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Résumé 

La qualité embryonnaire est un concept en pleine évolution. Depuis quelques années, 

plusieurs caractéristiques morphologiques ont été étudiées dans le but de définir la qualité 

des embryons bovins produits in vitro en fonction de ceux produits in vivo. Plus 

récemment, l'évaluation de l'expression génique embryonnaire a été utilisée comme un 

nouvel outil pour caractériser un embryon de qualité. Plusieurs facteurs ont potentiellement 

la capacité de faire fluctuer le niveau d'expression génique des quelques 16 121 gènes 

connus à ce jour pour être impliqués dans le développement embryonnaire précoce. Parmi 

ceux-ci, notons la source des complexes ovocytes-cumulus mis en maturation (ponction à 

partir d'ovaires d'abattoir, ponction transvaginale in vivo, etc.), les milieux de 

développement (SOF avec ou sans sérum, avec ou sans support cellulaire, etc.), 

l'environnement de culture embryonnaire (conditions de laboratoire, expérience du 

manipulateur, etc.) ainsi que la qualité de l'ARN utilisé pour hybrider les biopuces. 

L'objet de nos démarches expérimentales a été de déterminer la variation de la qualité de 

l'embryon bovin produit in vitro entre deux laboratoires pour évaluer l'impact de 

l'environnement de culture ainsi que d'observer la variation d'expression génique présente 

chez les embryons produits selon différents systèmes de production in vitro. 

Bien que peu de variations furent observées entre les blastocystes en expansion produits sur 

deux sites, la proportion de cellules apoptotiques et l'expression génique pour certains 

gènes liés à l'apoptose se sont avérées être significativement différentes d'un laboratoire à 

l'autre. Des variations significatives ont également été observées entre la production in vivo 

et certains systèmes in vitro, où les gènes impliqués dans le métabolisme, la synthèse et la 

modification des lipides et du cholestérol, ainsi que dans le facteur de transcription Aryl 

Hydrocarbon Receptor, sont exprimés de façon beaucoup plus marquée. Un nombre 

imposant de nouveaux transcrits non caractérisés a également été affecté par 

l'environnement de culture in vitro. Sur le plan du taux de blastocyste, le système in vitro-

SOF avec ponction transvaginale des ovocytes a produit les meilleurs résultats, sans 

engendrer les phénotypes anormaux de la co-culture. 



Ill 

Abstract 

Embryo quality is a concept yet to be defined. Since some years now, many phenotypical 

characteristics have been studied to define this concept by comparing bovine embryos 

produced in vitro to their in vivo counterparts. More recently, microarrays have been used 

as a new tool to refine the characteristics related to a healthy embryo. Gene expression 

variations may be explained in many ways, such as the source of immature oocytes 

(aspirated from post-mortem ovaries, collected by in vivo ovum pickup, etc.), the 

development media (SOF with or without serum, with or without cellular support, etc.), the 

culture environment (laboratory conditions, manipulator skills, etc.) as well as RNA quality 

used to hybridize microarrays. 

The aim of this study was to determine embryo quality variations between two production 

sites to assess the culture environment impact and to observe the gene expression variations 

between several in vitro embryo production systems. 

Even if slight differences have been noted between blastocysts produced from the two 

laboratories, only the apoptotic cell proportion as well as apoptosis gene related gene 

expression were found to be significantly different. Significant variations were observed as 

well between embryos produced in vivo to some of their in vitro counterparts, for which the 

metabolism, the synthesis and the modification of lipids and cholesterol, as well as the 

transcription factor Aryl Hydrocarbon Receptor, were expressed more importantly. A large 

contingent of uncharacterized novel transcripts was also influenced by the in vitro 

environment. On the practical side, these results provides evidence that the combination of 

ovum pick-up and a semi-defined in vitro system provides a high yield of blastocysts 

without the known ill effects of co-culture. 
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Chapitre I : Revue de littérature 

Introduction 

Au fil des années, l'avancement de la science a permis une compréhension de plus en plus 

grande de la génétique. De la domestication des animaux (28 000 à 10 000 avant J-C), à la 

théorie patrocline de Pythagore (580 à 504), en passant par la théorie de l'évolution de 

Darwin (1809 à 1882), la théorie de l'hérédité de Mendel (1822 à 1884), la découverte de la 

double hélice d'ADN par Watson, Crick et Wilkins, le développement du modèle du BLUP 

par Charles Roy Henderson (1911-1989) et le séquençage du génome bovin (2004), la 

génétique est une science en constante évolution, avec la génétique fonctionnelle et 

l'épigénomique qui s'annoncent pour être les prochains grands sujets de recherche. 

Dans le milieu agricole, cette expertise génétique acquise a comme répercutions premières 

le raffinement de la sélection des animaux d'élevage selon des critères zootechniques précis 

(production, conformation, santé et fertilité), le développement d'alternatives aux 

problèmes de fertilité de certains animaux et le gain génétique rapide, grâce, en particulier, 

à des technologies de reproduction assistée comme l'insémination artificielle (LA) mais 

aussi le transfert embryonnaire et la production in vitro. Ces dernières technologies 

permettent de diminuer l'intervalle entre les générations et d'augmenter la pression de 

sélection, c'est-à-dire de développer des lignées qui répondent le mieux aux critères 

recherchés pour chaque production. 

