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Cryoconservation de cellules spermatiques et de cellules souches pluripotentes de
mammiféres, dans un milieu synthétique et chimiquement défini.

Aujourd’hui, les ressources biologiques reproductives (embryons, sperme, ovocytes)
et somatiques (fibroblastes et cellules souches pluripotentes) sont conservées dans des
milieux contenant des produits d’origine animale (sérum, jaune d’ceuf, lait), qui soulévent
des problématiques tant sanitaires (risque de contamination) que scientifiques (manque de
reproductibilité des résultats du fait de la variabilité de leur composition). Cette étude a
pour objectif de remplacer les produits d’origine animale en évaluant I'effet d’'un milieu de
préservation synthétique et chimiquement défini, STEMALPHA.CRYO3® (Stem Alpha,
France), sur la cryoconservation de sperme ovin et bovin, et de cellules souches
pluripotentes de lapin.

Dans un premier temps, une approche physique a fait I'objet d’'une étude des
cinétiques de refroidissement et de caractérisation des propriétés thermodynamiques des
milieux de congélation. La calorimétrie différentielle a balayage a permis de définir leurs
températures de transition de phase (la température de cristallisation, la température de
fin de fusion et la variation d’enthalpie de cristallisation, proportionnelle a la quantité de
glace cristallisée).

Dans un second temps, une approche biologique a été mise en place pour la
congélation de sperme bovin et ovin, et de cellules souches pluripotentes de lapin.
L’analyse des spermatozoides de taureaux par cytométrie en flux et par automatisation
des mesures de mobilité (CASA) montre que le milieu STEMALPHA.CRYO3® détériore la
semence, en comparaison avec un milieu composé de produits d’origine animale. Ces
résultats in vitro sont confirmés chez le bélier. Pour autant, l'insémination artificielle par
laparoscopie (n = 270 brebis) compense ce déficit et permet d’obtenir un taux de gestation
moyen de 70 %. Plus encore, sans aucun additif dans le milieu de congélation, un taux de
gestation similaire a été obtenu.

L’étude du profil d’expression des génes de pluripotence et I'analyse des taux de
viabilité et de croissance pour la congélation de cellules souches pluripotentes chez le
lapin confirme que des milieux synthétiques, STEMALPHA.CRYO3® (additionné de 4, 5
ou 10 % de cryoprotecteur) et CryoStor® CS10 (contenant 10 % de cryoprotecteur) sont
plus efficaces qu’un milieu contenant du sérum.

Nous démontrons qu’il est possible de conserver des cellules spermatiques et
cellules souches pluripotentes dans des milieux synthétiques et chimiquement définis. Nos
résultats confirment l'intérét d’'une approche standardisée pour les procédures de
cryoconservation de ressources génétiques chez les mammiféeres. Ce travail répond ainsi
a des questionnements liés aux activités des cryobanques (démarche qualité) et a
I'évolution de la réglementation dans le cadre des échanges internationaux.

Mots clés
Cryobanque, Ressources génétiques animales, Sperme, Cellules souches pluripotentes,

Produits d’origine animale, Milieu synthétique, Calorimétrie différentielle a balayage,
Mammiféeres




Cryopreservation of mammal sperm and pluripotent stem cells, in a synthetic
and chemically defined medium.

Nowadays, reproductive (embryos, sperm, oocytes) and somatic (fibroblasts and
pluripotent stem cells) resources are cryopreserved in media containing animal-derived
products (serum, egg yolk, milk). Using these products raises sanitary (risk of
contamination) as well as scientific concerns (reproducibility limits due to the variability of
their composition). This study aims to replace animal derived-product in assessing the
effect of a synthetic and chemically defined medium, STEMALPHA.CRYO3® (Stem Alpha,
France), on the cryopreservation of ovine and bovine sperm, and on rabbit pluripotent
stem cells.

First, a physical approach permitted to study the cooling rates and the
characterization of thermodynamic properties of the freezing media. The differential
scanning calorimetry allowed us to define their phase transition temperatures
(crystallization temperature, melting temperature and enthalpy variation of crystallization,
proportional to the amount of crystallized ice).

