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INTRODUCTION 

 

La fécondation in vitro (FIV) est une technique de reproduction assistée utilisée dans l’espèce 

bovine afin d’augmenter le potentiel de reproduction des femelles. Des ovocytes immatures 

sont récoltés par ponction transvaginale des ovaires. Les ovocytes sont ensuite maturés et 

fécondés in vitro et le développement embryonnaire est obtenu, sur culture cellulaire, jusqu’au 

stade blastocyste. Cette technique de production d’embryons in vitro permet de s’affranchir de 

la gestion de la reproduction et peut être réalisée quel que soit le stade du cycle et même en 

début de gestation. Des études ont montré que pour prévenir le vieillissement de l’ovocyte à 

l’origine d’une diminution du taux de maturation, il est essentiel de débuter la culture in vitro 

5h après le stade ovocytaire de métaphase II (Fissore et al., 2002). Ainsi la durée de transport 

des ovocytes et l’éloignement entre la vache donneuse d’ovocytes et le laboratoire nécessitent 

de ralentir la progression de la méiose. Des inhibiteurs de la méiose ont été testés et abandonnés 

en raison de la difficulté d’approvisionnement de ces substances et de leur toxicité (Pascottini 

et al., 2017). Plusieurs études ont évalué l’effet de la température de transport sur la maturation 

ovocytaire, mais les conclusions sont contradictoires, la température idéale pour ralentir la 

maturation ovocytaire varie de 4°C à 20°C pour une durée moyenne de conservation de 10 

heures (Lucci et al., 2004; Wang et al., 2011). Une étude récente a montré que la conservation 

d’ovocytes bovins immatures dans le milieu commercial Syngro EHM Bioniche, INC., 

n’affecte pas le taux de maturation des ovocytes s’ils sont conservés pendant 10h à température 

ambiante (Dini et al., 2016).  

L’objectif de notre étude était d’évaluer l’effet de la conservation des complexes ovocytes- 

cumulus oophorus (COC) dans un milieu commercial l’emP3 à 4°C ou 22°C, pendant 12h ou 

24h sur la maturation ovocytaire.  

Notre thèse présente d’abord une synthèse bibliographique sur l’ovogenèse et la folliculogenèse 

chez la vache, ainsi que le développement des biotechnologies de la reproduction chez cette 

espèce. Dans une deuxième partie expérimentale, nous avons évalué l’effet de la conservation 

des ovocytes immatures de bovin pendant 12h ou 24h à 22°C ou 4°C dans un nouveau 

milieu commercial : l’emP3. L’objectif de cette étude était de faciliter l’envoi des ovocytes 

après leur récolte à la ferme et d’améliorer ainsi l’organisation des procédures au laboratoire, 

tout en maintenant une qualité des ovocytes acceptable. Ce projet a été réalisé dans le Centre 

de Recherche en Reproduction et Fertilité (CRRF) dirigé par le Professeur Mouhamadou Diaw, 

à la Faculté de médecine Vétérinaire de Montréal au Québec.  
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Partie 1 : ÉTUDE BIBLIOGRAPHIQUE DE LA GAMETOGENESE CHEZ 

LA VACHE 

 

I. Le cycle œstral de la vache 

L’activité sexuelle de la vache démarre à la puberté soit entre 6-12 mois d’âge, c’est à dire 

quand la vache a atteint 40-50% de son poids adulte.  

La vache est une espèce polyoestrienne de type continu, dont le cycle œstral dure en moyenne 

21 jours (18 à 24 jours). On peut diviser le cycle œstral en 4 phases : le pro-œstrus, l’œstrus, le 

metoestrus et le dioestrus.  

Les ovaires sont le lieu de la croissance, la maturation et la libération des gamètes femelles et 

ont pour rôle de sécréter les stéroïdes sexuels. La maturation de l’ovocyte est en lien étroit avec 

la folliculogénèse et le cycle ovarien.  

 

II. L’ovogénèse (Monniaux et al., 2009) 

L’ovogénèse est un processus qui débute dès la vie embryonnaire et aboutit à la formation d’un 

ovocyte apte à être fécondé. Pendant la vie fœtale, les cellules germinales appelées ovogonies 

se multiplient par mitose dans les crêtes génitales. À la naissance l’ovaire contient un réservoir 

d’environ 133000 ovocytes bloqués au stade diplotène de la prophase de la première division 

de méiose et entourés d’une couche de cellules de granulosa, correspondant au follicule 

primordial. À la puberté, la femelle présente une activité ovarienne cyclique et des vagues de 

croissances folliculaires démarrent sous contrôle hormonal. À chaque cycle un seul ovocyte 

achèvera la première division de méiose pour devenir un ovocyte II avec émission du premier 

globule polaire. Ainsi au moment de l’ovulation, l’ovocyte est au stade métaphase de la 

deuxième division de méiose et la maturation finale de l’ovocyte aura lieu pendant la 

fécondation avec l’émission du second globule polaire.  

 

1) Croissance ovocytaire 

La croissance de l’ovocyte correspond à des changements morphologiques tels que 

l’augmentation du volume et du diamètre, la formation de la zone pellucide et la formation des 

granules corticaux. La zone pellucide est une enveloppe de glycoprotéines (ZP1, ZP2, ZP3) qui 

assure la spécificité de l’interaction entre l’ovocyte et le spermatozoïde et qui joue un rôle dans 

le passage de grosses molécules sécrétées par les cellules du cumulus. La croissance de 

l’ovocyte est aussi une période de forte transcription avec production d’ARN qui sont 
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indispensables à l’achèvement de la méiose et au développement du futur embryon après 

fécondation (Nothias et al., 1995). En effet, l’accumulation de transcrits et de protéines dans le 

cytoplasme de l’ovocyte est essentielle pour les premières divisions embryonnaires avant 

l’activation du génome embryonnaire à la fin du 4ème cycle cellulaire. Puis lorsque l’ovocyte a 

atteint sa taille maximale, la chromatine va se condenser et le noyau devient 

transcriptionnellement inactif.  

 

2) Maturation ovocytaire 

La maturation ovocytaire comprend des modifications morphologiques et moléculaires 

cytoplasmiques et la reprise de la méiose du stade vésicule germinative jusqu’au stade 

métaphase de la seconde division méiotique. En effet, avant l’ovulation, l’ovocyte est bloqué 

au stade diplotène de la prophase de la première division de méiose. Ce blocage est possible 

grâce au couplage avec les cellules de la granulosa via les jonctions communicantes, permettant 

le passage de l’AMPc (Adénoside Monophosphate Cyclique) produit par les cellules 

folliculaires à l’ovocyte. L’AMPc stimule l’activité de la protéine kinase A (PKA) qui inhibe 

l’action de MPF (M-phase Promoting Factor) et de MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) 

qui sont deux acteurs majeurs de la reprise de la méiose.  

 

3) Reprise de la méiose 

L’expulsion de l’ovocyte est suivie d’une reprise de la méiose qui permet à l’ovocyte de passer 

du stade de vésicule germinale (VG) au stade métaphase II avec expulsion du premier globule 

polaire.  Elle est initiée par l’activation du complexe M-phase promoting factor (MPF) via sa 

phosphorylation est permise par l’AMPc. Les cellules du cumulus sécrètent l’AMPc et le GMPc 

qui permet de garder l’AMPc sous forme active.  

La reprise de la méiose a lieu après le pic de LH (hormone lutéinisante), qui va stimuler la 

production d’EGF par les cellules de la granulosa. La cassure des connexions entre les cellules 

du cumulus et l’ovocyte lève l’inhibition exercée par l’AMPc et permet donc la reprise de la 

méiose.  

 

III. La folliculogenèse 

La folliculogenèse commence elle aussi pendant la vie embryonnaire, elle correspond au 

développement du follicule dans l’ovaire (de J18 à J20 du cycle) jusqu’à la libération de 

l’ovocyte lors de l’ovulation (Monniaux et al., 1997). Le follicule en développement passe par 

des stades de follicule primordial, primaire, secondaire et follicule tertiaire ou à antrum 
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(Tableau 1). Sur le plan endocrinien, la folliculogenèse est contrôlée par des facteurs endocrines 

(les gonadotrophines FSH et LH, notamment) et paracrines (Zamberlam, 2013) 

L’entrée en croissance de follicules est un phénomène continu puisque chaque jour, des follicules 

entrent en croissance et qui débute dès la formation des follicules bien avant la puberté. Le nombre 

de follicules quittant la réserve chaque jour est de 50-80 chez les bovins (figure 1). La plupart des 

follicules qui entrent en croissance atteignent le stade antral à partir duquel ils deviennent atrétiques 

avant la puberté. . Après la puberté, un petit nombre de follicules antraux échappe à l’atrésie grâce 

à l’action des gonadotropines et poursuivent leur croissance (recrutement cyclique) et normalement, 

un seul follicule préovulatoire est formé tous les 21 jours chez la vache. 

 

Figure 1: Principales étapes du développement folliculaire et de la maturation ovocytaire 

Source : Monniaux et al., 2009 

 

Pendant la vie fœtale soit autour de 90 jours chez la vache. Chaque follicule primordial 

comprend une assise de cellules folliculaires, ébauche de la granulosa et contient un ovocyte 

primaire bloqué en prophase I au stade diplotène. Les cellules folliculaires établissent des 

jonctions perméables entre elles et avec l’ovocyte constituant un tissu avasculaire entouré de la 

lame basale. L'ensemble constitue le follicule primordial (diamètre de 0.03 à 0.05mm chez 

14 

 

Figure 5: Principales étapes du développement folliculaire et de la maturation ovocytaire. 
La follicu logenèse basale  se déroule en l’absence de FSH, La follicu logenèse term inale se déroule 
sous form e de vagues dites vagues fo lliculaires. N ote : la  dépendance à  la FSH chez les rongeurs 
est acquise au m om ent de la  form ation de l’antrum  (M onniaux et al., 2009). 

 

La folliculogenèse terminale se déroule sous forme de vagues dites vagues 

folliculaires. D’abord proposé chez les primates (DiZerega & Hodgen, 1981), le 

concept de vagues folliculaires sera ensuite adopté chez la brebis et la vache 

(Driancourt & Cahill, 1984). D’énormes progrès dans la connaissance de la 

folliculogenèse ont été accomplis grâce à l’utilisation de l’échographie. Cette 

technique a permis de démontrer l’existence de  deux ou trois vagues folliculaires 
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toutes les espèces). Les cellules de la granulosa restent attachées à l’ovocyte tout au long de son 

développement et lui apportent des nutriments pour permettre la maturation folliculaire. 

 

 
Figure 2: Représentation des différents stades de croissance des follicules 

Source : (Guénard et al., 1996) 

 

Le follicule primaire est un follicule primordial qui a commencé sa croissance, cette activation 

a lieu autour de 140 jours de vie fœtale chez le bovin (Fortune et al., 2000). La croissance est 

indépendante de l’action des gonadotrophines mais sous le contrôle de facteurs sécrétés par 

l’ovocyte (Fortune et al., 2011). L’ovocyte augmente son volume, la zone pellucide apparaît et 

les cellules de la granulosa prennent un aspect cuboïde et se multiplient.  