Le Réseau Laitier Canadien (RLC) publie à chaque année l'avancement de la génétique 

chez les bovins laitiers par le biais de l'évolution de la base mobile. Ainsi, chez la Holstein, 

la base de données génétique utilisée en 2010 en production (données de 2002 à 2004) 

montre une augmentation de 90kg de lait, 1,9kg de gras et 2,6kg de protéine par rapport à la 

base de données utilisée en 2009 (données de 2001 à 2003). Cette amélioration est 

également observable pour la cote de conformation (0,72), de cellules somatiques (-0,03), 

de durée de vie (0,25), alors que seule la cote pour la fertilité des filles est en baisse (-0,3) 

(RLC, 2010). L'évolution aussi rapide du gain génétique est principalement attribuable à 



l'IA, alors qu'une étude réalisée en 2002 par le RLC démontrait que seulement 8% des 

animaux enregistrés, animaux qui participent par ailleurs aux évaluations génétiques, 

provenaient de taureaux d'étable. L'IA permet à chaque producteur une accessibilité 

presque sans limite à la semence des meilleurs géniteurs au monde à un prix plus ou moins 

abordable. 

Autre source importante d'amélioration génétique, le transfert embryonnaire est pratiqué 

sur une base commerciale depuis le début des années 80. Selon certaines études, il est 

estimé que le transfert embryonnaire pourrait augmenter de 20 à 30% le gain génétique 

pour la production de lait. Révélateur de l'importance du transfert embryonnaire pour 

l'avancement de la génétique, il est estimé que 95% des taureaux qui font leur entrée en LA 

proviennent d'un transfert embryonnaire (Bousquet, 2002). Du côté femelle, en 2007, 5,2% 

des bovins laitiers qui ont été enregistrés étaient issus d'un transfert embryonnaire (RLC, 

2007). Alors que l'IA, tout comme l'accouplement naturel, peut potentiellement permettre à 

une femelle d'engendrer un seul descendant par année, le transfert embryonnaire a le 

potentiel de décupler ce nombre, faisant augmenter de façon très significative la pression de 

sélection, en considérant le fait que les vaches élites sont les candidates les plus considérées 

pour cette technologie. À la puberté, il est estimé que 3 descendants peuvent être obtenus 

suite à une surovulation, diminuant ainsi du même coup l'intervalle entre génération 

(Bousquet, 2002). 

Outre l'avancement génétique, le transfert embryonnaire permet également de pallier à 

certains problèmes de fertilité ainsi qu'à diminuer la transmission de certaines maladies. Le 

sexage des embryons (fiable à 95%) et la congélation des embryons dans un cryoprotecteur 

sont également d'autres techniques qui permettent de maximiser la vente de génétique élite 

par le biais du transfert embryonnaire (Bousquet, 2002). 

En 2009, l'exportation de semence de bovins laitiers a généré plus de 63,6 millions de 

dollars canadiens en revenus pour l'industrie laitière canadienne alors que l'exportation 

d'embryons en a généré près de 7,8 millions. Par rapport aux recettes totales provenant de 

l'exportation de la génétique canadienne qui s'élevaient à près de 99,7 millions en 2009, 



l'exportation de semence de bovins laitiers et d'embryons représentaient environ 63,8% et 

7,8% respectivement (Statistique Canada, 2009). 

Pratiquée sur une base commerciale depuis le début des années 90, la production 

d'embryons in vitro consiste à prélever les ovocytes d'ovaires de vaches vivantes ou 

abattues, dans le but de réaliser la maturation, la fécondation et le développement in vitro. 

De plus en plus utilisée, la production in vitro permet d'augmenter le nombre de 

descendants engendrés par année (3,5 fois plus chez une vache mature) par rapport au 

transfert embryonnaire, alors que les ovocytes peuvent être prélevés de génisses immatures 

mais également de vaches gestantes de trois mois et moins. Alors qu'il est estimé 

qu'environ 20% des femelles ne répondent pas à la stimulation hormonale menant à la 

surovulation ou encore ne produisent que des ovules non fécondés, la production in vitro 

peut s'avérer une belle alternative pour tirer profit du potentiel génétique de celles-ci 

(Bousquet, 2002). Selon Leitch et al. (1995), la production in vitro peut augmenter le gain 

génétique de 10 à 30% par rapport au simple transfert embryonnaire, entre autres en raison 

du fait que plusieurs géniteurs mâles (diminution de la consanguinité) peuvent être utilisés 

pour une seule et même surovulation, grâce à la fécondation in vitro. 

En 2007, plus d'un demi-million d'embryons bovins issus de fécondation in vivo et récoltés 

par lavage utérin ont été transférés au niveau mondial. L'Amérique du Nord dominait 

largement avec le transfert de plus de 52% de ce nombre, alors que l'Europe arrivait bon 

deuxième avec 17%. Le ratio d'embryons transférés frais versus transférés après 

congélation était d'environ de 49:51 mondialement, ce qui est représentatif de la situation 

en Amérique du Nord où ce ratio était de 45:55. En moyenne, chaque surovulation a généré 

6,2 embryons jugés «transférables». Du côté de la production in vitro, plus de 200 000 

embryons transférables ont été produits mondialement, largement en Amérique du Sud 

(environ 49%) et en Amérique du Nord (environ 32%). En Amérique du Nord, 9252 

embryons produits in vitro ont été répertoriés comme étant transférés en 2007. 

Mondialement, environ 88% des embryons in vitro ont été transférés directement à des 

porteuses sans congélation, alors que ce pourcentage augmentait à plus de 99% en 

Amérique du Nord. Toujours sur le plan mondial, un très faible pourcentage (0,5%) des 



embryons produits in vitro était issu de la ponction transvaginale échoguidée des ovocytes 

(Thibier, 2008). 

Puisque la production d'embryons in vitro entraîne des avantages évidents, des efforts sont 

requis en recherche pour optimiser les systèmes de production, afin d'augmenter en 

particulier le taux de blastocyste, le taux de gestation des embryons transférés et leur 

cryotolérance, bref, la qualité des embryons produits. L'amélioration des systèmes de 

production permettra une augmentation de la quantité d'embryons produits et une 

diminution des coûts de production, ce qui résultera en une plus grande accessibilité de ces 

technologies pour l'ensemble des producteurs de bovins laitiers. 



