al., 2006). Une autre approche consiste a évaluer le temps
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de digestion enzymatique totale de la zone pellucide des ovocytes cryoconservés placés a 37°C et
observés a fort grossissement (Manna et al., 2001; Ko et al., 2008). Cependant, Coticchio et al. (2005)
concluent que les problemes de fécondation observés aprés cryoconservation ne seraient pas
directement liés au durcissement de la zone pellucide mais a des modifications des flux calciques.
L'observation des oscillations calciques en réponse a I'exposition des ovocytes a un ionophore (Ozil
et Huneau, 2001) permet d’évaluer I'intégrité des canaux calciques et constitue un outil d’évaluation

de la qualité ovocytaire.

La microscopie électronique représente un outil précieux pour I'étude détaillée de
I"'ultrastructure cellulaire permettant d’observer les altérations des membranes, des différents
organites ou encore de la zone pellucide (Fuku et al., 1995; Hyttel et al., 2000; Ghetler et al., 2006;
Wu et al., 2006). Néanmoins, ces observations ne sont pas encore trés répandues dans les études
portant sur la cryoconservation des ovocytes notamment chez ’'homme (Coticchio et al., 2005) en

partie a cause de son co(t élevé et de sa lourdeur d’exécution.

11.3.3.2. Evaluation métabolique

L'importance du métabolome pour I'appréciation de la qualité ovocytaire est indiscutable et
de ce fait intéresse de plus en plus les scientifiques (Singh et Sinclair, 2007). Dans la grande majorité
des études menées sur la cryoconservation des ovocytes, |'évaluation de la viabilité ovocytaire
comprend uniquement des critéres structuraux comme lintégrité du fuseau meéiotique ou de
I’organisation des granules corticaux. Peu d’études ont utilisé des outils pour évaluer le métabolisme
des ovocytes aprées réchauffement. Considérant I'importance du réle des mitochondries dans les
processus de fécondation et de développement embryonnaire précoce, il est étonnant que ces
organites n’aient pas été plus étudiés. Chez 'homme, Jones et al. (2004) ont étudié le potentiel de
membrane des mitochondries d’ovocytes MIl congelés et ont montré que les mitochondries
péricorticales perdaient leur hyperpolarisation lors du refroidissement sans pour autant établir un
lien direct avec la quantité d’ATP présente. D’autres travaux ont permis d’évaluer les conséquences
des processus de cryoconservation sur l'intégrité des mitochondries en microscopie électronique ou
immunochimie mais la encore, aucun lien direct avec la quantité d’ATP disponible ne peut étre établi
(Rho et al., 2002; Valojerdi et Salehnia, 2005; Boonkusol et al., 2007; Nottola et al., 2007; Shi et al.,
2007). Plusieurs travaux ont porté sur le contenu en ATP des spermatozoides (Rieger, 1997; Guthrie
et al., 2008), des embryons (Spielmann et al., 1984; Rozell et al., 1992; Rieger, 1997) et des ovocytes
a différents stades de maturation chez différentes espéces (Slotte et al., 1990; Van Blerkom et al.,

1995; Rieger, 1997; Stojkovic et al., 2001; Herrick et al., 2003; Tamassia et al., 2004). Cet outil
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d’évaluation n’a jamais été repris dans les études menées sur la cryoconservation des ovocytes alors
qgue la diminution du métabolisme énergétique pourrait expliquer les difficultés de régulation du
calcium intracellulaire par les pompes ATP dépendantes des ovocytes cryoconservés (Ledda et al.,
2007). Un autre métabolite souvent cité comme élément prédictif de la qualité ovocytaire est le
glutathion (Herrick et al., 2003; Wang et Sun, 2007; Laborda et al., 2008) considéré comme corrélé a
la maturation cytoplasmique et au développement embryonnaire (de Matos et al., 2002; Wang et
Day, 2002). Ces outils permettraient d’évaluer le métabolisme des ovocytes mais cela ne
représenterait qu’un seul aspect de la viabilité ovocytaire. Par conséquent, ces observations devront
nécessairement étre complétées par I'évaluation de leur intégrité structurale et de leur aptitude au
développement. De plus, avec le développement récent de la spectrométrie de masse, il est
maintenant possible d’analyser des profils d’expression de genes spécifiques et a plus large échelle le
protéome (ensemble des protéines synthétisées dans une cellule) d’ovocytes dans le cadre d’études
sur la cryoconservation (Gardner et al., 2007; Larman et al., 2007). Par exemple, il a été montré que
le niveau d’expression du géne Bcl-2 est beaucoup plus important dans les ovocytes de bonne qualité
alors que le géne Bax a un niveau d’expression plus élevé dans les ovocytes de faible qualité (Yang et
Rajamahendran, 2002). A un autre niveau d’expression, il apparait important d’étudier le
transcriptome (ensemble des ARN messagers transcrits a partir du génome) des ovocytes
cryoconservés compte tenu du role primordial de certains transcrits maternels dans le déroulement
de la fécondation et des premiers stades de développement embryonnaire (Mager et al., 2006;

Bettegowda et al., 2008).

11.3.3.3. Evaluation de la capacité de développement

La maitrise de la fécondation est une étape clé pour la conservation des ressources génétiques
chez le lapin et représente le meilleur critere d’évaluation de la viabilité des gametes apres
cryoconservation. Aujourd’hui, plusieurs techniques de fécondation sont disponibles avec des degrés
de réussite variables d’une technique a I'autre.

Avant d’envisager la fécondation in vitro, les chercheurs ont utilisé le transfert des gametes
(semence et/ou ovocytes) directement dans I'oviducte d’une femelle receveuse pour la réalisation de
la fécondation in vivo. Cette technique appelée GIFT (Gamete Intra Fallopian Transfer) est cependant
assez lourde et nécessite une synchronisation délicate entre I'état des gameétes et le profil
physiologique de la femelle receveuse (Chang, 1955; Vincent et al., 1989). En testant différents
temps de desynchronisation, Harper (1973) a réussi a obtenir un taux de fécondation de 66 % avec
une désynchronisation de 6h entre les ovocytes transférés (13-14 h) et la femelle receveuse (19-20 h

post IA). Le GIFT a méme permis la réalisation de fécondations xénogeénes (spermatozoides bovins,
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caprins, ovins, porcins, de primates et de hamster) a lintérieur des oviductes de lapine
pseudogestantes (Baker et Coggins, 1969; Trounson et al., 1977; Hirst et al., 1981; Rao et al., 1984;
DeMayo et al., 1985).

La notion de fécondation ex situ et in vitro est apparue quelques années plus tard pour
s’affranchir de l'utilisation de femelles receveuses et mieux maitriser les étapes conduisant a la
fusion des gametes male et femelle. Dés les premiers essais de fécondation in vitro (FIV) chez
I’'homme en 1973 et la naissance du premier bébé éprouvette (Steptoe et Edwards, 1978), le lapin a
longtemps été utilisé comme modéle d’études pour le développement des techniques de FIV (Hahn
et al., 1980; Trotnow et al., 1981; Al-Hasani et al., 1986a). Aujourd’hui, les bons résultats de FIV
obtenus en médecine humaine permettent la naissance de plus de 4 000 enfants chaque année avec
un taux de fécondation proche de 60 % en intraconjugal (Agence de la Biomédecine, 2006). Dés lors,
les travaux sur la FIV chez le lapin sont devenus moins fréquents et la majorité des études qui ont été
menées sont relativement anciennes (tableau 5).

Depuis les premiers essais de FIV chez le lapin (Chang, 1959), 'amélioration des protocoles a
permis |'obtention de taux de clivage supérieurs a 80 % (Seitz et al., 1970). Dans ces études, la
capacitation des spermatozoides était réalisée in vivo aprés insémination d’une femelle dont les
cornes utérines étaient perfusées 14 a 15h aprés IA. Compte tenu de la lourdeur d’exécution et pour
des raisons éthiques, la capacitation des spermatozoides est maintenant réalisée in vitro comme chez
la plupart des autres especes domestiques mais les taux de fécondation s’en trouvent affectés méme
si ponctuellement de bons résultats ont pu étre obtenus. Ainsi, les mauvais taux de fécondation in
vitro chez le lapin seraient principalement attribués a des problémes de capacitation de la semence
(Brackett et Oliphant, 1975; Akruk et al., 1979; Brackett et al., 1982) eux mémes liés a la faible
perméabilité de la membrane plasmique des spermatozoides (Curry et al., 1995; Curry et al., 2000).
Chez ’'homme, l'utilisation de I'ICSI permet de sélectionner un spermatozoide sans défaut apparent
et de linjecter dans le cytoplasme d’'un ovocyte receveur en cas d’infertilité paternelle. Son
utilisation a largement été éprouvée en procréation médicalement assistée avec prés de 7 000
enfants nés grace a cette technique en 2005 (Agence de la Biomédecine, 2006) alors que peu
d’expériences ont été menées chez le lapin aussi bien en ovocytes frais (Hosoi et al., 1988; Deng et
Yang, 2001; Li et al., 2001; Liu et al., 2004; Zheng et al., 2004; Daniel et al., 2007) que congelés (Cai et
al., 2005). Cette technique permet de valoriser les ovocytes présentant un durcissement de la zone
pellucide constituant un test de viabilité ovocytaire intéressant notamment aprés cryoconservation
(Chen et al., 2003). Depuis les premiers essais de Hosoi et al. (1988), les résultats les plus probants
actuellement sont ceux de Daniel et al. (2007) avec 36,3 % de blastocystes et 21,8 % de survie
embryonnaire apres transfert dans des femelles receveuses désynchronisées de 14h (7 lapereaux nés

vivants sur 32 transférés). Les résultats de Deng et Yang (2001) sont aussi a souligner avec un taux de
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développement en blastocystes de 39 % et I'obtention de 7 lapereaux a partir du transfert de

113 embryons (6,2 %). De méme, Liu et al. (2004) ont réussi a valoriser de la semence de lapin

lyophylisée et stockée pendant plus de 2 ans et a obtenir la naissance d’un lapereau aprés transfert

de 230 embryons issus d’ICSI. L'ICSI fait partie des techniques de micromanipulation des ovocytes et

embryons avec des applications variées allant de la fécondation assistée a la reproduction par

clonage reproductif (Polgar et Dinnyes, 2008).
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Tableau 5. Essais de fécondation in vitro chez le lapin *
Références Capacitation Stade des Age des [Spz/ml] Taux
de la semence ovocytes ovocytes (h) fécondation (%)
(Thibault et al., 1954) ? ? ? ? ? ?
(Chang, 1959) ? ? ? ? ? ?
(Bedford et Chang, 1962) ? ? ? ? ? ?
(Brackett et Williams, 1965) ? ? ? ? ? ?
(Brackett et Williams, 1968) ? ? ? ? ? ?
(Brackett, 1969) ? ? ? ? ? ?
(Brackett et Server, 1970) ? ? ? ? ? ?
(Brackett, 1970) ? ? ? ? ? ?
(Seitz et al., 1970) 143 In utero Folliculaire 11,5 - 81,0
(Brackett et al., 1971) ? ? ? ? ? ?
(Brackett et al., 1972b) ? ? ? ? ? ?
(Brackett et al., 1972a) ? ? Folliculaire 10 ? 43,7
(Mills et al., 1973) ? ? Folliculaire 10 ? 49,5
(Lambert et al., 1978) ? In utero ? ? ? 83,0
(Hahn et al., 1980) ? ? ? ? ? ?
(Hosoi et al., 1981) 126 In vitro Ovulé 14-15 0,5—2.106 68,3
(Trotnow et al., 1981) 426 In utero Folliculaire 9 - 81,0
(Brackett et al., 1982) 60 In vitro Ovulé - 8-65.10° 78,0
(Niwa et al., 1983) ? In vitro ? ? ? 99,0
(Al-Hasani et al., 1984) 232 In utero Folliculaire 9 - 83,2
| 55 In utero Ovulé 16-17 8,7.10" 69,0
(Keefer et al.,, 1985) L ss In vitro Ovulé 16-17 10° 47,0
(Al-Hasani et al., 1986b) 30 In utero Cryoconservé 6/9/12 - 60,0
(Al-Hasani et al., 1986a) 1187 In utero Folliculaire 9 - 82,0
(McCulloh et al., 1987) ? In vitro ? ? ? ?
(Chen et al., 1988) 61 In vitro Ovulé 12,5-14 10 87,0
(Asakawa et al., 1988) 267 In utero Folliculaire 9-10 10*-10° 71,4
(Al-Hasani et al., 1989) 246 In utero Cryoconservé 13 - 74,0
(Kim et al., 1989) ? ? ? ? ? ?
(Roudebush et al., 1990) ? In vitro ? ? ? 63,0
(Xu Jun et al., 1990) 363 In vitro Ovulé 12,5 2-7.10° 63,0
(Roudebush et al., 1993) ? In vitro Ovulé ? ? ?
(zheng et al., 2004) ? In vitro ? ; ? 91,6
(Viudes-de-Castro et al., 2005) 131 In vitro Ovulé 14 2.10° 26,7

* Les données présentées dans ce tableau correspondent aux meilleurs résultats obtenus dans les différents

travaux.

Enfin, I'intérét de I'activation parthénogénétique est d’imiter les processus se produisant au

moment de la fécondation avec notamment I'augmentation de calcium intracytoplasmique, la

diminution de I'activité du MPF (M phase Promoting Factor), des protéines MAP-Kinase et du facteur
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cytostatique et enfin le début des transcriptions d’ARN maternel. L'utilisation de I'activation
parthénogénétique des ovocytes permet I'obtention d’embryons mais les foetus obtenus aprés

éme

transfert des parthénogénotes diploides au stade 4 cellules ne sont pas viables au dela du 11°™ jour
de gestation, comme cela avait été observé chez la souris (Ozil, 1990). La parthénogenése permet
essentiellement de s’assurer de la compétence au développement des ovocytes et particulierement
de l'intégrité des filaments impliqués dans les divisions cellulaires ainsi que la capacité du matériel
chromosomique a se diviser. Depuis les premiers essais de Pincus et Shapiro (1940), les taux de
développement des parthénogénotes jusqu’au stade blastocyste ont été nettement améliorés apres
activation électrique (Ozil, 1990; Escriba et Garcia-Ximenez, 1999; 2000; 2001; Ozil et Huneau, 2001),
chimique (Ha et al., 1998; Mitalipov et al., 1999; Liu et al., 2002) ou de maniére combinée (Yin et al.,
2000). Les pulses électriques pourraient induire I'afflux de calcium ionique et les agents chimiques
(cycloheximide, 6-DMAP) permettraient la formation des pronoyaux. Par conséquent, cet outil
représente un test alternatif a la FIV ou a I'ICSI pour I’évaluation de la viabilité ovocytaire dés lors que
ces techniques ne sont pas entierement maitrisées comme cela peut étre le cas chez le lapin.
Cependant, la parthénogénese ne constitue qu’un test d’évaluation expérimental et il sera nécessaire
de maitriser les techniques de FIV et/ou d’ICSI pour espérer obtenir des individus viables a partir
d’ovocytes MIl cryoconservés bien que Garcia-Ximenez et Escribd (2002) ont montré que la
congélation des parthénotes stade 16/32 cellules pouvait étre une voie intéressante de

cryoconservation.

L’évaluation de la qualité des ovocytes MIl cryoconservés constitue un véritable défi pour la
communauté scientifique. De nombreuses pistes d’évaluation sont explorées concernant aussi bien
leur ultrastructure que leur métabolisme mais les outils actuellement disponibles sont trop souvent
invasifs et ne permettent pas de déterminer la qualité d’'un méme échantillon avant et apres
cryoconservation. Au regard des applications potentielles de la cryoconservation des ovocytes M|, il
est nécessaire de poursuivre les recherches pour augmenter I'efficacité des techniques disponibles
pour les rendre utilisables en routine notamment dans le cadre des aides a la procréation chez
I’'homme. Chez le lapin, peu d’études ont été conduites sur cette thématique mais les avancées
obtenues chez les autres espéces entrouvrent de grandes perspectives d’optimisation des méthodes

existantes.
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Devenue une réalité bien concrete, la Cryobanque Nationale cunicole a mené depuis sa création
en 2003 de nombreuses actions de cryoconservation permettant d’augmenter considérablement les
collections de populations de lapin conservées sous forme d’embryons et de semence congelés. Ces
activités ont principalement porté sur des populations de type Ill, au détriment des deux autres types
(I et 1) qui sont pourtant les plus menacés par I'érosion de la diversité génétique lapin engendrée
principalement par I’évolution de notre société et les schémas de sélection établis. A 'avenir, il sera
nécessaire de développer des techniques de production d’embryons fiables et peu variables pour
sauvegarder efficacement ces populations ol chaque individu est précieux, allant de la préparation
de la femelle donneuse d’embryons a leur collecte et a leur transfert dans le respect des regles de
bioéthique en matiére de bien étre animal. Actuellement, I'abattage systématique des femelles
donneuses et la variabilité des réponses aux traitements de superovulation ne permettent pas
d’atteindre ces objectifs. De plus, les actions de sauvegarde des ressources génétiques cunicoles
passent principalement par la congélation de I'embryon et d’autres voies de cryoconservation
doivent maintenant étre développées pour mettre a disposition des outils complémentaires

permettant de conserver la génétique d’un seul individu ou encore de réagir en situtation d’urgence.

I. Essais d’optimisation des conditions de production des

embryons

I.1. Essais relatifs a la nature du traitement de superovulation

[.1.1. Effet de I'absence ou de la présence de LH exogene dans les
traitements de superovulation

1.1.1.1.  Objectif

Comme nous l'avons observé dans la partie bibliographique, le role de la LH éxogéene dans les
traitements de superovulation est mal cerné et ce point est sujet a contreverse. L'objectif de cette
expérience est de comparer la quantité et la qualité des embryons produits sur des lapines

superovulées avec 31,5 pg de FSH,orcine Supplémentés ou non de 20 % (w/w) de LHyorcine-

1.1.1.2. Matériel et méthodes

ANIMAUX

Les animaux étaient issus de 5 génotypes différents dont une lignée Castor® sélectionnée par la
production de fourrure et élevée au centre INRA du Magneraud (Surgéres, France), trois lignées

males (AGP38, AGP39 et AGP79) et une lignée femelle (croisement AGP77 et AGP59) fournies par le
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sélectionneur Grimaud Fréres Sélection SAS (Roussay, France). Pour chaque lignée, les lapines étaient
logées individuellement dans les mémes conditions avec I'eau et I'aliment fournis ad libitum. Les
lapines ont été réparties de facon homogeéne dans trois groupes expérimentaux en prenant en
compte le génotype et la parité de chaque femelle :

-« T » Groupe témoin comprenant des lapines non superovulées (n=93).

- «pFSH + pLH» Groupe de lapines superovulées avec une préparation commerciale
(Stimufol®, Reprobiol, Belgique) contenant de la pFSH et de la pLH (ratio pLH/pFSH ~ 20 %)
isolée d’hypophyses porcines (n=80).

-« pFSH » Groupe de lapines superovulées avec une préparation de gonadotropines rafinée
contenant uniquement de la pFSH (ratio pLH/pFSH ~0 %) isolée d’hypophyses porcines
(n=81).

Tous les traitements ont été administrés a des femelles en repos sexuel, au moins deux

semaines apres le sevrage.

TRAITEMENTS HORMONAUX

Les préparations hormonales proviennent de la Faculté de Médecine Vétérinaire de Liege
(Belgique) et étaient présentées en flacons contenant les hormones sous forme de lyophylisat.
Chaque flacon contenait 500 pg de pFSH (lot 04124) avec ou sans 20 % (w/w) de pLH. Juste avant de
réaliser les injections, les hormones ont été dissoutes dans 56 ml de sérum physiologique pour
obtenir une concentration finale en pFSH de 9 pg/ml. Les préparations hormonales de
superovulation des groupes « pFSH+plLH » et « pFSH » ont été administrées en 5 injections
successives (i.m.) réparties sur cinqg demi-journées représentant une dose totale de 31,5 ug de pFSH

par femelle (figure 9).

Figure 9. Protocole de superovulation des femelles donneuses d’embryons

Insemination artificielle + 1,6 ug

d’acétate de buséréline (i.m.)

Injections deux fois par jour (s.c.) de pFSH
(+/- 20% pLH) & 12h d’intervalle Collecte des
N embryons
4 9 9
Ug
45ug  45ug fg I 4,5 g
! 3 R S _

Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 6

65372 h post IA
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Dix a douze heures aprés la derniere injection de gonadotropines, les femelles ont été
inséminées avec 0,5 ml d’'un mélange polyspermique et I'ovulation était induite immédiatement
apres par injection (i.m.) de 0,4 ml de Receptal® (Intervet, France) représentant 1,6 ug d’acétate de
buséréline (analogue de synthése de GnRH) par femelle. Les femelles du groupe témoin n’ont regu
aucun traitement de superovulation préalable et ont été inséminées au méme moment que les

lapines des autres groupes.

COLLECTE DES EMBRYONS

Les embryons de tous les groupes ont été collectés aprés euthanasie des femelles
donneuses, 65 a 72 heures apreés l'induction d’ovulation. A ce moment, les embryons sont au stade
morula (32 cellules) a morula compactée. Les tractus génitaux (oviductes et cornes utérines) sont
alors immédiatement prélevés et perfusés de maniére normograde avec 20 ml de liquide de collecte
(Euroflush®, IMV Technologies, France) ; les embryons sont alors collectés dans une boite de pétri.
Les structures ovariennes sont observées et le nombre de follicules préovulatoires (diametre > 1mm),
de follicules hémorragiques (diametre >1mm avec présence de sang) et de corps jaunes sont

enregistrés (photo 5).

Photo 5.  Structures ovariennes d’une lapine superovulée ayant ovulée

Corps jaunes

) Follicules
Follicules

. . préovulatoires
hémorragiques

Les embryons et les ovocytes collectés sont ensuite dénombrés et observés sous loupe
binoculaire (x10) pour évaluer leur qualité selon les critéres morphologiques établis par I'lETS
(International Embryo Transfer Society). L’évaluation de lintégrité de la zone pellucide et du
manteau muqueux et de 'homogénéité des blastomeres permet de distinguer les embryons de
bonne qualité (qualités 1 a 2 notées Q; & Q,) et ceux de mauvaise qualité (qualité 3 notée Qz). Les
embryons sont stockés a température ambiante et dans I'obscurité avant congélation pendant une

durée n’excédant pas 2h. Pour chaque groupe expérimental, le pourcentage de femelles donneuses
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d’embryons (pourcentage de femelles ayant donné au moins un embryon de bonne qualité), le taux
de collecte (nombre total collecté / nombre de corps jaunes) et le taux de viabilité embryonnaire

(nombre d’embryons de bonne qualité / nombre total collecté) ont été déterminés.

CONGELATION ET DECONGELATION DES EMBRYONS

Seuls les embryons de bonne qualité ont été conservés et plus de 3000 embryons ont été
congelés selon le protocole décrit par Joly et al. (1998). Brievement, les embryons sont exposés
successivement pendant 5 minutes a trois bains contenant respectivement 0,5; 1 et 1,5M de DMSO
(réf. D2650, Sigma-Aldrich, France) dans une solution d’« IMV holding medium » (IMV Technologies,
France). Placés dans le dernier bain, les embryons sont alors montés en paillettes stériles de 0,25 ml

(IMV Technologies, France) scellées par un bouchon stérile permettant I'identification (figure 10).