Second, a biological approach was used for the cryopreservation of bovine and
ovine sperm, as well as rabbit pluripotent stem cells. Flow cytometry and computer-
assisted sperm analyses showed that STEMALPHA.CRYO3® impaired bovine sperm,
compared to a medium containing animal derived-product. These last results were
confirmed in ovine species. Nevertheless, artificial insemination by laparoscopy (n =270
ewes) counteracts this impairment and allowed an average pregnancy rate of 70 %.
Moreover, without any additive in the freezing medium, a similar pregnancy rate was
obtained.

The study of pluripotent gene expression profile, and analyses of viability and growth
rates for the cryopreservation of rabbit pluripotent stem cells confirmed that synthetic
media, STEMALPHA.CRYO3® (with 4, 5 or 10 % of cryoprotectant) and CryoStor® CS10
(containing 10 % of cryoprotectant) were more efficient than serum-based media.

We demonstrate that it is possible to cryopreserve sperm cells and pluripotent stem
cells in synthetic and chemically defined media. Our results confirmed the interest of a
standardized approach for cryopreservation procedures of genetic resources in mammals.
This work meets the needs of cryobanking activities (quality policy) and of the regulation
development within the framework of international trade.

Key Words
Cryobanking, Animal genetic resources, Sperm, Pluripotent Stem Cells, Animal-derived

Product, Synthetic medium, Differential Scanning Calorimetry, Mammals

Discipline
Reproductive Biotechnologies

UPSP ICE Interactions Cellules Environnement
VetAgro Sup — Veterinary Campus of Lyon

1 avenue Bourgelat
69280 Marcy L’Etoile FRANCE

10




Tables des matieres

REMERCIEMENTS 5
TABLES DES MATIERES 11
LISTE DES FIGURES 13
LISTE DES TABLEAUX 13
LISTE DES ABREVIATIONS 15
INTRODUCTION GENERALE 17
ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE 23
PRINCIPES DE CRYOBIOLOGIE 25
1. DEFINITIONS 25
1.1. Cristallisation, nucléation et surfusion 26
1.2. Lerefroidissement et le réchauffement : intérét de cinétiques optimales 28
1.3. Les cryoprotecteurs pénétrants et non pénétrants 33
2.  DOMMAGES CELLULAIRES LIES A LA CONGELATION 36
2.1. Les dommages liés au froid 36
2.2. Dommages liés a la cristallisation 38
2.3. Pression osmotique 39
3. RISQUES LIES A L'UTILISATION DE CRYOPROTECTEURS ET DE PRODUITS D’ ORIGINE ANIMALE LORS DE LA

CONGELATION 40
3.1. Risques liés a I'utilisation de cryoprotecteurs pénétrants 40
3.2. Risques liés a I'utilisation des produits d’origine animale 42
4. LA CALORIMETRIE DIFFERENTIELLE A BALAYAGE 47
4.1. Principe de la calorimétrie différentielle a balayage 48
4.2. Applications de la calorimétrie différentielle a balayage en cryobiologie 52
LES SPERMATOZOIDES 57
1. CARACTERISTIQUES FONCTIONNELLES DES SPERMATOZOIDES 57
1.1. Mobilité des spermatozoides 58
1.2. Viabilité ou intégrité membranaire 60
1.3. Intégrité de I'acrosome 63
1.4. Statut mitochondrial 64
1.5. Evaluation de I'intégrité de la chromatine 65
1.6. Evaluation fonctionnelle : capacitation, apoptose et stress oxydatif 66
1.7. Prédiction de la fertilité et évaluation in vivo 68
2.  SPECIFICITES DE LA CONGELATION DES SPERMATOZOIDES 70
2.1. Cinétiques de refroidissement et de réchauffement 72
2.2. Milieux couramment utilisés pour la cryoconservation de la semence 74
LES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES 85
1. LA PLURIPOTENCE 85
1.1. Définitions générales 85
1.2. Les marqueurs de la pluripotence et de la fonctionnalité des cellules souches pluripotentes 87
1.3. Différence d’état de pluripotence liée a I’origine 92
2. LE MODELE LAPIN 95
2.1. Intérét du modele lapin 95
2.2. Particularité des cellules souches pluripotentes de lapin 97
3.  SPECIFICITES DE LA CONGELATION DES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES 99