 

Le follicule est dit secondaire lorsqu’une deuxième couche de cellule de la granulosa entourant 

l’ovocyte apparaît. Le diamètre de l’ovocyte augmente et une cavité liquidienne apparaît en son 

sein. Le follicule secondaire est décrit comme étant un follicule avec deux à six couches de 
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cellules de la granulosa, avec une thèque interne formée et délimitée, et l’apparition de la corona 

radiata, les cellules folliculeuses qui entourent l’ovocyte. Les follicules secondaires sont 

sensibles aux gonadotrophines, et les cellules de la granulosa vont répondre à la FSH et celles 

de la thèque interne à la LH. De plus les cellules de la thèque vont acquérir les enzymes 

nécessaires à la production d’androgènes (McNatty et al., 2007)  

 

Enfin, le follicule prend le nom de follicule tertiaire ou antral avec l’apparition de l’antrum, 

dans lequel s’accumule les sécrétions des cellules folliculaires. A ce stade, l'antrum se dilate 

par accumulation d'un liquide résultant des sécrétions de la granulosa, des deux thèques et d’une 

exsudation plasmatique. L'ovocyte est refoulé à un pôle de l'antrum, entouré de sa zone 

pellucide et de quelques assises de cellules folliculeuses. L'ensemble, qui fait saillie dans 

l'antrum, prend le nom de cumulus oophorus. Le follicule ovarien présente dès la formation de 

l’antrum un aspect caractéristique : la thèque externe, la thèque interne séparée de la granulosa 

par la lame basale, l’ovocyte et son noyau ou vésicule germinative au sein d’un massif de 

cellules de la granulosa appelé cumulus oophorus (figure 2). La cavité intrafolliculaire contient 

un liquide dont la composition est proche de celle du plasma sanguin (Monniaux et al., 2009) 

 

Tableau 1: Caractéristiques morphologiques du follicule bovin selon le stade de 

développement 

Source : (Drion et al., 1996)  

 
 

La durée totale de la croissance folliculaire est d’environ 180 jours chez la vache. Elle se divise en 

deux phases successives : la folliculogenèse basale et la folliculogenèse terminale.  
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La folliculogenèse basale est peu dépendante des variations cycliques des sécrétions des 

hormones gonadotropes, mais elle est sous le contrôle de facteurs de croissance et de facteurs 

paracrines et autocrines provenant de l’ovocyte et des cellules somatiques. Des facteurs 

endocriniens interviennent également, comme l’AMH, sécrétée par les cellules de granulosa des 

follicules en croissance et qui jouerait un rôle déterminant de «gardien» de la réserve ovarienne. 

La folliculogénèse terminale dépend de FSH, qui en est le chef d’orchestre. Elle se déroule sous 

forme de vagues folliculaire. Une vague folliculaire correspond à la croissance synchrone d’une 

cohorte de follicules ou recrutement, suivie de la sélection d’un ou plusieurs follicules appelés 

dominants, et de leur évolution vers l’ovulation (Sirois & Fortune, 1988) (Figure 3). Chez la 

vache, deux à quatre vagues de croissance sont observées au cours du cycle, la première débute 

le jour après l’ovulation, la deuxième environ 9 jours plus tard et la troisième 15 jours après 

l’ovulation (Adams et al., 2008). 

 

 
Figure 3: Les vagues folliculaires durant le cycle oestral de la vache, recrutement, sélection et 

dominance 

Source : (Aerts & Bols, 2010b) 

 

Le recrutement est le développement de manière synchrone d’une cohorte de petits follicules 

de 5 mm de diamètre, dépendant des gonadotrophines. Outre les gonadotropines, les principaux 

régulateurs de la croissance folliculaire terminale sont l’IGF1 et l’insuline, qui sensibilisent les 

follicules à FSH (McGee & Hsueh, 2000). La croissance des follicules recrutés s’accompagne 

d’une augmentation de la production folliculaire d’oestradiol et d’inhibine. L’expression de la 

rétroaction positive de l’oestradiol se traduit par une augmentation de la fréquence des pulses 

de LH qui stimule la synthèse d’androgènes par les cellules de la thèque. L’augmentation 
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résultante des sécrétions d’oestrogènes et la production accrue d’inhibine induit une 

augmentation de la rétroaction négative de l’oestradiol et de l’inhibine sur la sécrétion de FSH 

et donc une réduction des taux plasmatiques de l’hormone. 

Ainsi, lors de chaque vague folliculaire, le démarrage synchrone d’un groupe de follicules en 

développement terminal est suivi d’une diminution des concentrations circulantes de FSH, en 

réponse à la rétroaction négative de l’oestradiol et de l’inhibine sécrétés par ces follicules sur 

l’axe hypothalamo-hypophysaire. La sélection est le processus par lequel un follicule est choisi 

au sein de la cohorte de follicules pour poursuivre son développement alors que les autres 

deviendront atrétiques et régresseront. Chez la vache, cette sélection a lieu lorsque le plus gros 

follicule a atteint un diamètre d’environ 8 mm (Ginther et al., 1997). L’action synergique de FSH 

et d’IGF1 joue un rôle déterminant dans l’émergence du futur follicule préovulatoire. Les follicules 

non sélectionnés du fait de la diminution de production de FSH, vont régresser et s’atrésier. Le 

processus exact de sélection est à ce jour inconnu, il a été suggéré que le follicule sélectionné 

devient plus réceptif à la LH et peut donc continuer son développement malgré la diminution 

importante de FSH (Aerts & Bols, 2010a).  

Le follicule dominant est défini dans l’espèce bovine comme celui ayant un diamètre supérieur 

de plus de 2 mm par rapport aux autres follicules de la cohorte et capable de produire des 

œstrogènes (Sirois & Fortune, 1990). La dominance du follicule préovulatoire est assurée par 

la LH, hormone à laquelle ce follicule est progressivement devenu hypersensible et qui prend 

le relais de la FSH. L’acquisition des récepteurs à LH par les cellules de la granulosa constitue 

le signe de maturité du follicule et de son aptitude à ovuler (Fortune et al., 2004). Cette dernière 

survient au stade de 9 mm chez la vache. D’autres facteurs interviennent (facteurs de croissance, 

stéroïdes, protéases) pour réguler la croissance terminale des follicules et permettre la sélection 

du follicule destiné à ovuler grâce à des mécanismes qui permettent d’ajuster le nombre de 

follicules préovulatoires au nombre d’ovulations qui est une caractéristique de l’espèce. Chez 

la vache, les caractéristiques du follicule dominant sont une forte concentration en œstradiol 

dans le liquide folliculaire, des niveaux élevés en ARNm codant pour le récepteur de la LH 

dans les cellules de la thèque et de la granulosa (Fortune et al., 2004) et une forte expression de 

l’ARNm codant pour la protéine régulatrice de la stéroïdogenèse (Steroidogenic acute 

regulatory protein : StAR) dans les cellules de la thèque permettant le transport du cholestérol 

dans les mitochondries pour la production d’androgènes (Bao & Garverick, 1998). 

 

IV. L’ovulation 
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C’est le processus par lequel le follicule mature va se rompre pour relâcher l’ovocyte, et cela 

29 à 31h après le pic de LH (Charles Thibault, Marie-Claire Levasseur, 2001) . La rupture du 

follicule et l’expulsion de l’ovocyte résultent de la séquence d’événements suivants :  

- Augmentation du flux sanguin 

- Augmentation de la pression intra-folliculaire juste avant l’ovulation (Matousek et al., 

2001) Dissociation des faisceaux de fibres de collagène de la thèque externe sous l’action d’une 

collagénase et d’une plasmine. Cette activité est surtout importante au niveau de l’apex du 

follicule (Curry et al., 1992).  

- Les cellules de la granulosa se détachent de la lame basale. Seules les cellules qui ont 

assuré la jonction entre la granulosa et l’ovocyte restent plus ou moins longtemps attachées à 

l’ovocyte et forment la corona radiata. 

- Rupture de la lame basale 

- Mort des cellules de l’épithélium ovarien au niveau de l’apex. 

La désintégration de l’apex du follicule provoque sa rupture. La contraction du follicule en 

réponse à la chute de pression hydrostatique permet l’expulsion de l’ovocyte et des cellules de 

la corona radiata. La décharge ovulante de LH/FSH induit à la fois la rupture du follicule, 

l’ovulation et la maturation de l’ovocyte (reprise de la méiose)..  

 

V. Interactions entre l’ovocyte et les cellules somatiques au cours de la folliculogénèse 

La communication entre l’ovocyte et les cellules somatiques qui l’entourent, et particulièrement 

les cellules du cumulus a un rôle très important dans l’acquisition par l’ovocyte de sa 

compétence à la méiose et au développement embryonnaire. La communication est dite 

bidirectionnelle puisque d’une part l’ovocyte contrôle la prolifération et la différenciation des 

cellules du cumulus et d’autre part les cellules du cumulus sont les cibles des hormones 

gonadotropes et leur différenciation va influencer la maturation de l’ovocyte.  

 

Il existe deux voies qui permettent à l’ovocyte et aux cellules du cumulus (CC) de 

communiquer. 

La voie juxtacrine est permise par le contact direct entre les CC et l’ovocyte : les jonctions 

communicantes. A travers ces jonctions, de petites molécules peuvent transiter comme les 

substrats énergétiques des CC vers l’ovocyte (Buccione et al., 1990). Lors de la croissance 

folliculaire, la zone pellucide est sécrétée en même temps que des extensions cytoplasmiques 

appelées les projections transzonales qui permettent le transfert de petits substrats.  
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La voie paracrine est la deuxième voie de communication entre les CC et l’ovocyte. 

Contrairement à la précédente, cette voie ne nécessite pas un contact direct entre les cellules. 

Ce sont les facteurs de croissance sécrétés qui sont les médiateurs de cette communication.  

 

Les facteurs exprimés par l’ovocyte ont un impact sur la croissance folliculaire, la prolifération 

et la différenciation des cellules du cumulus et sur l’ovulation.  

Le gène Kit code pour le récepteur des protéines Kit-ligand est exprimé dès lors que la méiose 

est bloquée. Les Kit-ligand sont exprimés par les cellules de la granulosa. L’interaction Kit- 

Kit-ligand permet d’initier la croissance folliculaire de follicules primordiaux, la prolifération 

des cellules de la granulosa et leur différenciation, et initie la formation de l’antrum (Driancourt 

et al., 2000). 

Figα est un gène nécessaire à la formation du follicule primordial exprimé par l’ovocyte, il 

régule chez la souris la production des protéines de la zone pellucide et des molécules 

d’adhésion permettant la cohésion entre l’ovocyte et les cellules somatiques qui sont autour.    

Dès le stade de follicule primaire, l’ovocyte exprime et sécrète deux facteurs, GDF9 (Growth 

and Differenciation Factor 9) et BMP15 (Bone morphogenetic Protein 15). Ces facteurs 

stimulent la prolifération des ellules de granulosa et favorisent leur survie. Chez le bovin 

l’immunisation active contre BMP15 et GDF9 entraine un développement folliculaire anormal 

et une infertilité (Juengel et al., 2009). Ces deux facteurs ont aussi un effet pendant la période 

ovulatoire et permettent la différenciation des cellules de la granulosa et des CC et protègent 

les CC de l’apoptose.  

Le récepteur aux protéines G, GPR3 est exprimé par l’ovocyte et permet le maintien de l’arrêt 

de la méiose.  