Figure 10. Schématisation du montage des embryons en paillettes avant congélation
Bouchons de coton Bulles d’air
v v

f

Alcool polyvinylique Milieu de congélation avec ou Bouchon stérile

sans embryons (®)

Aprés 5 minutes dans le dernier bain, les paillettes sont placées dans un congélateur
programmable (Cryocell 1200, IMV Technologies, France) préalablement équilibré a -7°C. Aprés
5 minutes d’équilibration, le « seeding » (induction de la cristallisation) est réalisé en touchant
I'extrémité de la paillette située a c6té du bouchon avec des pinces refroidies dans |'azote liquide
jusqu’a I'apparition des premiers cristaux de glace (opacification du milieu). Une deuxieme période
d’équilibration de 5 minutes est observée avant de refroidir les paillettes jusqu’a -30°C avec une
vitesse de 0,5°C/min, puis elles sont directement plongées dans I'azote liquide pour un stockage
d’une durée minimum de 48 h.

Les paillettes d’embryons stockées dans I'azote liquide sont décongelées en les placant a
température ambiante pendant 10 a 15 secondes avant immersion dans un bain-marie a 20°C jusqu’a
fonte compléte des cristaux de glace (environ 1 minute). Aprés réchauffement, les embryons sont
incubés pendant 5 minutes a température ambiante dans chaque bain contenant des concentrations
décroissantes en cryoprotecteurs. Cette étape est nécessaire pour le retrait du DMSO et réhydrater
les embryons. Les embryons sont donc placés successivement dans I'« IMV holding medium »

contenant 1; 0,5 puis OM de DMSO.
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CULTURE IN VITRO DES EMBRYONS DECONGELES

Au total, 349 embryons ont été décongelés pour évaluer leur viabilité in vitro dont 117
embryons du lot « pFSH+pLH », 128 embryons du lot « pFSH » et 104 embryons du lot « T ». Apres
décongélation et retrait du cryoprotecteur, les embryons ont été cultivés dans un milieu TCM199
(Sigma-Aldrich, France) supplémenté avec 10 % (v/v) de sérum de veau foetal (Sigma-Aldrich, France)
dans une atmosphére humide a 38°C et 5 % CO,. La capacité de développement in vitro des
embryons décongelés est évaluée par le taux de développement des morulas jusqu’au stade

blastocyste/blastocyste épanoui aprés 24 et 48 h de CIV.

TRANSFERT DES EMBRYONS DECONGELES

Trois cent quatorze embryons ont été transférés dans 28 femelles receveuses PS19 (Grimaud
Fréres Sélection SAS) dont 96 embryons « pFSH+pLH », 107 embryons « pFSH » et 111 embryons
« T». L'ovulation de ces femelles est induite par injection (i.m.) de 1,6 pug d’acétate de buséréline
correspondant a 0,4 ml de Receptal® (Intervet, France) 50 a 60 h avant la réalisation du transfert
conférant un léger asynchronisme (~12h) de ces femelles par rapport aux lapines donneuses. Les
receveuses ont été anesthésiées a I'aide d’une injection (i.m.) de kétamine (5mg/kg, Imalgéne 1000°,
Biomérieux, France) et de médétomidine (80ug/kg, Domitor®, Orion Pharma, Finland) 10 minutes
avant la chirurgie. Aprés décongélation, les embryons sont rapidement montés dans un capilaire de
transfert en verre de 50 pl avec un minimum de milieu « IMV holding medium » (~10 pl) connecté a
une seringue de 1 ml. En moyenne, 11,2 embryons ont été transférés dans chaque femelle
receveuse. Les transferts ont été réalisés par laparotomie midventrale au niveau de la ligne blanche
directement dans la lumiére des cornes utérines, juste en dessous de la jonction utéro-tubaire. La
capacité de développement in vivo des embryons décongelés a été mesurée par I'évaluation du taux
de parturition (nombre de femelles mettant bas / nombre de femelles transférées), du total de
lapereaux nés et le taux de survie embryonnaire (hombre de lapereaux nés vivants & morts / nombre

d’embryons transférés).

ANALYSE STATISTIQUE

Les variables de collecte mesurées pour la production d’embryons sont tout d’abord le
pourcentage de femelles donneuses puis pour chaque femelle donneuse, on a dénombré: les
follicules préovulatoires (FP), les folllicules hémorragiques (FH), les corps jaunes (CJ), les ovocytes
(OV), le total des embryons collectés ( TEC ), les embryons de bonne qualité (EBQ) et de mauvaise

qualité (EMQ). A I'exception du pourcentage de femelles donneuses, I'analyse statistique a été
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réalisée uniquement a partir des données obtenues chez les femelles donneuses d’embryons. Les
variables mesurées pour |"évaluation in vitro et in vivo de la viabilité embryonnaire sont les taux de
développement jusqu’au stade blastocyste aprés culture in vitro et les taux de parturition, de survie
embryonnaire apres transfert dans une femelle receveuse.

Un test du Chi-deux avec la correction de Yates (SAS/STAT®, SAS Institute Inc.) a été utilisé
pour comparer les effets des 3 groupes expérimentaux sur le pourcentage de femelles donneuses
d’embryons et les résultats des expériences d’évaluation de la viabilité embryonnaire in vitro et in
vivo. Les effets du traitement de superovulation utilisé, du génotype des lapines traitées et de leur
interaction sur les variables de collecte décrites ci-dessus ont été analysés par un modele linéaire
général (GLM) a deux effets fixés (SAS/STAT®, SAS Institute Inc.). L'effet de la parité n’est pas inclus
dans le modele statistique présenté car seules des femelles nullipares ont été utilisées pour le
génotype AGP39. Néanmoins, I'effet de la parité a été évalué en appliquant le modeéle statistique

pour chaque niveau de parité (nullipare, primipare, multipare).

1.1.1.3.  Résultats

REPONSE OVARIENNE ET PRODUCTION D’EMBRYONS

Tableau 6. Influence du traitement de synchronisation sur la réponse ovarienne des lapines des

lots T, pFSH+pLH et pFSH.

Femelles Répartition femelles non donneuses
donneuses Non ovulée Non fécondée  TC nul™ EmQ®?
T 89/93 (95,7 %) ° 0 3/93 (3,2 %) 0 1/93 (1,1 %)
pFSH+pLH 65/80 (81,3 %) 10/80(12,5%) 2/80(2,5%) 3/80(3,8 %) 0
pFSH 63/81(77,8%)°  13/81 (16,0 %) 5/81 (6,2 %) 0 0

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b) dans la méme colonne sont statistiquement
différentes (p < 0,05).
@ Taux de collecte nul : femelle ayant ovulée mais ou aucun embryon ni ovocyte n’a pu étre collecté.

2 . . N s s . ey s
@ Femelle ayant ovulée mais ou les embryons collectés étaient tous de mauvaise qualité.

Le tableau 6 montre les réponses ovariennes des lapines aux différents traitements testés. Le
pourcentage de lapines donneuses est significativement plus élevé pour le groupe témoin que pour
les deux autres groupes expérimentaux avec 95,7 % de donneuses contre 81,3 et 77,8%
respectivement pour le groupe « pFSH+pLH » et « pFSH » (p < 0,005). Les lapines qui n’ont pas donné
d’embryons de bonne qualité étaient principalement des femelles présentant des défauts

d’ovulation (12,5 et 16,0 % des femelles traitées respectivement pour les groupes « pFSH+pLH » et
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« pFSH ») et des défauts de fécondation (2,5 et 6,2 % des femelles traitées respectivement pour les
groupes « pFSH+pLH » et « pFSH »). A I'exception de deux lapines immatures dont les ovaires ne
présentaient pas de follicules préovulatoires, les lapines n’ayant pas ovulée (n=23) avaient en
moyenne 16,4 follicules préovulatoires a la surface de leurs ovaires. Cette valeur est
significativement plus élevée que celle observée chez les femelles donneuses d’embryons avec
10,2 follicules préovulatoires en moyenne (p < 0,05). Les résultats de production d’embryons des
femelles donneuses sont présentés dans le tableau 7. Le taux de collecte moyen obtenu sur cette
expérience est de 82,3 % sans différence significative entre les groupes expérimentaux.

Les deux traitements de superovulation sont associés a une augmentation significative du
nombre de corps jaunes en comparaison du groupe témoin avec 27,1+ 1,0;26,7+1,0et 11,9+0,8
points d’ovulation observés par femelle respectivement pour les groupes « pFSH+pLH », « pFSH » et
« T» (p<0,001). Les traitements de superovulation entrainent aussi une augmentation significative
du nombre d’embryons collectés (respectivement 20,3 + 1,0 et 21,2 + 1,0 contre 9,6 + 0,8) et du
nombre d’embryons de bonne qualité par femelle donneuse (respectivement 18,4 + 1,0 et 19,1 + 1,0
contre 8,8 = 0,8). De plus, le nombre de follicules hémorragiques est significativement plus important
chez les lapines superovulées que chez les lapines témoins (respectivement 4,4 + 0,7 et 4,7 £ 0,7
contre 2,7 + 0,5). L'observation des erreurs standard montre que la variabilité des réponses aux
traitements de superovulation est identique pour les groupes « pFSH+pLH » et « pFSH ». Cette
variabilité est légerement supérieure a celle observée pour le lot témoin.

Le génotype des femelles donneuses a un effet significatif sur 'ensemble des variables
étudiées sauf pour le nombre d’ovocytes collectés (tableau 7). Le nombre de corps jaunes par
femelle est significativement plus élévé pour les lignées Grimaud Freres Sélection que pour la lignée

Castor®. Cette tendance est observée de la méme facon pour les autres variables mesurées.

De plus, aucune interaction significative n’est observée entre les traitements administrés et le
génotype des femelles traitées a I'exception de celles observées pour le nombre de follicules
préovulatoires et d’embryons de mauvaise qualité. En effet, I'analyse statistique suggére que
I'absence de LH exogéne augmente significativement le nombre d’embryons de mauvaise qualité
pour la lignée Castor® (figure 11) alors que pour les autres génotypes, la nature du traitement n’a
aucun effet sur cette variable. L'interaction observée sur la variable « FP » (p = 0,0223) montre que la
nature du traitement a un effet trés aléatoire sur le nombre de follicules prévoulatoires observé qui

peut étre opposé d’un génotype a l'autre (données non exposées).
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Tableau 7.

Influence du traitement de superovulation (3 niveaux) et du génotype (5 niveaux) sur différents parametres de production d’embryons.

(LSmean * standard error)

n FP FH cl oV TEC EBQ EMQ
TRAITEMENT (valeur de p) NS 0,0361 <0,0001 0,0339 <0,0001 <0,0001 0,0132
T 89 9,0+0,5 2,7+0,5° 11,9+0,8° 0,5+0,3° 9,6 +0,8° 8,8+0,8° 0,8+0,3°
pFSH+pLH 65 9,5+0,6 4,4+0,7° 27,1+1,0° 1,5+0,3° 20,3+1,0° 18,4+ 1,0° 1,8+0,4°
pFSH 63 9,0+ 0,6 4,7+0,7° 26,7+1,0° 1,2+0,3*" 21,2+1,0° 19,1+ 1,0° 2,1+0,4°
GENOTYPE (valeur de p) <0,0001 0,0024 <0,0001 NS 0,0048 <0,0001 <0,0001
GRIMAUD AGP 38 33 8,4+0,7*° 5,1+0,9° 25,4+1,3° 1,5+0,4 20,0+1,3° 19,0+1,3° 0,9+0,5°
GRIMAUD AGP 39 20 6,2%1,0°° 3,1+£1,1%° 22,4+1,7% 0,7+0,6 17,7+ 1,7 16,7+1,7°*°  1,0%0,6°
GRIMAUD AGP 79 51 10,7+0,6° 4,1+0,7° 22,1+1,1° 1,4+0,4 152+1,1%°  14,7+1,1°° 0,6 +0,4°
GRIMAUD 77 x 59 44 51+0,6° 1,9+0,7° 22,4+1,1% 1,2+0,4 17,6+ 1,1 16,9+ 1,1 0,7+ 0,4°
Castor 69 15,3 +0,5° 5,5+ 0,6° 17,4 +0,9° 0,5+0,3 14,6 + 0,9° 9,8 +0,9° 4,8+0,3°
TRAITEMENT*GENOTYPE (valeur de p) 0,0223 NS NS NS NS NS =0,0001

n: effectif

LSM: Least Square Means.

ABBREVIATIONS: nombre de follicules préovulatoires (FP), nombre de follicules hémorragiques (FH), nombre de corps jaunes (CJ), nombre d’ovocytes collectés
(OV), nombre total d’embryons collectés ( TEC ), nombre d’embryons de bonne (EBQ) et de mauvaise qualité (EMQ).

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b, ¢, d, e) dans la méme colonne sont statistiquement différentes (p < 0,05). NS signifie que
I'effet observé n’est pas significatif (p > 0,05).
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Figure 11. Effet du génotype sur le nombre d’embryons de mauvaise qualité produits par

femelle donneuse pour chaque traitement étudié. (LSmean #+ standard error)

Embryons de mauvaise qualilé

Q = N W A 0 5~ 0 ©

AGP 38 AGP 39 AGP 79 77359 Caslor
BT @FSH+LH @FSH

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b, c) sont statistiquement différentes (p < 0,05).

Figure 12. Effet de la parité sur le nombre d’embryons de bonne qualité collecté par

femelle donneuse pour chaque traitement étudié. (LSmean #+ standard error)

Embryons de bonne qualité

Nullipares Primipares Mullipares

BT M@FSH+LH @FSH

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b; a', b'; a", b'") sont statistiquement
différentes (p < 0,05).

Les résultats des différentes analyses statistiques réalisées en fonction de la parité des
femelles montrent que les conclusions peuvent étre différentes entre les lapines nulli-, primi- et

multipares (données non exposées). Par exemple, le traitement de superovulation avec 20 % de pLH
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exogene entraine une production d’embryons de bonne qualité plus importante que dans les deux
autres groupes chez les lapines primipares (figure 12). Cette conclusion est en totale opposition avec
celle tirée des observations réalisées sur les femelles nullipares ou multipares ou aucune différence

significative n’est observée.

CULTURE IN VITRO

Les taux de développement in vitro jusqu’au stade blastocyste expansé des trois groupes
expérimentaux ne different pas significativement avec respectivement 81,7 (n = 104) ; 70,9 (n = 117)
et 80,4 % (n = 128) pour les groupes « T », « pFSH+pLH » et « pFSH ». Aucune différence n’est
observée entre les taux de développement in vitro des embryons issus des différents génotypes

utilisés (données non exposées).

TRANSFERT D’EMBRYONS

Les résultats de |’évaluation in vivo de la viabilité des embryons décongelés issus des trois

groupes expérimentaux sont présentés dans le tableau 8.

Tableau 8. Evaluation in vivo de la viabilité des embryons congelés/décongelés et apres transfert

dans des femelles receveuses synchronisées pour chaque traitement étudié.

Nombre Taux de

Nombre de , ; Nés totaux Taux de survie
Groupe d’embryons parturition . .
receveuses . (vivants+morts) embryonnaire (%)
transférés (%)
T 10 111 80,0 58 52,3
PFSH-+PLH 8 9% 100,0 47 49,0
PFSH 10 107 100,0 a7 43,9
Total 28 314 92,9 152 48,4

Les différences observées dans le tableau ci-dessus ne sont pas significatives (p > 0,005).

D’une maniere générale, pres de 93 % des femelles receveuses transférées ont mis bas au
moins un lapereau et seulement deux lapereaux sont morts nés sur 152. Aucune différence
significative n’est observée entre les trois groupes expérimentaux aussi bien pour le taux de

parturition que pour le taux de développement in vivo (48,4 % des embryons transférés sont nés).
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1.1.1.4.  Discussion et conclusion

Cette expérience avait pour but d’évaluer les effets de la présence ou de I'absence de pLH
exogéne dans les traitements de superovulation a base de pFSH sur la quantité et la qualité des
embryons produits ainsi que sur la variabilité des réponses entre les lapines traitées. De plus, cinq
génotypes différents ont été utilisés dans cette étude de maniere a évaluer si les conclusions établies

pour un génotype sont confirmées ou infirmées chez les autres lignées étudiées.

Conformément aux observations de Kennelly et Foote (1965), I'administration de doses
supra-physiologiques de gonadotropines exogenes conduit a une augmentation du nombre de
follicules hémorragiques qui s’explique par une apoptose précoce des cellules de la granulosa
conduisant a I'atrésie des follicules préovulatoires. De plus, nous avons observé que les traitements
de superovulation conduisaient a des défauts d’ovulation chez 2 a 3 lapines traitées sur 10 ce qui
confirme les résultats obtenus par Maurer et al. (1968a) dans leur étude sur la répétition des
traitements de superovulation. Ces défauts d’ovulation avaient alors été attribués a la formation
d’anticorps anti-hCG suite aux inductions répétées de I'ovulation ce qui ne peut pas expliquer nos
observations, les lapines n’ayant jamais été stimulées auparavant. Plusieurs auteurs ont observé que
I'administration de gonadotropines exogenes réduisait la fréquence et I'amplitude de la sécrétation
pulsatile de LH endogene accompagné de l'augmentation des concentrations plasmatiques en
cestradiol et en progestérone (Laborde et al., 1981; Callesen et al., 1986; Ben Jebara et al., 1994;
Gosselin et al., 2000). L'augmentation de la concentration en cestradiol conduit a la diminution de la
concentration en LH endogéne qui devient trop faible pour activer le rétrocontrole positif de
I'oestradiol sur la sécrétion de LH par I'hypothalamus pendant la période préovulatoire. Cette
hypothése ne semble pas pouvoir étre retenue puisque des travaux ont mis en évidence I'absence de
rétrocontrole positif chez les animaux a ovulation induite (Ramirez et Beyer, 1998; Bakker et Baum,
2000). Par conséquent, la concentration élevée en oestradiol peut inhiber le pic préovulatoire de LH
et le mécanisme d’ovulation. Les défauts d’ovulation sont rarement observés dans le groupe témoin
(< 1 lapine traitée sur 20) ce qui peut étre expliqué par les plus faibles quantités d’cestradiol
synthétisées par les folliculespréovulatoires qui n’inhibent pas le déroulement du pic de LH. De plus,
le fait que le nombre de follicules préovulatoires soit significativement plus élevé chez les femelles
n’ayant pas ovulé que chez les femelles ayant ovulé (16,4 contre 10,2 follicules préovulatoire par
femelle) suggére que la croissance folliculaire a bien été stimulée et que le processus d’ovulation a
été inhibé ce qui confirme I'hypothése formulée ci-dessus. Pour confirmer cette hypothése, de
nouvelles études doivent étre menées pour évaluer les profils hormonaux des lapines avant et aprés

administration de gonadotropines.
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Aucune différence significative n’a été observée entre les deux traitements de superovulation
a I'exception des femelles primipares pour lesquelles le traitement avec pLH semble plus adapté
(figure 12). Ces observations suggerent d’une part qu’il serait nécessaire de s’intéresser de maniére
plus précise aux réponses des lapines primipares dont le statut physiologique est un peu particulier
du fait d’une croissance inachevée ainsi que . D’autre part les résultats montrent que I'utilisation de
préparations hormonales sans LH exogéne n’améliore pas la production d’embryons contrairement a
ce qui avait été montré par Hashimoto et al. (2004). Dans leur étude, seuls les nombres d’ceufs
collectés et le nombre de follicules préovulatoires étaient enregistrés alors que les corps jaunes n’ont
pas été observés. Les taux de collecte n’étant pas évoqués pour les différents groupes
expérimentaux, I'évaluation de I'efficacité des traitements peut difficilement étre envisagée sans
gu’elle ne soit biaisée. De plus, aucun ratio LH/FSH n’est indiqué pour le traitement avec un contenu
en pLH réduit rendant une nouvelle fois la comparaison entre les deux études délicate. A I'exception
des femelles primipares, les résultats obtenus dans notre étude montrent que seule la FSH est
nécessaire pour assurer la croissance folliculaire, indépendamment des quantités de LH administrées.
Cependant, une petite quantité de LH semble nécessaire pour la maturation ovocytaire et donc pour
la qualité du futur embryon (Balasch et al., 1995). Chez quelques espeéces, l'injection de LH exogéne
peut entrainer des effets déléteres si les quantités administrées sont trop importantes mais notre
étude suggere que cela ne s’applique pas a I'espéece lapin ou que les quantités utilisées étaient trop
faibles. Or, la quantité de LH utilisée dans cette étude (ratio LH/FSH™~20 %) est relativement élevée
par rapport a d’autres études ol les effets néfastes de fortes proportions de LH avaient été observés
(Chupin et al., 1984; Donaldson et Ward, 1986; Treloar et al., 1997). Chupin et al. (1984) et Herrler et
al. (1991) chez la vache ainsi que Howles (2000) chez I'homme ont observé I'existence d’une
concentration optimale en LH pour assurer le bon déroulement de la maturation ovocytaire.

A la différence des femelles primipares, la concentration en LH endogéne doit étre suffisante
pour assurer la maturation folliculaire et ovocytaire chez les nullipares et multipares superovulées
puisque la présence ou I'absence de LH exogéne n’a entrainé aucun effet sur la qualité des embryons
produits et par extrapolation, sur la qualité des ovocytes ovulés. De plus, aucune différence n’a été
observée sur la viabilité embryonnaire mesurée in vitro ou in vivo avec une moyenne de 77,7 % de
développement in vitro jusqu’au stade blastocyste et 48,4 % de taux de survie embryonnaire apres
décongélation et transfert. Ces résultats sont supérieurs ou similaires a ceux obtenus dans d’autres
études (Lopez-Bejar et Lopez-Gatius, 2002; Naik et al., 2005) et confirment I'hypothese formulée ci-
dessus. Les différences de développement observées in vitro et in vivo peuvent s’expliquer par des
défauts d’implantation des embryons et/ou par une mortalité embryonnaire tardive lors du
développement de I'embryon puis du foetus. Par conséquent, la superovulation des lapines peut

aussi bien étre réalisée avec ou sans LH sans affecter la quantité et la qualité des embryons produits.
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L'importance du génotype des femelles donneuses dans l'interprétation des résultats n’est
pas confirmée par ce travail puisque aucune interaction n’a été observée entre le traitement et le
génotype des femelles sur le nombre d’embryons de bonne qualité. Cependant, notre étude met en
évidence les différences de capacité de production d’embryons des différents génotypes et
notamment entre les lignées Grimaud, sélectionnées pour la production de viande et la reproduction
et la lignée Castor®, sélectionnée pour la production de fourrure. Les résultats obtenus en production
d’embryons mettent en évidence I'efficacité des deux traitements de superovulation qui ont permis
de doubler le nombre de corps jaunes et le nombre d’embryons de bonne qualité collectés par

femelle donneuse par rapport aux lapines non superovulées du groupe témoin.

Cette expérience montre que les traitements de superovulation sont indispensables pour
augmenter le nombre d’embryons produits lors des programmes de cryoconservation. On observe en
général, une production d’embryons de bonne qualité deux a trois fois supérieure chez les lapines
superovulées par rapport aux femelles témoins. De plus, les traitements de superovulation a base de
FSH exogene peuvent étre administrés, avec ou sans supplémentation en LH exogene, pour stimuler
les ovaires des lapines des 5 génotypes considérés. Ainsi, |'utilisation de préparations commerciales
qui ne sont pas purifiées en LH convient parfaitement pour la cryoconservation des ressources
génétiques chez le lapin. A l'avenir, il sera nécessaire d’étudier les profils des gonadotropines
endogénes avant, pendant et aprés superovulation de maniére a connaitre précisement les quantités
réelles de LH disponibles pour assurer I'ovogenése. Ces informations devraient aider a résoudre les
problémes d’ovulation ou de fécondation rencontrés et a diminuer la variabilité des réponses entre

les lapines.