11




3.1. Milieux utilisés pour la cryoconservation des cellules souches pluripotentes 100

3.2. Cinétiques de refroidissement 115
ETUDE EXPERIMENTALE 131
CHAPITRE 1 : LES SPERMATOZOIDES 135
1. ETUDE D’UN NOUVEAU MILIEU SYNTHETIQUE POUR LA CONGELATION DU SPERME OVIN ET BOVIN 135
1.1. Publication n®1 — 136
Comparison between an animal-derived product medium and a synthetic medium for ram sperm
cryopreservation 136
1.2. Publication n®2 — 144
Comparison between animal-derived media and protein-free media for bull sperm cryopreservation
157
1.3. Résultats et Discussion 178
2. OPTIMISATION DES CONDITIONS DE CONGELATION DU SPERME OVIN 179
2.1. Publication n°3 — 180
Laparoscopic insemination method in sheep allows the use of an animal protein-free and inexpensive
freezing medium 180
2.2. Résultats et Discussion 206
CHAPITRE 2 : LES CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES 208
1. PUBLICATION N°4 — 209
Cryopreservation of rabbit pluripotent stem cells in a synthetic medium with reduced DMSO
concentration 209
2. RESULTATS ET DISCUSSION 235
DISCUSSION GENERALE & PERSPECTIVES 237
BIBLIOGRAPHIE 257
ANNEXES 285

12



Liste des figures

Figure 1. Schématisation des différentes voies possibles pour conserver une espéce ou un individu (d’apreés [4]).

Figure 2. Schéma représentant les vitesses de nucléation et les vitesses de croissance de cristaux en fonction de
10 teMPErAtUre (A APIES [5,8]). ..coeeeeeeeeee ettt e e ettt e e e e e et a e e e e e e e et a e e e e e e eanrraaes 27
Figure 3. Taux de survie et dommages d'une cellule apres décongélation en fonction de la cinétique de
FEfTOIAISSEMENT [T0]. oo, 28
Figure 4. Taux de survie cellulaire en fonction de la vitesse de refroidissement [14]...........ccccccevvvveveeeeeeeeeenennn.. 29
Figure 5. Images par cryomicroscopie de I'intérieur d’une paillette (0,25 ml) fracturée, contenant des
spermatozoides, congelée a une cinétique de refroidissement rapide (environ 50°C/min)...........c..ccovuveeevuvnenn. 31

Figure 6. Taux de survie de globules rouges humains, congelés a différentes cinétiques de refroidissement et

réchauffés lentement ou raPIdeMENT [28].........c..ueeeiiueieeeiiie ettt ettt et e e et e e e siaeeeeaes 32
Figure 7. Photo du DSC - Diamond (a) et de la téte de mesure (b) (Manuel d'utilisation du DSC Diamond). ....... 49
Figure 8. SChéma de [0 tEte dE MESUIE [5]. ....euueeee e ettt e e e ettt a e e e e ettt e e e e as e e e ssstsaaaaaeeeas 49
Figure 9. Exemple d’analyse d'un thermogramme [5]. .........ccccuueeuieeeiieiiiiiieee ettt eessssitaaee aaaaaeeas 50

Figure 10. Exemple d'un champ de spermatozoides humains pris en photographie par un systéme CASA (A *) et
définition des paramétres de vélocité et de trajectoire étudiés (B **) [142]........coumvevvrrereieeeeiiiiirieaeeseiiiiiiennaann, 59

Figure 11. Changements morphologiques du spermatozoide diis a des stress physiques et/ou chimiques suite a

10 CryOCONSEIVALION [154].coueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 71
Figure 12. Hypothése expliquant I'effet protecteur du jaune d'oeuf ou du lait [221]............cccceeeeeeeeeeeeeeeennnn. 77
Figure 13. Structure des protéines BSP de boVins [232]. ........cccoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 77
Figure 14. Développement embryonnaire précoce chez Ia Souris [282]. ...........cccooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 85