Les phosphodiestérases jouent un rôle dans le contrôle de la maturité nucléaire de l’ovocyte. 

L’ovocyte sécrète PDE3A qui régule la dégradation de l’AMPc (Nogueira et al., 2006). 

 

Les cellules somatiques entourant l’ovocyte expriment des facteurs impliqués dans la 

croissance folliculaire, le métabolisme, la maturation ovocytaire et l’ovulation.  

Les CC expriment le gène Scf qui code pour le ligand du récepteur Kit (vu précédemment). 

L’expression du gène Scf est régulé par la voie BMP15/GDF9. Et la production du kit-ligand 

stimule l’expression du récepteur qui réprime à son tour l’expression de BMP15 et GDF9. Cette 

boucle de régulation essentielle est permise par les jonctions communicantes entre ovocyte et 

CC (Hutt et al., 2006). 
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À la suite de l’activation des récepteurs à FSH (FSHR), les CC acquièrent des récepteurs à LH 

(LHR) et à la progestérone (PR). En période pré-ovulatoire, l’activation des LHR induit une 

augmentation du calcium intracellulaire dans les CC qui va se propager dans l’ovocyte via les 

jonctions communicantes. Ce mécanisme est essentiel pour la reprise de la méiose, le blocage 

de la polyspermie, et la capacité de décondenser le noyau mâle. De plus, la LH va induire 

l’expansion des CC, ainsi que la maturation et la rupture de la membrane nucléaire de l’ovocyte 

(via le calcium intracellulaire) (Canipari, 2000).  

Des facteurs EGF-like interviennent dans la communication entre les cellules somatiques et 

l’ovocyte lors de l’ovulation. Ces facteurs sont EREG (Epiréguline), AREG (Amphiréguline) 

et BTC (Bêtacelluline). AREG et EREG sont exprimés dans les cellules de la granulosa et 

induisent une maturation méiotique de l’ovocyte identique à celle provoqué par la LH, et 

miment son action sur l’expression de certains gènes. EREG et AREG sont clivés par 

l’ADAMTS1 pour produire des facteurs de croissance qui se lient aux récepteurs des EGF et 

permettent l’expansion des CC (Park et al., 2004). 

Les CC expriment aussi des gènes spécifiques tels que STaR (Steroidogenic Acute Regulatory), 

COX2 (Cyclooxygénase 2), HAS2 (Hyaluronic Acid Synthase 2), GREM1(Gremline 1) et 

PTX3. (Pentraxine 3).  

StAR est une protéine impliquée dans la synthèse des hormones stéroïdes, elle facilite le 

transport du cholestérol vers la membrane interne de la mitochondrie. L’expression de ce gène 

est régulée dans l’ovaire par le facteur stéroïdogénique 1 (SF-1), c’est aussi une cible lors de 

l’activation des EGF-R. Son expression est importante lors de la croissance folliculaire surtout 

pour la synthèse de la progestérone (Stocco & Clark, 1996). La figure 4 résume la 

communication entre les CC et l’ovocyte.  
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Figure 4: Représentation schématique des interactions entre l'ovocyte et les cellules du 

cumulus pendant la croissance folliculaire 

Source : (Monniaux et al., 2009) 
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Partie 2 : LES BIOTECHNOLOGIES DE LA REPRODUCTION CHEZ 

LES BOVINS 

 

Le développement des biotechnologies de la reproduction animale (BRA) s’est imposé pendant 

la seconde moitié du XXe siècle. Les techniques ont évolué rapidement en raison de leurs 

intérêts sanitaire, génétique et économique, et leurs champs d’applications se sont élargis de la 

maitrise des gamètes mâles à celle des embryons et des gamètes femelles. On peut diviser les 

techniques en plusieurs générations qui correspondent à leur chronologie d’apparition.  

 

I. Présentation des différentes générations des BRA 

1) L’insémination artificielle 

L’insémination artificielle est la plus ancienne des techniques de reproduction assistée, et de 

loin la plus répandue. Les premiers essais ont débuté dans les années 1935-1939, et elle est 

aujourd’hui la technique la plus développée en Europe et en Amérique du Nord. Elle consiste 

à récolter du sperme des mâles reproducteurs, généralement au vagin artificiel, à le préparer et 

le conserver pour le déposer dans les voies génitales de la femelle au moment de l’œstrus. Chez 

les bovins, la semence est très majoritairement utilisée après congélation dans l’azote liquide à 

-196°C. Depuis les années 1990, il est possible de sexer la semence par la technique de 

cytométrie de flux et donc de choisir le sexe de l’embryon avec une exactitude de 90% (Ponsart 

et al., 2014). 

Pour pallier la difficulté de détection des chaleurs, l’insémination peut être associée à des 

méthodes de maîtrise des cycles, qui permettent de rationaliser la conduite de la reproduction. 

Les avantages de l’insémination sont le gain génétique généré par cette technique, la flexibilité 

de la technique (pas d’entretien d’un mâle), les garanties sanitaires à tous les stades de récolte 

ou de préparation de la semence et enfin un coût de la semence relativement peu élevé 

permettant l’accès aux meilleurs géniteurs. 

 

Tableau 2: Nombre de femelles de différentes espèces domestiques inséminées en France 

pour la campagne 2019-2020 

Source : Données IETS 2021 et IFCE 2021 

 

Espèce Bovin Ovins Caprins Equins Porcins 
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Nombre de 

femelles 

inséminées 

6,69 

millions 
800 000 74 750 30 960 

90% du 

cheptel 

 

2) La production d’embryons in vivo 

Le transfert d’embryon a vu le jour en 1975, le principe est de prélever dans l’utérus de la 

femelle donneuse des embryons produits in vivo, d’évaluer leur qualité, et éventuellement de 

les conserver par congélation. Chaque embryon est ensuite transféré dans l’utérus d’une femelle 

receveuse dont le cycle a été préalablement synchronisé avec celui de la donneuse. Bien que le 

coût de cette technique soit 5 à 10 fois plus élevé que celui de l’insémination artificielle, elle a 

de nombreux avantages : elle permet de multiplier la génétique de la femelle donneuse, et la 

sécurité sanitaire est élevée (Ponsart et al., 2014). Cette biotechnologie est très majoritairement 

utilisée chez les bovins (Tableau 3). 

 

Tableau 3:Nombre d’embryons produits in vivo et transférés en 2020 selon les continents et 

les espèces 

Sources : Données IETS, 2021 

 

3) La production d'embryons in vitro 

La première fécondation in vitro publiée fut celle réalisée chez le lapin en 1954 par un Français, 

Charles Thibault (Thibault et al., 1954). Cette technique a connu un développement modéré 

chez les bovins au milieu des 1980, puis a été appliquée à d’autres espèces (chevaux, ovins, 

caprins).  

La première étape, appelée OPU (Ovum Pic Up), consiste à récupérer des ovocytes chez une 

femelle donneuse par ponction folliculaire transvaginale et sous contrôle échographique. Les 

ovocytes ainsi récoltés sont maturés et fécondés par des spermatozoïdes préalablement 

Continent Bovin Équins Ovins Caprins 

Afrique 2763 0 127 0 

Europe 126 491 2 248 966 346 

Amérique du Nord 196 704 851 9 204 10 757 

Océanie 4 211 0 12 427 1 890 

Amérique du Sud 31 559 22 120 7222 184 

Total 361 728 25 219 29 819 13 177 
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capacités in vitro. Les embryons produits sont mis en culture in vitro jusqu’au stade blastocyste, 

avant d’être remis en place dans l’utérus d’une femelle receveuse. Cette biotechnologie 

nécessite un équipement et un savoir-faire spécifique qui constituent un frein au développement 

de cette technique (Tableau 4). Les étapes de cette technique sont décrites ci-dessous.  

 

Tableau 4: Nombre d’embryons produits in vitro et transférés en 2020  

Source : données IETS, 2021 

Contient Bovins Équins Ovins Caprins 

Afrique 4 977 0 0 0 

Europe 47 470 5 359 0 0 

Amérique du Nord 578 995 1 126 141 2 275 

Océanie 14 345 0 0 0 

Amérique du Sud 500 397 2 156 0 0 

Total 1 156 422 8 641 141 2 275 

 

4) Le clonage somatique, la transgénèse et la réécriture du génome 

Cette génération de biotechnologies est surtout développée dans le cadre de la recherche. Le 

clonage somatique est utilisé ponctuellement pour des applications commerciales chez les 

bovins (à titre d’exemple, clonage de Starbucks) ou les équins, pour reproduire des individus 

présentant des caractères exceptionnels. 

Le clonage somatique est fondé sur la programmation nucléaire d’une cellule obtenue après 

transfert d’un noyau de cellule somatique de l’individu à cloner dans un ovocyte mature 

énucléé.  

La transgénèse consiste à intégrer dans le génome d’un embryon un gène étranger dans le but 

de faire produire des molécules d’intérêt pharmaceutique ou médical (par exemple l’albumine 

humaine). Le premier animal transgénique a été obtenu en 1982 chez la souris, puis vers la fin 

du XXe siècle. L’efficacité de cette technique était limitée en raison de la difficulté à intégrer 

le gène d’intérêt de manière ciblée au sein du génome. Le développement récent de la technique 

CRISPR-Cas9, qui permet d’intervenir de façon précise et spécifique sur un gène pour 

l’inactiver ou le remplacer permet d’accroître considérablement l’efficacité de la transgénèse et 

offre de grandes possibilités de réécriture du génome. Toutefois, ces techniques de clonage 

somatique, de transgénèse et de réécriture du génome, permettant de reproduire des individus 
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génétiquement contrôlés, font l’objet d’une forte réticence sociétale, et ne sont pas utilisées en 

Europe sur les animaux de rente (Ponsart et al., 2014).  

 

II. La production d’embryons in vitro chez la vache : l’OPU-FIV 

La production d’embryons in vitro chez la vache a connu des progrès techniques considérables 

ces dernières années, en partie parce que les éleveurs ont compris le potentiel d’amélioration 

génétique apporté par cette biotechnologie. La PIV vise à produire à partir des ovocytes d’une 

vache de haute valeur génétique des embryons. Elle comprend quatre étapes :  

- La récolte d’ovocytes par OPU (Ovum Pic Up) qui est la ponction folliculaire 

échoguidée 

- La maturation in vitro des ovocytes (MIV) 

- La fécondation in vitro (FIV) 

- Le développement in vitro de l’embryon (DIV) 

 

1) La récolte d’ovocytes par OPU 

La technique d’OPU dérive directement de la méthode de prélèvement d’ovocytes utilisée dans 

l’espèce humaine (Pieterse et al., 1988). La récolte consiste à ponctionner les follicules à l’aide 

d’une aiguille positionnée dans une gaine fixée à la sonde échographique et introduite dans le 

vagin. Avant la récolte, une anesthésie épidurale est réalisée pour limiter les contractions 

péristaltiques. La sonde échographique est introduite dans le vagin et permet de visualiser les 

follicules ovariens qui seront ensuite ponctionnés un à un. L’ovaire est maintenu par voie 

transrectale puis positionné en regard de l’aiguille de ponction (Figure 5). L’aspiration  du 

liquide folliculaire permet de récupérer les complexes cellules du cumulus-ovocytes (COC), 

qui sont recueillis dans un milieu spécifique contenant du PBS (Tampon Phosphate contenant 

du chlorure de sodium) et de l’héparine. 
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Figure 5: Technique de prélèvement d’ovocyte par OPU chez la vache 

Source : (Hanzen, 2009)  

 

Les ovocytes peuvent être collectés deux fois par semaine, pendant plusieurs semaines sans 

effet secondaire sur les donneuses (Galli et al., 2001). Une récolte permet d’obtenir en moyenne 

4 à 5 ovocytes utilisables (De Roover et al., 2005). Les follicules ponctionnés sont ceux 

mesurant 2 à 8 mm de diamètre, ils contiennent des ovocytes immatures (première division de 

méiose). Pour les génisses impubères, la récolte se fait comme chez les petits ruminants, par 

laparoscopie.  