La production in vitro 

1. Maturation ovocytaire 

À la naissance, les génisses possèdent un complexe ovarien contenant une banque de 

follicules primordiaux dans lesquelles se trouvent les ovogonies, aussi appelées 

cellules germinales primordiales. Celles-ci se divisent par une importante succession 

de mitoses. L'entrée en méiose suivant cette étape de multiplication marque le 

passage des ovogonies en ovocytes. Ceux-ci sont bloqués à la phase dictiée (stade 

diplotène) de la prophase I jusqu'à la puberté, en raison des inhibiteurs à la reprise 

méiotique produits par les cellules de granulosa et de la thèque (Thibault, 2001). 

Dès la puberté et à chaque nouveau cycle sexuel, une nouvelle cohorte de follicules 

primordiaux et d'ovocytes est recrutée et se développe durant la folliculogenèse 

(Thibault, 2001). Synthétisé par les cellules de granulosa, kit ligand initie la 

folliculogenèse (Celestino, 2009). Les follicules primordiaux, qui ne sont entourés 

que de quelques cellules de granulosa aplaties passeront au stade de follicule primaire, 

stade caractérisé par la présence d'une simple couche de cellules de granulosa et par 

le début de la formation de la zone pellucide. Les follicules primaires passent alors au 

stade secondaire, caractérisé pour sa part par la présence d'une double couche de 

cellules de granulosa, la migration en périphérie des mitochondries, l'élaboration des 

granules corticaux et le début de la synthèse d'ARNs. L'accroissement du diamètre 

ovocytaire est expliqué par l'activité transcriptionnelle importante dans le noyau de 

l'ovocyte, alors que le contenu en ARN total peut augmenter de 300 fois par rapport à 

la quantité initiale. Finalement, le stade follicule tertiaire est atteint avec la formation 

de l'antrum, le remplissage de liquide folliculaire, la présence d'une zone pellucide 

complètement élaborée, des jonctions gap zone pellucide/celluks du cumulus 

fonctionnelles et l'acquisition de la compétence à reprendre la méiose (follicule de 1 à 

2mm de diamètre). La diminution, voire même l'arrêt total de l'activité 

transcriptionnelle, coïncide avec la capacité de reprise de la méiose lorsque l'ovocyte 

a atteint un diamètre d'environ 110 pm (Fair, 2003). Toujours au stade tertiaire mais 

seulement lorsque le diamètre folliculaire atteint 3 à 4mm, la dépendance de l'ovocyte 



à l'hormone folliculo-stimulante (FSH), produite par l'hypophyse sous l'effet d'une 

décharge de GnRH par l'hypothalamus, favorise l'accroissement du diamètre 

folliculaire et du nombre de cellules de granulosa. C'est également à cette étape que 

surviendra le recrutement du follicule dominant, lequel sera, de façon générale, le 

premier follicule à atteindre le diamètre de 8,5mm, coïncidant avec l'apparition des 

récepteurs à la LH. Le follicule dominant devient progressivement à ce stade 

dépendant de la LH et ses cellules de granulosa sécrètent l'inhibine qui exercera une 

rétroaction négative sur la sécrétion de la FSH par l'hypophyse. Les follicules moins 

développés qui n'ont pas de récepteurs de LH et qui sont, par conséquent, dépendants 

à la FSH se dirigent alors vers l'apoptose (Sirard, 2009). 

a. Maturation moléculaire 

Plusieurs molécules interagissent dans les COCs lors de la maturation ovocytaire. 

Tout d'abord, les protéines kit-ligand sont responsables de l'augmentation du 

nombre de cellules de la granulosa et de la différenciation des cellules de la thèque, 

de la formation de l'antre folliculaire et de l'initiation de la croissance folliculaire. 

Chez la souris, GDF9 est également impliqué dans la croissance folliculaire et son 

absence provoque l'arrêt complet de la folliculogenèse au stade primaire. De son 

côté, BMP 15 (GDF9B) va permettre la différenciation des cellules de granulosa en 

cellules du cumulus et la protection de ces dernières contre l'apoptose (Feuerstein, 

2006). Plus tard, soit pendant la période périovulatoire, GDF9 va favoriser 

l'expansion des cellules du cumulus et la mucification, c'est-à-dire la sécrétion 

d'acide hyaluronique qui aura comme effet l'amoncellement des cellules du 

cumulus autour de l'ovocyte dans une matrice visqueuse. En plus de transmettre la 

signalisation des gonadotrophines à l'ovocyte mais aussi pour permettre une action 

maximale de GDF9 sur l'expansion des cellules du cumulus, les jonctions 

communicantes permettent également le transfert de petites molécules. En effet, 

chez la souris, Eppig et al. (2005) ont démontré que l'absorption des acides aminés 

se fait par les cellules du cumulus, tout comme l'absorption du glucose qui est 



métabolisé en pyruvate et transféré par la suite à l'ovocyte par les jonctions 

communicantes. 

b. Maturation nucléaire 

La maturation nucléaire est caractérisée par l'acquisition de la compétence à 

reprendre la division méiotique par l'ovocyte, étape durant laquelle la première 

méiose sera complétée avec 1'extrusion du premier globule polaire. Chez les 

mammifères, de hauts niveaux d'AMP cyclique et de GMP cyclique seraient 

nécessaires pour maintenir l'arrêt méiotique, alors que GMPc, inhibiteur de 

l'activité de la phosphodiesterase PDE3A dans l'ovocyte, empêche l'hydrolyse 

d'AMPc. Cependant, lors de la décharge de LH, une baisse de GMPc est observée, 

permettant l'activité d'hydrolyse d'AMPc par PDE3A et favorisant la reprise 

méiotique (Vaccari, 2009). L'enveloppe de la vésicule germinale se met alors à 

plisser, les pores nucléaires disparaissent et, finalement, l'enveloppe éclate et 

disparait. L'ovule passe ainsi du stade GV (germinal vésicule) au stade GVBD 

(germinal vésicule breakdown) (Woudenberg, 2004). Lors du passage du stade GV 

à GVBD, les chromosomes se contractent en parallèle, ce qui inhibe les activités 

transcriptionnelles. Le nucléole est rapidement dissout dans le cytoplasme mais des 

saccules à double paroi s'accumulent près du complexe de reticulum 

endoplasmique. Celles-ci formeront les enveloppes nucléaires des pronoyaux suite à 

la fécondation. Les ovocytes sont alors ovules en étant bloqués au stade métaphase 

de la seconde méiose (Thibault, 2001). 