Figure 15. Les différentes voies de signalisation permettant le maintien de I'auto-renouvellement des mESC

[298]. ettt ettt ettt e ettt ettt ettt et eenans 90
Figure 16. Développement embryonnaire chez le lapin et sa correspondance avec celui de 'homme [289]. ...... 96
Figure 17. Présentation des articles par types cellulaires et espéces étudiés. .............cccccceevvvveeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 133
Figure 18. Synthése et discussion générale de [0 these. .................ccooveeeeieei e ettt 238
Figure 19. Synthése des résultats d’insémination in vivo chez I'espéce ovine..............ccccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 246

13




Liste des tableaux

Tableau 1. Principaux changements lors de la congélation entrainant de possibles conséquences sur la structure

DiIOIOGIQUE (T’QPIES [A4]). ..vveeeeeeeeeeeeeee e ettt ettt e e e e e ettt e e e e e ettt e e e e e e e e e e et a e e e e e aearrraaans 36
Tableau 2. Résumé des principaux moyens d’évaluation de la qualité d’un éjaculat...............cccvveevenernnnnnnnnnnn. 70
Tableau 3. Caractéristiques des MESC, EPiSC @t NESC ..........eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeessssasssssssss s 93
Tableau 4. Caractéristiques des mESC et rbPSC (lignées du IabOratoire) .............ccuveeeeeeccvveeeeeeeeiiiieieeeeseeiiinns 98

Tableau 5. Milieux synthétiques commerciaux utilisés pour la congélation de cellules souches pluripotentes

(comme milieu de base ou milieu Prét a 'emploi). .............ocoeeeeeueeeiieeeeeeeieee et ee e e e e e e 113
Tableau 6 — Principaux résultats en Vitrification CREZ 185 PSC.............cceuueeeseuieeesiieeeiiieeeeieee s e e 117
Tableau 7. Principaux résultats des différentes méthodes de congélation lente pour les PSC........................... 124
Tableau 8. Récapitulatif des traVAUX QLSS .............cocuueeeimuiieeeiee ettt a e 134

14




Liste des abréviations

ADN :
ALH :

ASF :
ATP :
BCF :

CASA :
Clumps :
CRB:
Bulk :
DMSO :
DMEM :
DSC:

EG:

ESC :
hESC :
mESC :
nhpESC :
pESC :
rbESC :
rhESC :

FBS ou FCS :

FIV :
GMQ :
hMMP :
HOS :
Hz :

IA

IP:
ICSI :

iPSC :
JC-1:

KOSR :

LDL :
LIN :
LN2 :
MEF(s) :

Acide Désoxyribonucléique

Amplitude of Lateral Heat Displacement, amplitude de déplacements
latéraux de la téte des spermatozoides pendant leur
déplacement, exprimée (um)

Acrosome Stabilizing Factor

Adénosine-5’-Trisphosphate

Beat Cross Frequency, fréquence des rythmes de croisements des
trajectoires du spermatozoide (Hertz)

Computer-Assisted Sperm Analysis, Analyse automatisée du sperme

agrégats/amas de cellules

Centre de Ressources Biologiques

systéme de vitrification par tamis cellulaire

Dimethyl sulfoxide

Dulbecco’s modified eagle medium, milieu de base de culture
Differential Scanning Calorimetry, Calorimétrie différentielle a
balayage

Ethyléne glycol

Embryonic Stem Cells, Cellules Souches Embryonnaires

ESC humaine

ESC de souris

ESC de primate non humain

ESC de primate (humaine ou non-humaine)

ESC de lapin

ESC de singe rhésus

Foetal Bovine Serum ou Foetal Calf Serum, Sérum foetal bovin ou serum
de veau foetal