[.1.2. Diminution du nombre d’injections de gonadotropines
1.1.2.1.  Objectif

Les traitements de superovulation a base de pFSH nécessitent I'administration réguliere
(deux fois par jour) de pFSH du fait de la trés courte demi-vie de cette hormone induisant une charge
de travail contraignante et une source de stress pour les lapines traitées. L'objectif de cette
expérience est de diminuer le nombre d’injections réalisées en testant différents excipients

susceptibles de relarguer progressivement I’hormone dans la circulation générale.
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1.1.2.2. Matériel et méthodes

ANIMAUX

Cette expérience a été réalisée en deux séries d’opérations réalisées chez Grimaud Freres
Sélection SAS (Roussay, France). Lors de la premiére série, 110 femelles multipares de génotype
AGP77 (44 Q) et PS19 (66 Q) ont été utilisées et 64 femelles nullipares PS19 pour la deuxiéeme série
de manipulations. Les lapines étaient toutes en repos sexuel depuis au moins 15 jours aprées le
dernier sevrage et logées individuellement sous les mémes conditions environnementales (16 h de
lumiére par jour) avec I'eau et I'aliment fournis ad libitum. Les lapines ont toutes été superovulées
avec la méme quantité de Stimufol® (Reprobiol, Belgique), seuls I'’excipient et le mode
d’administration variaient. Les lapines ont été réparties de facon homogeéne dans les 3 groupes
expérimentaux en fonction de leur génotype :

-« pFSH5 » Groupe de lapines témoins superovulées (Stimufol®, Reprobiol, Belgique) en 5

injections répétées (s.c.) et utilisant comme excipient de I’eau pour préparation injectable
(ppi) comme décrit précédement pour le groupe « pFSH+pLH » de I'expérience 1 (n = 159
AGP77 et 439 PS19).

-« pFSH1 » Groupe de lapines superovulées (Stimufol®, Reprobiol, Belgique) en une seule
injection (s.c) de 1 ml d’eau ppi contenant la dose totale de FSH a injecter (solution a 31,5 ug
de pFSH/ml), réalisée en méme temps que la premiére injection du groupe pFSH5 (n = 149
AGP77 et 229 PS19).

-« HUIL » Groupe de lapines superovulées (Stimufol®, Reprobiol, Belgique) en une seule
injection (s.c) comme pour le groupe pFSH1 mais en utilisant comme excipient de I’huile
d’olive raffinée (réf. 01514, Sigma, France) pour un relargage progressif des gonadotropines
(n =159 AGP77 et 229 PS19).

-« PVP1 » Groupe de lapines superovulées (Stimufol®, Reprobiol, Belgique) en deux injections
simultanées (i.m.) dans 0,6 ml d’eau ppi + 30 % (w/v) de polyvinylpyrrolidone (réf. P0930,
Sigma, France) contenant la dose totale de FSH a injecter (solution a 26,25 pg de pFSH/ml) et
réalisées 72 h avant IA (n=22 Q@ PS19).

-« PVP3 » Groupe de lapines superovulées (Stimufol®, Reprobiol, Belgique) en trois injections
(i.m.) dans 0,4 ml d’eau ppi + 30 % (w/v) de polyvinylpyrrolidone — PVP — (réf. P0930, Sigma,
France) contenant la dose totale de FSH a injecter (solution a 26,25 ug de pFSH/ml). La
premiére injection est réalisée 72 h avant IA puis toutes les 24 h pour les deux restantes

(n=22 Q PS19).
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TRAITEMENTS HORMONAUX

Le protocole de superovulation utilisé dans cette expérience pour le groupe pFSH5 est
similaire a celui appliqué aux femelles du groupe « pFSH+pLH » dans I'expérience 1 (figure 9)
auxquelles il a été administré 31,5 pug de FSHyorcine SUpplémentés de 20 % de LHporcine (Stimufol®). La
méme dose totale de pFSH a été administrée aux femelles des autres groupes mais selon des

modalités différentes (figure 13).

Figure 13. Schématisation des protocoles de superovulation utilisant _différents

excipients et modes d’administration

HUIL IA +1,6 ug d’acétate de
(1 inject. 1ml s.c.) buséréline (i.m.)
pFSH5
(cf. figure 9, s.c.)
- pFSH1 Collecte des
Eau p.p.i.
B Huile dolive (1 inject. 1ml s.c.) embryons
- Eau p.p.i. + 30% de PVP v
v \ A / l \ 4 \ A _
[ [ [ [ [ 200 B
Jour 1 T Jour 2 T Jour 3 T Jour 4 Jour 7
— o
| 65a72hp.c.
PVP3

(3 inject. 0,4ml i.m.)
PVP1

(2 inject. 0,6mli.m.)

COLLECTE DES EMBRYONS

Les embryons ont été collectés et évalués selon le méme protocole que celui décrit dans

I’expérience 1 (cf paragraphe 1.1.1.2.).

ANALYSE STATISTIQUE

Le pourcentage de femelles donneuses d’embryons et les variables de collecte mesurées pour
la production d’embryons ont été calculés puis analysés selon la méme méthode que celle décrite
dans I'expérience 1 (cf paragraphe 1.1.1.2.).

La présence de données manquantes ne nous a pas permis de réaliser une analyse de

variance a trois effets fixés pour évaluer les effets du mode d’administration de Stimufol®, du
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génotype, de la parité des femelles traitées. Par conséquent, les résultats ont été analysés a |'aide
d’une analyse de variance a un effet fixé (StatView®, SAS Institute Inc.) correspondant a I'effet du

traitement (5 niveaux).

1.1.2.3.  Résultats

Tableau 9. Influence du mode d’administration de la pFSH (5 niveaux) sur la réponse ovarienne

des lapines

Femelles Répartition femelles non donneuses
donneuses Non ovulée Non fécondée TC nul ™ Emq®?
pFSH5 41/58 (70,7 %)°  10/58 (17,2 %) 5/58 (8,6 %) 2/58 (3,4 %) 0
pFSH1 9/36 (25,0 %) ° 1/36 (2,8 %) 20/36 (55,6 %) 5/36(13,9%) 1/36(2,8 %)
HUIL 26/37 (70,3 %) " 1/37 (2,7 %) 9/37(24,3%)  1/37 (2,7 %) 0
PVP1 18/23 (78,3 %) " 0 2/23 (8,7 %) 1/23(4,3%) 2/23 (8,7 %)
PVP3 18/23 (78,3 %) " 0 1/23(4,3%) 3/23(13,0%) 1/23(4,3%)

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b) dans la méme colonne sont statistiquement
différentes (p < 0,05).
@ Femelle ayant ovulée mais pour laquelle aucun embryon ni ovocyte n’a pu étre collecté.

2 . . T o ez
@ Femelle ayant ovulée mais pour laquelle les embryons collectés étaient tous de mauvaise qualité.

Le tableau 9 montre les réponses ovariennes des lapines superovulés par injection(s) de 31,5 ug
de pFSH selon différentes modalités. Le pourcentage de femelles ayant donné au moins un embryon
de bonne qualité du groupe pFSH1 est significativement différent (p < 0,0001) des résultats obtenus
pour les autres groupes expérimentaux qui ne différent pas significativement entre eux. Les lapines
n‘ayant pas donné d’embryons de bonne qualité présentaient principalement des problemes de
fécondation et notamment pour le groupe pFSH1 ou plus de 55% des lapines traitées n’ont pas été
fécondées. La deuxieme cause mise en évidence représente des femelles dont le taux de collecte

était nul.

Les résultats de production d’embryons des femelles donneuses des différents groupes sont
présentés dans le tableau 10. Le taux de collecte moyen obtenu dans cette expérience est de 80,0 %
sans différence significative entre les groupes expérimentaux méme si le groupe pFSH1 présente un
taux plus faible avec 61,4 %. On observe que le traitement a un effet significatif sur I'ensemble des
critétes mesurés a I'exception du nombre d’ovocytes. Ainsi, le nombre de corps jaunes par femelle

donneuse est significativement plus élevé pour les femelles superovulées témoins du groupe pFSH5
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qgue pour les femelles du groupe pFSH1 (38,1 + 2,4 contre 28,0 + 5,0). De la méme facon, le nombre
de corps jaunes du groupe pFSH1 est supérieur a celui des autres groupes étudiés (15,0 +0,8; 14,1 +

1,6 et 14,9 + 1,4 respectivement pour les groupes HUIL, PVP1 et PVP3).

L’effet traitement observé pour le nombre d’ceufs collectés et pour le nombre d’embryons de
bonne qualité est identique a celui observé pour la variable CJ. On observe aussi un effet traitement
sur la variable EMQ mais les écarts restent toutefois assez faibles avec 0 a 0,6 + 0,2 embryons de

mauvaise qualité par femelle donneuse.

1.1.2.4.  Discussion et conclusion

Cette expérience avait pour but de diminuer le nombre d’injections de FSH lors des traitements
de superovulation des lapines de maniere a réduire la charge de travail et le stress des lapines. Dans
cette étude, 4 traitements de superovulation avec un nombre réduit d’injections (1 a 3 injections) ont
été comparés au traitement témoin comprenant 5 injections successives en deux jours et demi. Les
résultats obtenus montrent que ces traitements alternatifs ne permettent pas de superovuler les
femelles. Les productions d’embryons obtenues avec ces traitements sont inférieures a celle des
lapines témoins superovulées avec le traitement classique.

L’administration en une seule injection (s.c.) de la dose totale de pFSH diluée dans de I'eau
ppi s’accompagne d’une stimulation ovarienne intéressante bien qu’inférieure a celle permise par le
traitement témoin (28,0 + 5,0 contre 38,1 + 2,4 corps jaunes par femelle donneuse). Cependant,
I"utilisation de ce traitement conduit a un tres faible pourcentage de lapines donneuses d’embryons
parmi les lapines traitées (25,0 %) qui différe significativement des autres groupes expérimentaux. Ce
résultat s’explique principalement par des problémes de fécondation et de collecte des embryons qui
peuvent étre reliés a la qualité des ovocytes produits et/ou a un transit plus rapide des ovocytes non
fécondés et atrétiques dans les voies génitales femelles. Ces problemes de collecte concernent aussi
bien les lapines ou aucun ceuf n’a pu étre collecté que les lapines donneuses d’embryons puisque
seuls 17,2 + 2,9 ceufs ont pu étre collectés en moyenne sur 28,0 + 5,0 corps jaunes (taux de collecte
de 61,4 % contre 84,5 % pour le groupe témoin). Les lapines des différents groupes ayant été
inséminées avec le méme mélange de semence, ces résultats traduisent probablement un probléme
au niveau de la qualité des ovocytes ovulés. L'injection unique de pFSH diluée dans I'eau ppi doit
entrainer une élévation brutale du niveau de FSH plasmatique provoquant une forte stimulation de la
croissance folliculaire pour les lapines présentant des follicules en phase de croissance terminale.
Cette élévation permet le recrutement de nombreux follicules qui vont initier la maturation de

I'ovocyte qu’ils renferment.
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Tableau 10. Influence du mode d’administration de la pFSH (5 niveaux) sur différents paramétres de production d’embryons. (Mean + standard error)
n FP FH cJ coL EBQ EMQ oV

TRAITEMENT (valeur de p) 0,0025 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0269 NS
pFSH5 (5 injections, eau ppi) 41 89+0,9* 5,5+0,5° 38,1+2,4° 322+22° 306+21° 0,6+0,2° 1,0+0,3
pFSH1 (1 injection, eau ppi) 9 70+1,1° 41+1,1*® 280+50° 17,2+2,9° 16,2+3,0° 0,4+04%° 0,6 +0,6
HUIL (1 injection, huile) 26 10,8+1,0° 2,2+0,4° 150+0,8° 11,0+09° 10,7+0,9° o° 0,3+0,1
PVP1 (1 injection, PVP) 18  7,5+1,2° 2,0£0,6°" 14,1+1,6° 12,0+1,2° 11,8+1,2° 0,2+0,1*° 0,1+0,1
PVP3 (3 injections, PVP) 18 4,8+0,7°° 1,5+0,3° 149+1,4° 11,4+0,7° 11,1+0,8° 0° 0,3+0,2

n: effectif

ABBREVIATIONS: nombre de follicules préovulatoires (FP), nombre de follicules hémorragiques (FH), nombre de corps jaunes (CJ), nombre d’ovocytes collectés
(OV), nombre total d’ceufs collectés (COL), nombre d’embryons de bonne (EBQ) et de mauvaise qualité (EMQ).

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b, ¢, d, e) dans la méme colonne sont statistiquement différentes (p<0.05). NS signifie que
I’effet observé n’est pas significatif (p>0,05).
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Or, la FSH ayant une faible demi-vie qui a été estimée a 5h chez les bovins (Demoustier et al.,
1988), la croissance folliculaire se poursuivra pendant plus de 50h (induction de I'ovulation 55 a 60h
apres la I'injection de pFSH) sans maintien du niveau de FSH initial. On peut donc logiquement penser
que le niveau de FSH plasmatique sera trop faible pour assurer le bon déroulement de la maturation
ovocytaire, notamment pour les follicules les moins dominants, recrutés grace a |'élévation initiale de
la concentration plasmatique en FSH. L’évaluation de la qualité des ovocytes produits avec une
injection unique de pFSH dans de I'eau ppi permettrait de valider ou d’infirmer cette hypothése. Pour
cela, la quantité d’ATP intracellulaire a été évaluée 14 a 15h apres l'induction d’ovulation dans des
ovocytes produits a partir de femelles traitées selon les protocoles de superovulation pFSH5 et
pFSH1 (données non exposées). Cette expérience complémentaire a mis en évidence un contenu en
ATP identique pour les ovocytes pFSH1 et pFSH5 (respectivement 3,6 + 0,3 et 3,7 + 0,1 pmol d’ATP
par ovocyte) ce qui ne permet pas de définir les problémes de viabilité ovocytaire liés au protocole
appliqué. Cependant, I'intensité d’ovulation et le taux de collecte obtenus chez les femelles pFSH1
étaient plus faibles que pour les femelles pFSH5 (respectivement 17,7 et 55,7 corps jaunes par
femelle donneuse et des taux de collecte de 46,2 et 94,6 %) traduisant peut étre un probléme de
stimulation ovarienne par la pFSH et/ou un probléme d’accélération du transit des ovocytes dans
I'oviducte. Les effets néfastes des traitements de superovulation ont déja été soulignés (Fujimoto et
al., 1974) notamment sur les changements induits au niveau du milieu oviducto-utérin (Foote et
Ellington, 1988) qui pourraient expliquer les probléemes de transit observés. De plus, il a récemment
été observé que les lapines présentant une intensité d’ovulation élevée produisaient des ovocytes de
moins bonne qualité et notamment une concentration en gluthation plus faible (Laborda et al.,
2008). De nouvelles études sont nécessaires pour déterminer si les problémes rencontrés sont
attribuables a une faible qualité ovocytaire, a des changements du milieu oviducto-utérin ou a une

combinaison des deux facteurs.

Afin de réduire le nombre d’injections, il apparait donc nécessaire d’utiliser des techniques
permettant de relarguer progressivement la FSH exogene. Pour cela, Treloar et al. (1997) ont
implanté sous la peau des lapines traitées une pompe micro-osmotique qui permettait de délivrer
0,1 pul par heure d’une solution a 32 Ul de FSH sur une durée de 3 jours. Les résultats obtenus étaient
de niveau similaire a ceux obtenus dans notre étude avec 37,2 corps jaunes et 26,9 ceufs collectés en
moyenne par femelle mais le protocole était coliteux, et difficile a mettre en ceuvre dans le cadre
d’opérations de cryoconservation des ressources génétiques.

Une autre approche a été largement étudiée et consistait a diluer les hormones dans des
excipients métabolisables progressivement et permettant un relargage continu des hormones. Le

principal excipient testé a été des solutions de PVP a différentes concentrations et de différents poids
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moléculaires pour les traitements de superovulation chez le lapin (Kanayama et al., 1992;
Hirabayashi et al., 2000a; Hirabayashi et al., 2000b; Hashimoto et al., 2004; Mehaisen et al., 2006)
mais aussi chez les bovins (Yamamoto et al., 1994; Takedomi et al., 1995; Satoh et al., 1996; Sugano
et Shinogi, 1999), les ovins (D'Alessandro et al., 2001), les porcins (Dattena et al., 1994). Les résultats
obtenus dans notre expérience avec |'utilisation du PVP en une injection (PVP1) et trois injections
(PVP3) sont similaires a ceux obtenus par Hirabayashi et al. (2000b) mais inférieurs a ceux obtenus
par Hashimoto et al. (2004), Hirabayashi et al. (2000a), Kanayama et al (1992) et Mehaisen et al.
(2006). Ces écarts peuvent s’expliquer principalement par des différences de protocoles au niveau de
la concentration en PVP (généralement 10 %) qui semble jouer un réle important dans la réponse
ovarienne, contrairement au poids moléculaire du PVP utilisé (D'Alessandro et al., 2001). Dans notre
étude, l'intensité d’ovulation obtenue avec le traitement témoin pFSH5 montre que les lapines
traitées avec les protocoles PVP1 et PVP3 n’ont pas été superovulées et donc que la pFSH injectée
n'a pas stimulé les ovaires. La concentration en PVP utilisée (30 %) a peut étre été trop élevée
conduisant a un relargage beaucoup trop lent de la pFSH.

Mehaisen et al. (2006) ont obtenu des résultats plus élevés (respectivement 25,2 et 20,3 corps
jaunes et embryons récoltés par femelle) avec une concentration en PVP identique, soulignant une
faible répétabilité du protocole utilisant le PVP. Cette variabilité a été soulignée récemment par
Hashimoto et al. (2007) qui ont utilisé un gel d’hydroxyde d’aluminium (3,2 mg d’aluminium/ml)
comme « excipient retard » permettant I'obtention de résultats préliminaires encourageants (> 40
embryons collectés) qui seront a confirmer compte tenu du trés faible effectif utilisé. Cet excipient,
généralement utilisé pour les vaccins (Baylor et al., 2002), a été utilisé avec succés en superovulation
chez les bovins avec une concentration de 3 mg d’aluminium/ml (Kimura et al., 2007). Dans notre
étude, le groupe expérimental HUIL permettait de tester un nouvel excipient naturel ; 'hypothése
émise consistait a penser que I'’émulsion lipidique formée par I'adjonction de I'huile d’olive
permettait le relargage progressif des microgouttelettes de pFSH. Cependant, les résultats obtenus
sont identiques a ceux obtenus avec le PVP et montrent que I’huile n’a pas été métabolisée selon la

cinétique souhaitée et que la dégradation de la pFSH n’a pas été assez rapide.

A I'avenir, des travaux supplémentaires sont nécessaires pour étudier de maniére plus précise
les cinétiques de libération de la FSH exogéne dans 'organisme en fonction de la nature et de la
concentration de I'excipient utilisé. Cette étude montre que dans le cadre de la conservation des
ressources génétiques chez le lapin, seul le traitement de superovulation standard avec 5 injections
sous-cutanées de pFSH peut étre préconisé pour augmenter significativement la production

d’embryons par les femelles traitées.
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I.2. Essais relatifs a I’activité ovarienne

[.2.1. Evaluation de |'efficacité d’un traitement de synchronisation
des vagues folliculaires

1.2.1.1.  Objectif

Hormis la nature du traitement de superovulation administré, la variabilité des réponses aux
traitements de superovulation peut s’expliquer par des différences physiologiques existantes entre
les lapines traitées. Par exemple, les lapines multipares peuvent avoir un statut ovarien variable d’un
individu a I'autre et des vagues folliculaires asynchrones. L’objectif de cette expérience est d’évaluer
I'efficacité d’un traitement de synchronisation des vagues folliculaires utilisant les prostaglandines
F,o sur la production quantitative et qualitative d’embryons et sur la variabilité des réponses des

lapines superovulées.

1.2.1.2. Matériel et méthodes

ANIMAUX

Au total, 128 lapines multipares en repos sexuel depuis plus de deux semaines apres leur sevrage
et appartenant a 4 génotypes différents (Lignées GRIMAUD méle AGP40 & AGP79 et femelle AGP07
& AGP77). Pour chaque génotype, les lapines étaient logées individuellement sous les mémes
conditions environnementales avec eau et aliment fournis ad libitum. Les lapines ont été réparties de
facon homogene dans deux groupes expérimentaux :

-« pFSH5 » Groupe de lapines témoins (n=61) superovulées avec le Stimufol®, (Reprobiol,
Belgique).
-« SYN» Groupe de lapines (n=81) superovulées selon le méme protocole que le groupe

« pFSH5 » mais ayant subi, au préalable, un traitement de synchronisation.

TRAITEMENTS HORMONAUX

Le protocole de superovulation utilisé dans cette expérience est identique a celui appliqué
aux femelles du groupe « pFSH+pLH » dans I'expérience 1 (figure 9) auxquelles il a été administré
31,5 pg de FSHyorcine SUpplémentés de 20 % de LHyorcine (Stimufol®). Le protocole de synchronisation

des vagues folliculaires des lapines est présenté en figure 14.
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Figure 14. Protocole de synchronisation préalable au traitement de superovulation des
lapines
200ug d’alfaprostol soit Insemination artificielle + 1,6 ug
0,1ml d’Alfabédyl® (i.m.) d’acétate de buséréline (i.m.)
i Superovulation en 5
1,6 ug d’acétate de Collecte des
U injections de Stimufol® (s.c.)
buséréline (i.m.) embryons

identique dans les deux

groupes (figure 9)
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L'objectif de ce traitement consiste a synchroniser les vagues folliculaires des lapines du
groupe « SYN » par une premiére induction d’ovulation 14 jours avant le début du traitement de
superovulation par injection de 1,6 pug d’acétate de buséréline (i.m.) correspondant a 0,4ml de
Receptal® (Intervet, France). Ensuite, une injection (i.m.) de 200 ug d’alfaprostol (Alfabédyl’, Ceva
Santé Animale, France) par femelle 12 jours aprés la premiére induction d’ovulation permet
d’entrainer la lutéolyse et la fin de la pseudogestation. Le traitement de superovulation débute 48 h
apres l'injection de prostanglandines, aussi bien pour les femelles du groupe « SYN » que celles du
groupe « pFSH5 ». L'insémination artificielle est réalisée 8 a 10 h apres la derniéere injection de

Stimufol® et I'ovulation est immédiatement induite par injection de 0,4 ml de Receptal®.
COLLECTE DES EMBRYONS

Les embryons ont été collectés et évalués selon le méme protocole que celui décrit dans

I'expérience 1 (cf paragraphe 1.1.1.2.).
ANALYSE STATISTIQUE

Le pourcentage de femelles donneuses d’embryons et les variables de collecte mesurées pour
la production d’embryons ont été calculés puis analysés selon la méme méthode que celle décrite
dans I'expérience 1 (cf paragraphe 1.1.1.2.). Les effets du traitement de synchronisation, du génotype
des lapines traitées et de leur interaction sur les variables de collecte décrites ci-dessus ont été

analysés par une analyse de variance a deux effets fixés (StatView®, SAS Institute Inc.).
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1.2.1.3.  Résultats

Le tableau 11 présente les réponses ovariennes des lapines superovulées témoins (pFSH5) et
synchronisées (SYN). Le traitement de synchronisation des vagues folliculaires n’améliore pas
significativement le pourcentage de femelles donneuses (83,6 contre 77,0 % respectivement pour les
lapines synchronisées et témoins). Quelque soit le groupe expérimental, la proportion de femelles

n’ayant pas donné d’embryons de bonne qualité résulte principalement de défauts de fécondation.

Tableau 11. Influence du traitement de synchronisation sur la réponse ovarienne des lapines

superovulées.

Femelles Répartition femelles non donneuses
donneuses Non ovulée  Non fécondée  TCnul® EmQ®@
pFSH5 47/61(77,0%)  1/61(1,7%) 11/61(18,0%) 0 2/61 (3,3 %)
SYN 55/66 (83,6 %) 1/66 (1,5%) 10/66 (15,2 %) 0 0

1 . . < . A P
W Femelle ayant ovulée mais ou aucun embryon ni ovocyte n’a pu étre collecté.

2 . . N s s . "y
@ Femelle ayant ovulée mais ou les embryons collectés étaient tous de mauvaise qualité.