Il est possible de stimuler, quelques jours avant la récolte, la croissance folliculaire avec de la 

FSH, qui permet d’augmenter le nombre d’ovocytes prélevés par récolte. Par exemple chez les 

femelles de race Holstein et Montbéliarde ayant reçu un traitement de superovulation, 13,3 

ovocytes utilisables sont collectés en moyenne par session d’OPU, conduisant au 

développement de 3,5 embryons transférables contre 7,8 ovocytes utilisables et 1,1 embryons 

transférables par OPU sans stimulation (Guyader-Joly et al., 2010).  

 

2) La maturation in vitro (MIV) 

L’ovocyte bloqué au stade vésicule germinale nécessite une étape de maturation pour acquérir 

la capacité à être fécondé.  

La maturation s’effectue à plusieurs niveaux (Charles Thibault, Marie-Claire Levasseur et al., 

2001): 
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- La maturation nucléaire conduisant au stade métaphase II de la méiose et caractérisée 

par l’émission du premier globule polaire 

- La maturation membranaire qui permet à la zone pellucide de reconnaitre 

spécifiquement les spermatozoïdes de la même espèce, grâce à des glycoprotéines 

spécifiques, la ZP3 pour la reconnaissance et la ZP2 pour la fixation spermatique. 

- La maturation cytoplasmique : qui comprend la migration des granules corticaux vers 

la périphérie, la synthèse de l’ovoperoxydase qui permet d’éviter la polyspermie, et les 

synthèses protéiques nécessaires au bon déroulement du développement de l’embryon. 

 

La maturation nucléaire est relativement bien maîtrisée, le taux d’ovocytes en MII après la 

MIV dans des conditions optimales est d’environ 85 à 90% chez la vache (Lonergan et al., 

2003). En revanche, la maturation cytoplasmique in vitro représente le facteur limitant de la 

production d’embryons in vitro. Le taux de blastocystes est plus élevé lorsque l’ovocyte est 

maturé in vivo comparativement à la maturation in vitro (Krisher, 2004). C’est la raison pour 

laquelle le concept de « pré-maturation » in vitro constitue actuellement un axe de recherche 

majeur pour mieux comprendre la maturation cytoplasmique ovocytaire et ainsi pouvoir 

améliorer les rendements de la production d’embryons. L’objectif est de maintenir les ovocytes 

collectés au stade vésicule germinale pour leur permettre de terminer la maturation 

cytoplasmique, c’est-à-dire la synthèse d’ARNm nécessaires au développement embryonnaire. 

En effet, dès lors que la maturation nucléaire est initiée, avec un ovocyte en MII, l’ADN est 

condensé et les transcriptions sont bloquées. Le principe de pré-maturation est de bloquer la 

reprise de la méiose avec des inhibiteurs du facteur de promotion de la phase M (MPF). 

Cependant, ce blocage de la méiose pendant 24 à 48h n’a pas permis d’augmenter la 

compétence ovocytaire au développement embryonnaire (Mermillod et al., 2000). Plus 

récemment, une méthode de stimulation physiologique de la maturation ovocytaire (SPMO) a 

été testée. Elle consiste à bloquer la méiose pendant 12h par des molécules qui augmentent le 

taux d’AMPc ovocytaire et la stimulation de la maturation par la FSH. A ce jour, 22 études ont 

évalué l’efficacité de cette technique, mais les résultats en termes de taux de blastocystes sont 

discordants et peuvent être expliqués par des différences de composition du milieu de 

maturation (Leal et al., 2022). 

 

En pratique, la MIV est réalisée à 38,5°C qui correspond à la température centrale chez la 

vache, sous une atmosphère enrichie de 5% de CO2 saturée en humidité, et pour une durée de 

24h. La MIV se fait dans un milieu qui contient tous les éléments nécessaires au développement 
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des COC (sels minéraux, acides aminés, glutamine, pyruvate, etc) (Mermillod et al., 1992). A 

ce milieu de base sont ajoutés différents constituants, avec une composition particulière pour 

chaque laboratoire. Le sérum de veau fœtal peut être ajouté car il empêche l’adhésion des COC. 

D’autres facteurs sont classiquement utilisés comme l’EGF (facteur de croissance épidermique) 

qui améliore la maturation nucléaire et cytoplasmique (Lonergan et al., 1996), mais aussi des 

hormones gonadotropes comme la FSH qui permet une meilleure expansion des cellules du 

cumulus (Calder et al., 2003) ou de la LH qui a une action directe sur le métabolisme de 

l’ovocyte. La GH (Growth Hormone) est également utilisée car elle accélère la maturation 

nucléaire, stimule l’expansion du cumulus et améliore le taux de développement de blastocyste 

(Izadyar et al., 1998). 

Après la MIV, les COC sont classés en 4 catégories selon le degré d’expansion des cellules du 

cumulus et la transparence du cytoplasme de l’ovocyte. Un cumulus compact entourant 

complètement l’ovocyte et l’aspect transparent du gamète femelle sont des caractéristiques 

associées à une meilleure capacité de développement embryonnaire (de Loos et al., 1989).  

 

3) La fécondation in vitro 

La fécondation est l’étape qui permet d’aboutir à la formation d’une cellule, le zygote. Avant 

d’être mis au contact des ovocytes, les spermatozoïdes sont sélectionnés sur des critères précis 

(vitesse, motilité, morphologie, index de linéarité, concentration) (Ward et al., 2002). Les 

spermatozoïdes sont ensuite capacités dans un milieu appelé TALP pour Tyrode, albumine, 

lactate de sodium et pyruvate de sodium, complémenté avec de l’héparine (Parrish et al., 1986). 

Les conditions utilisées pour la FIV sont les mêmes que pour la MIV c’est-à-dire à 38,5°C sous 

atmosphère enrichie à 5% de CO2 pour une durée de 18 à 24h. Le taux de fécondation est mesuré 

par l’expulsion du 1er globule polaire ou par le taux de clivage 48h post-insémination. Chez la 

vache le taux de fécondation moyen atteint 70-85%.  

Les semences utilisées peuvent être des semences sexées ce qui permet de produire des 

embryons du sexe souhaité. Cependant l’utilisation de la semence sexée lors de la PIV réduit le 

taux de blastocystes (Liu et al., 2015). 

 

4) Le développement embryonnaire in vitro (DIV) 

Le développement pré-implantatoire de l’embryon se fait en étroite relation avec le milieu 

tubaire. Historiquement, le développement de l’ovocyte fécondé était réalisé in vivo dans les 

oviductes de lapines (Lazzari et al., 2010), car on ne savait pas reproduire le milieu tubaire. In 

vitro, l’étape limitante du développement embryonnaire chez la vache est le blocage au stade 
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8-16 cellules. Ce blocage est expliqué par la mauvaise synchronisation entre la chute des ARNm 

d’origine maternelle (contenus dans le cytoplasme de l’ovocyte) et l’activation de la 

transcription d’ARNm à partir du génome de l’embryon (Martal, 2002). Afin d’éviter ce 

blocage, différentes conditions ont été développées pour optimiser le développement 

embryonnaire, comprenant :  

- Des milieux définis contenant des sécrétions de cellules tubaires (SOF : Synthetic 

oviductal fluid) ou des milieux dont la composition est modifiée en fonction du stade de 

développement de l’embryon. 

- La co-culture sur des cellules trophoblastiques tubaires, ou sur des cellules somatiques 

(foie et rein) (Orsi & Reischl, 2007). 

Le DIV dure 7 jours jusqu’au stade blastocyste. Le taux de blastocystes obtenus par OPU-FIV 

se situe entre 20-40% (Rizos et al., 2008). Ce taux limité s’explique par la maturation 

cytoplasmique incomplète des ovocytes, des conditions de cultures des embryons inadéquates 

entrainant une altération de l’activation du génome embryonnaire au stade 8-16 cellules (Sirard 

et al., 2006). 

Après avoir atteint le stade de blastocyste, la qualité de l’embryon est évaluée sur des critères 

morphologiques définis par la Société Internationale de Transfert Embryonnaire (IETS) 

(symétrie de la masse embryonnaire, couleur et densité, zone pellucide lisse), selon 4 grades, 

bon, moyen, mauvais, et mort ou dégénéré. A l’instar de la production d’embryons in vivo, 

l’embryon est soit congelé, soit transféré en frais.  

 

5) Intérêts de la technique de production d’embryons in vitro chez la vache 

Dans l’espèce humaine, Louise Brown est le premier bébé conçu par PIV, elle est née le 25 

juillet 1978 au Royaume-Uni. Le premier veau né après MIV et FIV a été obtenu en 1981 

(Brackett et al., 1982).  

Chez l’Homme la technique de production d’embryon in vitro est utilisée par les couples 

infertiles comme aide à la procréation. Chez la vache, l’objectif principal est de multiplier le 

nombre de descendants de femelles de haute valeur génétique. 

En effet, le prélèvement d’ovocytes par OPU permet la diffusion du potentiel génétique par la 

voie femelle. Par ailleurs, l’OPU peut être réalisée chez les femelles avant la puberté et même 

pendant la gestation (jusqu’à 3 mois) si les ovaires restent accessibles. De plus la 

cryoconservation des ovocytes ou des embryons produits in vitro permet de conserver la 

génétique de la femelle même après sa mort. 
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Cette biotechnologie combinée avec l’utilisation de la semence sexuée et avec des techniques 

de sélection génétique assistée par marqueurs réalisées à partir d’une biopsie de quelques 

cellules trophoblastiques, permet de sélectionner les embryons d’intérêt génétique et de décider 

ou non leur transfert dans une receveuse (Ponsart et al., 2014). 

 

6) Bilan sur l’utilisation de la PIV en 2020 (Rapport IETS 2021) 

En 2020, plus d’1 million d’embryons bovins ont été produits in vitro dans le monde soit une 

augmentation de plus de 12% par rapport à l’année 2019. Depuis 20 ans, la production 

d’embryons de bovin est en augmentation (Figure 6).  