Fécondation in vitro

Gain moyen quotidien d’'un agneau (grammes/jour)

haut potentiel transmembranaire mitochondrial

Hypo-Osmotic Swelling test

Hertz

Insémination Animale/Atrtificielle

lodure de Propidium

Intra-Cytoplasmic Sperm Injection, injection intra-cytoplasmique de
spermatozoide

induced Pluripotent Stem Cells, Cellules Souches Pluripotentes induites

5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine
iodure

Knock-Out Serum Replacement, sérum de remplacement de
composition définie

Low-density lipoprotein, Lipoprotéine a faible densité

Linearity, linéarité de la trajectoire du spermatozoide (%)

Liquid Nitrogen, azote liquide

Mouse Embryonic Fibroblast, cellules nourriciéres de souris

15




MSC : Mesenchymal Stem Cells, Cellules Souches Mésenchymateuses

NSC : New born Calf Serum, sérum de nouveau-né bovin

OPS : Open-Pulled Straw, systéme de paillette ouverte

PEG : Polyéthyléne glycol

PNA : Arachis hypogaea agglutinin

POA : Produits d’origine animale

PSA: Agglutine de Pisum Sativum

PSC: Pluripotent Stem Cells, Cellules Souches Pluripotentes

SCA: Sperm Class Analyser

SCSA: Sperm Chromatin Structure Assay, test de la structure de la chromatine
du spermatozoide

SPF : Specific Pathogen Free

SSC: Side Scatter

STR: Straightness, rectitude de trajectoire du spermatozoide (%)

Te: Température de cristallisation

TCG: Tris-acide Citrique-D(+)Glucose

TCGG: Tris-acide Citrique-D(+)Glucose et glycérol

TCF : Tris-acide citrique-Fructose

TCFG : Tris-acide citrique-Fructose et glycérol

TE : Transfert Embryonnaire

Tm: Température de fin de fusion

Tris : Tris-hydroxymethyl-aminomethane

TUNEL : Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labelling

VAP : Average Path Velocity, vitesse selon la trajectoire moyenne du
spermatozoide (um/s)

VCL : Curvilinear Velocity, vitesse curviligne, vitesse calculée sur la distance
totale parcourue par le spermatozoide (um/s)

VSL: Straight-Line Velocity, vitesse moyenne de déplacement linéaire du
spermatozoide (um/s)

WOB : Wobble, oscillation autour de la trajectoire moyenne du spermatozoide

en pourcentage
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Introduction générale

En 1992 s’est tenue a Rio de Janeiro la Conférence des Nations Unies sur
'environnement et le développement, dite aussi « Sommet de la Terre ». Cette
convention a permis d’établir les fondements généraux liés a la protection de
I’environnement et de la biodiversité en regroupant 193 pays. Déja en 1980, la
Stratégie mondiale de la conservation avait été adoptée, mais c’est la convention
de Rio qui permet de couvrir tous les domaines et de maniere universelle (espaces,
espéces, relations entre eux, diversité biologique, conservation in situ et ex situ,
réglementation) [1]. La convention dans son article 2 définit alors le terme de
diversité biologique : « variabilité des organismes vivants de toute origine y compris, entre
autres, les écosystémes terrestres, marins et autres écosystémes aquatiques et les complexes
¢cologiques dont ils font partie ; cela comprend la diversité au sein des espéces et entre

especes ainsi que celle des écosystémes ».

C’est dans ce cadre que la Cryobanque Nationale (Groupement d’Intérét
Scientifique rattaché au Ministére de I'’Agriculture) a été créée en France, en 1999,
dans le but de conserver des ressources génétiques d’animaux domestiques [2]. Ces
stratégies de conservation de la biodiversité se sont développées dans plusieurs
pays et ont abouti au Protocole de Nagoya en 2010. Cet accord vise a déterminer
les modalités d’accés aux ressources biologiques et le « partage juste et équitable des
avantages découlant de [leur] utilisation ». C’est donc gréace a ce protocole qu’émerge
'importance des échanges internationauxet donc de l'attention particuliére liée a la
qualité sanitaire des ressources biologiques. En 2012, le projet CRB-Anim (Centre
de Ressources Biologiques d’Animaux domestiques, Annexe 1), un programme
d’Infrastructure Nationale en biologie et Santé porté par la Cryobanque Nationale et
financé jusqu’en 2020 par les Investissements d’Avenir, vise a la compréhension des
relations entre génotype et phénotype des animaux domestiques tout en évitant

I'érosion de la diversité des populations domestiques.
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Parmi les différents enjeux du CRB-Anim, les deux plus importants portent sur :

- Penrichissement des collections en associant les données des
ressources génomiques (fluides et collections d’ADN) aux données des
ressources de reproduction ;

- lamélioration et Ila standardisation des procédures de

cryoconservation en évaluant leur potentiel aprés décongélation.