Le tableau 12 montre I'effet du traitement de synchronisation sur les différents parameétres
de production d’embryons mesurés. Aucune différence significative n’est observée entre le groupe
de lapines témoins et synchronisées. Néanmoins, on observe une production d’embryons similaire
entre les deux groupes mais la variabilité des réponses entre femelles est plus importante pour le
groupe témoin comme le montre la figure 15 (29,8 + 2,6 contre 26,2 + 1,6 embryons de bonne
qualité respectivement pour les groupes pFSH5 et SYN, p = 0,215). La synchronisation des vagues
folliculaires permet de diminuer la variabilité de réponse des lapines sur I'ensemble des critéres pris

en compte.

Le génotype des femelles utilisées a un effet significatif sur I'ensemble des paramétres
mesurés a I'exception du nombre de follicules hémorragiques et du nombre d’embryons de mauvaise
qualité. Aucune interaction n’est observée entre le type de traitement administré et le génotype des

femelles traitées a I’exception du nombre d’embryons de mauvaise qualité.
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Tableau 12. Influence du traitement de synchronisation (2 niveaux) et du génotype (4 niveaux) sur différents paramétres de production d’embryons.

(Mean #+ Standard error)

n FP FH CJ oV coL EBQ EMQ
TRAITEMENT (valeur de p) NS NS NS NS NS NS NS
pFSH5 47 12,4+1,1 43+0,5 38,5+2,4 1,3+0,6 329+2,6 298+26 1,7%0,3
SYN 55 13,4+0,8 3,2+0,4 33,6+1,7 1,4+0,4 295+1,6 262+1,6 19+0,4
GENOTYPE (valeur de p) 0,0001 NS 0,0057 0,0006 0,0058 0,0007 NS
AGP 07 45 133+1,1* 4,0+04 40,3+2,4° 0,6+0,2° 37,0%3,3° 353+2,2° 1,1+0,3
AGP 40 20 10,8+1,0° 2,8+0,5 26,8+2,4° 0,6+03° 248+26° 222+24° 2,1+0,6
AGP 77 16  18,8+1,1° 29+06 32,6+24* 45+16° 29,1+3,1° 22,7+3,4° 19+0,5
AGP 79 21 9,8+1,1®® 43+1,0 37,4+3,2° 1,4+06* 26,1+32° 21,3+29° 3,1+0,8
TRAITEMENT*GENOTYPE (valeur de p) NS NS NS NS NS NS 0,0446

n: effectif

ABBREVIATIONS: nombre de follicules préovulatoires (FP), nombre de follicules hémorragiques (FH), nombre de corps jaunes (CJ), nombre d’ovocytes collectés
(OV), nombre total d’ceufs collectés (COL) et nombre d’embryons de bonne (EBQ) et de mauvaise qualité (EMQ).

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b) dans la méme colonne sont statistiquement différentes (p<0,05). NS signifie que I'effet

observé n’est pas significatif (p>0,05).
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Figure 15. Variation du nombre d’embryons de bonne qualité produits par les lapines

témoins et synchronisées
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1.2.1.4.  Discussion et conclusion

Lors des opérations de cryoconservation, I’homogénéisation des réponses des lapines aux
traitements de superovulation est particulierement importante quand les populations concernées
sont de type | ou Il et que les individus sont précieux. L'objectif de cette expérience était d’évaluer
I'efficacité d’un traitement hormonal de synchronisation des vagues folliculaires pour homogénéiser
la production d’embryons de lapines superovulées. Les résultats obtenus montrent que le nombre
d’embryons congelables par femelle donneuse n’est pas significativement amélioré par I'utilisation
du traitement de synchronisation. Cependant, méme si I'administration de ce traitement n’augmente
pas le pourcentage de lapines donneuses (77,0 contre 83,6 % de lapines donneuses), il permet de

diminuer légérement la variabilité de leur réponse.

A notre connaissance, aucune étude récente n’a été menée sur la synchronisation des vagues
folliculaires chez la lapine et ces résultats sont difficilement comparables a ceux obtenus chez les
autres espéces domestiques présentant un cycle oestrien et dont I'ovulation se déroule
spontanément. Chez les bovins, les traitements de synchronisation sont variés et permettent de
rationaliser le travail au moment de la mise a la reproduction et de s’affranchir, dans certains cas, de
la détection des chaleurs. Chez les petits ruminants, les traitements hormonaux de synchronisation
de I'cestrus et d’induction de I'ovulation sont nécessaires pour la mise a la reproduction des animaux
en contre saison sexuelle. Chez la brebis et la chévre, Baril et al. (2004) ont pu augmenter la
production d’embryons par inhibition de la croissance folliculaire terminale lors du cycle précédant le

traitement de superovulation. Cette inhibition a été réalisée grace a I'administration d’analogues
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anti-GnRH qui permettent d’augmenter la population de follicules recrutables lors du traitement de
superovulation en inhibant leur recrutement lors de la vague folliculaire précédente. Aucune étude
similaire n’a été menée chez le lapin et il serait intéressant de tester ce type de protocole pour

essayer d’augmenter le nombre d’embryons produits.

Chez la lapine, un grand nombre d’expériences ont été conduites pour synchroniser et induire
la réceptivité des femelles qui représente un facteur clé pour la réussite de I'insémination artificielle.
Or, nous ne sommes pas capables aujourd’hui d’établir de relations de causes a effets entre le
comportement d’cestrus et la croissance folliculaire mais I'observation de I'état de réceptivité des
femelles représente actuellement le meilleur critére d’étude. Bien que les recherches portent
actuellement sur l'utilisation de biostimulations (séparation mere-jeunes, flushes alimentaires et
lumineux, proximité des males...), il a été montré que I'administration de 20 a 25 Ul de PMSG 48 h
avant I'insémination permettait d’augmenter significativement le pourcentage de femelles réceptives
et leur productivité (Theau-Clement, 2007). De plus, la prostaglandine F,, ou ses analogues de
synthése peuvent étre utilisés en association de la stimulation a I'eCG pour éviter le risque de
pseudogestation dans le cheptel concerné. L'efficacité des traitements de synchronisation par
rapport aux performances du groupe témoin dépend alors vraisemblablement du pourcentage de
femelles pseudogestantes au moment de l'insémination. Dans notre expérience, le fait qu’aucune
différence significative n’ait été observée entre les deux groupes pourrait venir du fait que les
cheptels utilisés ne présentaient pas une grande proportion de femelles pseudogestantes (conditions
d’environnement bien maitrisées). Ainsi, il semble nécessaire d’évaluer |'efficacité du traitement de
synchronisation proposé dans cette étude sur des cheptels élevés dans des conditions d’élevages non
maitrisées ou soumis a différents stress favorisant I'appartion de comportements pseudogestatifs

(stress hydrique ou alimentaire, transport, cages collectives...).

Ces résultats suggérent que I'utilisation d’un traitement de synchronisation n’est pas nécessaire
guand les lapines sont élevées dans des conditions environnementales maitrisées. Celui-ci pourrait
s’avérer efficace dans le cas de femelles soumises a un environnement favorisant les risques de
pseudogestation comme dans les élevages fermiers traditionnels. De plus, le traitement de
synchronisation administré a permis de diminuer la variabilité des réponses aux traitements de
superovulation des lapines sans toutefois la supprimer totalement. Par conséquent, cette étude met
aussi en évidence que la variabilité de réponses aux traitements de superovulation des lapines ne
sont pas liées essentiellement a une folliculogénése asynchrone mais probablement a des variations
de la durée des croissances folliculaires entre individus de méme génotype, placés dans un méme

environnement et soumis a des traitements identiques. Le manque de connaissances physiologiques
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sur les croissances folliculaires chez la lapine et de ses variations entre individus ou méme au cours
des différents cycles d’un individu, représente I'obstacle principal pour la compréhension des sources

de variations de la production d’embryons des femelles superovulées.

[.2.2. Effet du moment de I'lA par rapport au sevrage sur la
quantité et la qualité des embryons produits

1.2.2.1.  Objectif

Lors des opérations de cryoconservation des ressources génétiques, il est important de
déterminer avec précision les stratégies de préparation des lapines afin de maximiser la production
d’embryons et de limiter le pourcentage de femelles ne répondant pas aux traitements de
superovulation. Ainsi, dans le cas d’une production d’embryons a partir d’'un cheptel de lapines
allaitantes, il est primordial de déterminer la période optimale par rapport au sevrage des lapereaux
pour la réalisation des traitements de superovulation. Ces données sont aussi importantes pour la
détermination du rythme d’IA optimal aprés sevrage dans les élevages. Dans d’autres termes, il s’agit
d’évaluer l'influence du niveau de prolactine plasmatique sur la quantité et la qualité des embryons

produits a partir de lapines superovulées.

1.2.2.2. Matériel et méthodes

ANIMAUX

Soixante et une femelles multipares de génotype INRA 1001 (lignée femelle lourde sélectionnée
et entretenue a la station expérimentale lapins (SELAP) du centre INRA de Toulouse (Langlade,
France)) ont été utilisées dans cette expérience. Les lapines étaient logées individuellement sous les
mémes conditions environnementales (passage brutal de 8 a 16h d’éclairement 6 jours avant I'lA)
avec eau et aliment fournis ad libitum. Les lapines ont été réparties de facon aléatoire dans trois
groupes expérimentaux en fonction du moment d’insémination par rapport au sevrage effectué au
32°™ jour de lactation (figure 16) :

- «J -3 » Groupe de lapines allaitantes superovulées et inséminées 3 jours avant le sevrage

des lapereaux correspondant au jour de collecte des embryons (n=20).

- «J 0» Groupe de lapines allaitantes superovulées et inséminées le jour du sevrage des

lapereaux (n=20).

- «J + 10 » Groupe de lapines non allaitantes superovulées et inséminées 10 jours apres le

sevrage des lapereaux (n=21).
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Bien que I'existence d’un pic de réceptivité au moment du sevrage soit souvent évoqué chez la
lapine, aucune étude ne I'a clairement démontré. Les moments d’insémination ont donc été choisis
pour des raisons pratiques mais aussi physiologiques (niveaux de prolactine distincts entre les 3

groupes).

TRAITEMENTS HORMONAUX

Le protocole de superovulation utilisé dans cette expérience est identique a celui appliqué
aux femelles du groupe « pFSH+pLH » dans I'expérience 1 (figure 9) auxquelles il a été administré

31,5 pg de FSHporcine supplémentés de 20 % de LHyorcine (Stimufol®).

Figure 16. Schématisation de la préparation des femelles des groupes J-3, JO et J+10 par

rapport au jour du sevrage
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Dix a douze heures aprés la derniére injection de gonadotropines, les femelles ont été
inséminées avec 0,5 ml d’'un mélange polyspermique et I'ovulation était induite immédiatement
apres par injection (i.m.) de 0,4 ml de Receptal® (Intervet, France) représentant 1,6 ug d’acétate de

buséréline (analogue de synthése de GnRH) par femelle.

COLLECTE DES EMBRYONS

Les embryons ont été collectés et évalués selon le méme protocole que celui décrit dans

I’expérience 1 (cf paragraphe 1.1.1.2.).
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ANALYSE STATISTIQUE

Le pourcentage de femelles donneuses d’embryons et les variables de collecte mesurées pour
la production d’embryons ont été calculés puis analysés selon la méme méthode que celle décrite
dans I'expérience 1 (cf paragraphe 1.1.1.2.). Les effets du moment d’insémination par rapport au

sevrage ont été analysés par une analyse de variance a un effet fixé (StatView®, SAS Institute Inc.).

1.2.2.3.  Résultats

Le tableau 13 présente les réponses ovariennes des lapines des groupes J-3, JO et J+10 et les
principales raisons de non production pour les femelles n‘ayant donné aucun embryon de bonne
qualité. Les pourcentages de femelles donneuses d’embryons ne different pas significativement
entre les 3 groupes expérimentaux bien que I'on observe une forte tendance en faveur des lapines
allaitantes (J-3 et J0). La plupart des femelles non donneuses sont des femelles n’ayant pas ovulé ou
dont les ovocytes n'ont pas été fécondés. Le taux de collecte global obtenu dans cette expérience est

de 64,1 %.

Tableau 13. Influence du moment de I'lA par rapport au sevrage sur la réponse ovarienne des

lapines des lots « j-3 », « JO » et « J+ 10 ».

Femelles Répartition femelles non donneuses
donneuses Non ovulée Non fécondée TC nul® Emq®?
J-3 16/20 (80,0 %) 1/20 (5,0%) 3/20 (15,0%) 0 0
JO 17/20 (85,0 %) 1/20 (5,0%) 2/20 (10,0%) 0 0
J+10 14/21 (66,7 %) 2/21(9,5%) 3/21 (14,3%) 2/21 (9,5%) 0

1 . . N . N ,
D Femelle ayant ovulée mais ou aucun embryon ni ovocyte n’a pu étre collecté.

2 , . N N . oy 2
@ Femelle ayant ovulée mais ou les embryons collectés étaient tous de mauvaise qualité.

Le tableau 14 montre les résultats de production d’embryons des lapines appartenant aux 3
groupes expérimentaux. A I'exception du nombre de follicules préovulatoires, I'intervalle I1A-sevrage
n’a aucun effet significatif sur les variables mesurées. En effet, le nombre de follicules préovulatoires
est significativement plus élevées pour les lapines du lot « J+10 » que pour les deux autres groupes
(15,6 + 1,4 contre 7,4 £ 0,9 et 8,5 * 0,8 respectivement pour les groupes J+10, J-3 et JO). Cependant,
on peut souligner une tendance favorable pour le groupe dont I'lA a été réalisée le jour du sevrage
(JO) puisque le nombre d’embryons de bonne qualité est supérieur a celui des autres groupes (18,5 +

3,1 contre 14,8 + 2,0 et 13,6 + 2,1 respectivement pour les groupes JO, J-3 et J+10).
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Tableau 14. Influence du moment de I’IA par rapport au sevrage (3 niveaux) sur différents paramétres de production d’embryons. (Mean + standard error)
n FP FH CJ COoL EBQ EMQ ov
TRAITEMENT (valeur de p) <0,0001 NS NS NS NS NS NS
J-3 16 7,4+0,9° 4,4 +0,6 349+2,5 23,9+2,3 14,8+2,0 2,5+0,8 6,6+1,8
JO 17 8,5+0,8° 4,6+£0,7 37,0+£3,5 24,5+3,2 18,5%+3,1 4,4+0,1 46+1,0
J+10 14 15,6+1,4° 5,8+0,8 30,127 16,6 + 2,5 13,6 +2,1 0,8+0,5 2,2+1,3
n: effectif

ABBREVIATIONS: nombre de follicules préovulatoires (FP), nombre de follicules hémorragiques (FH), nombre de corps jaunes (CJ), nombre d’ovocytes collectés

(OV), nombre total d’ceufs collectés (COL), nombre d’embryons de bonne (EBQ) et de mauvaise qualité (EMQ).

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b) dans la méme colonne sont statistiquement différentes (p < 0,05). NS signifie que I'effet

observé n’est pas significatif (p > 0,05).
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1.2.2.1.  Discussion et conclusion

L'objectif de cette expérience était de déterminer la réponse des lapines au traitement de
superovulation a différents moments autour du sevrage et donc a différents niveaux de prolactine
plasmatique. In fine, le but est de déterminer s’il est préférable d’utiliser des femelles au repos
sexuel ou des femelles allaitantes pour maximiser la production d’embryons lors des opérations de
cryoconservation des ressources génétiques.

Quelque soit I'intervalle 1A-sevrage considéré, les taux de collecte ont été assez faibles avec
en moyenne 64,1 % des ceufs qui ont été collectés sur cette expérience. Normalement de I'ordre de
80 %, ces taux peuvent s’expliquer par une grande hétérogénéité dans la qualité des ceufs collectés
avec une proportion non négligeable d’embryons de mauvaise qualité ou d’ovocytes. De plus, les
résultats obtenus ne montrent pas de différence significative de production d’embryons entre les
lapines inséminées 3 jours avant sevrage (J-3), le jour du sevrage (JO) ou 10 jours aprés le sevrage
(J+10) sauf pour le nombre de follicules préovulatoires. En effet, il semble les traitements de
superovulation permettent de recruter davantage de follicules chez les lapines au repos sexuel
depuis 10 jours. Cependant, aucune différence n’est observée sur le nombre de corps jaunes entre
les 3 groupes. De plus, de fortes tendances sont observées en faveur du groupe JO pour les embryons
de bonne qualité et les écarts pourraient devenir significatifs avec des effectifs plus importants. De
plus, le pourcentage de femelles donneuses d’embryons chez les femelles J+10 est anormalement
bas (66,7 %) en comparaison des résultats généralement obtenus (70,7 a 77,8 %) sans qu’une
explication puisse se dégager. Cependant, la fertilité aprés IA n’avait pas été trés bonne sur ce
éme

génotype au cycle de reproduction précédent avec 63,4 % avec des femelles inséminées au 11°™ jour

de lactation.
eme

En élevage, les femelles sont généralement inséminées au 11°™ jour de lactation, voire

éme

exceptionnellement au 25" jour de lactation pour les rythmes les plus extensifs. L'influence du
statut physiologique des lapines dans la phase post partum a largement été étudiée pour définir
I'influence de la prolactine en début de lactation sur les performances de reproduction (Theau-
Clement, 2007). Theau-Clément et al. (2000) ont observé une grande variabilité de production
d’embryons en fonction du stade de lactation des lapines avec I'obtention de 7,0; 7,0; 12,1; 13,3 et
13,6 embryons/IA respectivement a 1,4, 12 et 19 jours post partum et 48 h aprés sevrage. D’autres
géme

études ont aussi clairement mis en évidence I'existence d’une période critique au 4- jour apreés la

mise bas avant de retrouver le niveau de reproduction initial au 11°%me jour post partum (Theau-
Clement, 2007). La variabilité de ces performances semble étre le reflet d’'un antagonisme partiel au

niveau hypothalamo-hypophysaire, entre la prolactine et les hormones gonadotropes, et d’un déficit
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énergétique lié a la compétition entre les besoins pour la lactation et ceux de la nouvelle gestation
(Boiti, 2004).

Peu d’études ont étudié I'influence de lI'intervalle IA-sevrage, traduisant différents niveaux de
prolactine sur la production d’embryons bien que soit souvent évoquée I'existence d’'un pic de
réceptivité sexuelle au moment du sevrage. A notre connaissance, seule une étude a comparé la
production d’embryons de femelles superovulées inséminées au 2°™ et au 7°™ jour aprés sevrage
(Theau-Clement et al., 2007). Les résultats ont mis en évidence une intensité d’ovulation plus
importante pour le lot inséminé au 28me jour (35,5 contre 24,4 corps jaunes par femelle, p < 0,05)
mais ces résultats ne constituent que des résultats préliminaires compte tenu de la faiblesse des
effectifs utilisés (10 lapines dans chaque lot). Les résultats obtenus dans notre expérience sont
conformes a ceux de cette étude et confirment I'existence d’'une période post sevrage ou les
performances de reproduction semblent améliorées. Ce pic de réceptivité observé apres le sevrage
résulte probablement de la levée de I'antagonisme entre la prolactine dont la concentration diminue
et les hormones gonadotropes. On assiste alors, comme c’est le cas apres la mise bas avec la levée de
I'inhibition par la progestérone, a I'émergence de nouvelles vagues folliculaires synchronisées

susceptibles de mieux répondre aux traitements de superovulation.

Les opérations de production d’embryons dans le cadre de la cryoconservation de lignées
pourraient donc étre réalisées sur femelles en fin de lactation, au moment du sevrage. Alors qu’il
existe un antagonisme entre la lactation et des performances de reproduction, les lapines semblent
montrer un pic de réceptivité sexuelle au moment du sevrage qui optimise le nombre d’embryons de
bonne qualité collecté. A la vue de ces résultats préliminaires, il parait intéressant de réaliser
I'insémination des femelles le jour du sevrage et de commencer le traitement de superovulation 2
jours avant lorsque les lapines sont encore allaitantes. Cependant, cette étude ne constitue qu’une
expérience préliminaire qui devra étre consolidée par I'acquisition de données sur un plus grand

nombre de lapines de différents génotypes.

1.3. Méthodes de collecte et de transfert par endoscopie

[.3.1. Obijectif

Les techniques de collecte et de transfert sous ccelioscopie ont déja été décrites dans la
bibliographie comme des techniques innovantes et peu invasives (Garcia-Ximenez et al., 1991,
Besenfelder et Brem, 1993; Besenfelder et al., 1998; Mehaisen et al., 2004). L'objectif de cette étude
est d’éprouver concretement ces techniques en conditions de terrain lors des opérations de

cryoconservation ou de recréation de populations de lapin pour en évaluer les intéréts et les limites.
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Une comparaison financiere avec les méthodes de collecte (euthanasie) et de transfert (laparotomie)
traditionnelles permettra de définir les stratégies d’utilisation des techniques ccelioscopiques en

fonction du type de populations a cryoconserver.

[.3.2. Matériel et méthodes

Dix sessions de collectes d’embryons sous cceliscopie ont été réalisées selon la méthode
décrite précisement dans la bibliographie (Garcia-Ximenez et al., 1991; Besenfelder et al., 1998;
Mehaisen et al., 2004).

De plus, six sessions de transfert d’embryons sur 88 femelles receveuses ont été réalisées au
cours des différents travaux de these :

- Transfert par laparotomie midventrale (cf paragraphe 1.1.1.2.) de 448 embryons congelés sur

42 femelles « Grimaud Freres Sélection PS 19 ».

- Transfert sous cceliscopie de 204 embryons congelés sur 11 femelles « Grimaud Fréres

Sélection PS 19 » et 9 femelles « INRA 1077 PRP ».

- Transfert sous cceliscopie de 323 embryons frais sur 26 femelles « Grimaud Freres Sélection

PS 19 » selon un protocole identique a celui utilisé pour les embryons congelés.

Les embryons congelés provenaient de populations différentes mais avaient tous été
congelés selon la méme procédure (cf paragraphe 1.1.1.2.). A partir de ces essais, |'efficacité des
différentes méthodes a été évaluée par le taux de parturition (Nb de femelles ayant mis bas / Nb de
femelles transférées) ainsi que par le taux de développement (Nb de lapereaux nés vivants et morts /
Nb d’embryons transférés) et le taux de survie (Nb de lapereaux nés vivants / Nb d’embryons

transférés) des embryons transférés.

Les colits de collecte et de transfert des embryons selon les différentes méthodes ont été
estimés en fonction des différents essais réalisés et en se basant sur les prix hors taxes relevés au 1%

juillet 2008 du matériel utilisé. Les détails des calculs sont présentés en annexe 3.

[.3.3. Résultats

1.3.3.1.  Codts de collecte et de transfert par ccelioscopie

Le tableau 15 présente les colts des opérations de collecte et de transfert d’embryons

comparés entre les méthodes traditionnelles et les méthodes ccelioscopiques.
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Les différences de colts d’investissement s’expliquent principalement par le colt élevé du
matériel endoscopique (source de lumiére, trocard, optique, pince a préhension...). Hormis ces co(ts
d’investissement, on peut observer que le colt de la coelioscopie dépend du type d’intervention
réalisée. En effet, la collecte des embryons sous ccelioscopie est beaucoup plus onéreuse que celle
utilisant I’euthanasie des femelles (69,7 € vs. 11,7€ par femelle collectée). Cet écart est a attribuer
principalement aux co(ts de main d’ceuvre qui sont plus de dix fois plus élevés s’expliquant par la
longueur d’exécution de la ccelioscopie et le nombre de personnes mobilisées (5,5 € vs. 55,0 € par
femelle collectée). Au contraire, la ccelioscopie est trés avantageuse pour les opérations de transfert
d’embryons car elle est beaucoup plus rapide que les transferts par laparotomie qui nécessitent un
important temps de suture. De ce fait, la laparotomie est beaucoup plus coliteuse que la ccelioscopie
(62,8 € vs. 26,3 € par femelle transférée), les colts techniques étant assez proches entre les deux

méthodes.