Cependant, dans le processus de maturation in vitro, le complexe ovocyte-cumulus 

(COC) est ponctionné à même le follicule, à un stade immature précédent le pic de 

LH qui provoque l'ovulation. La reprise de la méiose a lieu au moment de la 

ponction du COC et de sa mise en maturation (Thibault, 2001). 

Le milieu standard utilisé durant les 22 h que dure la maturation est généralement le 

TCM199 (tissu culture medium) contenant des sels minéraux, des sources de 



carbone, d'énergie (glucose, glutamine), d'acides aminés et de vitamines. À ce 

milieu de base est ajouté dans des proportions variables du sérum fœtal bovin, du 

pyruvate et des hormones (LH, FSH). L'œstradiol est également ajouté dans le but 

d'augmenter l'activité réparatrice de l'ADN-polymerase p (Thibault, 2001). Les 

COCs qui sont mis en maturation sont ponctionnés de follicules entre 2 et 6mm. Les 

follicules situés dans cette classe sont les plus intéressants en production in vitro, en 

particulier en raison de leur nombre élevé dans le complexe ovarien. Déjà à 2mm de 

diamètre folliculaire, la taille maximale de 120 pm de l'ovocyte est déjà atteinte, 

même si la maturation ovocytaire finale sous l'action du LH n'est pas amorcée, 

celle-ci prenant seulement place chez les follicules dominants ayant atteint 8,5mm 

de diamètre. Les ovocytes provenant des follicules dominants ne sont pas désirables 

en production in vitro en raison de leur petit nombre par ovaire (normalement 0 ou 

1), mais aussi en raison de la présence du haut taux de facteurs coagulants 

(fibrinogène) dans le liquide folliculaire, rendant ceux-ci difficiles à récolter. Suite à 

la ponction, une sélection des COCs est effectuée. Ainsi, les COCs dont les cellules 

du cumulus sont absentes totalement ou partiellement, qui ont un cytoplasme très 

foncé ou qui présentent des points noirs (signe d'atrésie) dans le cytoplasme ou dans 

le noyau sont laissés de côté. La mauvaise compétence au développement des COCs 

qui présentent peu de cellules somatiques peut être expliquée entre autres par l'état 

atrétique avancé du follicule (Feuerstein, 2006). 

Chez le bovin, le stade GVBD (condensation de la chromatine, disparition du noyau 

et désintégration de la membrane nucléaire) est atteint de 6 à 8 heures après la mise 

en maturation et se caractérise par une activité transcriptionnelle nulle 

(Woudenberg, 2004). Cette phase, menant à la métaphase I, persiste de 8 à lOh 

suivant l'initiation de la maturation. Par la suite, l'anaphase I et la telophase I se 

succèdent entre 10 et 13h, avec la formation de microtubules qui viennent se fixer 

aux kinétochores sur les chromosomes, alors que ces derniers migrent vers des pôles 

opposés. Cette première division méiotique est réductionnelle avec le passage d'un 

génome diploïde à un génome haploïde avec l'expulsion du premier globule polaire. 

L'ovule atteint le stade métaphase II environ 22h après la mise en maturation et un 



nouveau blocage de la méiose est observé. La deuxième division méiotique, 

équationnelle pour sa part (perte d'un complément chromatinien, soit le 

chromosome père, soit le chromosome mère), ne surviendra qu'après la fécondation, 

suivie de l'éjection du 2e globule polaire (Thibault, 2001). 

c. Maturation cytoplasmique 

Les granules corticaux, en partie formés lors du développement cytoplasmique mais 

aussi par l'influence de l'appareil de Golgi au stade GVBD, vont fusionner à la 

membrane plasmique suite à une décharge de calcium. Suite à la pénétration du 

premier spermatozoïde, les granules corticaux peuvent expulser leurs enzymes 

qu'ils contiennent dans la zone périvitelline (entre la zone pellucide et la membrane 

plasmique), entraînant la modification des glycoprotéines de la zone pellucide. La 

protéine ZP3, qui est le site de fixation des spermatozoïdes, est altérée par ces 

derniers et les spermatozoïdes ne peuvent plus digérer la zone pellucide. Il s'agit de 

la réaction corticale (Thibault, 2001). 

Cette migration des granules corticaux s'accompagnent également de celle des 

mitochondries et de l'appareil de Golgi grâce aux microtubules. Au passage du 

stade GV à GVBD, une réorganisation des mitochondries autour de la vésicule 

germinale est essentielle, puisque, sans ce regroupement, la maturation pourrait être 

stoppée par manque d'énergie (ATP) au stade métaphase I. Également, il a été 

observé que la couche sous-corticale constituée de filaments d'actine tend à 

s'amplifier et à garder l'ovocyte au stade métaphase II jusqu'à la pénétration du 

spermatozoïde. Ces filaments d'actine participent également à l'élaboration du pont 

cytoplasmique qui mène à l'expulsion des deux globules polaires (Thibault, 2001). 