Différentes techniques de biotechnologies de la reproduction peuvent étre
utilisées pour la conservation de ressources biologiques. Afin de conserver les
ressources biologiques d’'une espéce et plus particulierement d’un individu a haute
valeur génétique, il est intéressant de noter qu’il existe aujourd’hui trois voies
disponibles : la voie male, la voie femelle et les tissus somatiques (Figure 1). C'est
notamment I'exemple du rhinocéros blanc, espéce la plus menacée, qui a fait I'objet
de biotechnologies de reproduction avec la production d’ovocyte, d’embryons et de

cellules souches embryonnaires [3].

La voie male désigne la collecte de sperme (a I'aide d’un vagin artificiel ou par
électro-éjaculation), du sperme épididymaire ou encore des tissus testiculaires. Le
sperme épididymaire peut étre prélevé post mortem ou a partir des testicules d’un
male castré : on obtient alors des spermatozoides jeunes ou immatures en absence
de liquide séminal. Les tissus testiculaires permettent également de reformer des
spermatozoides a partir d’'un individu mort. Ces cellules peuvent étre congelées dans
'azote liquide pour ensuite étre a destination d’'insémination animale (lA), de
fécondation in vitro (FIV) ou d’injection intracytoplasmique du spermatozoide (ICSI).

Des descendants peuvent alors étre obtenus grace a la voie male.

La voie femelle désigne les méthodes de collecte du tissu de cortex ovarien,
des ovocytes VG ou MIl et des embryons. Aprés cryoconservation de ces cellules,
ces derniéres peuvent faire I'objet de différentes techniques. Une allogreffe de tissus
de cortex ovarien avec FIV/ICSI peut fournir des descendants dans le méme cas que
les ovocytes. Les embryons ont également la particularité de pouvoir fournir des
cellules souches embryonnaires. Des transferts embryonnaires (TE) peuvent étre
effectués a l'aide d’embryons cryoconservés afin d’obtenir un descendant. Par
ailleurs, les cellules souches embryonnaires et les embryons peuvent servir au

clonage et créer un individu de la méme génération.
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Enfin, les tissus somatiques tels que les fragments de peau ou de cartilage
peuvent permettre la dérivation de cellules somatiques qui donneront des cellules
souches pluripotentes induites (iPSC) aprés reprogrammation. Suite a leur
cryoconservation, ces cellules peuvent servir au clonage pour créer un méme
individu que celui collecté. Elles peuvent aussi étre transformées en cellules
germinales (spermatozoide, ovocyte) pour créer des descendants ou coloniser un
embryon receveur pour créer des individus chimériques et des descendants a la
seconde génération. Des cellules ectodermiques (cellules de la peau),
mésodermiques (cellules de I'appareil respiratoire, cellules musculaires, etc.) ou des
cellules endodermiques (cellules de Il'appareil digestif) peuvent également étre

formées suite a la différenciation de cellules iPSC.

Ces différentes techniques de biotechnologies de la reproduction sont donc
aujourd’hui accessibles pour les différentes espéces. Néanmoins, la question de la
standardisation de la cryoconservation de ces ressources reste posée. En effet, la
plupart des ressources biologiques est congelée dans des milieux contenant des
produits d’origine animale (POA) et des cryoprotecteurs. Les POA peuvent
représenter un frein aux échanges internationaux notamment dd aux risques
sanitaires et de variabilité qu’ils présentent. Les cryoprotecteurs sont, quant a eux,
des molécules indispensables pour la congélation mais ils représentent un risque

élevé de génotoxicité.