Tableau 15. Comparaison des colts de production et de transfert hors taxes d’un embryon de

lapin par ccelioscopie et par les méthodes traditionnelles (en € H.T.)

Collecte Transfert
Euthanasie Ccelioscopie || Laparotomie Ccelioscopie
Investissement matériel 3000,0€ 10 000,0 € 3000,0 € 9000,0 €
Coiits Colts en consommables par femelle @ 6,2 € 14,7 € 7,8 € 5,7 €
techniques
N . ¢
() Cf)uts de prodtfac)tlon ou de transfert 03€ 0,7€ 0,8€ 0,6€
d’un embryon
Nb de personnes mobilisées 1 2 3 3
Temps d'exécution par femelle (min.) 5 30 30 10
Codts main
d’ceuvre | Nb de femelles traitées par jour @ 50 10 15 40
(1)
Colts main d'ceuvre par jour 275,0 € 550,0 € 825,0 € 825,0 €
Co(lts main d'oeuvre par femelle 55€ 55,0 € 55,0 € 20,6 €
Colits totaux par femelle [= (1) + (11)] 11,7 € 69,7 € 62,8 € 26,3 €

@ Loupe binoculaire (euthanasie & laparotomie) + matériel endoscopique (ccelioscopie).
() Hormones, fluide et matériel a usage unique.
B} codts de production estimés a partir d’'une femelle superovulée produisant 20 embryons de bonne qualité

hors colts de congélation et valeur économique de la lapine donneuse. Colts de transfert estimés a partir du

transfert de 10 embryons congelés/décongelés dans une femelle receveuse hors valeur de la lapine receveuse.
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@ Estimation a partir d’une journée de travail de 8h.
®) Les codts de main d’ceuvre jounaliers sont issus des grilles tarifaires de I'ISARA-Lyon pour une journée de

prestation d’un technicien de laboratoire (source confidentielle, document a diffusion interne).

1.3.3.2.  Efficacité du transfert d’embryons sous ccelioscopie

Les résultats ont été regroupés pour comparer |'efficacité de la méthode de transfert sous
ccelioscopie par rapport a la laparotomie (tableau 16). L'ensemble des transferts a porté sur des

embryons au stade morula compactés entre 65 et 72 h aprés insémination.

Tableau 16. Taux de parturition et de survie embryonnaire aprés transfert par laparotomie ou

coelioscopie d’embryons frais ou congelés

Laparotomie Ceelioscopie

Congelés (%) Congelés (%) Frais (%)
Taux de parturition 40/42 (95,2) 15/20 (75,0) 23/26 (88,5)
Taux de développement @ 222/448 (49,6) 91/204 (44,6) 186/323 (57,6)
Taux de survie © 219/448 (48,9) >° 81/204 (39,7) ° 176/323 (54,5) °

W' Nombre de femelles ayant mis bas / Nombre de femelles transférées.
) Nombre de lapereaux nés au total (vivants+morts) / Nombre d’embryons transférés.
&) Nombre de lapereaux nés vivants / Nombre d’embryons transférés.

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b) dans la méme ligne sont statistiquement
différentes aprés réalisation d’un test du Chi-deux (p < 0,05).

Le taux de parturition des femelles receveuses est identique aprés transfert d’embryons
congelés par laparotomie ou ccelioscopie. La tendance en faveur de la laparotomie peut étre
expliquée par le temps d’adaptation nécessaire a la maitrise technique du transfert par endoscopie.
De la méme facon, aucune différence significative n’apparait entre les deux méthodes sur les taux de
développement et de survie des embryons transférés apres décongélation. Les résultats obtenus
apres transfert sous ccelioscopie d’embryons non congelés sont similaires a ceux obtenus avec des

embryons décongelés a I'exception du taux de survie qui est plus élevé pour les embryons frais.

[.3.4. Conclusion et stratégies d’utilisation

Compte tenu des résultats exposés précédemment, ['utilisation des techniques
ccelioscopiques doit étre raisonnée au cas par cas, selon la population de lapins concernée et la

nature du travail a réaliser (collecte ou transfert d’embryons).
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En effet, la technique de collecte par endoscopie est beaucoup plus coliteuse que par
euthanasie des femelles donneuses principalement a cause du faible nombre de femelles collectées
par jour et du nombre de personnes mobilisées (69,7 € contre 11,7 €). Nous n’avons
malheureusement pas pu éprouver concrétement cette méthode sur le terrain pour la comparer
avec la technique de perfusion post-mortem mais son efficacité a déja été éprouvée dans d’autres
travaux avec I'obtention de bons taux de collecte (Besenfelder et al., 1998; Mehaisen et al., 2004;
Mehaisen et al., 2006). La collecte d’embryons sous cceliosopie apparait comme une technique a
reserver aux populations précieuses dont la valeur économique justifie le recours a une méthode
coltant plus de 60 € par lapine collectée. Ainsi, I'abattage des femelles donneuses est la solution la
plus adaptée a la cryoconservation des populations de type Ill. A l'inverse, il faudra préférer la
ceelioscopie pour les populations de type | et Il dont les valeurs patrimoniales et scientifiques
dépassent la dimension économique comme, par exemple, pour les populations menacées

d’extinction ou il deviendrait paradoxal d’euthanasier les femelles donneuses d’embryons.

La situation est radicalement différente en matiere de transfert d’embryons. A efficacité égale, la
ccelioscopie présente aussi I'avantage d’étre beaucoup moins colteuse que la laparotomie (26,3 €
contre 62,8 €). Ainsi et a la différence de la collecte d’embryons, le transfert d’embryons sous
ccelioscopie est amené a remplacer progressivement la technique de la laparotomie quelque soit le
type de la population concernée d’autant plus que celle-ci est beaucoup moins invasive (peu de
délabrement tissulaire) réduisant ainsi les risques d’éventration et respectant mieux les regles

d’éthique en matiére de bien-étre animal.

Il. Développement d’une méthode de cryoconservation

des ovocytes MIl de lapin

II.L1. Dosage de I’ATP ovocytaire : essais préliminaires

11.1.1. Objectif

L’évaluation de la qualité ovocytaire est une question délicate puisqu’aujourd’hui, seuls les tests
de développement apres fécondation permettent de discriminer efficacement leur viabilité. Compte
tenu de la variabilité des résultats de fécondation in vitro chez le lapin, il est nécessaire de
développer de nouveaux outils d’évaluation notamment pour les études liées a la cryoconservation
des ovocytes. L'objectif de cette partie expérimentale était de mettre au point un test de viabilité
rapide et objectif permettant d’évaluer le métabolisme énergétique des ovocytes par dosage de

I’ATP intraovocytaire.
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11.1.2. Matériel et méthodes

ANIMAUX ET TRAITEMENTS HORMONAUX

Les ovocytes ont été produits par des femelles parentales multipares d’Hycole Sélection
(Marcoing, France), superovulées par 5 injections successives (s.c.) réparties sur cing demi-journées
représentant une dose totale de 31,5 pg de pFSH par (figure 9). L’ovulation des femelles a été induite
par injection (i.m.) de 0,4 ml de Receptal® (Intervet, France) représentant 1,6 pug d’acétate de
buséréline (analogue de synthése de GnRH) par femelle 10 a 12 heures aprés la derniere injection de

gonadotropines.

COLLECTE DES OVOCYTES

Les ovocytes ont été collectés apres euthanasie des femelles donneuses, 14 a 15 heures
apres l'induction d’ovulation. A ce moment, les ovocytes sont au stade MIl et présents dans
I'oviducte, contenus dans la masse de cellules du cumulus. Les oviductes sont alors immédiatement
prélevés par section des tractus génitaux juste au dessus de la jonction utéro tubaire et perfusés de
maniere normograde avec 20 ml d’euroflush (IMV Technologies, France). Ensuite, les ovocytes sont
individualisés de la masse de cellules du cumulus par incubation dans une solution de PBS + 0,1 %
(w/v) de hyaluronidase (réf. H4272, Sigma, France) a 37°C jusqu’a isolement. Les ovocytes collectés
sont placés dans une solution de TCM199 modifié Hépes (réf. M7528, Sigma, France) contenant 20 %
(v/v) de sérum de veau feetal (réf. F9665, Sigma Aldrich) représentant le milieu de base (MB). Par la
suite les ovocytes sont dénombrés et leur qualité est appréciée morphologiquement par
I’'hnomogénéité de leur cytoplasme, l'intégrité de la zone pellucide et de la couronne radiée ainsi que

par la compacité de la masse de cellules du cumulus (photo 6).

Photo 6.  Appréciation morphologique de la qualité des ovocytes collectés et isolés
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EVALUATION METABOLIQUE ET DOSAGE D’ATP

Pour I'ensemble des essais préliminaires, les dosages d’ATP ont été réalisés selon le méme
protocole. Les quantités d’ATP intraovocytaires ont été determinées par un dosage utilisant Ia
bioluminescence. L'ATP est dans un premier temps extrait des ovocytes puis dosé aprés ajout des

réactifs (luciférine/luciférase) permettant la réaction lumineuse suivante :

Figure 17. Réaction bioluminescente permettant le dosage de I’ATP intraovocytaire

Lucifé
Luciférine + ATP + O, uctierase » Oxyluciférine + ADP + pyrophosphate + CO,

S

Lumiére (Relative Light Unit)

Le kit de dosage utilisé est le kit « bioluminescent somatic cell assay FL-ASC » (Sigma, France),
déja utilisé dans des travaux antérieurs (Stojkovic et al., 2001; Tamassia et al., 2004). Brievement, les
ovocytes sont rincés trois fois dans le MB avant d’étre transférés dans une solution de PBS (P4417,
Sigma, France) par groupe de 4 a 5 ovocytes. Puis, 50 ul de PBS contenant les ovocytes sont
transférés dans des tubes a hémolyse de 5 ml (réf. N1773X, Fischer Bioblock Scientific, France)
équilibrés sur bain de glace (0°C) et 100 ul de réactif refroidi « FL-SAR » est ajouté dans chacun des
tubes. Le mélange obtenu est incubé pendant 5 minutes sur bain de glace pour extraire 'ATP des
ovocytes sans que celui-ci ne soit dégradé. Ensuite, 100 pl du réactif refroidi « FL-AAB + FL-AAM »
(dilution 1 :25 du réactif FL-AAM dans le tampon FL-AAB) sont ajoutés dans chacun des tubes. Les
tubes sont alors incubés a température ambiante et a I'obscurité pour laisser passer le pic lumineux

engendré par la dégradation de la luciférine.

Apres 5 minutes d’incubation, la quantité d’ATP présente dans chaque tube est mesurée, a
I’abri de la lumiére, a I'aide d’'un luminomeétre (LB 9509 Junior; Berthold France SAS) présentant une
tres bonne sensiblité (0,01 pmol). Le signal lumineux est alors mesuré par le luminometre en nombre
de photons émis et exprimé en Unités de Lumiere Relative (RLU). Afin d’obtenir une mesure
simultanée des signaux lumineux, le signal émis par les tubes contenant les ovocytes est mesuré une
premiere fois puis une deuxiéme fois en inversant I'orde de mesure. Pour chaque tube, le signal

lumineux exprimé en RLU représente la moyenne des deux valeurs obtenues.

Afin d’avoir la correspondance entre l'intensité du signal lumineux et la quantité d’ATP
présente, une courbe étalon en 8 points (0 a 10 pmol) est réalisée avant chaque expérience et avec

des quantités connues d’ATP (figure 18). Simultanément, le bruit de fond est estimé par la mesure du
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signal lumineux dégagé par 50 ul de PBS seul. Le contenu d’ATP est déterminé pour chaque ovocyte a
I'aide de la formule associée a la droite de régression linéaire obtenue avec les mesures étalon. Pour

chaque modalité, un minimum de 5 répétitions du dosage d’ATP a été effectué.

Figure 18. Courbe étalon expérimentale entre le signal lumineux mesuré (log10 [RLU]) et

la quantité d’ATP présente (log10 [ATP])
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1.1.2.1. Essai 1: Quantité d’ATP intraovocyaire apres différentes durées
d’incubation des ovocytes frais sur platine chauffante a 37°C

Dans cet essai, I'objectif était d’évaluer les capacités métaboliques des ovocytes aprés
différents temps d’incubation sur platine chauffante a 37°C pour évaluer les effets de la durée de
stockage avant cryoconservation. Les ovocytes ont été placés dans une solution de MB sur une
platine chauffante a 37°C et a I'abri de la lumiere jusqu’a leur utilisation pour le dosage d’ATP. Le
contenu en ATP des ovocytes a été évalué immédiatement aprés collecte ou apres 1, 2 et 3h

d’incubation sur la platine chauffante.

1.1.2.2. Essai 2 : Quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes MIl de lapines frais
et apres 2 h de stockage a différentes températures

Dans cet essai, I'objectif était d’évaluer le métabolisme des ovocytes aprés 2 h d’incubation a
différentes températures pour déterminer les conditions optimales de stockage des ovocytes avant
cryoconservation. Les ovocytes ont été placés dans une solution de MB puis disposés a I'abri de la
lumiere en étuve a 38°C, 5 % de CO,; au réfrigérateur a 7°C ou laissés a température ambiante
(23°C). Le contenu en ATP des ovocytes a été évalué immédiatement apres collecte ou aprés 2 h

d’incubation a 7°C, 23°C ou 38°C.
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1.1.2.3. Essai 3 : Détermination de la durée d’incubation optimale a 38°C et
sous 5 % CO, pour la reprise du métabolisme des ovocytes frais,
vitrifiés et congelés

Dans cet essai, I'objectif était d’évaluer le métabolisme des ovocytes frais et cryoconservés
aprés 0, 1, 2 et 3 h d’incubation a 38°C, 5 % de CO, et sous atmosphére humidifiée pour déterminer
I'instant optimal pour leur fécondation apres cryoconservation. Apres collecte les ovocytes de bonne
qualité ont été gardés pour étre exposés aux solutions cryoprotectrices des deux méthodes testées.

Toutes les étapes de I'exposition aux solutions cryoprotectrices ont été réalisées a 37°C.

La vitrification selon le systéme « Open Pulled Straw » (OPS) et le protocole modifié de Cai et
al. (2005). Les ovocytes sont incubés pendant 2 minutes dans une solution de MB contenant 10 %
(v/v) d’éthyléne glycol (réf. E9129, Sigma, France) et 10 % (v/v) de DMSO (réf. D2650, Sigma, France).
Ensuite, les ovocytes sont transférés dans la solution de vitrification constituée de MB + 20 % (v/v)
d’éthyléne glycol + 20 % (v/v) de DMSO + 0,65 M de tréhalose (réf. T0167, Sigma, France) et 10
mg/ml de Ficoll 70 (réf. F2878, Sigma, France). Les ovocytes sont ensuite immédiatement montés en
paillettes OPS (réf. 19050/0050, Minitibe, Allemagne) par capillarité et plongés directement dans
I'azote liquide dans les 35 secondes suivant I'incubation dans la solution de vitrification. Cette
technique permet de ne prélever qu’un tres faible volume de solution (~2 pl).

Le réchauffement des ovocytes vitrifiés consiste a placer directement I'extrémité des
paillettes OPS dans une solution de MB + 0,5 M de tréhalose a 37°C. L’évaporation de I'azote liquide
permet |'expulsion des ovocytes directement dans la solution permettant le retrait d’une partie des
cryoprotecteurs. Aprés 5 minutes, les ovocytes sont incubés successivement et a 5 minutes

d’intervalle dans trois bains de MB contenant respectivement 0,3 ; 0,1 et 0 M de tréhalose.

La congélation lente selon une technique adaptée de travaux antérieurs (Al-Hasani et al.,
1986b; Diedrich et al., 1988; Al-Hasani et al., 1989; Siebzehnruebl et al., 1989). Brievement les
ovocytes sont placés pendant 15 minutes dans une solution de MB + 1,5 M de PROH (réf. 134368,
Sigma, France) avant d’étre transférés dans la solution de congélation composée de MB + 1,5M
PROH + 0,2 M de tréhalose. Aprés 10 minutes d’incubation, les ovocytes sont montés en paillettes
stériles de 0,25 ml (IMV Technologies, France) scellées par un bouchon stérile permettant
I'identification (figure 10). Les paillettes sont immédiatement placées dans un congélateur
programmable (Cryocell 1200, IMV Technologies, France) préalablement équilibré a -7°C. Aprés
5 minutes d’équilibration, le « seeding » (induction de la cristallisation) est réalisé en touchant
I'extrémité de la paillette située a c6té du bouchon avec des pinces refroidies dans I’azote liquide

jusqu’a I'apparition des premiers cristaux de glace (opacification du milieu). Une deuxieme période
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d’équilibration de 10 minutes est observée avant de refroidir les paillettes avec une vitesse de
0,5°C/min jusqu’a -30°C, température a laquelle elles sont directement plongées dans I’azote liquide.

Les paillettes sont décongelées a température ambiante pendant 10 a 15 secondes avant
immersion dans un bain-marie a 20°C jusqu’a fonte compléte des cristaux de glace (environ
1 minute). Apres réchauffement, les ovocytes incubés pendant 5 minutes a 37°C dans différents
bains contenant des concentrations décroissantes en cryoprotecteurs. Ainsi, les ovocytes sont placés
successivement dans 4 solutions de MB contenant respectivement 1M de PROH + 0,2 M de
tréhalose ; 0,5 M de PROH + 0,2 M de tréhalose ; 0,2 M de tréhalose et 0 M de tréhalose (5 minutes

dans chaque bain).

Quelle que soit la méthode de cryoconservation, les paillettes contenant les ovocytes ont été
stockées pendant au moins 48 h dans l'azote liquide. La technique de vitrification permet de
cryoconserver les ovocytes femelle par femelle alors que la congélation lente nécessite de regrouper
les ovocytes de plusieurs femelles. Les ovocytes destinés a étre congelés sont alors stockés dans le

MB, sur platine chauffante a 37°C et a I'abri de la lumiéere pour des durées n’excédant pas 2 h.

Le contenu en ATP des ovocytes frais et exposés aux solutions cryoprotectrices a été évalué
immédiatement apreés collecte/exposition et aprés 1, 2 et 3h d’incubation en étuve a 38°C et 5 % CO,

dans une solution de MB.
ANALYSE STATISTIQUE

La comparaison des quantités d’ATP intraovocytaire entre les groupes expérimentaux a été
effectuée par une analyse de variance (StatView®, SAS Institute Inc.) a un effet fixé. Les valeurs

étaient considérées comme significativement différentes quand p < 0,05.

11.1.3. Résultats

Essai 1l

La figure 19 montre la quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes MIl de lapines aprés
collecte et apres 1, 2 et 3h de stockage sur platine chauffante a 37°C et a I'abri de la lumiére. La
qguantité d’ATP intracellulaire des ovocytes frais juste apres collecte est inférieure a celles des
ovocytes stockés pendant 1, 2 et 3 h sur platine chauffante, qui elles, sont identiques
(respectivement 6,4 +0,3;7,2+0,2;7,1+0,3 et 7,4+0,3 pmol d’ATP par ovocyte ayant attendu O,

1, 2 et 3h sur la platine chauffante).
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Figure 19. Quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes Mll de lapines frais aprés 0, 1, 2 et

3h d’incubation sur platine chauffante équilbrée a 37°C.
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Figure 20. Quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes Ml de lapines frais et aprés 2h

d’incubation a 7 et 23°C sous atmosphére non contrélée et a 38°C, 5 % de CO, et

atmosphére humidifiée.
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La figure 20 montre la quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes MIl de lapines apres
collecte et aprés 2 h d’incubation a 7°C (réfrigérateur), 23°C (air ambiant) et 38°C (étuve a 5 % de
CO,) et a I'abri de la lumiéere. Le contenu en ATP intraovocytaire le plus élevé est celui des ovocytes
ayant été incubés pendant 2h en étuve a 38°C (6,0 * 0,2 pmol). Celui-ci est significativement plus
élevé que les ovocytes témoins (4,3 + 0,2 pmol d’ATP par ovocyte) et que ceux incubés 2h a 7°C (5,0
+ 0,3 pmol d’ATP par ovocyte). La quantité d’ATP présente dans les ovocytes placés pendant 2h a

température ambiante ne différe pas significativement de ceux incubés a 7 et a 38°C (5,4 £ 0,2).
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EssAl 3

La figure 21 montre la quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes MIl de lapines frais apres
collecte, vitrifiés/dévitrifiés et congelés/décongelés aprés 0, 1, 2, et 3 h d’incubation a 38°C et sous
atmosphére humide et 5 % de CO,.

Indépendament de la nature des ovocytes, on observe que la quantité d’ATP présente dans
les ovocytes varie selon la durée d’incubation avec, pour chaque catégorie d’ovocytes, I'existence
d’un optimum. Pour les ovocytes frais n’ayant pas subi de traitements, le contenu d’ATP est
significativement plus élevé apres 1 h de CIV (respectivement 2,8 + 0,4; 8,6 + 0,4; 5,1 + 0,3 et
5,8 £ 0,2 pmol d’ATP par ovocytes ayant été incubés 0, 1, 2 et 3 h). Cet optimum est différent pour
les ovocytes ayant subi un traitement de cryoconservation comprenant une étape de refroidissement

et de réchauffement.

Figure 21. Quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes Ml de lapines frais, congelés et

vitrifiés apres 0, 1, 2 et 3 h d’incubation a 38°C, 5 % de CO, et sous atmosphére humide
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Pour chaque graphique, les valeurs présentées avec différentes lettres (a, b, c, d) sont statistiquement

différentes (p < 0,05).

Quelque soit la nature du traitement de cryoconservation, le contenu d’ATP est
significativement plus élevé apres 2 h de CIV (respectivement 1,6 + 0,1; 2,8 + 0,1; 5,0 + 0,1 et
2,5+ 0,04 pmol d’ATP par ovocytes vitrifiés et 0,8 £ 0,1;2,5+0,1; 3,0+ 0,2 et 1,9 £ 0,1 pmol d’ATP

par ovocytes vitrifiés ayant été incubés 0, 1, 2 et 3 h).
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11.1.4. Discussion et conclusions

Le dosage de I'ATP ovocytaire n’a jamais été utilisé dans le cadre d’études sur la
cryoconservation et aucune expérience utilisant cette technique n’a été menée chez le lapin a notre
connaissance. L'objectif de ces mesures préliminaires sur le dosage de I’ATP ovocytaire, était de fixer
un certain nombre de parametres pour établir le protocole visant a comparer le niveau d’ATP présent

dans les ovocytes avant et apres vitrification et congélation lente.

L'essai 1 a montré que le stockage des ovocytes, jusqu’a 3 h, sur une platine chauffante a
37°C et a I'obscurité permet de maintenir le contenu en ATP des ovocytes sans altération de leur
activité métabolique. Contrairement a la vitrification qui peut étre réalisée femelle par femelle, la
congélation lente nécessite de regrouper les ovocytes de plusieurs femelles avant d’initier la
congélation proprement dite, comme cela est déja pratiqué pour les embryons. Ces données
signifient qu’aprés collecte, les ovocytes peuvent étre stockés avant d’étre congelés. De plus, les
ovocytes contiennent moins d’ATP juste aprés collecte ce qui reflete probablement un stress
thermique des ovocytes lors de la perfusion du tractus génital.

L’essai 2 a montré que la température de stockage idéale des ovocytes était 38°C en étuve bien
que I’écart ne soit pas significatif avec les résultats obtenus aprés 2 h a température ambiante. Les
ovocytes témoins, dosés juste apres leur collecte mettent une fois de plus en évidence le stress subi
lors de la perfusion du tractus génital. Cette observation est en accord avec les résultats de la
littérature montrent que, sous des conditions de stress, les cellules relargent de I’ATP dans le milieu
extracellulaire (Joseph et al., 2003; Lazarowski et al., 2003) qui est rapidement dégradé par les ecto-
ATPases présentes a la surface des cellules (Schwiebert et Zsembery, 2003).