2. La «compétence» de l'ovule 

Bien qu'approximatif et flou, le concept de compétence de l'ovule est associé à 

l'habilité d'un ovule à produire un zygote «normal» ainsi qu'à la capacité de celui-ci à 
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se développer jusqu'à la reprise de la transcription transcription, grâce à une 

maturation nucléaire et cytoplasmique optimale. Cependant, la compétence de l'ovule 

n'est pas seulement associée à la réussite ou à l'échec de la phase de maturation, mais 

aussi à la grosseur du follicule d'où origine l'ovule et les conditions de ponction des 

COCs. 

a. Grosseur du follicule 

La grosseur des follicules lors de la ponction des COCs pour la mise en maturation 

in vitro semble avoir un impact sur la compétence au développement future de 

l'embryon. En production in vitro, les COCs qui sont mis en maturation sont 

ponctionnés de follicules entre 2 et 6mm. C'est donc dire que les ovules provenant 

de follicules dominants ne sont pas ponctionnés, pour des raisons précédemment 

mentionnées. 

Malgré cette pratique, plusieurs études ont démontré que les ovules provenant de 

follicules plus gros que 6mm ont une compétence développementale 

significativement plus élevée que ceux provenant de follicules plus petits que 6mm 

(Lonergan, 1994) et que les ovules qui proviennent de follicules plus gros que 6mm 

ont plus de chance d'atteindre le stade blastocyste que les autres (Rizos, 2002). Il 

faut dire qu'un follicule dominant de diamètre moyen de 4mm prend environ 5 jours 

pour atteindre un diamètre de 15mm, alors que la maturation in vitro ne dure qu'une 

journée (Driancourt, 1991). De plus, Assey et al. (1994) affirment que la décharge 

préovulatoire de LH apporte certaines modifications dans la morphologie du 

cytoplasme et du noyau qui sont essentielles pour l'acquisition de la compétence 

développementale. Puisque la majorité des ovules utilisés pour les recherches sont 

ponctionnés d'ovaires de vaches de réforme, ces ovules n'ont pas eu de décharge de 

LH. 

Cependant, contrairement à Rizos et al. (2002), d'autres études en sont arrivées à la 

conclusion que les ovules provenant de follicules de diamètre entre 2 et 6mm et 
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6mm et plus ont des chances équivalentes d'atteindre le stade blastocyste (Tan and 

Lu, 1990; Pavlok, 1992), suggérant que des variations inter-laboratoires existent. 

Ces variations peuvent être expliquées par l'origine des ovules (race des femelles, 

temps entre la récolte et la mise en maturation, etc.), les milieux de développement 

(présence et/ou constitution du sérum / BSA, additifs, etc.) et l'environnement de 

culture (température, conditions gazeuses, etc.). Par contre, il semble être accepté 

que les ovules provenant de follicules plus petits que 1mm ont une compétence 

développementale plus faible que les autres (Driancourt, 1991; Pavlok, 1992). 

Pavlok et al. (1992) et Tan and Lu (1990) vont même jusqu'à affirmer que les 

follicules de moins de 2mm engendrent des ovules dont le développement est 

bloqué à 8 cellules. De plus, les ovules provenant de follicules plus petits que 2mm 

semblent démontrer des anomalies lors de la fécondation. Ces anomalies sont le 

retard de développement du pronoyau mâle (Fulka, 1982) et la distribution 

irrégulière des granules corticaux ainsi qu'une mauvaise activité d'exocytose de 

ceux-ci, résultant en un niveau plus élevé de polyspermie (Hyttel, 1989). Pavlok et 

al. (1988) avancent que ces anomalies sont associées à une maturation 

cytoplasmique incomplète, relative à un certain niveau d'atrésie du follicule surtout 

remarqué chez les petits follicules. 

b. Morphologie de l'ovule 

Blondin et Sirard (1995) ont ciblé certaines caractéristiques propres à des COCs 

dont les ovules ont une compétence au développement plus élevée. Ainsi, ils ont 

remarqué que les COCs avec une expansion partielle ont davantage de compétence 

pour se développer que ceux qui possèdent un cumulus compact, ceux qui possèdent 

peu ou pas de cellules du cumulus ainsi que ceux qui démontrent une expansion du 

cumulus partielle mais avec présence d'agglomérations cellulaires foncées. Les 

ovules les plus beaux en apparence (ovules avec cumulus compact) sont non 

seulement moins compétents que ceux avec une expansion partielle, mais il 

semblerait aussi que les ovules qui possèdent quelques cellules du cumulus en 

atrésie seraient davantage compétents. Cette observation laisse donc présager que 
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l'ovocyte pourrait acquérir sa compétence au développement seulement vers la fin 

de la folliculogenèse avec une différenciation induite par les pulsions de LH 

(maturation cytoplasmique) et que celui-ci conserverait cette compétence même si 

des signes plus ou moins précoces d'atrésie sont apparents. Ainsi, certains ovules 

démontrant des signes d'atrésie modérément avancée pourraient avoir une 

compétence au développement aussi intéressante qu'un ovule avec un cumulus 

compact. Finalement, toujours selon Blondin et Sirard (1995), la présence de 

cellules atrétiques n'est pas fonction de la grosseur du follicule, alors que tous les 

diamètres folliculaires semblent pouvoir en contenir, ce qui est logique puisque seul 

un ovocyte sera ovulé et que les autres seront condamnés à l'apoptose. 

c. Phénomène de maturation post-mortem 

Considérant le prix très élevé de la ponction transvaginale échoguidée (PTV) sur 

des sujets vivants, des COCs ponctionnés d'ovaires prélevés des vaches abattues 

sont généralement utilisés. Tout dépendant de la distance entre l'abattoir et le centre 

de recherche, les COCs peuvent être mis en maturation plus ou moins rapidement. 