 

 

Figure 6: Nombre d’embryons bovins produits in vivo ou produits in vitro et nombre total 

enregistrés sur la période 2001-2020 

Source : données IETS 2021 

 

L’utilisation de la production in vitro d’embryons n’est pas uniforme selon les pays. C’est en 

Amérique du Nord et du Sud que ce mode de reproduction est le plus développé, puisque les 

États-Unis, le Brésil, le Canada et l’Argentine représentent à eux seuls 79,2% des embryons 

bovins produits in vitro en 2020 (Tableau 5). En effet la PIV est devenue une méthode de choix 

pour les pays producteurs de viande (Argentine, Brésil, États-Unis, Canada) car elle permet 

d’obtenir plus rapidement et en plus grand nombre des descendants génétiquement supérieurs. 
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À l’inverse, l’Europe est la seule région où la production d’embryons in vivo reste la méthode 

la plus répandue pour plusieurs raisons : (1) ces biotechnologies sont surtout utilisées dans les 

élevages laitiers, (2) l’élevage est moins intensif en Europe et (3) l’activité de transfert 

d’embryons est moins structurée et réalisée par différentes unités de sélection (Rapport IETS 

2020). Dans l’enquête de l’IETS sur l’activité en 2020, l’Europe est représentée par la Belgique, 

l’Autriche, la Finlande, la France, l’Allemagne, l’Italie, l’Espagne et la Suisse. 

 

Tableau 5: Nombre d’embryons bovins produits et transférés en 2020 

Source : Données IETS 2021 

  
Embryons bovins 

produits 
Embryons bovins 

produits et transférés 

Région/ 
Pays 

In vivo in vitro In vivo in vitro 

Afrique  2 763 4 977 2 674 4 159 

Europe 126 491 47 470 92 811 35 352 

Amérique 
du Nord 

196 704 578 995 168 726 339 716 

Amérique 
du Sud 

31 559 500 397 26 692 474 145 

Océanie 4 211 14 345 3 767 14 571 

Total 361 728 1 156 422 294 670 878 181 
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Partie 3 : ÉVALUATION DE LA CONSERVATION D’OVOCYTES 

BOVIN DANS L’EMP3 

 

L’objectif de cette étude était d’évaluer l’effet sur la maturation des COC de la conservation 

d’ovocytes de bovin dans un milieu l’emP3 pendant 12h ou 24h et à 4°C ou 22°C. L’emP3 est 

un milieu de conservation utilisé pour les embryons bovins. Il n’avait jamais été utilisé pour la 

conservation d’ovocytes. L’hypothèse était que la conservation des ovocytes dans ce milieu 

n’affecterait pas la maturation des COC in vitro. 

 

I. MATERIEL ET METHODES 

L’étude a été réalisée à la Faculté Vétérinaire de Saint-Hyacinthe au Québec, dans l’équipe du 

Pr Mouamadou Diaw.  

 

1) Composition de l’emP3 

L’emP3 est un milieu de conservation pour les embryons de bovins dont la composition exacte 

n’est pas rendue publique. Il contient 0,55% d’albumine de sérum bovin et 0,74% de chlorure 

de sodium (cf brochure Partnar Animal Health en annexe). 

 

2) Récolte des ovocytes 

 

a. Origine et récupération des ovaires 

Les ovaires ont été collectés sur des vaches adultes dans un délai de moins de 4h après abattage, 

les 1,3 et 8 Août 2018 à 11h du matin dans un abattoir à 40 km de distance de la faculté 

vétérinaire. Puis ils ont été transportés dans une boite isotherme permettant le maintien à une 

température ambiante autour de 22°C. L’âge, la race et le stade du cycle des vaches ne sont pas 

connus.  

 

b. Récupération des ovocytes 

Avant de commencer la récolte des ovocytes, les ovaires ont été rincés dans une solution saline 

(Chlorure de Sodium 0,9%). La récolte des ovocytes a été réalisée sous hotte à flux laminaire 

dans un environnement stérile.  

Les follicules mesurant entre 2-8 mm de diamètre ont été ponctionnés avec une seringue de 10 

mL et une aiguille de 18 gauge. La seringue est pré-remplie avec 1mL de milieu de Hank 

(Hank’s Medium 199 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). L’aiguille est introduite dans les 
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follicules en restant en surface pour aspirer le liquide folliculaire contenant les COC (cumulus 

Oocyte Complex). Après la ponction de 3-4 follicules, le liquide contenu dans la seringue est 

déposé dans une boite de Pétri. (Photographie 1). 

 

Photographie 1:  Méthode de prélèvement des ovocytes par ponction des follicules sur un 

ovaire de vache provenant de l’abattoir 

Source : Margaux Pellet 

 

c. Évaluation des complexes ovocytes- cellules du cumulus (COC) 

Tous les ovocytes prélevés ont ensuite été conservés à température ambiante dans une boite de 

Pétri contenant le milieu de Hank (Hank’s Medium 199 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

complémentée avec 25 µg/mL de Gentamicine (Gibco), 6mg/mL de BSA (Sigma-Aldrich, 

Canada, Oakville ON) et 0,25mM de solution de Pyruvate de sodium (Thermo Fisher Scientific, 

Walthamm, MA, USA). 

Les ovocytes ont été observés sous loupe binoculaire (LEICA DMIRB) (grossissement x10-

25). Cette étape permet la sélection des ovocytes selon des critères morphologiques définis 

(Hinrichs et al., 2005; Hinrichs & Williams, 1997). Ainsi, seuls les COC (complexes ovocytes-

cellules du cumulus) avec au moins 3 couches compactes de cellules du cumulus et avec un 

cytoplasme translucide ont été sélectionnés pour notre étude, ce qui correspond aux images A1, 

et A2 sur la figure 4 ci-dessous.  
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Figure 7: Classification morphologique des complexes ovocytes- cellules du cumulus 

A1 : Ovocyte entouré de plusieurs couches denses de cellules du cumulus, A2 : Ovocyte entouré 

de plusieurs couches de cellules du cumulus translucides, B1 : Ovocyte entouré de la corona 

radiata, B2 : Ovocyte partiellement dénudé, C : ovocyte dénudé, D : ovocyte entouré par 

plusieurs couches très foncées de cellules du cumulus  

Source : (Alvarez et al., 2009) 

 

d. Conservation des ovocytes 

Les ovocytes ont été regroupés par 15 selon les conditions de l’expérience, et disposés dans des 

tubes en verre borosilicaté stériles (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) contenant 

1 mL de solution d’emP3, fermés avec du papier paraffiné et emballés dans du papier absorbant 

opaque afin de protéger les ovocytes de la lumière.  

Selon les groupes, les tubes ont été placés (Tableau 6) :  

- à 4°C pendant 12h (Groupe 1) ou pendant 24h (Groupe 3) 

- à 22°C pendant 12h (Groupe 2) ou 24h (Groupe 4).  

- Le groupe 5 est le groupe contrôle qui n’a pas été placé dans l’emP3 mais 

directement mis en maturation in vitro.  

Pour cette étude 3 lots d’ovocytes ont été prélevés soit un total de 225 ovocytes. 

  

 

 



 33 

Tableau 6: Conditions expérimentales pour les différents groupes d’ovocytes d’un lot. Cette 

étude a été répétée 3 fois (3 lots différents) 

U
N

 L
O

T
 

N° de l'échantillon  1 2 3 4 5 

Milieu de conservation emP3 emp3 emp3 emp3 / 

Durée de conservation  

(en heure) 

12h 12h 24h 24h / 

Température de 

conservation (en °C) 

4°C 22°C 4°C 22°C / 

Durée de la maturation in 

vitro (en heure) 

24h 24h 24h 24h 24h 

Nombre d'ovocytes dans 

l'échantillon 

15 15 15 15 15 

 

3) Maturation des ovocytes : 

Le milieu de maturation utilisé pour cette expérience est le milieu M199 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA) additionné de 25 µg/mL de Gentamicine (Gibco), 6mg/mL d’Albumine de sérum 

bovin (BSA) (Sigma-Aldrich, Canada, Oakville ON), 0,25 mM de solution de Pyruvate de 

sodium (Thermo Fisher Scientific, Walthamm, MA, USA), (Diaw et al.2018). La préparation 

est réalisée en conditions stériles sous hotte aspirante.  

Ce milieu de maturation des ovocytes a ensuite été mis 15 minutes au bain-marie à 38°C, puis 

filtré avec un filtre à seringue de taille 0,22 µm (Acrodisc by Life Sciences), et 10 ng/mL de 

facteur de croissance épidermique (EGF) (Epidermal Growth Factor, R&D systems, 

Minneapolis, MN) ont été ajoutés (Tableau 7). 

 

Tableau 7: Composition du milieu de maturation des ovocytes 

 

Le milieu de maturation a ensuite été réparti dans des boites de Pétri ; 3 gouttes de 75 µL par 

boite, qui ont été recouvertes par 3,5 mL d’huile minérale (Sigma-Aldrich, M5310-1L, 

Germany) puis 75 µL de milieu de maturation ont été ajoutés dans les gouttes précédemment 

Composant Quantité

M199 Earl's 10 mL

Gentamicine 25 µg/mL

BSA 6 mg/mL

Pyruvate de 

sodium
0,25 mM

EGF 10 ng/mL



 34 

déposées. Chaque boite contient donc au total 3 gouttes de 150 µL du milieu de maturation et 

peut recevoir 15 ovocytes (soit 10 µL de solution par ovocyte).  

 

 

Figure 8: Représentation schématique de la maturation des ovocytes en boite de Petri 

Pour chaque groupe, 15 ovocytes entourés des cellules du cumulus ont été récupérés et observés 

à la loupe binoculaire, et ont été photographiés pour comparer les caractéristiques des ovocytes 

et des cellules du cumulus avant et après la maturation in vitro. Les ovocytes ont été mis en 

maturation après la période de conservation pour les groupes 1,2,3 et 4. Pour les groupes 1 et 3 

ayant été conservés à 4°C, les ovocytes ont d’abord été mis 10 minutes à température ambiante 

pour les réchauffer progressivement.  

Les ovocytes ont ensuite été rincés deux fois pendant 30 secondes dans les deux premières 

gouttes du milieu de maturation et ont été transférés dans la troisième goutte. Les boites de Pétri 

contenant 15 ovocytes ont ensuite été incubées à 37,5°C dans une atmosphère à 5% de CO2 

pendant 24h.  

 

4) Évaluation de la maturation in vitro  

Après 24h de maturation, les ovocytes ont été observés à la loupe binoculaire afin d’évaluer 

l’expansion du cumulus. Les ovocytes ont été classés selon 4 catégories : 

- Dénudé : ovocyte totalement dénudé (aucune cellule du cumulus n’est présente) 

- Grade 1 : ovocyte partiellement dénudé 

- Grade 2 : ovocyte avec expansion partielle des cellules du cumulus 

- Grade 3 : ovocyte avec expansion totale des cellules du cumulus 

 

 

3,5mL d’huile 
minérale 

150 µL de milieu 
de maturation 

Boite de Pétri 
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Figure 9: Gradation des ovocytes après la maturation in vitro 

Grade 1 : ovocyte partiellement dénudé, Grade 2 : ovocyte avec expansion partielle des cellules 

du cumulus, Grade 3 : ovocyte avec expansion totale des cellules du cumulus. 

Source : (Alvarez et al., 2009) 

 

 

Photographie 2: Observation à la loupe binoculaire des 15 ovocytes de bovin d’un groupe 

après maturation in vitro 

Photographie regroupant : 3 ovocytes dénudés, 2 ovocytes de grade 1, 3 ovocytes de grade 2, 

7 ovocytes de grade 3.  