L’essai 3 visait a déterminer le temps de culture optimal avant de réaliser les dosages d’ATP sur
les ovocytes vitrifiés et congelés. Comme cela avait déja été mis en évidence pour des critéeres
structuraux (Vincent et al., 1989), il semble qu’il soit nécessaire d’observer un temps d’incubation
apres cryoconservation de maniére a laisser le temps au métabolisme ovocytaire de redémarrer.
Aussi bien pour les ovocytes frais que pour les ovocytes vitrifiés, le temps d’incubation optimal est de
2 h a 38°C et 5 % de CO,. Ensuite, leur niveau d’ATP respectif s’effondre aprés 3 h d’incubation
vraisemblablement a cause de I'dge avancé des ovocytes qui atteignent 18 h post induction de
I'ovulation. En effet, il a été observé in vivo, que la fécondabilité des ovocytes est maximale entre 12
et 15 h avant de diminuer progressivement jusqu’a 19 h, moment ou les ovocytes commencent a
dégénérer (Thibault, 1967; Boussit, 1989). On peut logiquement penser qu’in vitro, les ovocytes
rentrent en atrésie de maniére plus précoce, dés 18 h apres l'induction de I'ovulation. La durée

optimale d’incubation observée dans notre expérience est cohérente avec les observations faites par
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Vincent et al. (1989) qui privilégient une incubation de 3 h des ovocytes de lapin décongelés par
rapport a 0 h pour la restauration de leur fuseau méiotique. Sur les mémes critéres structuraux
d’évaluation, Cai et al. (2005) observent un temps d’incubation de 2 h des ovocytes dévitrifiés avant
de les utiliser en microscopie confocale ou en ICSI. Les études conduites chez d’autres especes a
confirmé la nécessité d’observer une période d’incubation des ovocytes apres réchauffement pour

permettre la restauration du fuseau méiotique (Chen et al., 2003).

I.2. Comparaison de deux méthodes de cryoconservation des
ovocytes Mil de lapin : congélation lente et vitrifcation

Les études portant sur la cryoconservation des ovocytes MIl de lapines sont peu nombreuses
(annexe 2) et ont porté principalement sur la technique de congélation a I'exception des travaux de
Cai et al. (2005) qui ont étudié la technique de vitrification cryoloop. A ce jour, aucune expérience n’a
été menée pour comparer l'efficacité des deux méthodes de cryoconservation. Actuellement, la
vitrification semble privilégiée par la plupart des scientifiques pour ce type cellulaire pour les raisons
gue nous avons vu précédement. Cependant, les résultats obtenus en congélation lente (Al-Hasani et
al., 1986b; Diedrich et al., 1988; Al-Hasani et al., 1989; Siebzehnruebl et al., 1989) et la grande
sensibilité des ovocytes de lapin aux cryoprotecteurs (Vincent et al., 1989) viennent nuancer ce
constat. L'objectif de cette étude est de comparer I'efficacité deux techniques de cryoconservation
(congélation lente et vitrification) en évaluant la viabilité des ovocytes avant et apres

cryoconservation selon des critéres métaboliques, structuraux et de leur aptitude a se développer.

11.2.1. Effet de la congélation lente et de la vitrification sur la
quantité d’ATP intraovocytaire et les taux de développement
apres activation parthénogénétique

I11.2.1.1. Objectif

L'objectif de cette expérience est d’évaluer la quantité d’ATP ovocytaire et la capacité de
développement apres activation parthénogénétique des ovocytes MIl frais, apres exposition aux
milieux de vitrification et de congélation sans étape de refroidissement et aprés congélation et

vitrification.

1.2.1.2. Matériel et méthodes

PRODUCTION DES OVOCYTES

Les ovocytes ont été produits selon le méme protocole que celui décrit pour les essais

préliminaires du dosage de I’ATP ovocytaire (cf paragraphe 11.1.2.) a I'exception des femelles ayant
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produit les ovocytes frais pour les expériences de parthénogenese. Ces dernieres étaient de
génotype INRA 1077, superovulées selon le méme protocole que celui décrit ci-dessus et dont

I’ovulation a été induite par injection (i.v.) de 30 Ul d’hCG (Chorulon®, Intervet, France).

Afin de gommer I'effet femelle, les ovocytes de bonne qualité ont été répartis de maniere
homogéne dans les trois groupes expérimentaux de I'expérience 1 :
-« Ovocytes incubés » : ovocytes frais cultivés 2 h de CIV a 38°C et 5 % CO,.
-« Exposés vitrification » : ovocytes exposés aux solutions de vitrification et de dévitrification
sans étape de refroidissement puis incubés 2h a 38°C et 5 % CO,.
-« Exposés congélation » : ovocytes exposés aux solutions de congélation et de décongélation

sans étape de refroidissement puis incubés 2h a 38°C et 5 % CO,.

De la méme facon, les ovocytes de bonne qualité ont été répartis de maniére homogéne dans les
trois groupes expérimentaux de |'expérience 2 :

-« Ovocytes frais » : ovocytes frais utilisés directement aprés collecte.

-« Ovocytes vitrifiés » : ovocytes vitrifiés puis dévitrifiés et incubés 2h a 38°C et 5 % CO,.

-« Ovocytes congelés » : ovocytes congelés puis décongelés et incubés 2h a 38°C et 5 % CO.,.

Aprés traitement, les ovocytes des six groupes ont été utilisés pour les tests de viabilité.

EXPOSITION ET CRYOCONSERVATION DES OVOCYTES

Les ovocytes ont été incubés dans le MB sur platine chauffante a 37°C et protégés de la
lumiére jusqu’a utilisation. Seuls les ovocytes de bonne qualité ont été exposés aux milieux de
cryoconservation ou cryoconservés selon les deux méthodes de cryoconservation. Les protocoles de
cryoconservation sont identiques a ceux décrits précédemment (cf paragraphe 1.1.2.3.) et les

protocoles d’exposition des ovocytes aux milieux de cryoconservation sont présentés ci-dessous.

Exposés milieux de vitrification. Les ovocytes ont été incubés pendant 2 minutes dans une
solution de MB contenant 10 % (v/v) d’éthyléne glycol (réf. E9129, Sigma, France) et 10 % (v/v) de
DMSO (réf. D2650, Sigma, France). Les ovocytes ont été ensuite transférés dans la solution de
vitrification constituée de MB + 20 % (v/v) d’éthyléne glycol + 20 % (v/v) de DMSO + 0,65 M de
tréhalose (réf. T0167, Sigma, France) et 10 mg/ml de Ficoll 70 (réf. F2878, Sigma, France) pendant

une durée inférieure a 35 secondes. Ensuite les ovocytes ont été transférés successivement, a
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5 minutes d’intervalle, dans quatre bains de MB contenant respectivement 0,5; 0,3; 0,1 et 0 M de

tréhalose.

Exposés milieux de congélation. Les ovocytes ont été placés pendant 15 minutes dans une
solution de MB + 1,5M de 1,2-Propanediol (PROH, réf. 134368, Sigma, France) avant d’étre transférés
dans la solution de congélation composée de MB + 1,5 M PROH + 0,2 M de tréhalose. Apres
10 minutes d’incubation, les ovocytes ont été placés dans différents bains a 5 minutes d’intervalle
avec des concentrations décroissantes en cryoprotecteurs (MB + 1 M de PROH + 0,2 M de tréhalose ;

0,5 M de PROH + 0,2 M de tréhalose ; 0,2 M de tréhalose et 0 M de tréhalose).

EVALUATION METABOLIQUE ET DOSAGE D’ATP

Les quantités d’ATP intraovocytaires ont été determinées par un dosage utilisant la
bioluminescence. L'ATP est dans un premier temps extrait des ovocytes puis dosé aprés ajout des
réactifs (luciférine/luciférase) permettant la réaction lumineuse (figure 17). Le kit de dosage utilisé
est le kit « bioluminescent somatic cell assay FL-ASC » (Sigma, France), dont le protocole a déja été

décrit ci-dessus (cf paragraphe 11.1.2.).

EVALUATION DU DEVELOPPEMENT PARTHENOGENETIQUE

Les ovocytes frais, ont été cultivés comme les ovocytes vitrifiés et congelés pendant 2 h a
38°C sous atmosphére humide a 5 % de CO, avant de procéder a leur activation parthénogénétique.
Le développement des parthénotes frais ne sera pas analysé ici en comparaison aux taux de
développement des ovocytes cryoconservés mais constitue un indicateur de fiabilité de la
manipulation d’activation.

Aprés incubation, les ovocytes des différents groupes expérimentaux ont été rincés trois fois
dans une solution a 0,3 M de mannitol constituée d’eau milliQ + 0,3 M de mannitol (réf. M4125,
Sigma, France) + 100 uM de MgSO, (réf. M7774, Sigma, France) + 100 uM de CacCl, (réf. M7902,
Sigma, France). Les ovocytes ont été placés entre les électrodes du BTX Electro-cell Manipulator 200
(BTX Inc, Etats-Unis) pour recevoir une premiére série de trois pulses électriques de courant continu
d’une tension de 3,2 KV/cm et d’une durée de 20 us chacun. Les ovocytes ont ensuite été placés en
culture pendant 1h a 38°C sous atmosphéere humide a 5 % de CO, dans une solution de TCM 199 +
10 % de sérum de veau feetal (MC) puis rincés trois dans le milieu mannitol avant de recevoir une
seconde série de pulses, identique a la précédente. Ensuite, les ovocytes ont directement incubés
pendant 1 h dans une solution de MC + 2 mM de 6-DMAP (6-Dimethylaminopurine = inhibiteur de

kinase) + 5 pg/ul de cycloheximide (inhibiteur de synthése protéique). Aprés 1h d’incubation, les
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ovocytes activés sont minutieusement rincés pendant 30 minutes dans du MC avant mise en culture
in vitro dans du milieu MC, sous huile minérale, a 38°C et 5 % de CO, pendant 120 h.

Le développement des parthénogénotes est évalué a 24 et 102 h aprés l'activation
parthénogénétique afin d’évaluer les taux de développement jusqu’au stade 2 et 4 cellules puis
jusgu’au stade blastocyste. Le poucentage de clivage total représente le taux de développement des

ovocytes jusqu’au stade 2 et 4 cellules apres 24 h de culture in vitro.

ANALYSE STATISTIQUE

La comparaison des quantités d’ATP intraovocytaire entre les trois groupes expérimentaux
« ovocytes frais », « vitrifiés » et « congelés » a été effectuée par une analyse de variance (StatView®,
SAS Institute Inc.) a un effet fixé (3 niveaux). Les mesures réalisées sur I'exposition aux solutions de
cryoconservation n’ayant pas été réalisées en méme temps, ces résultats feront I'objet d’'une analyse
de variance a un effet fixé (3 niveaux) distincte de la premiere.

La comparaison statistique des taux de développement aprés activation parthénogénétique
des ovocytes des six groupes expérimentaux ont été réalisées par un test du Chi-deux. Les valeurs

étaient considérées comme significativement différentes quand p < 0,05.

1.2.1.3. Résultats

EXPERIENCE 1

Figure 22. Quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes MIl de lapines frais et apres

exposition aux milieux de congelation/décongélation et vitrification/dévitrification
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La figure 22 montre la quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes MIl de lapines frais,

exposés aux milieux de vitrification/dévitrification et exposés aux milieux de
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congelation/décongelation aprés 2 h d’incubation a 38°C et sous une atmosphere humidifiée a 5 %
de CO,. On observe que le contenu d’ATP dans les ovocytes exposés aux milieux de vitrification est
significativement inférieur a ceux mesurés dans les ovocytes frais incubés et exposés aux milieux de
congélation (respectivement 3,7 + 0,1 pmol d’ATP contre 4,3 £ 0,1 et 4,1 £ 0,1 pmol d’ATP par

ovocytes exposés aux milieux de vitrification, de congélation et frais incubés).

Le tableau 17 présente les taux de clivage (embryons 2 et 4 cellules) et les taux de

développement jusqu’au stade blastocyste des ovocytes frais, exposés aux milieux de

vitrification/dévitrification et congélation/décongélation aprés 2h de CIV.

Tableau 17. Développement parthénogénétique a 24 et 102 h des ovocytes incubés frais, exposés

aux milieux de vitrification et exposés aux milieux de congélation aprés 2 h de CIV

Observations a 24h Observations a 102h
N
2 cellules (%) 4 cellules (%) Clivés (%) Blastocystes (%)
Incubés frais 20 1 (5,0 %) 16 (80,0 %) 17 (85,0 %) 16 (80,0 %)
Exposés vitrification 20 0 17 (85,0 %) 17 (85,0 %) 11 (55,0 %)
Exposés congélation 19 0 17 (89,5 %) 17 (89,5 %) 12 (63,2 %)

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b, c) dans la méme colonne sont statistiquement

différentes (p<0,05).

Le taux de clivage des embryons parthénogénétiques observé 24 h aprés activation des ovocytes
n’est pas différent entre les trois groupes expériementaux et s’échelonne de 85,0 a pres de 90,0 %
(p > 0,05). Pour tous les groupes expérimentaux, aucun embryon parthénogénétique ne présentait
de retard de développement 24 h aprés activation puisque une grande majorité d’embryons au stade
4 cellules étaient observés.

Le taux de développement au stade blastocyste des ovocytes frais incubés est identique au taux
de clivage et est significativement supérieur a ceux des autres groupes avec 80,0 % de blastocystes
102 h apres activation. Les taux de développement des embryons chutent 102 h aprés activation
pour les groupes des ovocytes exposés aux milieux de congélation et de vitrification. Les ovocytes
exposés aux milieux de vitrification ont un taux de développement jusqu’au stade blastocyste
inférieur aux ovocytes exposés aux milieux de congélation (55,0 contre 63,2 % respectivement pour

les ovocytes « exposés vitrification » et « exposés congélation »).
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EXPERIENCE 2

La figure 23 montre la quantité d’ATP intracellulaire des ovocytes MIl de lapines frais juste
apres collecte, vitrifiés et congelés apres 2 h d’incubation a 38°C et sous une atmosphére humidifiée
a 5 % de CO,. Les quantités d’ATP contenues dans les ovocytes des trois groupes expérimentaux sont
significativement différentes (p < 0,0001). Le contenu en ATP des ovocytes frais est supérieur a celui
des ovocytes vitrifiés qui est supérieur a celui des ovocytes congelés (respectivement 6,1 + 0,2 ;

4,7+0,1et2,8+0,1 pmol d’ATP par ovocyte).

Figure 23. Comparaison des quantités d’ATP intracellulaire des ovocytes Mll de lapines

frais et congelés et vitrifiés apres 2 h d’incubation a 38°C, 5 % de CO, et sous atmosphere

humide
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b Les valeurs présentées avec

différentes lettres en exposant (a, b, c)
¢ sont  statistiquement  différentes
(p <0,05).

Quantité d'ATP {pmol/ovocyte)

Le tableau 18 présente les taux de clivage (embryons 2 et 4 cellules) et les taux de

développement jusqu’au stade blastocyste des ovocytes frais, vitrifiés et congelés aprés 2 h de CIV.

Le pourcentage d’ovocytes activés qui se sont clivés 24 h aprées leur activation
parthénogénétique est significativement plus élevé pour les ovocytes frais que ceux des ovocytes
cryoconservés avec respectivement 92,3 % de clivés contre 31,0 % et 41,3 % pour les ovocytes
vitrifiés et congelés. Le pourcentage d’embryons au stade 2 cellules a 24 h traduit un retard de
développement pour une plus grande proportion d’ovocytes congelés et activés que pour les deux
autres groupes expérimentaux (respectivement 14,7 % d’embryons parthénogénétiques au stade 2

cellules contre 2,5 % et 5,6 % pours les groupes frais et vitrifiés).
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Tableau 18. Développement parthénogénétique a 24 et 102 h des ovocytes frais, vitirifiés et

congelés apres 2 h de CIV

Observations a 24 h Observations a 102h
N
2 cellules (%) 4 cellules (%) Clivés (%) Blastocystes (%)
Ovocytes frais 39 1(2,5%)° 35(89,7%)* 36(92,3%)° 29 (74,4 %) °
Ovocytes vitrifiés 71  4(56%)° 18(254%)° 22(31,0%)° 3(4,2%)°
Ovocytes congelés 75 11(14,7%)° 20(26,7%)° 31(41,3%)" 1(1,3%)°

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b, ¢) dans la méme colonne sont

statistiquement différentes (p < 0,05).

Comme dans I'expérience 1, les taux de développement a 102 h chutent par rapport a ceux
observés a 24 h, notamment pour les groupes d’ovocytes cryoconservés. A 102 h post-activation, le
taux de développement des embryons jusqu’au stade blastocyste est significativement plus

important (74,4 %) que ceux des embryons vitrifiés (4,2 %) et congelés (1,3 %).

1.2.1.4. Discussion et conclusion

L'objectif de cette étude était de comparer l'efficacité de la vitrification OPS et de la
congélation lente sur la viabilité aprés exposition aux solutions cryoprotectrices (expérience 1) ou
apres réchauffement (expérience 2) des ovocytes MIl de lapines a partir de criteres métaboliques
(dosage d’ATP intraovocytaire) et de développement (développement apres activation

parthénogénétique).

Les quantités d’ATP des ovocytes MIl de lapines ont été mesurées pour la premiere fois dans
cette expérience et les contenus s’échelonnaient de 4,1 a 6,1 pmol d’ATP par ovocyte frais. Dans les
travaux menés sur le contenu en ATP intracellulaire des ovocytes de hamster (Lee et al., 2006),
humains (Slotte et al., 1990; Van Blerkom et al., 1995), murins (Van Blerkom et al., 1995), bovins
(Rieger, 1997; Stojkovic et al., 2001; Tamassia et al., 2004) et porcins (Herrick et al., 2003), la quantité
d’ATP évaluée par ovocyte « frais » s’échelonnait de 0,1 a 2,8 pmol d’ATP suivant les conditions
expérimentales, le stade de maturation, le statut physiologique de la femelle donneuse et la
méthode de dosage utilisée. Ces données sont nettement inférieures a la quantité d’ATP présente
dans les ovocytes Ml frais de lapin dont le contenu varie de 4 a 8 pmol par ovocyte. Ces différences
refletent probablement une spécificité liée a I'espéce mais aussi des différences au niveau de la

conduite du protocole de dosage. En effet, les ovocytes ont été isolés de la masse de cellules du
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cumulus en conservant la corona radiata alors que dans d’autres travaux les ovocytes étaient
entierement dénudés (Rieger, 1997; Stojkovic et al., 2001; Tamassia et al., 2004). La premiere
hypothése, consiste a associer ces différences a la quantité d’ATP apportée par les cellules du
cumulus. La deuxieme hypothése consiste a considérer que le retrait de la couronne radiée entraine
une manipulation excessive et donc a un stress important des ovocytes qui relarguent d’importantes
quantités d’ATP dans le milieu extracellulaire comme cela a déja été mis en évidence pour d’autres

types cellulaires (Joseph et al., 2003; Lazarowski et al., 2003).

L’évaluation de Ila quantité d’ATP intraovocytaire aprés exposition aux solutions
cryoprotectrices montre que les solutions de vitrification sont suffisamment toxiques pour altérer le
métabolisme énergétique des ovocytes, méme sans passer par les phases de refroidissement et de
réchauffement. Les ovocytes exposés aux milieux de congélation ont un métabolisme énergétique
équivalent a celui des ovocytes frais. Les mesures réalisées aprés vitrification et congélation lente des
ovocytes montrent que la cryoconservation, indépendament de la méthode utilisée, a un effet
important sur le niveau d’ATP présent dans les ovocytes. Les processus de cryoconservation ont donc
perturbé le métabolisme énergétique des ovocytes par des mécanismes encore inconnus mais
touchant probablement a l'intégrité des mitonchondries, siege des syntheses d’ATP. Or, un niveau
d’ATP insuffisant peut conduire a des problémes de fécondation ou de développement embryonnaire
précoce qui conduisent |'atrésie des ovocytes. Il a été mis en évidence que la capacité de
développement des embryons dépendait fortement du contenu en ATP des ovocytes (Tamassia et
al., 2004) et qu’elle était plus élevé pour des ovocytes contenant plus de 2 pmol d’ATP (Van Blerkom
et al., 1995). Les taux de développement jusqu’au stade blastocyste obtenus apres activation
parthénogénétique des ovocytes exposés aux solutions de cryoconservation confirment cette
observation puisque les ovocytes exposés aux solutions de vitrification présentent des résultats
significativement plus faibles que ceux obtenus dans les autres groupes. Ces observations ont permis
de souligner la grande sensibilité des ovocytes de lapin aux cryoprotecteurs puisque leur exposition a
des concentrations peu élevées en cryoprotecteurs (groupe « exposés congélation ») altére leur
capacité de développement apreés activation.

A la différence de I'expérience précédente, les dosages réalisés aprés cryoconservation
conduisent a des conclusions différentes puisque le métabolisme énergétique des ovocytes vitrifiés
est largement supérieur a celui des ovocytes congelés (respectivement 4,7 + 0,1 et 2,8 £ 0,1 pmol
d’ATP par ovocyte). Les altérations du métabolisme énergétique ont des origines différentes entre la
vitrification et la congélation. La dégradation du niveau d’ATP des ovocytes vitrifiés serait liée
principalement a la toxicité des milieux de vitrification et a leurs importantes concentrations en

cryoprotecteurs alors que le probléeme de la congélation lente proviendrait plus du refroidissement,
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de la cristallisation et des phénomenes associés. A partir de ce critére d’évaluation de la viabilité
ovocytaire, la vitrification semble étre la méthode la plus adaptée a la cryoconservation des ovocytes
MiIl chez la lapine. Pour la méthode de congélation lente, on peut penser que la formation de cristaux
de glace pendant le processus de refroidissement altére fortement la structure des mitochondries
qui ne sont, pour la plupart, plus fonctionnelles aprés réchauffement. Ces observations refletent les
difficultés de congélation des ovocytes liées a la grande taille de la cellule qui rend difficile leur

déshydratation.