Malgré ce qu'on pourrait croire à priori, une étude a démontré que la compétence au 

développement n'est pas plus élevée pour les ovules qui sont rapidement transférés 

dans un milieu de maturation. En fait, en conservant les ovaires dans une solution 

saline à 30°C, il a été démontré que les ovules qui se sont les mieux développés au 

stade morula sont ceux dont la ponction a été réalisée 4h après abattage, par rapport 

à ceux ponctionnés tôt (2h) ou tard (6h) après abattage. Ce phénomène appelé 

maturation post-mortem suggère qu'un changement dans l'environnement 

folliculaire survient après abattage. Ainsi, si les COCs sont ponctionnés très tôt ou 

trop tard, ceux-ci vont posséder une compétence moins élevée à se développer dans 

un environnement in vitro (Blondin, 1997). 
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d. Température de ponction des COCs 

Pollard et al. (1996) ont démontré que l'exposition des COCs à des températures en-

dessous de 35°C entraînait une baisse significative du taux de blastocyste après 

fécondation et culture in vitro, par rapport aux COCs ponctionnés et maintenus à 

des températures de 35°C et plus. L'hypothèse avancée par l'étude est que la baisse 

de température en-deçà de 35°C pourrait affecter le cytoplasme, celui-ci contenant 

par ailleurs les transcrits maternels. Cette situation pourrait alors entraîner la 

dégradation de transcrits et un endommagement des organites responsables de 

l'activité transcriptionnelle, limitant du même coup la capacité des ovocytes à 

atteindre le stade de blastocyste. De plus, des études ont démontré que le maintient 

des COCs à des températures sous-physiologiques peut entrainer des anormalités 

chromosomiques, même si celles-ci ne durent que de brèves périodes. Ces 

anomalies pourraient provoquer une diminution de la capacité développementale de 

l'ovule (Barnes, 1988). Parallèlement, les ovules maintenus dans un environnement 

plus frais ne pourrait pas allonger En effet, l'allongement de la queue poly(A) des 

ARNm pourrait être compromis par une température trop basse (Tremblay, 2005). 

Malgré ces études, il est difficile en pratique de maintenir les COCs à une 

température de 35°C en raison de la distance à parcourir entre l'abattoir et le 

laboratoire de recherche, le temps que nécessite la ponction ainsi que la sélection 

des COCs. À chacune de ces étapes, la température baisse de façon progressive. 

Ainsi, il peut être logique de supposer que l'exposition des COCs à des 

températures avoisinant la température pièce n'est pas aussi dommageable que le 

choc thermique subit par les COCs lorsqu'ils sont transférés dans le milieu de 

maturation à 38,5°C. 

Dans un même ordre d'idées, Loskutoff et al. (1993) ont observé que le 

refroidissement des ovules et des embryons en culture lors du transfert des COCs / 

zygotes / embryons dans les différents milieux de culture (réalisé à température 

pièce) peut avoir des effets négatifs sur le développement futur des embryons. De 

façon générale, la température d'incubation des ovules en maturation et en 
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fécondation ainsi que des embryons en développement est d'environ 38,5°C, ce qui 

correspond à la température corporelle bovine. 

e. Ovocytes issus d'une superovulation 

Bien souvent, la production in vitro appliquée à des fins commerciales est effectuée 

suite à un processus de surovulation dans le but de générer le plus d'ovocytes 

possible pour le développement in vitro. Il a été observé que les ovules provenant 

d'une surovulation présentaient une compétence au développement moindre que les 

ovules produits in vivo sans stimulation. Cette situation peut être expliquée par le 

fait qu'avec un nombre de follicules «dominants» plus élevé, la maturation finale de 

l'ovule sous l'action du LH risque d'être réduite en durée, diminuant du même coup 

la compétence au développement. Plus précisément, la maturation cytoplasmique ne 

serait pas complètement achevée, alors que la migration des granules corticaux et le 

réarrangement des mitochondries ne sont pas correctement réalisés chez les 

ovocytes issus d'un processus de surovulation. Lerner et al. (1986) avancent aussi 

que plus le nombre de gros follicules augmente, moins l'ovaire est capable de 

suffire aux besoins de ceux-ci, l'ovaire bovin n'étant pas vascularisé pour supporter 

ce nombre de follicules. 

3. Fécondation in vitro 

Au stade métaphase II, c'est-à-dire environ 22h à 24h après l'initiation de la 

maturation de l'ovule in vitro, la fécondation in vitro peu prendre place. Comme les 

spermatozoïdes fraîchement éjaculés ou prélevés directement de l'épididyme n'ont 

pas la compétence de pénétrer les cellules du cumulus ni de se lier à la protéine ZP3 

de la zone pellucide sans avoir transité dans le tractus génital femelle, les 

spermatozoïdes utilisés pour la fécondation in vitro doivent subir une capacitation in 

vitro. Cette capacitation est réalisée in vitro grâce en particulier à la présence 

d'héparine. Le milieu de fécondation est également constitué de sels, d'albumine, 

contenu dans le BSA (bovine serum albumin), et de pyruvate. Le BSA est également 
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utile pour augmenter l'osmolarité (riche en macromolecules) et ainsi diminuer 

l'adhésion des COCs entre eux. Les spermatozoïdes et les ovules demeureront 

pendant 15 à 18h dans ce milieu (Thibault, 2001). 

Plus précisément, la capacitation du spermatozoïde peut être définie comme l'habilité 

de celui-ci à atteindre une motilité hyperactivée, d'interagir avec la zone pellucide de 

l'ovule, d'exécuter la réaction acrosomale et d'initier la fusion entre sa membrane 

plasmique et l'ovule (Yanagimachi, 1994). La capacitation est un processus complexe 

où plusieurs modifications surviennent dans le spermatozoïde, dont l'augmentation de 

la fluidité membranaire suite à une diminution de la concentration de cholestérol, un 

flux ionique qui vient modifier le potentiel membranaire, ainsi que la phosphorylation 

de certaines protéines (Rajesh, 2004). La phosphorylation est une modification post-

traductionnelle caractérisée par l'ajout d'un groupement phosphate qui induit une 

modification allostérique et change la conformation tertiaire d'une protéine, menant à 

l'activation ou à l'inactivation de celle-ci. 