Source : Margaux Pellet 

 

5) Séparation des cellules du cumulus et des ovocytes 

Après observation post maturation, chaque ovocyte a été dénudé, c’est-à-dire séparé des cellules 

du cumulus, selon le protocole suivant : 

Grade 3 Grade 2 Grade 1 
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Dans une boite de Pétri de 150 mm de diamètre, 5 gouttes de 100 µL de tampon phosphate salin 

(PBS 1X, Gibco, Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) ont été déposées. Les 15 complexes 

cumulus-ovocytes d’un même lot ont été déposés dans une première goutte. Les ovocytes ont 

été séparés des cellules du cumulus par des aspirations répétées à l’aide d’une pipette Pasteur 

modifiée (Photographie 2), (Diaw et al. 2018 ; Herrera-Hidalgo et al. 2020).  

  

Photographies 3A et 3B: Séparation mécanique des ovocytes et des cellules du cumulus avec 

la pipette Pasteur modifiée par aspiration et reflux de milieu contenant l’ovocyte 

Source : Margaux Pellet 

 

Les cellules du cumulus ont ensuite été mises dans des tubes et conservées à -80°C. Les 

ovocytes ont été fixés en les déposant pendant 10 minutes dans une solution de formaldéhyde 

10% (Formaline, Chaptec INC., Montréal, QC, CA). 

 

6) Évaluation des caractéristiques des ovocytes 

Le stade de maturation des ovocytes a été évalué au travers de la configuration de la chromatine. 

Pour cela, le colorant Hoechst 33258 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) un dérivé 

benzimidazolé qui se fixe dans les sillons mineurs de l’ADN des cellules eucaryotes a été utilisé. 

Il est sélectif des acides nucléiques Adénine et Thymine, a une longueur d’onde d’excitation 

dans les ultraviolets, et émet une fluorescence bleue entre 460 nm et 490 nm.  

Préparation de la solution de coloration : 

La solution mère de Hoechst à la concentration de 0,1mg/mL a été diluée avec du tampon 

phosphate salin (PBS 1X, Gibco, Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pour obtenir une 



 37 

solution à la concentration finale de 5 µg/mL. Cette étape a été réalisée en protégeant les tubes 

de la lumière.  

Les ovocytes fixés ont été placés dans 0,5 mL de la solution de Hoechst dans des boites à 4 

puits (15 ovocytes par puits), recouvertes de papier aluminium et placées dans une étuve à 37°C 

pendant 10 minutes. Les ovocytes colorés ont ensuite été placés entre lames et lamelles. Pour 

cela, une goutte de Permafluor a été déposée au centre de la lame et les ovocytes y ont été 

déposés. Une première observation à la loupe binoculaire (WILD heerbrugg) a été réalisée afin 

de vérifier que les 15 ovocytes de chaque échantillon étaient présents sur la lame. Puis, les 

lames ont été scellées et conservées à l’abri de la lumière dans une chambre froide à 4°C.  

Les lames ont été observées au microscope à fluorescence (PALM MicroBeam Zeiss) avec une 

longueur d’onde de 365 nm. Chaque ovocyte a été classé suivant son stade de maturation 

nucléaire : Métaphase II (MII), Métaphase I, stade vésicule germinative GV ou encore 

dégénéré.  

 

 

Figure 10: Stades de maturation nucléaire des ovocytes de bovin observés au microscope à 

fluorescence 

Stade GV : stade vésicule germinale, stade MI : stade métaphase I, stade MII : stade métaphase 

2 visualisation du globule polaire, stade dégénéré : ovocyte non viable avec aspect hétérogène 

de la chromatine et du cytoplasme 

Source : Margaux Pellet 

 

7) Expression du gène StAR 

L’expression du gène StAR (Steroidogenic acute regulatory protein) impliqué dans l’ovogénèse 

et la maturation ovocytaire a été évaluée dans les cellules du cumulus.  

L’extraction de l’ARN total des cellules du cumulus a été réalisée en utilisant le kit d’isolement 

d’ARN Arcturus PicoPure (Applied biosystems) selon les instructions fournies par le 

fabricant. L’ARN total obtenu a subi ensuite une transcription inverse pour donner de l’ADNc 



 38 

(ADN complémentaire) en utilisant le kit SuperScript Vilo cDNA (Invitrogen) selon les 

instructions données par le fabricant.  

Les tests de PCR en temps réel ont été effectués avec le système CFX96 Real time (Biorad) 

et en utilisant les réactifs SsoAdvanced universal sybr green supermix (Biorad). La réaction 

de PCR a été réalisée avec les réactifs suivants : 7,5µL de SsoAdvanced sybr green, 1,1 µL 

d’eau, 4 µL de ADNc et 1,2 µL de chacune des paires d’amorces.  

Chaque échantillon a été analysé en double et les niveaux d’expressions ont été rapportés à ceux 

des gènes de ménage RPL19, SDHA, YWHAZ. Puis les données ont été normalisées avec un 

échantillon de contrôle en utilisant la méthode des ΔΔCt pour prendre en compte de l’efficacité 

de l’amplification.  

Les amorces ont été choisies selon plusieurs critères :  

- Spécifiques au gène à amplifier 

- Taille minimum de 20 paires de bases 

- Riches en bases C et G (pour que les liaisons hydrogènes soient plus solides) 

- Les températures de fusion sont identiques et proches de 65°C (car l’hybridation 

se fait à 60°C) 

- Elles ne s’hybrident pas entre elles 

 

Tableau 8: Amorces utilisées pour évaluer l’expression du gène StAR 

Gène Sens Couple d’amorce 

StAR  forward CCCAGCAGAAGGGTGTCATC 

reverse TGCGAGAGGACCTGGTTGAT 

 

En premier lieu, un échantillon de cellules de granulosa de bovin n’appartenant pas à l’étude a 

été utilisé afin de définir les meilleures conditions d’utilisation des amorces du gène StAR.  

Pour standardiser l’efficacité de la réaction, des dilutions en cascade d’un facteur 2 jusqu’à la 

dilution au 1/256ème ont été réalisées. Chaque échantillon dilué a été analysé en qPCR avec le 

couple d’amorces du gène StAR. Des courbes exprimant la quantité de fluorescence en fonction 

du nombre de cycles ont été obtenues pour chaque dilution ainsi que les courbes exprimant les 

Ct (cycle threshold ou cycle seuil) en fonction du logarithme de la fluorescence. La pente de 

cette dernière courbe correspond à l’efficacité de la PCR, qui a été arbitrairement fixée entre 

1,9 et 2,1. Une efficacité égale à 2 signifie qu’à chaque cycle de PCR, il y a 2 copies d’ADNc 

générées. Pour les dilutions d’échantillon d’ADNc allant de 1/8 à 1/256, l’efficacité obtenue 
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était acceptable. L’efficacité moyenne de la qPCR (sur l’ensemble des dilutions) était égale à 

2,1. Le couple d’amorces a donc été validé et utilisé pour évaluer l’expression du gène StAR.  

Pour des raisons de quantité et de volume d’échantillon les qPCR ont été réalisées sur des 

échantillons à la dilution 1/16 des échantillons de l’étude. Chaque échantillon a été analysé en 

double et les niveaux d’expression du gène StAR ont été exprimés en fonction de ceux des 

gènes de ménage (SDHA, YWHAZ et RPL19).  

 

8) Analyse statistique 

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel JMP (SAS institute, Cary, 

NC).  

La répartition des ovocytes suivant les grades d’expansion des cellules du cumulus dans les 

différents groupes a été réalisée avec le test de Cochran-Mantel-Haenszel.  

Pour évaluer les effets des différents traitements (durée et température de conservation dans 

l’emP3) sur la maturation des ovocytes (stade métaphase II de la méiose), un test de régression 

logistique multinomial a été utilisé avec les 3 lots comme facteur aléatoire et les 5 traitements 

comme facteurs fixes. Le risque alpha a été ajusté avec la procédure séquentielle Benjamin-

Hochberg. 

Les résultats de la PCR quantitative ont été analysés avec la méthode des ΔΔCt. Ct 

correspondant à la valeur seuil c’est-à-dire au nombre de cycles à partir duquel on détecte de la 

fluorescence au-dessus du bruit de fond. Il s’agit d’une méthode qui permet une quantification 

relative de l’ADN. ΔΔCt = ΔCtéchantillon- ΔCtcontrôle. Avec : 

- ΔCtéchantillon = CtStAR-échantillon - Ctgène de ménage-échantillon  

- ΔCtcontrôle= CtStAR-contrôle- Ctgène de ménage-contrôle 

On obtient donc une quantité relative c’est-à-dire QR= 2- ΔΔCt.  

Les différences d’expression du gène StAR entre les groupes ont été évaluées par un test 

ANOVA à un facteur, suivi par un test de post-hoc de Holm-Sidak pour déterminer les groupes 

statistiquement différents.  
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II. Résultats 

 

1) Expansion des cellules du cumulus 

Le tableau 9 présente la répartition des COC en fonction des grades d’expansion, classés en 4 

catégories : dénudé, grade 1, grade 2, grade 3. A l’issue de cette étape de MIV les COC devaient 

atteindre le grade 3.  

Tableau 9: Répartition des COC selon les grades d’expansion avant et après la maturation in 

vitro et en fonction des conditions de conservation (contrôle : sans conservation ou emP3), de 

la température (4°C ou 22°C), de la durée (12h ou 24h) 

 
Répartition des COC selon les grades d'expansion 

  Avant MIV Après MIV 

  Dénudé Grade 1 Grade 2 Grade 3 Dénu
dé 

Grade 1 Grade 2 Grade 3 

Contrôle 0 (0%) 13 
(28,9%) 

28 
(62,2%) 

4 ( 
8,9%) 

0  
(0%) 

6 
(13,3%) 

18 
(40%) 

21 
(46,7%) 

12h 4°C 7  
(15,6%) 

15 
(33,3%) 

19 
(42,2%) 

4  
(8,9%) 

7 
(15,6

%) 

10 
(22,2%) 

13 
(28,9%) 

15 
(33,3%) 

12h 22°C 9  
(20%) 

10 
(22,2%) 

23 
(51,1%) 

3  
(6,7%) 

7 
(15,6

%) 

6 
(13,3%) 

11 
(24,4%) 

21 
(46,7%) 

24h 4°C 8  
(17,8%) 

20 
(44,4%) 

16 
(35,6%) 

1  
(2,2%) 

6 
(13,3

%) 

14 
(31,1%) 

11 
(24,4%) 

14 
(31,1%) 

24h 22°C 5  
(11,1%) 

8  
(17,8%) 

29 
(64,4%) 

3 
 (6,7%) 

5 
(11,1

%) 

1 
(2,2%) 

10 
(22,2%) 

29 
(64,4%) 

 

La figure 11 présente la répartition des COC des groupes contrôles, qui n’ont pas subi d’étape 

de conservation, suivant leur grade d’expansion avant et après maturation in vitro.  
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Figure 11: Répartition des COC des groupes contrôles suivant leur grade d’expansion avant 

et après maturation in vitro (les groupes contrôles n’ont pas subi de conservation dans 

l’emP3) 

Pour les ovocytes du groupe contrôle n’ayant pas subi de conservation dans l’emP3, le 

pourcentage de COC de grade 1 et de grade 2 est important avant la MIV ce qui est normal 

puisque les COC sélectionnés après la récolte étaient des ovocytes de grade 1 et 2. De plus on 

note une forte augmentation du nombre d’ovocytes de grade 3 après la MIV,de 8,9% à 46,7%. 