Les taux de développement jusqu'au stade blastocyste obtenus aprés activation
parthénogénétique des ovocytes frais sont équivalents et parfois méme supérieurs a ceux obtenus
dans d’autres études (Ozil, 1990; Escriba et Garcia-Ximenez, 1999; 2000; Yin et al., 2000; Escriba et
Garcia-Ximenez, 2001; Garcia-Ximenez et Escriba, 2002; Liu et al., 2002). Cependant, les taux de
développement obtenus aprés activation parthénogénétique des ovocytes vitrifiés et congelés sont
tres faibles et identiques pour les deux méthodes mais nettement inférieurs a celui des ovocytes frais
(respectivement 74,4 ; 4,2 et 1,3 % de taux de développement jusqu’au stade blastocyste pour les
ovocytes frais, vitrifiés et congelés). Les taux de développement obtenus ici apres activation
parthénogénétique sont voisins de ceux obtenus aprés FIV ou ICSI dans des travaux antérieurs (Al-
Hasani et al., 1986b; Diedrich et al., 1988; Al-Hasani et al., 1989; Siebzehnruebl et al., 1989; Vincent
et al., 1989; Cai et al., 2005). Les observations réalisées a 24 h ne laissaient pas présager la faiblesse
des résultats obtenus a 102h aprés activation parthénogénétique. Par conséquent, si les ovocytes
cryoconservés arrivent a se cliver et a se développer jusqu’au stade 4 cellules, ils rentrent en atrésie
dans des stades de développement plus tardifs sans arriver jusqu’au stade blastocyste. De plus, la
faiblesse des résultats obtenus apres vitrification parait surprenante et inattendue car si les résultats
apres congélation peuvent étre liés a la chute du métabolisme énergétique, il n’en est pas de méme
pour les ovocytes vitrifiés. La méthode de vitrification altére la viabilité des ovocytes apres
réchauffement par des mécanismes non identifiés. Or, I’expérience 1 a permis de mettre en évidence
la toxicité des milieux de vitrification dont la simple exposition des ovocytes suffisait a entrainer la
réduction du contenu en ATP. Il a été mis en évidence que le processus de cryoconservation induit
des altérations du fuseau méiotique chez les ovocytes bovins (Aman et Parks, 1994; Saunders et
Parks, 1999; Albarracin et al., 2005b), porcins (Rojas et al., 2004; Wu et al., 2006; Shi et al., 2007),
murins (Chen et al., 2001; Ko et al., 2008), ovins (Succu et al., 2007a), de femme (Boiso et al., 2002;
Chen et al., 2003; Mandelbaum et al., 2004) et de lapine (Vincent et al., 1989; Cai et al., 2005). Ces
altérations conduiraient a une mauvaise ségrégation des chromosomes et donc a des problémes de
développement et résulteraient de I'exposition aux basses températures et a de hautes

concentrations en cryoprotecteurs. Chez le lapin, les ovocytes ne semblent pas trés sensibles aux



Partie expérimentale 133

variations de température mais plus a I'exposition aux cryoprotecteurs (Vincent et al., 1989). Il est
donc probable que la toxicité des milieux de vitrification altére la structure méiotique des ovocytes
qui ne peuvent se développer jusqu’au stade blastocyste. L'étude de la structure ovocytaire en
microscopie confocale apres congélation et vitrification permettrait de valider ou d’infirmer cette

hypotheése.

Méme si le meilleur critére d’évaluation de la viabilité des ovocytes est le pourcentage de
blastocyste obtenu apres fécondation et culture, le dosage d’ATP représente un bon outil
d’évaluation de la qualité ovocytaire comme cela avait déja été évoqué par Stojkovic et al. (Stojkovic
et al., 2001). Cependant, ce seul critere métabolique ne permet pas a lui seul d’expliquer les faibles

taux de développement des ovocytes cryoconservés aprées activation parthénogénétique.

1.2.2. Effet de la congélation lente et de la vitrification sur la
configuration du réseau de filaments d’actine et du fuseau
méiotique

11.2.2.1. Objectif

L’objectif de cette expérience est d’évaluer les effets des méthodes de congélation lente et
de vitrification sur la configuration du réseau de filaments d’actine, du fuseau de microtubules et de
la plague chromosomique des ovocytes Ml de lapin. Cette étude vise a comprendre les faibles taux
de développement aprés activation parthénogénétiques des ovocytes vitrifiés obtenus dans

I’expérience précédente.

1.2.2.2. Matériel et méthodes

PRODUCTION DES OVOCYTES

Les ovocytes ont été produits selon le méme protocole que celui décrit pour les essais
préliminaires du dosage de I’ATP ovocytaire (cf paragraphe 11.1.2.). Afin de gommer l'effet femelle,
les ovocytes de bonne qualité de chaque lapine donneuse ont été répartis de manieére homogéne
dans les trois groupes expérimentaux :

-« Ovocytes frais » : ovocytes frais utilisés directement aprés collecte.
-« Ovocytes vitrifiés » : ovocytes vitrifiés puis dévitrifiés et incubés 2h a 38°C et 5 % CO,.

-« Ovocytes congelés » : ovocytes congelés puis décongelés et incubés 2h a 38°C et 5 % CO,.

Apres traitement, les ovocytes des six groupes ont été utilisés pour I’évaluation structurale.
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CRYOCONSERVATION DES OVOCYTES

Les ovocytes ont été incubés dans le MB sur platine chauffante a 37°C et protégés de la
lumiere jusqu’a utilisation. Seuls les ovocytes de bonne qualité ont été cryoconservés selon les deux

méthodes décrites précédemment (cf paragraphe 11.2.1.2.).

EVALUATION STRUCTURALE ET MICROSCOPIE CONFOCALE

Contrairement aux ovocytes frais utilisés immédiatement aprés collecte, les ovocytes
cryoconservés sont incubés 2 h a 38°C sous atmosphere humidifiée a 5 % de CO, avant fixation
(Vincent et al., 1989; Cai et al., 2005). Les ovocytes sont fixés par incubation pendant 30 minutes
dans une solution de PBS contenant 4 % (w/v) de paraformaldéyde (pH = 7,4) et perméabilisés par
incubation dans une solution de PBS + 0,1 % de Triton® X-100 (réf. T9284, Sigma, France) a 37°C. Les
ovocytes sont ensuite marqués simultanément pour I'évaluation des filaments d’actine, du fuseau de
microtubules et de la plague chromosomique. De méme que la fixation et la perméabilisation, tous
les marquages sont réalisés sur platine chauffante a 37°C sauf si mentionné. Entre les différents bains
(étapes de fixation et perméabilisation comprises), les ovocytes sont rincés 3 fois dans une solution

de PBS + 1 % de « Bovine Serum Albumine » (BSA) + 0,05 % de Tween® 80 (Prolabo, France).

Le marquage du fuseau de microtubule est réalisé en plagant les ovocytes dans une solution
d’anticorps (AC) anti-a-tubuline de poulet (réf. T9026, Sigma, France) (dilution 1 :200 soit 1 ul d’AC +
199 ul de PBS + 1 % BSA) pendant 1 h 30 avant d’étre incubés dans une solution d’AC anti-souris
couplé a I’Alexa Fluor® 488 (réf. A24920, Molecular Probes, Etats-Unis) (dilution 1 :500 soit 1 pl d’AC
+ 499 pul de PBS + 1 % BSA) pendant 2 h a température ambiante et a I'obscurité.

Les ovocytes sont ensuite placés dans une solution d’AC Alexa Fluor® 647 phalloidin (réf.
A22287, Molecular Probes, Etats-Unis) (concentration 8 Ul/ml de PBS + 1 % BSA) pendant 30 min et a
I"obscurité pour le marquage des filaments d’actine.

Enfin, les ovocytes sont placés dans un bain de Sytox® Orange (réf. S11368, Molecular
Probes, Etats-Unis) (dilution 1 :1000 soit 1 pl d’AC dans 999 ul de PBS + 1 % BSA) pendant 20 minutes

et a I'obscurité pour le marquage des chromosomes de la plaque métaphasique.

Aprés une derniéere série de ringages, les ovocytes sont placés, par groupe de 5 et avec un
minimum de liquide, sur une lame recouverte d’un ceillet permettant de ne pas écraser les ovocytes
avec la lamelle puis recouverts de 10 pl d’une solution de montage « anti-blanchiment » (Prolong®
Gold, réf. P36930, Molecular Probes, Etats-Unis). Aprés dépot de la lamelle et 24 h de stockage a

température ambiante et a I'obscurité, les lames sont vernies puis placés au réfrigérateur, protégées
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de la lumiere jusqu’a leur observation. Celle-ci est réalisée dans la semaine suivant le marquage a

I’aide d’un microscope confocal Leica muni d’un laser argon-krypton.

La configuration du réseau de filaments d’actine, du fuseau de microtubules et de la plaque
chromosomique a été évaluée sous objectif a huile (25X/0,75) avec un zoom (X3) et classifiée en trois
catégories : normaux, anormaux et absents. On considére un ovocyte comme ayant une
configuration normale si le réseau de filaments d’actine est présent en région sous membranaire
avec un fort marquage périphérique et des jonctions entre I'ovocyte et les cellules du cumulus, si le
fuseau de microtubule présente sa forme classique en tonneau avec une orientation radiale et si la
plague métaphasique de chromosomes est réguliere et située dans I'axe de symétrie horizontal du
fuseau de microtubules. Toutes les configurations différentes de celles présentées ci-dessus sont

considérées comme anormales (figure 24).

ANALYSE STATISTIQUE

La comparaison statistique du pourcentage de filaments d’actine, de fuseau méiotique et de
plague chromosomique normaux des ovocytes des trois groupes expérimentaux ont été réalisées par
un test du Chi-deux. Les valeurs sont considérées comme significativement différentes quand

p <0,05.

1.2.2.3. Résultats

Le tableau 19 présente les pourcentages de réseaux de filaments d’actine ayant une

configuration normale, anormale ou absente pour les ovocytes frais, vitrifiés et congelés.

Tableau 19. Configuration du réseau de filaments d’actine des ovocytes vitirifiés et congelés apres

2 h de CIV et des ovocytes frais

N Normaux (%) Anormaux (%) Absents (%)
Ovocytes frais 42 35(83,3 %)° 7 (16,7 %) 0
Ovocytes vitrifiés 35 8(22,9%)"° 11 (31,4 %) 16 (45,7 %)
Ovocytes congelés 48 28 (58,3 %) ¢ 9 (18,8 %) 11 (22,9 %)

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b, c) dans la méme colonne sont statistiquement

différentes (p < 0,05).
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Figure 24. Photographies d’ovocytes Ml de lapin observés en microscopie confocale

(X75) aprés immunomarquage des filaments d’actine (bleu), des chromosomes (rouge) et

du fuseau de microtubules (vert).
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(A) configuration normale du réseau de filaments d’actine en région sous membranaire ; (B) configuration

normale des chromosomes alignés pour former la plague métaphasique; (C) configuration normale des
microtubules présentant un arrangement en forme de fuseau; (D) superposition des trois marquages
précédemment cités du méme ovocyte ; (E) détail du fuseau méiotique dans sa configuration normale ; (F)
absence de marquage du réseau de filaments d’actine en région sous membranaire ; (G) marquage anormal,
discontinu du réseau de filaments d’actine ; (H) arrangement anormal des chromosomes dispersés dans le
cytoplasme de l'ovocyte; (I) configuration anormale des microtubules dispersés dans le cytoplasme de

I'ovocyte.
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Les observations en microscopie confocale montrent que le pourcentage de réseaux de filaments
d’actine ayant une configuration normale est significativement différent entre tous les groupes
expérimentaux. La proportion la plus élevée est observée dans le groupe des ovocytes frais (83,3 %)
et la plus faible dans le groupe des ovocytes vitrifiés (22,9 %), les ovocytes congelés présentant un
pourcentage intermédiaire (58,3 %). Le faible pourcentage observé pour les ovocytes vitrifiés
s’explique principalement par une grande proportion d’ovocytes présentant une absence de

marquage des filaments d’actine (45,7 %).

Le tableau 20 présente les pourcentages de fuseaux de microtubules et de chromosomes
métaphasiques ayant une configuration normale, anormale ou absente pour les ovocytes frais,

vitrifiés et congelés.

Tableau 20. Configuration du fuseau de microtubules et de la plague métaphasique des ovocytes

vitirifiés et congelés apres 2 h de CIV et des ovocytes frais

Fuseau de microtubules Chromosomes métaphasiques
N Normaux Anormaux Absents Normaux Anormaux Absents
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ovocytes frais 42 39(92,9%)° 3(7,1%) 0 37(88,1%)* 5(11,9%) 0
Ovocytes vitrifiés 35  9(25,7%)° 9 (25,7%) 17 (48,6%) 13 (37,1%)° 18 (51,4%) 3 (8,6%)
Ovocytes congelés 48 27 (56,3%)¢ 5(10,4%) 16 (33,3%) 27 (56,3%)°  8(16,7%) 10 (20,8%)

Les valeurs présentées avec différentes lettres en exposant (a, b, c) dans la méme colonne sont statistiquement

différentes (p<0,05).

Le pourcentage de fuseaux de microtubules ayant une configuration normale est
significativement plus élevé pour les ovocytes frais (92,9 %) que pour les ovocytes congelés (56,3 %),
lui-méme supérieur a celui observé pour les ovocytes vitrifiés (25,7 %). Les faibles porportions
observées pour les ovocytes cryoconservés s’expliquent principalement par une majorité d’ovocytes
ne présentant aucun marquage des microtubules (respectivement 33,3 % et 48,6 % pour les ovocytes
congelés et vitrifiés). Les mémes observations peuvent étre faites en ce qui concerne la configuration
des chromosomes métaphasiques, avec une plus grande proportion de normaux pour les ovocytes
frais (88,1 %) que pour les cryoconservés dont les pourcentages sont similaires (respectivement
56,3 % et 37,1 % pour les ovocytes congelés et vitrifiés). Pour les ovocytes vitrifiés, ce pourcentage

s’explique par la grande proportion de plaques chromosomiques anormales.
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1.2.2.4. Discussion et conclusion

L'objectif de cette étude était d’évaluer les effets de la vitrification et de la congélation lente
sur l'intégrité du réseau de filaments d’actine et du fuseau méiotique des ovocytes et de déterminer
la cause des faibles taux de développement aprés activation parthénogénétique. Les résultats
montrent que la cryoconservation a un effet important sur la structure des ovocytes qui est encore
plus marqué chez les ovocytes vitrifiés. Les altérations observées sur les ovocytes congelés sont
probablement liées a I'exposition prolongée des ovocytes aux cryoprotecteurs a basse température.
Cependant, cette durée d’exposition est nécessaire a la déshydratation des ovocytes pour limiter la
formation de cristaux de glace et ne peut étre écourtée. Par conséquent, il semble difficile
d’améliorer les résultats obtenus apres réchauffement des ovocytes congelés. La suite de la

discussion sera donc principalement axée sur la vitrification et ses perspectives d’optimisation.

Bien que le nombre d’études portant sur I'effet de la cryoconservation sur l'intégrité du
fuseau méiotique et des filaments d’actine soit important chez 'homme et la plupart des espéces
domestiques, deux travaux seulement ont été menés chez le lapin (Vincent et al., 1989; Cai et al.,
2005) dont un n’a pas présenté de données chiffrées de ses observations en microscopie confocale
(Vincent et al., 1989). Ces structures jouent pourtant un rdle essentiel dans I'ensemble des

mouvements biologiques (filaments d’actine) et dans les divisions cellulaires (fuseau méiotique).

Les observations en microscopie confocale montrent que 83,3 % des ovocytes frais
présentaient un réseau de filaments d’actine normal, alors que ce pourcentage était
significativement plus faible pour les ovocytes congelés (58,3 %, p < 0,05) et vitrifiés (22,9 %,
p < 0,05). Une seule étude a permis d’évaluer la configuration du réseau de filaments d’actine des
ovocytes MII de lapin apres congélation mais aucune donnée chiffrée n’a été présentée ; les auteurs
soulignant alors I'effet notable de la congélation sur la distribution des filaments d’actine (Vincent et
al., 1989). Cependant, si 'on compare ces résultats avec ceux obtenus dans d’autres espéces, le
poucentage obtenu pour les ovocytes vitrifiés est similaire a ceux trouvés par Wu et al. (2006) et
Saunders et Parks (1999) et inférieur a ceux de Rojas et al. (2004) apreés vitrification des ovocytes Ml

porcins et a ceux de Albarracin et al. (2005a).

Les résultats obtenus dans notre expérience montrent qu’'un tres faible pourcentage
d’ovocytes vitrifiés (25,7 %) présente un fuseau méiotique intact. Ce pourcentage est
significativement plus faible que pour les ovocytes congelés (56,3 %, p < 0,05), lui-méme plus faible

que celui observé pour les ovocytes frais (92,9 %, p < 0,05). En comparaison, Cai et al. (2005)
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trouvaient, avec un protocole de vitrification presque similaire a celui utilisé ici, un résultat assez
proche avec 27,3 % d’ovocytes présentant un fuseau méiotique intact. Ce pourcentage était
significativement amélioré par I'utilisation d’un systéme permettant d’atteindre des vitesses de
refroidissement trés élevées de I'ordre de 135 000°C/min (62,9 % de fuseaux intacts contre 76,9 %
pour les ovocytes frais). Chez les autres especes domestiques, le méme effet de la cryoconservation
sur la structure ovocytaire a été observé avec une incidence plus ou moins marquée selon I'espece
concernée et la sensibilité des ovocytes (Chen et al., 2003). Ainsi, les résultats obtenus en termes de
poucentage d’ovocytes MII présentant un fuseau méiotique intact apreés vitrification ou congélation,
s’échelonnent de 10,3 a 43,5 % chez les porcins (Rojas et al., 2004; Shi et al., 2006; Wu et al., 2006;
Shi et al., 2007), de 62,2 a 95 % chez la souris (Chen et al., 2000; Chen et al., 2001; Ko et al., 2008), de
16,2 a 69,7 % chez ’'homme (Boiso et al., 2002; Rienzi et al., 2004; Coticchio et al., 2006) et de 12,0 a
40,0 % chez les bovins (Saunders et Parks, 1999; Albarracin et al., 2005a). Ces résultats confirment
gu’il existe une variabilité entre et au sein des espéeces de la sensibilité a la cryoconservation du
fuseau meéiotique ovocytaire. Les observations réalisées en microscopie confocale sur la
configuration des chromosomes métaphasiques apres immunomarquage suivent la méme tendance
qgue celles effectuées pour le fuseau méiotique. Il y a une relation de cause a effet entre les deux
structures puisque c’est la dépolymérisation des microfilaments de tubuline qui entraine la

désorganisation de la plague métaphasique.

De nouvelles voies d’amélioration de la stabilité du fuseau ont été développées par
I'utilisation d’agents stabilisateurs des microtubules ou encore en diminuant la concentration en
cryoprotecteurs par I'augmentation des vitesses de refroidissement. Ainsi, un prétraitement des
ovocytes a la Cytochalasine B ou D ou au Taxol® permet d’augmenter significativement le taux de
conservation du fuseau méiotique des ovocytes Ml et leur viabilité aprés réchauffement (Park et al.,
2001; Rho et al., 2002; Shi et al., 2006) cependant leurs effets semblent étre contestés (Albarracin et
al., 2005b; Fujihira et al., 2005; Silvestre et al., 2006; Bogliolo et al., 2007). L’utilisation de cinétiques
de refroidissement élevées permet de réduire le temps d’exposition des ovocytes aux basses
températures et la concentration en cryoprotecteurs pour une meilleure préservation du fuseau
méiotique et des résultats aprés cryoconservation en général (Chen et al., 2000; Chen et al., 2001,
Cai et al., 2005; Gardner et al., 2007; He et al., 2008; Ko et al., 2008). A I’avenir, une des voies
possibles d’amélioration de la vitrification est l'utilisation d’azote liquide pressurisé a -210°C qui
limite la formation de vapeurs d’azote isolantes lors de la plongée des containers dans I'azote liquide
(Arav et Zeron, 1997). L'utilisation de nouveaux containers, comme les capillaires en quartz,
permettraient d’augmenter les échanges thermiques entre les ovocytes et I'azote liquide (He et al.,

2008).
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Ainsi, nous avons vu a travers cette étude que les taux de développement
parthénogénétique des ovocytes apres cryoconservation sont tres faibles et peuvent s’expliquer
différemment selon la technique considérée. D’une part la congélation entraine une altération du
métabolisme ovocytaire liée a des lésions des mitochondries par la formation de cristaux de glace
intracellulaire. D’autre part, la vitrification entraine des altérations majeures du fuseau méiotique qui
peuvent s’expliquer par la grande sensibilité aux cryoprotecteurs des ovocytes et notamment a la
combinaison éthyléene glycol-DMSO utilisée a fortes concentrations.

A l'avenir, il semble plus prometteur de s’attacher a améliorer la technique de vitrification
car il paraft plus aisé de diminuer la toxicité des solutions que de contréler et maitriser la formation
des cristaux de glace dans l'ovocyte (difficultés de déshydratation). Les différents parameétres
mesurés pour évaluer la viabilité ovocytaire ont apporté des indications complémentaires au sujet de
la méthode de vitrification. Celle-ci paraissait adaptée a la cryoconservation des ovocytes au regard
des résultats des dosages d’ATP mais pourtant, présentait des taux de développement
parthénogénétique trés faibles. Les pertes embryonnaires observées aprés activation
parthénogénétique, entre les stades 4 cellules et blastocyste, sont probablement liées a des défauts
de ségrégation des chromosomes lors de la reprise de la méiose. La ségrégation anormale des
chromosomes peut induire des aberrations chromosomiques telles que I'aneuploidie ou Ia
polyploidie qui compromettent le développement d’embryons viables.

Ainsi, de nouvelles études sont nécessaires pour déterminer des protocoles de vitrification
utilisant des solutions cryoprotectrices moins toxiques, I'objectif étant de diminuer les altérations
des structures ovocytaires indispensables au développement du futur embryon. Les voies
d’amélioration résident principalement dans I'augmentation des vitesses de refroidissement pour
utiliser des concentrations en cryoprotecteurs plus faibles ou encore dans la détermination de
combinaisons en cryoprotecteurs moins toxiques (Fahy et al., 2004). De plus, ces études devront
nécessairement utiliser des criteres d’évaluation de la qualité ovocytaire qui soient complémentaires
en mesurant les impacts des techniques de vitrification sur I'aptitude au développement, le
métabolisme, et la structure des ovocytes. Si I’évaluation des taux de développement aprés
activation parthénogénétique, tout comme I'ICSI ou la FIV, représentent des outils indispensables, le
dosage de I'ATP par bioluminescence et I'évaluation de la structure ovocytaire de maniere non

invasive (Polscope) donnent des informations complémentaires qui seront a prendre en compte.
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Conclusions - Perspectives

Depuis sa mise en place officielle en 2003, la Cryobanque Nationale cunicole s’est structurée
et développée pour atteindre aujourd’hui un stock de prés de 20 000 embryons congelés produits a
partir de plus de 1300 femelles issues de 56 populations différentes. Aprés les réticences initiales des
sélectionneurs privés a remettre leurs lignées a la Cryobanque Nationale, I'ensemble des acteurs de
la filiere lapin est désormais impliqué et participe activement a la conservation de la diversité
génétique chez cette espece (Salvetti et al., 2008). De plus, I'efficacité de la méthode de congélation
d’embryons a été confirmée récemment par la recréation de deux populations apres une longue
période de stockage dans l'azote liquide (Salvetti et al., 2007). Dans ce contexte, les travaux
présentés dans ce document ont porté sur I'amélioration des conditions de production des embryons
et le développement de la cryoconservation des ovocytes Mll en tant que méthode complémentaire

a la méthode standardisée de congélation d’embryons.

Les différents essais effectués pour augmenter et homogénéiser la réponse de lapines
traitées aux traitements de superovulation n’ont pas entrainé d’amélioration significative de Ia
production mais ont apporté des précisions sur la nature du traitement de superovulation a utiliser
ou encore sur les conditions de préparations des femelles. Ainsi, la variabilité du ratio FSH/LH des
préparations de superovulation ne semble pas affecter la réponse des lapines traitées. De plus, il
n’est pas envisageable aujourd’hui de diminuer le nombre d’injections de FSH au risque d’en affecter
la quantité et la qualité des embryons produits. La réduction du nombre d’injections présente
pourtant des avantages notables pour le bien étre animal (limitation du stress) et I'allégement des
charges de travail et nécessitera le développement de nouveaux excipients permettant le relargage
progressif des hormones. L'utilisation de prostaglandines F,, dans le cadre des traitements de
synchronisation des vagues folliculaires n’apporte pas d’amélioration nette des résultats mais permet
de diminuer légérement la variabilité des réponses entre lapines cependant ce traitement pourrait
étre appliqué sur des cheptels hétérogenes regroupant des femelles de type | élevées en conditions
d’élevage fermier traditionnel. De plus, ces résultats soulignent aussi le manque de connaissances
précises sur la dynamique des croissances folliculaires des lapines et de sa variabilité entre individus.
A l'avenir, il sera important de mener des études précises sur la caractérisation du développement
folliculaire chez des lapines de génotypes, de parités, de statuts physiologiques différents
notamment a partir d’observations échographiques, hormonales et comportementales.
L'établissement de la relation entre I'état de réceptivité et un indicateur facilement accessible est

primordial pour la synchronisation des femelles (stimulations hormonales ou naturelles) et
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I’'hnomogénéisation des performances de reproduction. Si I'observation de la couleur et de la
turgescence de la vulve est parfois remise en cause, on pourrait préconiser d’utiliser I'endoscopie
pour dénombrer le nombre de follicules préovulatoires préalablement a la superovulation ou a
I'insémination. De plus, dans le cas de lapines allaitantes, notre étude a montré qu’il serait préférable
de débuter le traitement de superovulation deux jours avant le sevrage avec une insémination des
femelles le jour du sevrage plutdt que d’attendre que les femelles soient au repos sexuel bien que
ces derniéres aient un plus grand nombre de follicules préovulatoires. Ces observations sont
particulierement intéressantes pour augmenter la production d’embryons tout en diminuant la durée
et les colts d’entretien du cheptel mais devront étre confirmées par de nouveaux essais.