Un milieu synthétique chimiquement défini, fabrigué en France, le
STEMALPHA.CRYO3® (Stem Alpha, France), que nous appellerons CRYO3 tout au
long de ce manuscrit, est un candidat potentiel pour remplacer les POA dans les
milieux de congélation des ressources biologiques. En effet, ce produit a été breveté
initialement pour la conservation de cellules hématopoiétiques humaines en
remplacement des sérums traditionnellement utilisés. Ce produit a été caractérisé et
utilisé avec succés pour la congélation d’embryons produits in vitro de bovins et

d’embryons de lapins [5].

C’est donc dans ce contexte d’amélioration des garanties sanitaires et des
solutions cryoprotectrices que s’inscrit ma thése. L’objectif de celle-ci est de
substituer les POA par un milieu synthétique et chimiquement défini, le CRYQO3,

sur plusieurs modeles cellulaires (sperme, embryons, cellules souches
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pluripotentes) issus de différentes espéces domestiques (ovin, bovin, lapin) en
congélation lente, rapide ou en vitrification. J’ai collaboré étroitement avec Mme
Magda Guedes Teixeira sur son travail de thése : la vitrification d’embryons de
lapin (Annexe 2). Cependant, je me suis principalement focalisée sur deux types

cellulaires :

- la congélation rapide de spermatozoides bovins et ovins ;

- la congélation lente de cellules souches pluripotentes de lapin.

Afin de répondre a ces objectifs, jai développé deux approches complémentaires

en cryobiologie :

- une approche biologique avec I'’évaluation in vitro et in vivo des cellules
aprés décongélation ;
- une approche thermodynamique avec la caractérisation des milieux de

congélation et des cinétiques de refroidissement.

Dans un premier temps, I'étude bibliographique permettra de présenter le
contexte scientifique de la cryobiologieet plus précisément la cryoconservation du
sperme et des cellules souches pluripotentes, ainsi que leurs spécificités respectives.
Dans un second temps, I’étude expérimentale, présentée sous forme de quatre
articles scientifiques, permettra de répondre aux objectifs de ce travail : évaluer le
milieu CRYO3 sur deux nouveaux modeéles cellulaires, les spermatozoides et les
cellules souches pluripotentes. Enfin, nous discuterons de mes résultats et des

perspectives d’application qu’ils permettent d’entrevoir.
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Etude bibliographique

Dans un premier chapitre, les principes de base de la cryobiologie et
I'intérét d’une approche physique en cryoconservation seront présentés. Ensuite,
un chapitre consacré aux cellules spermatiques ainsi que les spécificités de leur
cryoconservation sera évoqué. Enfin, nous aborderons les cellules souches

pluripotentes et les particularités de leur cryoconservation.
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Principes de cryobiologie

La cryobiologie de cellules germinales et somatiques a été pendant plusieurs
années basée sur des protocoles empiriques. Les premiers essais de congélation
[6] ont permis toutefois de définir les criteres esentiels, parfois suffisants, pour la
congélation d'une cellule: la perméabilité grace a des solutions contenant des
agents cryoprotecteurs, la cinétique de refroidissement lente, la stockage entre -
80°C et -196°C et le réchauffement rapide.

Cette partie permet, dans un premier temps, de présenter les fondamentaux
de la cryoconservation ainsi que les dommages induits par cette procédure. Dans
un second temps, les risques liés aux agents de protection (cryoprotecteurs et
POA) utilisés dans les solutions de cryoconservation seront évoqués. Afin de mieux
comprendre les meécanismes de cryobiologie, l'analyse des propriétés
thermodynamiques des solutions de congélation peut étre une approche
intéressante. Parmi les différentes techniques, nous introduirons le principe de la
calorimétrie différentielle a balayage ainsi ses applications en cryobiologie de
cellules germinales et cellules souches pluripotentes (PSC).