Encore aujourd'hui, le rôle spécifique de la phosphorylation des tyrosines dans le 

processus de capacitation du spermatozoïde est peu compris. Concernant l'interaction 

entre la zone pellucide et la tête du spermatozoïde, Asquith et al. (2004) ont identifié 

deux protéines chaperonnes phosphorylées (erp99 et hsp60) qui s'expriment près de 

la membrane plasmique de la tête du spermatozoïde chez la souris. L'activation de ces 

protéines par la phosphorylation des tyrosines pourrait entrainer des changements de 

conformation de la membrane plasmique de la tête du spermatozoïde menant à la 

formation d'un récepteur fonctionnel des protéines de la zone pellucide (Asquith, 

2004). Pour enclencher l'hyperactivation du flagelle, la perte de cholestérol, un influx 

de Ca++, l'augmentation de l'AMPc et la phosphorylation de protéines flagellaires 

seraient requis. Ces bouleversements dans la constitution de la membrane plasmique 

rendent celle-ci plus perméable, mettent plus apparent les récepteurs spermatiques, 

accélèrent le mouvement flagellaire et permettront plus tard la réaction acrosomique. 

De façon générale, la capacitation du spermatozoïde dure 4h (Parrish, 1988). 
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Lors de la traversée du spermatozoïde au travers des cellules du cumulus, la réaction 

acrosomale est initiée. Celle-ci est caractérisée par la fusion de la membrane 

extérieure de l'acrosome (membrane nucléaire du spermatozoïde) et de la membrane 

plasmique, puis par leur disparition totale, menant à la libération d'enzymes, dont 

l'hyaluronidase qui viendra hydrolyser l'acide hyaluronique qui est présente autour de 

la zone pellucide de l'ovule. Cette enzyme facilitera l'arrivée du spermatozoïde 

jusqu'à la zone pellucide, où les récepteurs spermatiques de l'acrosome, maintenant 

dénudés, iront se fixer à la protéine ZP3, suite à la dépolymérisation de la protéine 

ZP1 par une autre enzyme provenant de l'acrosome, l'acrosine. Une fois la membrane 

acrosomique externe et la membrane plasmique fusionnées, une deuxième fixation, à 

la protéine ZP2 cette fois-ci, survient. Le spermatozoïde, grâce à sa force motrice, 

sera incorporé dans la zone pellucide. Une troisième enzyme acrosomique, la P-N-

acétylglucosaminidase, permettra de couper les liens entre le spermatozoïde et la ZP2 

et la ZP3. La réaction corticale suivra par la suite (Thibault, 2001). 

L'entrée du spermatozoïde dans le cytoplasme déclenche une entrée importante de 

Ca++, augmentant du même coup le métabolisme et provoquant une synthèse 

protéique massive. Dans un lapse de temps de 18 h, la méiose reprend, l'expulsion du 

2e globule polaire survient et le pronoyau maternel (membrane nucléaire comprenant 

les chromosomes haploïdes maternels) apparaît. Parallèlement à ces développements 

maternels, le spermatozoïde perd sa membrane nucléaire, sa chromatine se 

décondense par le remplacement des protamines par des histones et le pronoyau se 

forme. Finalement, le pronoyau mâle produit des filaments (centriole spermatique) 

vers le pronoyau féminin qui résulte en la migration et la fusion des deux pronoyaux 

pour former un noyau 4n chromosomes (phénomène d'amphimixie) qui se divisera 

par la suite en deux cellules à 2n chromosomes. Il est également à noter que les 

mitochondries d'origine paternelle sont dénaturées peu après la pénétration du 

spermatozoïde (Thibault, 2001). 
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4. Développement embryonnaire 

a. In vitro 

Entre 15 et 18h suivant la fécondation in vitro, les zygotes seront transférés, après 

denudation des cellules du cumulus, dans un milieu de développement, variable 

selon les laboratoires, mais contenant généralement du glucose, du lactate, du 

pyruvate, des sels, du sérum, du BSA, des acides aminés essentiels et non-essentiels, 

etc. Les cellules de cumulus sont indésirables pour le développement embryonnaire 

in vitro puisqu'elles épuisent le milieu, peuvent enclencher une réaction de nécrose 

menant à la dégénérescence de l'embryon ou encore provoquer l'agglutination des 

embryons dans le milieu. Encore une fois dépendant des protocoles, les embryons 

seront transférés quelques fois dans des milieux de développement semblables 

jusqu'au stade blastocyste, normalement atteint entre le 6e et 8e jour de culture chez 

le bovin (Thibault, 2001). 

Le zygote ainsi formé suite au phénomène d'amphimixie entre dans un processus de 

divisions cellulaires, la segmentation, qui scindera le zygote en plusieurs parties 

appelées blastomères, et ce, de façon synchrone ou asynchrone. Le stade 2 

blastomères est atteint environ 33 à 44h suivant la pénétration du spermatozoïde 

dans l'ovule (Sirard, 1985). 

Le stade morula est atteint après 4 à 5 divisions cellulaires, soit entre 16 à 32 

cellules (blastomères), environ entre le 3e et 4e jour après la pénétration du 

spermatozoïde dans l'ovule. C'est à ce stade qu'il y a les premières différenciations 

cellulaires et l'acquisition de la polarité. Le stade jeune blastocyste est caractérisé 

par l'apparition d'une cavité intercellulaire, nommée blastocœle; la couche de 

cellules périphériques plutôt plates et entassées est désignée trophectoderme et 

l'amas de cellules plus sphériques agglutinées sur le trophectoderme est désigné 

embryoblaste. Le trophectoderme permettra plus tard l'attachement de l'embryon à 

la muqueuse utérine, alors que des cellules de l'embryoblaste découlera le fœtus. 