Parallèlement, la proportion de COC de grade 2 et 3 est plus importante que celle de COC de 

grade 1 et d’ovocytes dénudés à la fin de la MIV (figure 11). Par ailleurs, l’absence d’ovocytes 

complètement dénudés avant et après la MIV indique que les manipulations des COC n’ont pas 

altéré les cellules du cumulus. Ces résultats nous permettent de valider notre protocole 

expérimental. 

La figure 12 présente la répartition des COC suivant leur grade d’expansion après maturation 

in vitro en fonction des conditions de conservation dans l’emP3 soit 24h à 4°C, 24h à 22°C, 

12h à 4°C, et 12h à 22°C. Les COC du groupe contrôle n’ont pas subi d’étape de conservation 

dans l’emP3.  
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Figure 12: Répartition des COC suivant leur grade d’expansion avant et après maturation in 

vitro en fonction des conditions de conservation dans l’emP3 soit 24h à 4°C, 24h à 22°C, 12h 

à 4°C, et 12h à 22°C. Les COC du groupe contrôle n’ont pas subi d’étape de conservation 

dans l’emP3 

Pour les conditions de conservation à 22°C durant 12h et 24h, le taux de COC de grade 2 et 3 

est significativement plus important que celui de COC de grade 1 ou que celui des ovocytes 

dénudés après la MIV. Au contraire, pour les ovocytes conservés à 4°C, pendant 12h ou 24h, 
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les pourcentages d’ovocytes de grade 2 ou 3, ne sont pas différents des grades indiquant un 

défaut de maturation ovocytaire (dénudé ou grade 1).  

 

2) Maturation nucléaire des ovocytes in vitro 

Le tableau 10 décrit le pourcentage d’ovocytes en métaphase II, c’est-à-dire matures, en 

fonction des conditions de conservation. Les ovocytes du groupe contrôle n’ont pas subi de 

conservation dans l’emP3 et ont été placés en maturation in vitro directement après la récolte 

des ovocytes. Le tableau 11 indique les différences de pourcentage d’ovocytes en métaphase II 

en fonction des groupes.  

 

Tableau 10: Pourcentage des ovocytes en métaphase II après maturation in vitro, en fonction 

des conditions de conservation dans l’emP3 (12h ou 24h et à une température de 4°C ou 22°C).  

Le groupe contrôle n’a pas subi de conservation dans l’emp3 et a été placé en maturation in 

vitro directement après récolte des ovocytes. 

Traitements Contrôle 24h à 4°C 24h à 22°C 12h à 4°C 12h à 22°C 

% d’ovocytes en 

métaphase II 
66,7 ± 3,1 8,9 ± 1,8 46,7 ± 3,1 11,1 ±1,8 48,9 ± 3,6 

 

Tableau 11: Comparaisons du pourcentage d’ovocytes en métaphase II en fonction des 

conditions de conservation. Résultats de la régression logistique mixte, risque alpha ajusté avec 

la procédure séquentielle Benjamini-Hochberg 

Comparaisons Estimation Erreur 
standard 

Z value  Valeur de 
P 

CTRL vs. 24h 22°C  0.8267 0.2677  3.09  0.0020 

CTRL vs. 24h 4°C  3.0204 0.1238  24.41 <.0001 

CTRL vs. 12h 22°C 0.7376  0.2027 3,64 0.0003 

CTRL vs. 12h 4°C  2.7726  0.3142 8,82 <.0001 

24h 22°C vs. 24h 4°C 2.1937  0.3393 6,47 <.0001 

24h 22°C vs 12h 22°C -0.08908  0.1924 -0,46 0.6434 

24h 22° vs 12h 4°C 1.9459  0.09755 19,95 <.0001 

24h 4°C vs 12h 22°C -2.2828  0.1968 -11,6 <.0001 

24h 4° vs 12h 4°C -0.2478  0.4078 -0,61 0.5433 

12h 22°C vs 12h 4° 2.0350 0.2855 7.13 <.0001 

 

Le pourcentage d’ovocytes en MII est significativement plus élevé dans le groupe contrôle 

comparativement à tous les autres groupes (Tableau 11). Cela signifie que la conservation dans 

l’emP3 quelles que soient la durée ou la température diminue le pourcentage d’ovocytes 
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matures. Par ailleurs, la conservation des ovocytes à la température de 4°C quelle que soit la 

durée, altère la maturation ovocytaire avec une forte diminution du taux d’ovocytes en MII. 

Pour la conservation à la température de 22°C, la durée de conservation (12h ou 24h) n’a pas 

modifié le pourcentage d’ovocytes en métaphase II.  

 

3) Expression du gène StAR dans les cellules du cumulus 

L’expression du gène StAR dans les cellules du cumulus a été évaluée par PCR en temps réel. 

L’abondance relative des ARNm codant pour la protéine StAR est présentée sur la figure 13. 

 

 

Figure 13: Abondance relative des ARNm codant pour la protéine StAR (± S.E.M) dans les 

cellules du cumulus après conservation dans l’emP3 pendant 12h ou 24h et à 22°C ou à 4°C 

après maturation in vitro 

 

L’expression de l’enzyme StAR est significativement augmentée dans les cellules du cumulus 

ayant subi une conservation dans l’emP3 pendant 12h à 22°C comparativement aux COC 

conservés dans l’emP3 pendant 12h à 4°C. La température de conservation des COC est donc 

essentielle pour maîtriser l’expression du gène StAR.  
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À la température de 22°C, l’expression relative de la StAR dans les cellules du cumulus ayant 

subi une conservation dans l’emP3 pendant 12h est significativement augmentée 

comparativement à une durée de conservation de 24h.  

Le tableau 12 indique les comparaisons de l’expression du gène StAR pour tous les groupes 

considérés deux à deux. 

 

Tableau 12: Comparaison de l’expression du gène de l’enzyme StAR pour les différents 

groupes de cellules du cumulus en fonction des conditions de conservation (Tests de Holm-

Sidak) 

Test de comparaison 

multiple de Holm-

Šídák's  

Différence 

entre les 

moyennes 

Valeur de P 

Ctrl vs. 12h 4°C 0,4133 0,9523 

Ctrl vs. 12h 22°C -2,647 0,0631 

Ctrl vs. 24h 4°C 0,5667 0,9523 

Ctrl vs. 24h 22°C 0,5600 0,9523 

12h 4°C vs. 12h 22°C -3,060 0,0345 

12h 4°C vs. 24h 4 0,1533 0,9523 

12h 22°C vs. 24h 22°C 3,207 0,0305 
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III. Discussion 

 

1) Conditions de l’expérience 

La qualité des COC est influencée par de multiples facteurs (Merton et al., 2003):   

- Des facteurs intrinsèques tels que la race, l’âge, le statut reproducteur, le statut 

nutritionnel, le stade du cycle œstral, etc, pour lesquels nous n’avons eu aucune information 

pour notre étude. Toutefois, ces facteurs ne devraient pas influencer nos résultats car, les 

ovocytes récoltés le même jour ont été répartis de façon aléatoire dans les différents groupes.  

- Des facteurs extrinsèques comme le temps entre l’abattage et la récupération des COC, 

la conservation des ovaires le temps du transport, le milieu utilisé pour le prélèvement, et les 

qualités du manipulateur lors de la récolte. Nous allons discuter de ces facteurs et de leur 

potentielle influence, dans le cadre de notre étude.  

 

a. Récolte et transport des ovaires 

Les ovocytes immatures qui ont été utilisés pour notre étude étaient issus d’ovaires de vaches 

provenant d’un abattoir local. Les ovaires ont été acheminés de l’abattoir jusqu’au laboratoire 

dans une caisse à température ambiante soit 22°C, le transport a duré environ 50 minutes. La 

conservation des ovaires pendant le transport est un élément clé pour maintenir la compétence 

de maturation des ovocytes. Des travaux antérieurs ont été menés sur la durée et les conditions 

de transport et ont montré qu’une conservation à température ambiante pour une durée de 

transport inférieure à 7h (Caixeta et al., 2013) n’affectait pas l’aptitude des ovocytes à la 

maturation in vitro.  

 

b. Récolte et sélection des ovocytes 

La technique utilisée pour la récolte des COC a été décrite et utilisé dans plusieurs études 

(Caixeta et al., 2013; Pascottini et al., 2018). Elle est utilisée en routine au CRRF (Centre de 

Recherche en Reproduction et Fertilité) de la faculté vétérinaire de Montréal. Bien que cette 

technique ait fait ses preuves, son efficacité n’en est pas moins dépendante du manipulateur. 

Dans le cadre de notre projet, les manipulateurs étaient des novices, ce qui peut expliquer que 

le nombre d’ovocytes récoltés par ovaire a été plus faible comparativement à d’autres études, 

et il est possible que les ovocytes aient été abimés lors des manipulations.  

 

Après la récolte, les ovocytes ont été observés au microscope et sélectionnés selon leur 

morphologie. Pour notre étude, nous avons décidé de ne sélectionner que les COC avec au 
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moins 3 couches de cellules compactes et un ooplasme translucide. En effet, la morphologie 

des COC est relativement facile à évaluer, et c’est le critère le plus utilisé pour classer et 

sélectionner les COC. Les critères de sélection sont fondés sur l’apparence (couleur et texture) 

et le nombre de couches de cellules du cumulus ainsi que sur l’apparence du cytoplasme de 

l’ovocyte. L’ensemble de ces critères est utilisé pour évaluer la qualité des COC. La présence 

de plusieurs couches complètes de cellules compactes du cumulus et l’aspect homogène et clair 

du cytoplasme de l’ovocyte sont des critères de qualité. A l’inverse, les COC qui présentent des 

signes d’atrésie précoce (granulations cytoplasmiques, moins de 5 couches de cellules du 

cumulus, masses cellulaires sombres) ont un potentiel de maturation et de développement in 

vitro plus faible (taux de clivage et formation de blastocystes). Il serait optimal de ne 

sélectionner que les COC avec plusieurs couches de cellules (plus de 5), compactes sans zone 

sombre dans le cytoplasme de l’ovocyte ce qui conduirait à une réduction du rendement de la 

récolte (Bilodeau-Goeseels & Panich, 2002; de Wit et al., 2000; Emanuelli et al., 2019; Yuan 

et al., 2005). 

 

c. Conservation des ovocytes 

L’emP3 est un milieu commercialisé pour le transport des embryons de bovin au Canada , mais 

qui n’a pas été testé pour conserver des gamètes. Le CRRF a mené deux études pour évaluer 

l’intérêt de l’emP3 : l’une pour la conservation des ovocytes de vache et l’autre sur des ovocytes 

de jument (Thèse d’exercice vétérinaire Vincent Melvel, 2020) avec les mêmes conditions de 

durée et de température de conservation (24h ou 12h et 4°C ou 22°C). Les études sur 

l’utilisation de l’emP3 comme milieu de conservation des ovocytes ont été initiées pour pallier 

un défaut d’approvisionnement de deux milieux de conservation Vigro et Syngro utilisés et 

testés par le CRRF pour la conservation des ovocytes de jument.  