1. Définitions

L'objectif de la cryoconservation est l'arrét du métabolisme cellulaire de
maniére réversible tout en préservant lintégrité des membranes. L'eau étant
présente de maniere importante dans tout type de cellule, la transition liquide-solide
de leau dans les biomatériaux est un phénomeéne qui doit étre maitrisé en
cryoconservation [7]. En effet, cette transition a la phase solide représente une
augmentation du volume de 9 % [8]. Pour éviter un changement abrupt de volume,
une cinétique optimale ainsi que la présence de cryoprotecteurs sont

essentielles.
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1.1. Cristallisation, nucléation et surfusion

Les principes de la cristallisation et de la nucléation ont été passées en revue
par Meryman ainsi que Karlsson et Toner [9,10]. Rapidement, dans ce paragraphe,
nous introduirons ces termes. A partir de -0,6°C, I'eau a I'état liquide et dans des
conditions isotoniques devient instable et passe a I'état solide formant la glace [10].
Un cristal de glace est un tétraédre formé par une molécule d’eau centrale liée a
quatre molécules d’eau grace a des liaisons hydrogéne. Afin qu’un cristal de glace se
forme, un événement « nucléant » est requis. L'induction de la cristallisation
nécessite donc des noyaux de nucléation. En effet, a 0°C 'eau ne se solidifie pas
spontanément. Entre 0°C et la température a laquelle la cristallisation a lieu (plus
basse que 0°C pour des solutions biologiques), I'état de I'eau est instable : c’est
I’état de surfusion. Dans cet état de surfusion, la glace se forme de maniére
chaotique avec la présence de petits cristauxet un risque de formation de cristaux
intracellulaires [10]. C’est donc seulement grace a un événement nucléant que 'eau
passe d’'un état liquide a un état solide. La formation des premiers cristaux de glace
entraine une remontée en température jusqu’au point de congélation par le biais
d’'une libération d’énergie. Il existe deux types de nucléation. La nucléation
hétérogéne en milieu biologique est la plus courante et la nucléation homogeéne se
produit qu’en présence d'eau pure. Dans le cas de la nucléation hétérogene, le
noyau de nucléation est une impureté [11]. Ainsi, plus le noyau de nucléation est
petit, plus la température de cristallisation est basse. La nucléation homogéne quant
a elle est provoquée a -40°C. A cette température, il suffit d’'un noyau de nucléation
de la taille d’'un nanometre, correspondant a un groupe de molécule d’eau, pour que
la cristallisation soit induite spontanément. Pour les deux types de nucléation, la

présence de soluté (sels, sucres) diminue la température de nucléation [9].
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Figure 2. Schéma représentant les vitesses de nucléation et les vitesses de

croissance de cristaux en fonction de la température (d’apreés [5,8]).

La croissance des cristaux dépend de la température, de I'état de surfusion,
de la vitesse de refroidissement et de la viscosité de la solution [9,10]. Plus la
solution est visqueuse, plus la diffusion des cristauxet donc leur croissance, est
inhibée. De plus, plus la température diminue, plus la solution devient visqueuse.
Ainsi, un refroidissement rapide va entrainer la formation de nombreux cristaux de
petite taille alors qu’'un refroidissement lent va provoquer peu de cristaux mais de
grande taille [9]. Cette propriété est importante car lors du refroidissement, la
cristallisation (croissance des cristaux) va apparaitre en premier, suivie de la
nucléation (apparition de cristaux) (Figure 2). A l'inverse, au réchauffement, c’est la
vitesse de nucléation qui augmente, suivie de la vitesse de cristallisation (Figure 2)
[8]. Ainsi, lors du réchauffement, le nombre de cristaux sera plus important qu’au
refroidissement : c’est ce qu’'on appelle la re-cristallisation. Pour éviter ce
phénomeéne, la cinétique de réchauffement doit étre plus élevée que la cinétique de
refroidissement. Il est donc essentiel de déterminer les cinétiques de refroidissement

et de réchauffement optimales.
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1.2. Le refroidissement et le réchauffement: intérét de

cinétiques optimales
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Figure 3. Taux de survie et dommages d'une cellule aprés décongélation en fonction
de la cinétique de refroidissement [10].
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