Par conséquent, la stratégie préconisée pour la préparation de la population a cryoconserver
est de superovuler les femelles en fin de lactation a l'aide de 5 injections consécutives de
gonadotropines réparties sur 5 demi-journées et suivies d’une IA le jour du sevrage. Cette technique
représente un protocole standard de préparation des lapines qui permet de maximiser la production
d’embryons. Généralement, nous avons observé que les traitements de superovulation augmentent
la fréquence des défauts d’ovulation et de fécondation par rapport au témoin et conduisent a un
taux de femelles donneuses de I'ordre de 75 %. Cependant, la complexité physiologique de la lapine
nécessite d’émettre des réserves puisqu’il existe des populations pour lesquelles ces traitements ne
fonctionnent pas. A titre d’exemple, les premiers résultats obtenus a partir de femelles multipares
INRA 2066 superovulées étaient trés faibles (3,2 embryons congelés par femelle traitée et 33,3 % de
femelles donneuses) sans qu’aucun probléme de préparation des femelles ne puisse clairement étre
mise en cause. La méme opération réalisée quelques temps plus tard sur les mémes femelles non
superovulées ont permis de cryoconserver la lignée avec 9,1 embryons congelés par femelle traitée
et plus de 84 % de femelles donneuses. Sur cette lignée, les femelles ont trées mal répondu au
traitement de superovulation classique pour des raisons encore inexpliquées. Actuellement, la
population INRA 2066 est la seule population sur la cinquantaine cryoconservées apres
superovulation a avoir donné ce type de résultats. Ces observations suggerent que le génotype
représente donc un des facteurs de variation a prendre en compte pour la réussite des opérations de
cryoconservation tout comme les conditions d’environnement des lapines. De plus, les stimulations
environnementales peuvent étre recherchées pour augmenter la réceptivité des lapines
(biostimulations) ou subies (stress environnemental non maitrisé). Par exemple, nous avons pu
observer que le transport des lapines superovulées pouvait avoir de lourdes répercussions sur les
résultats de production d’embryons (communication personnelle). Ces observations soulignent
I'importance d’une bonne maitrise des conditions d’élevage des lapines pour maximiser la

production d’embryons. Cet aspect est particulierement important pour les populations précieuses
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dont les populations de type | pour lesquelles il est souvent difficile d’avoir une parfaite maitrise des
conditions d’environnement (élevages amateurs).

Ces populations précieuses ne représentent pas la majorité des populations cryoconservées a
la Cryobanque Nationale notamment a cause de |'absence de techniques de collecte d’embryons qui
soient non invasives et qui permettent la répétition des collectes sans compromettre la survie de la
femelle donneuse. Aujourd’hui, 'utilisation des techniques ccelioscopiques permettra de collecter
efficacement les populations dont les femelles sont suffisamment précieuses pour justifier d’un co(t
financier six a sept fois plus élevé que celui d’'une collecte post-mortem. Inversement, la technique
de transfert sous ccelioscopie constitue aujourd’hui la méthode privilégiée pour le transfert des
embryons congelés puisqu’elle est plus rapide, moins onéreuse et aussi moins invasive que le

transfert par laparotomie.

Ainsi, la premiere partie expérimentale nous a permis de dégager une stratégie de
production des embryons en fonction du type de population concernée qui doit étre nuancée en
fonction des cheptels considérés (génotype, statut physiologique, conditions d’environnement...). La
deuxieme partie expérimentale a permis de réaliser un travail préliminaire sur la cryoconservation
des ovocytes MIl complémentaire a la congélation d’embryons. La comparaison des techniques de
vitrification et de congélation lente a montré que quelque soit la méthode choisie, les taux de
développement aprés activation parthénogénétique sont insuffisants pour envisager I'application
d’une de ces techniques dans le cadre de la conservation a long terme de populations de lapins. Les
taux de développement jusqu’au stade blastocyste des parthénogénotes représente un bon outil
d’évaluation de lintégrité fonctionnelle des ovocytes apres réchauffement mais devront étre
complétés par des mesures de taux de développement apres FIV ou ICSI et transfert dans des
femelles receveuses. De plus, cette étude a souligné I'importance des critéres d’évaluation de la
viabilité ovocytaire qui sont pris en compte. D’un point de vue métabolique, le dosage d’ATP a
montré que la vitrification semblait plus intéressante que la congélation lente alors que d’un point de
vue structural, les conclusions étaient opposées. Ces observations expliquent les faibles taux de
développement obtenus mais montrent que I'évaluation de la qualité ovocytaire doit
obligatoirement passer par lutilisation de différents criteres d’évaluations métaboliques et
structurales. A I'avenir, les études sur la cryoconservation des ovocytes devront nécessairement
utiliser un maximum de tests de viabilité permettant d’évaluer différents aspects de la qualité
ovocytaire (niveau du métabolisme, intégrité structurale, aptitude au développement) mais seul le
développement des techniques de FIV et/ou d’ICSI permettra |’obtention de descendants viables.

Etant donné les difficultés de déshydratation des ovocytes, il semble aujourd’hui préférable

de concentrer les efforts de recherche sur la technique de vitrification pour laquelle les marges de
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progrés sont les plus importantes. Le principal défi sera de diminuer la toxicité des solutions de
vitrification pour atténuer les altérations structurales des ovocytes et notamment du fuseau
méiotique. Les principales voies d’amélioration reposent alors sur 'augmentation des vitesses de
refroidissement qui permettrait de diminuer les concentrations en cryoprotecteurs nécessaires pour
vitrifier la solution contenant les ovocytes. Par exemple, I'utilisation combinée de microcapillaires de
quartz plongés dans de |'azote liquide préssurisé a -210°C permettrait d’atteindre des vitesses de
refroidissement dix fois plus élevées que celles permises par la paillette OPS utilisée dans nos
travaux. Enfin, une attention particuliere devra étre apportée a la nature des cryoprotecteurs utilisés

en fonction de leur toxicité cellulaire intrinseque.

L’optimisation des conditions de production des gameétes et le développement de nouvelles
techniques de cryoconservation sont nécessaires a |'établissement d’une Cryobanque Nationale
efficace, capable de faire face a toutes les situations incluant les situations d’urgence (mort d’'un
animal....) ou de conservation du matériel génétique d’un seul individu. Aujourd’hui, la congélation
de I'embryon assure une sauvergade ex situ efficace des ressources génétiques cunicoles sur le long
terme mais représente une technique qui n’est pas adaptée a toutes les situations. La
cryoconservation des ovocytes MIl par vitrification représente une voie complémentaire a la
congélation d’embryons, en association avec la congélation de la semence, qui permettrait de
conserver le matériel génétique d’un seul individu lorsque celui-ci est précieux ou lorsque

I’accouplement préalable n’est pas possible.
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Annexe 1. Etats des collections de la Cryobanque Nationale cunicole au 1%
mai 2008 et importance des différents types de populations cryoconservées

Au 1% mai 2008, 56 populations de lapins étaient cryoconservées et stockées sur les

différents sites de la Cryobanque Nationale représentant pres de 20 000 embryons congelés :

Type de population Génotype Code paill:let;:tes fenl':I:IIes emll\'r:ons
Argenté de Champagne ARG 4 4 38
Blanc de Vienne BDV 15 14 94
Chamois de Thuringe CDT 7 4 38
Chinchilla CHC 17 14 110
Race standard
I Fauve de Bourgogne FDB 2 2 9
Russe HYM 22 16 149
Lievre belge LB 1 1 15
Papillon Anglais PAP 29 19 248
mzr?aCSée Brun Marron de Lorraine BML 22 17 169
Albinos Rex ALB Rex 16 16 101
INRA 1077 PRP ALF 38 27 627
Angora ANG 41 24 409
Orylag noir CEO 9 9 59
Lapins allotypés (Wynn et al.) K CH-K 6 72
, Lapins allotypés (Wynn et al.) L CH-L 2 2 10
un ge'not'ype Lapins allotypés (Wynn et al.) M CH-M 23 21 166
particulier .
] Chinchilla Rex CH Rex 21 21 128
Lignées HYPER HYP 80 78 758
Lapines histocompatibles HFR 1 1 13
Lapins histocompatibles SPF/EOPS HIS 17 10 171
Lapines histocompatibles @ 12 10 97
Russe (Typage mitochondrie) RUS 3 3 20
. Lapins sauteurs d’Alfort SAM 17 7 165
Un gene .
Lapins verts GFP — INRA Jouy VIG 18 13 297
INRA 1601 1601 18 14 188
Souche INRA A1077 Al 18 14 162
INRA 2066 CAL 46 46 509
INRA 4089 Dutch Petit Russe DPR 31 31 239
Lignée femelle GRIMAUD AGP11 GDF 40 24 445
INRA 9077 HDR 54 54 368
GD22 (3°™ génération de sélection) HOM 39 30 432
., AGP 22 GRIMAUD HUR 55 32 657
1] Lignée Q
INRA 2666 JMB 35 33 365
Lignée femelle GRIMAUD 77x59 JOoL 39 26 471
AGP 07 GRIMAUD LUC 101 57 1636
INRA 3889 PF 36 36 330
INRA 1001 RET 94 70 1138
INRA 2066 SAN 50 48 526
AGP 77 GRIMAUD SOP 57 36 860
INRA 9077 TEM 1 1 8
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Type de population Génotype Code paiITebttes fenl:l:IIes emtl::' 3ons

INRA 1077 (33°™ gén. de sélection) ~ UNV 62 62 646
AGP 59 GRIMAUD EMA 16 10 237
AGP 49 GRIMAUD JAN 21 14 277

Lignée 3 AGP 38 GRIMAUD PRO 77 47 1051
AGP 40 GRIMAUD SAP 58 41 834
AGP 79 GRIMAUD VNS 71 43 935
Orylag chinchilla 1259 AUV 28 21 331
Orylag castor 1995 CAR 41 33 388
Orylag castor 5555 CAS 46 45 316
Orylag chinchilla 1257 CHN 26 26 212
Lighée Orylag chinchilla 1229 CLA 45 32 451
Phanere Orylag castor 2005 CTR 48 36 448
Orysatin Chinchilla GRI 13 10 188
Laghmere 9577 LAG 14 13 104
Orysatin Castor SAT 23 18 306
Orylag chinchilla 1257 VIN 31 19 492

TOTAL 56 populations - 1759 1361 19513

Figure 25. Evolution des proportions de type I, Il et Il entre 2003 et 2008 par rapport au

nombre de populations, de donneuses et d’embryons stockés a la Cryobanque Nationale

% 1% 2% 3% 4% SIS blR%  FIRGR BIRG BIR% 1DURS

Populations

Donncuses

2003

Embryons

Populations

Donncuses

2008

Embryons

H Typel Typell H Typelll

Deés la mise en place de la Cryobanque Nationale lapin, les collections regroupaient
principalement des populations de type lll et cette tendance s’est accentuée apres 5 ans d’actions de

cryoconservation.
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Annexe 2. Tableau comparatif des différentes méthodes de cryoconservation de I’'ovocyte MIl de lapin

Al Hasani et al.
(1986b)

Diedrich et al. (1988)

Vincent et al. (1989)

Siebzehnruebl et al. (1989)

Al Hasani et al. (1989)

Cai et al. (2005)

Méthode congélation lente congélation lente congélation lente congélation lente congélation lente vitrification par cryoloop
ngélation d'ov
Congélation d'ovocytes | Congélation d'ovocytes Congélation d'ovocytes s , Congélation, FIV et Vitrification dans DMSO
(s L s avec du 1,2-PROH ou du Congélation d'ovocytes en 1
L collectésa 6,9 ou 12h | collectés a 6,9 ou 13h , transfert sur @ (40%), DMSO+EG (20% +
Objectif(s) L. . L. . DMSO et effet sur vs. 6 étapes et selon R
apres induction aprés induction , . . I receveuses a: 6h, 12h et | 20%) ou DMSO+EG ac
\ . ) . I'ultrastructure et la survie | différentes cinétiques \ L .
d'ovulation d'ovulation in vivo 18h d'asynchronisation | VitMaster
Collecte des 6,9 (pqnctlon) ou 12 6,9 (pqnct|on) ou 13 12h p.c.sur @ Ovocytes folliculaires.... VG ou 14 3 15h post hCG sur Q
(perfusion) heures post | (perfusion) heures post , 13h post hCG )
ovocytes superovulées MIl? superovulées

LH

LH

Hyaluronidase

Non

Non

Oui (0.5%)

Non renseigné

Non (denudage
mécanique)

Oui (300 UI/ml)

Cryoprotecteur(s)

DMSO

DMSO

Propyléne glycol (PG) ou
DMSO

DMSO / sucrose ou PG /
sucrose

Propylene glycol (PG)

EG / DMSO / Tréhalose

Milieu de base

Ham's F10 + 10% FCS

Non renseigné

PBS + 10% FCS

DPBS + 10% FCS

PBS

HTCM199 + 20% FCS

Congélation (a T,mp):

Congélation (3 Taymp):

Congélation (a T,mp):

(1) 1* protocole congél. (3
37°C):

-5'ds 0.25M cryo

-5'ds 0.50M cryo

-5'ds 0.75M cryo

-5'ds 1.0M cryo

Congélation (a Tomp):

Vitrification (3 37°C):
-2'ds 10% DMSO + 10%
EG

Ajout des - 15' ds 0.5M DMSO %O ds D'MSOI\en 3 - 39 ds 1.5M cryo -5'ds 1.25M cryo - 10| ds 1.5M PG - 355 ds 20% DSMO +
cryoprotecteurs |-15'ds 1.0M DMSO étapes jusqu'a une -5'ds 2.0M cryo + 0,5M , -10'ds 1.5M PG + 0,1M
-30'ds 1.5M DMSO concentration de 1,5M | sucrose -20 fn'fe 1.5Mcryo sucrose 20% EG + 10me/m|
! (2) 277" protocole congél. (a Ficoll70 + 0,65M
37°C): Tréhalose
-15'ds 1.5M cryo
-5'ds 1.5M cryo + 0.1M
sucrose
o . « mo 0.1°C/min jusqu'au seeding
1°C/min (T,mp a -3°C), . o L R o . s mo
0,3°C/min (-33-7°C), | 1°C/min (Tamy 3 -3°C), | Ovocytes & Tom puis 0.3°C/min jusqu'a -35, 70 | 1°C/min (Tam, & -3°C),
Cinétique de seeding, 5min 0,3°C/min (-3 a-7°C), directement congelés a - ou -80°C, 0,3°C/min (-3 -7°C), Plongée directement

refroidissement

équilibration,
0,3°C/min (jusqu'a -
30°C), LN,.

seeding, 0,3°C/min
(jusqu'a -33°C), LN,.

25°C pendant 90min avant
plongée dans LN,.

Eventuellement, derniére
étape jusqu'a-110°C a
10°C/min avant plongée dans
LN,.

seeding, 5min
équilibration, 0,3°C/min
(jusqu'a -33°C), LN,.

dans LN,




Annexes

Cinétique de

173

Al Hasani et al.
(1986b)

Diedrich et al. (1988)

Vincent et al. (1989)

Siebzehnruebl et al. (1989)

Al Hasani et al. (1989)

Cai et al. (2005)

Bain marie a 15°C
jusqu'a dissolution des

bain marie a 20°C

Immersion dans bain

Décongélation a 8
(congélateur), 50 (Stambaugh

40 s ds air ambiant puis
30 s dans bain marie a

Dévitrification
directement ds milieux a

réchauffement cristaux marie a 37°C et fvl.) ou 500°C/min (bain a 30°C 37°C
37°C)
(1) Décongélation en 6 étapes
-10'ds 1.25M DMSO (Gat?ﬁl(:je 5 ds [ cryo] -5'ds 1.0M PG + 0.2M
. -10' ds 1.0M DMSO -10' ds 0.5M sucrose L 4 sucrose -5'ds 0.5M Tréhalose
Retrait des , . . . décroissantes , . .
crvoprotecteurs |~ 10' ds 0.75M DMSO Retrait progressif -5'ds 0.25M sucrose (2) Décongélation en 3 étapes : |~ 5'ds 0.5M PG + 0.2M -5'ds 0.3M Tréhalose
yop -10' ds 0.5M DMSO - 5'ds 0.05M sucrose £ RES : sucrose -5'ds 0.1M Tréhalose

-10' ds 0.25M DMSO

-5'ds 1.0M PG + 0.2M sucrose
-5'ds 0.5M PG + 0.2M sucrose
-5'ds 0.2M sucrose

-5'ds 0.2M sucrose

Durée de culture
avant évaluation

Tps de culture # en fct
collecte (14, 7 ou 4h)

# tps de culture non
précisés

1h maximum

1h30 CIV

Non renseigné

2h CIV

Evaluation
ovocytaire

- Morphologie: 5, 20 et
29%

- Marquage
chromosomes: 100, 53
et 97%

- Viabilité ovocytaire:

- Morphologie: 5, 20 et
29%

- Marquage
chromosomes: 14, 53
et 96%

- Viabilité ovocytaire:

96%
- Tx fécondation apres

100, 100 et 91%
- Tx fécondation apres

FIV: 60%
- Tx blastocyste a J5

FIV: 60%
- Tx blastocyste a J5:

apres FIV: 6%

16%

- Morphologie: 83%.
- Ultrastructure (actine,

microtubules, Xmes): pas

de chiffres mais
DMSO0O>1,2-PROH

- Tx de dvpt apres
transfert ds Q receveuses
accouplées 9h avant
(PROH seulement): 39%
fécondés a 24h (vs. 81% en
frais), 31% de morula
apres CIV (vs. 75%), 9% de
foetus au 25°™ . de gest.
(vs. 32%)

- Morphologie: 90% au mieux
avec PROH ajouté en une seule
étape et congélation controlée
jusqu'a -110°C.

- Tx de dvpt apres FIV (37°C,
90% N,, 5% CO,, 5%0,): 75%
au mieux avec DMSO ajouté
en 6 étapes et congélation
controlée jusqu'a -70°C.

- Morphologie: 32%
- Tx fécondation apres

FIV: 74%
- Tx de clivage: 61%

- Tx d'implantation a J15:

18,0,11%

- Tx de foetus a2 J15: 12,
0,11%

- Nb de lapereaux nés: 2
(12%), 0, 2 (11%).

- Morphologie: 79, 83 et
82%
- Confocal (microtubules
et Xmes): 30, 27 et 63%
fuseaux normaux
(vs.77% en frais)
-ICSI: 6, 15 et 10%
(vs.79%)
- Tx fécondation: 0, 47 et
75% (vs. 83%)
- Tx clivage (37°C, 5%
CO,):

0, 19 et 37% (vs 64%)
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Annexe 3. Détails des calculs des colts de production et de transfert
d’embryons selon différentes techniques

Toutes les montants présentés sont exprimés en euro (€) hors-taxes a partir des tarifs 2008.

(1) Colts de préparation d’une femelle superovulée, hors colits d’entretien (alimentation,

hébergement...) : 5,86€

Co(t du traitement hormonal : 4,63€
Co(t de I'induction d’ovulation : 0,33€
Co(t de I'insémination artificielle : 0,90€

(2) Colits de collecte des embryons sur une femelle superovulée (20 embryons par lapine) :
Euthanasie : 0,33€ par femelle soit 0,02€ par embryon

Ceelioscopie : 8,88€ par femelle soit 0,44€ par embryon

Euthanasie Ceelioscopie
1 boite de pétri 0,08€ Anesthésiques 2,53€
Seringue 10ml 0,07€ Aiguille injection 0,02€
20ml d’Euroflush 0,18€ Seringue 2ml 0,02€
Hexanios 0,50€
Vétédine/alcool 0,34€
2 boites de pétri 0,16€
Seringue 10ml| 0,07€
40ml d’Euroflush 0,36€
Catheter Introcan 1,90€

Aiguille a épidurale 2,91€
2 agraphes de michel 0,07€

(3) Colits techniques pour la collecte d’embryons [= (1) + (2)] :
Euthanasie : 6,18€ par femelle soit 0,3€ par embryon

Ceelioscopie : 14,74€ par femelle soit 0,7€ par embryon
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(4) Colits techniques pour le transfert des embryons (10 embryons transférés par lapine receveuse) :

Euthanasie : 7,77€ par femelle receveuse soit 0,78€ par embryon

Ceelioscopie : 5,69€ par femelle soit 0,57€ par embryon

Laparotomie
Anesthésiques
Vétédine/alcool
Aiguille injection
Seringue 2ml
Lame de scalpel
Gants stériles
Capillaire de transfert

Fil de suture

2,53€
0,34€
0,04€
0,02€
0,06€
0,50€
0,28€
4,00€

Ccelioscopie
Anesthésiques
Vétédine/alcool
Aiguille injection
Seringue 2ml
Hexanios
Lame de scalpel
Catheter Introcan
Capillaire de transfert

Agraphe de Michel

2,53€
0,02€
0,04€
0,02€
0,50€
0,06€
1,90€
0,28€
0,04€
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TITRE : Production des embryons et cryoconservation des ovocytes chez la lapine : Application a la
gestion des ressources génétiques.
RESUME : Aujourd’hui, la congélation de 'embryon est la voie privilégiée pour la cryoconservation

des ressources génétiques lapin au sein de la Cryobanque Nationale. Les objectifs de notre travail
étaient d’optimiser la production des embryons et de développer une nouvelle voie de
cryoconservation des ovocytes Mll de lapin par congélation lente et par vitrification. Les expériences
menées sur les traitements de superovulation et de synchronisation ainsi que sur le moment
d’insémination par rapport au sevrage montrent que les conditions d’environnement des lapines
sont plus importantes que la nature des traitements administrés. De plus, I'évaluation du
métabolisme, de la structure et de la capacité de développement ovocytaire apres réchauffement
suggere que la vitrification et la congélation lente altérent fortement les ovocytes par des lésions
associées respectivement a leur importante sensibilité aux cryoprotecteurs et a la cristallisation

intracellulaire.
MOTS-CLES : Cryoconservation, ressources génétiques, Cryobanque Nationale, lapin, embryon,

ovocyte, ceelioscopie.

TITLE: Production of embryos and cryopreservation of oocytes in rabbit species: Application to the
management of genetic resources.

ABSTRACT: Nowadays, embryos’ freezing is the main way to cryopreserve the rabbit genetic
resources in the National Cryobank. The objectives of our work were to improve the embryos
production and to develop the cryopreservation of MIl rabbit oocytes by slow freezing and
vitrification. Experiments performed on superovulation and synchronization treatments and also on
timing between weaning and insemination show that the breeding conditions of the does are more
important than the administrated treatments themselves. Moreover, the evaluation of the
metabolism, the structure and the capacity of development of thawed oocytes suggest that
vitrification and slow freezing strongly impair the oocytes by injuries associated respectively with
their high sensitivity to the cryoprotectants and to the intracellular crystallization.

KEY-WORDS: Cryopreservation, genetic resources, National Cryobank, rabbit, embryo, oocyte,

ccelioscopy.
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