 

d. Milieu de maturation ovocytaire 

Différents milieux de maturation sont utilisés pour la MIV des ovocytes de bovin, avec des 

compositions variées. Le milieu M199 d’Earl est couramment utilisé, il est complémenté en 

EGF un facteur de croissance. L’équipe du laboratoire a déjà effectué des travaux avec ce milieu 

et avait obtenu des taux de maturation satisfaisants. Il ne contient pas d’hormone. Dans l’étude 

de Cevik, et al., l’ajout de FSH ou de LH augmente l’expansion des COC et le taux d’ovocytes 

maturés après IVM (Cevik et al., 2011).  
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e. Marqueurs morphologiques pour la sélection des COC 

En plus de la classification morphologique des COC, d’autres marqueurs morphologiques avant 

MIV peuvent être utilisés.  

L’aspect morphologique de l’ooplasme est dépendant de la teneur en lipides (Dunning et al., 

2014; Van Blerkom et al., 1990). Ces lipides endogènes sont sous forme de gouttelettes, ils 

constituent une source d’énergie et jouent un rôle important dans la maturation des ovocytes. 

Par ailleurs, l’absence d’utilisation des lipides dans les ovocytes est corrélée avec une 

maturation nucléaire inadéquate, alors que le nombre de gouttelettes lipidiques dans le 

cytoplasme augmente avec la croissance de l’ovocyte et avec l’avancement de la méiose (Kim 

et al., 2001; Prates et al., 2013; Van Blerkom et al., 1990). L’opacité du cytoplasme de l’ovocyte 

peut être utilisée comme un marqueur de la teneur en lipides, prédictif de la capacité de 

développement embryonnaire. Ainsi, les ovocytes avec un cytoplasme homogène et marron 

contiennent plus de lipides et présentent un potentiel de développement embryonnaire plus 

élevé que ceux avec un cytoplasme pâle dont les réserves en lipides sont limitées (Bilodeau-

Goeseels & Panich, 2002; Hawk & Wall, 1994; Nagano et al., 2006). De nouvelles techniques 

non invasives de mesure de la teneur en lipides telles que la microscopie à contraste 

interférentiel et la spectroscopie de diffusion Raman anti-Stokes cohérente (CARS) sont en 

cours de développement (Prates et al., 2013) et pourraient permettre une sélection plus objective 

des ovocytes.  

 

2) Marqueurs de la maturation ovocytaire in vitro chez la vache 

Pour évaluer l’effet de la conservation des ovocytes dans l’emP3 plusieurs marqueurs de 

maturation ovocytaire ont été évalués. 

 

a. Expansion des COC 

L’expansion des COC est un paramètre non invasif et souvent utilisé comme marqueur de 

maturation. La classification comprend généralement 3 voire 4 grades caractérisant le degré 

d’expansion (Alvarez et al., 2009). En effet la quantité et la qualité de la masse du cumulus 

expansé sont corrélées à la capacité de développement du blastocyste. Cependant, l’évaluation 

de ce paramètre est relativement subjective et dépendante de l’observateur qui, dans le cadre de 

notre étude était novice.  
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b. Expression des ARNm dans les cellules du cumulus 

L’expression des gènes dans les CC après la MIV est évaluée pour rechercher des marqueurs 

prédictifs de la compétence développementale des ovocytes. Les ARNm peuvent être quantifiés 

soit par qRT-PCR soit par hybridation sur puces à ADN. Cependant, beaucoup de facteurs 

peuvent influencer le profil d’expression des gènes dont la composition des milieux de 

maturation. Par ailleurs, une partie des ARN peut être stockée dans l’ovocyte et seront donc en 

quantité peu importante dans les CC à un instant donné. Chez la vache, une expression élevée 

de la HAS2, de l’INHbA (Inhibine bêta A), du récepteur du facteur de croissance épidermique 

(EGFR), de la GREM1, de la BTC (bêta celluline) et de la CD44 ainsi que de la PTGS2 

(Prostaglandine synthase 2) est associée à une compétence développementale des ovocytes et à 

la qualité embryonnaire chez la vache (Assidi et al., 2008). 

Cependant, ces transcrits sont différemment exprimés dans les CC selon le stade de 

développement de l’ovocyte (GV, MI ou MII). Par conséquent, ces études n’ont pas encore 

permis de déterminer un marqueur fiable, prédictif de la compétence ovocytaire et utilisable sur 

le terrain. 

La protéine StAR est une enzyme de la stéroïdogenèse, elle permet la translocation du 

cholestérol de la membrane mitochondriale externe vers la membrane mitochondriale interne. 

L’approvisionnement de la mitochondrie en cholestérol permet la synthèse d’hormones 

stéroïdes. Ces hormones dont la progestérone, activent les cascades de signalisation cellulaire 

dont celle des protéines kinases qui sont exprimées dans les ovocytes et dans les cellules du 

cumulus et qui sont impliquées dans le contrôle de la maturation des ovocytes chez les bovins 

(Uzbekova et al., 2011).  

 

c. Autres marqueurs de la maturation ovocytaire  

Il existe d’autres marqueurs qui permettent d’évaluer la maturation ovocytaire que nous n’avons 

pas évalué, comme par exemple, la taille de l’ovocyte. En effet, les ovocytes acquièrent la 

compétence méiotique (passage en métaphase II) quand ils atteignent un diamètre minimum de 

115 microns (Hazeleger et al., 1995).  

Il aussi possible d’évaluer l’épaisseur de la zone pellucide par microscopie à lumière polarisée. 

En effet, une zone pellucide plus fine est associée à des ovocytes de qualité et à un meilleur 

taux de développement de blastocystes (Rienzi et al., 2011). 
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3) Bilan des résultats 

La conservation des ovocytes immatures dans l’emP3 à 22°C (quelle que soit la durée) a permis 

d’obtenir un taux de COC de grade 3 satisfaisant après MIV. La conservation des ovocytes dans 

l’Emp3 a diminué le taux d’ovocytes ayant atteint le stade métaphase II. De plus, cette 

diminution est plus marquée pour les ovocytes conservés à 4°C (24h et 12h). Dans notre étude, 

le % d’ovocytes en MII après maturation sans conservation préalable des COC collectés, est de 

67 %, soit un peu en-deçà de ceux obtenus chez la vache (85 à 90%) (Lonergan et al., 2003). 

Cette différence pourrait être attribuée à la complémentation du milieu de maturation en 

hormones gonadotropes dans l’étude de Lonergan et al. Par ailleurs, compte tenu de la 

variabilité interindividuelle, le nombre d’ovocytes (225 ovocytes au total) est peut-être 

insuffisant pour évaluer les effets des conditions de conservation.  

L’interprétation des variations de l’expression de la StAR, une enzyme clé de la stéroïdogenèse, 

et des conditions de conservation, est plus difficile, sans prendre en compte sa cinétique 

d’expression. En effet, l’expression de la StAR par les CC conservés à 22°C dans l’emP3  est 

élevée pour une durée de conservation de 12h, alors que les niveaux sont diminués après 24h 

de conservation.  

Les conditions de conservation à 22°C dans le milieu EmP3, quelle que soit la durée, pourraient 

donc permettre de faciliter les modalités d’expédition d’ovocytes tout en maintenant un 

rendement de maturation acceptable. Ce résultat doit maintenant être confirmé sur un plus grand 

nombre d’ovocytes pour garantir la robustesse de nos résultats. 

 

4) Perspectives du projet 

Ce projet s’inscrit dans le cadre de l’amélioration des techniques de production in vitro 

d’embryons. Notre étude a montré que l’emP3 pourrait permettre le transport sur de longues 

distances d’ovocytes récupérés par OPU jusqu’au laboratoire, sans altération majeure de la 

capacité des ovocytes à être fécondés.  

Afin de consolider les résultats obtenus, il serait intéressant de mesurer l’abondance de l’ARNm 

StAR pour différentes durées de conservation des COC dans l’emp3. En plus de l’étape de 

maturation in vitro, il est essentiel d’évaluer la capacité des ovocytes conservés à se développer 

jusqu’au stade blastocyste. Et, si les résultats sont satisfaisants, ces conditions de conservation 

dans l’emP3 pourront être appliquées à des ovocytes collectés par OPU sur le terrain. 
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CONCLUSION 

 

Les avancées des techniques de reproduction assistée chez la vache sont très 

prometteuses. En effet, la technique de récolte d’ovocytes permet de s’affranchir des techniques 

de maîtrise des cycles et de féconder in vitro plusieurs ovocytes avec des semences de taureaux 

différents.  

Néanmoins il reste encore de nombreux progrès à réaliser tant sur le plan de la maturation in 

vitro des ovocytes que sur la culture in vitro des embryons, pour pouvoir atteindre des 

rendements similaires à ceux obtenus par la technique de productions d’embryons in vivo. La 

transférabilité de cette technique sur le terrain nécessite de dissocier dans le temps et l’espace 

des opérations de récolte d’ovocytes et de mise en maturation. La mise au point de conditions 

de conservation des ovocytes est donc importante pour le développement de ces techniques sur 

le terrain.  
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MATURATION IN VITRO D’OVOCYTES BOVINS : EFFET DE LA CONSERVATION 

DANS LE MILIEU EMP3 

 
RÉSUMÉ :  

 La production in vitro d’embryons chez les bovins nécessite la maturation in vitro d’ovocytes collectés 

par ponction folliculaire des ovaires, qui constitue une étape limitante de cette biotechnologie de la reproduction. 

Sur le terrain, cette technique peut nécessiter un temps de transport entre le site de collecte et le laboratoire. 

L’objectif de ce travail était d’évaluer l’effet de la conservation des complexes ovocytes-cumulus oophorus 

(COC) dans le milieu emp3. Les COC ont été conservés dans le milieu Emp3, à 22°C ou à 4°C, pendant 24h ou 

12h, puis mis en maturation. La conservation des complexes cumulo-ovocytaires pendant 12h ou 24h à 22°C a 

entraîné un taux d’expansion de grade 3 satisfaisant. Le pourcentage d’ovocytes en métaphase II était diminué de 

20 %. Ces conditions de conservation dans le milieu EmP3 pourraient donc permettre de faciliter les modalités 

d’expédition d’ovocytes tout en maintenant un rendement de maturation acceptable. La capacité de 

développement embryonnaire de ces ovocytes après fécondation in vitro reste à évaluer. 

 

MOTS CLÉS : Maturation ovocytaire, milieu emP3, Ovocyte, Vache, Reproduction assistée 

 

 

IN VITRO MATURATION OF BOVINE OOCYTES: EFFECT OF STORAGE IN THE 

EMP3 MEDIUM 

 

SUMMARY: 
 The in vitro production of embryos in cattle requires the in vitro maturation of oocytes collected by 

follicular puncture of the ovaries, which constitutes a limiting step in this reproduction biotechnology. In the 

field, this technique may require travel time between the collection site and the laboratory. The objective of this 

study was to evaluate the effect of storage of oocyte-cumulus oophorus complexes (COC) in emp3 medium. The 

COCs were stored in the Emp3 medium, at 22° C. or at 4° C., for 24 h or 12 h, and then put into maturation. The 

storage of the cumulo-oocyte complexes for 12h or 24h at 22°C led to an acceptable rate of grade 3 expansion. 

The percentage of oocytes in metaphase II was reduced by 20%. These storage conditions in the EmP3 medium 

could therefore facilitate the methods of shipping oocytes while maintaining an acceptable maturation rate. The 

capacity for embryonic development of these oocytes after in vitro fertilization remains to be assessed. 

 

KEY WORDS: Oocyte maturation, emP3, Oocyte, Cow, Assisted reproduction 
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