Selon les milieux de culture in vitro utilisés, le stade blastocyste sera atteint 
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normalement vers le 5e ou 6e jour du développement embryonnaire. Les cellules du 

trophectoderme vont également pomper du sodium à l'intérieur de la cavité 

blastocelique, déclenchant du même coup l'entrée d'H2Û par réaction osmotique. 

Maintenant en expansion, le blastocyste va également voir ses cellules du 

trophectoderme sécréter la trypsine, une enzyme qui va s'activer à digérer la zone 

pellucide. La pression à l'intérieur de la zone pellucide deviendra trop élevée et 

celle-ci éclatera. Il s'agit de l'éclosion du blastocyste. Il est à noter que les 

embryons récoltés pour faire l'objet de transferts embryonnaires sont au stade 

morula ou jeune blastocyste, en raison du fait que la zone pellucide est encore en 

bon état (embryon moins fragile) (Thibault, 2001). 

b. Abondance d'ARN 

Jusqu'au stade 8 cellules environ, le développement embryonnaire est assuré par la 

traduction d'ARNm et par les protéines synthétisées durant le développement et la 

maturation de l'ovule. Jusqu'au stade 8 à 16 cellules, l'activité transcriptionnelle 

embryonnaire est quasi inexistante, celle-ci étant freinée par des inhibiteurs. Il est 

généralement admis que les embryons qui ne possèdent pas la compétence de 

développement arrêtent leur développement autour du stade de transition zygotique 

maternel (MZT), suggérant du même coup une incapacité du génome à activer sa 

propre machinerie transcriptionnelle (Sirard, 2005). Chez certaines espèces comme 

chez la souris, l'absence d'acétylation des histones dans la phase pré-MZT est 

également un inhibiteur important du transcriptome embryonnaire (Vigneault, 

2004). 

Ainsi, l'ARN, synthétisé lors de la croissance de l'ovule, est présent en dans un 

volume important dans le cytoplasme au moment de la fécondation (Vigneault, 

2004). Au fur et à mesure que l'embryon se développe, celui-ci a besoin de 

protéines et la réserve en transcrits maternels diminue jusqu'au stade 8 cellules, où 

l'activité transcriptionnelle connaît un nouvel essor, jusqu'à atteindre un niveau 

normal au stade blastocyste (Robert, 2002). 
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À partir du stade 8 cellules, la reprise de la transcription peut être assurée par 

différents facteurs impliqués dans le changement de la conformation de la 

chromatine. Ainsi, les histones acétyltransférases (HAT) mènent à l'acétylation de 

la queue des nucléosomes et par la suite à la décondensation des chromatines, 

rendant du même coup l'ADN davantage accessible à la machinerie 

transcriptionnelle. Les protéines HMG (high mobility group), des protéines 

chromosomales qui sont un élément structurel de la chromatine, peuvent également 

modifier la conformation des histones dans le but de permettre la transcription. 

Grâce à ce changement de conformation, la chromatine décondensée permet le 

codage de facteurs transcriptionnels, essentiels pour aider l'ARN polymerase II à 

initier la transcription (Vigneault, 2004). 



La qualité de l'embryon 

Tout comme le concept de «compétence de l'ovule», le concept de «qualité de 

l'embryon» est plutôt mal défini. Dans la littérature scientifique, la qualité de 

l'embryon est généralement associée à l'habilité d'un blastocyste à s'attacher à la paroi 

utérine et d'engendrer non seulement une gestation normale, mais aussi et surtout un 

descendant viable, sain et dépourvu d'anomalies. Certains chercheurs vont également 

parler de qualité de l'embryon pour la capacité d'un embryon à résister à la congélation 

(cryotolérance). Au fil de la publication des résultats de recherche concernant la 

production in vitro, certains facteurs ont été appréciés et font maintenant office de 

«normes de la qualité embryonnaire». En fait, les caractéristiques des embryons 

produits in vivo sont souvent la référence pour juger de la qualité des embryons 

produits in vitro. Même si la définition et même la pertinence de ces facteurs sont 

souvent remises en question, certains semblent rallier plusieurs chercheurs. 

1. Normes de la qualité d'un embryon 
a. Clivage 

La première segmentation du zygote survient à des moments différents selon le mode 

de production in vivo ou vitro. En effet, les embryons produits in vivo ont tendance à 

être plus précoces pour la première division cellulaire qui survient environ entre 24 et 

28h après l'ovulation (Thibault, 2001). Chez les embryons produits in vitro, la 

première division cellulaire a plutôt lieu entre 33 et 44h après la mise en contact du 

COC avec des spermatozoïdes capacités (Sirard, 1985). De plus, il a été remarqué que 

les embryons qui démontraient une division cellulaire tôt après la fécondation avaient 

davantage d'aptitude pour atteindre le stade blastocyste (Lonergan, 1999). 

Également, il a été démontré dans plusieurs études que le développement 

embryonnaire, incluant le moment de la première division cellulaire, est fonction du 
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sexe. De façon générale, les embryons mâles se développent plus rapidement que les 

embryons femelles, et ce, durant les 7 à 8 premiers jours suivant la fécondation 

(Avery, 1989). 

Durant la production in vitro, il est estimé qu'environ 90% des ovules immatures ont 

la compétence de passer du stade prophase I jusqu'au stade métaphase II (stade où la 

fécondation peut être possible), alors que 80% des ovules atteignent l'étape de la 

première division cellulaire (Lonergan, 2006). Par conséquent, le taux de clivage n'est 

pas un indicateur très puissant de la compétence future au développement d'un 

embryon. 

b. Taux de blastocyste 

De façon générale, il est admis que la production in vitro ne donne pas des taux de 

blastocystes équivalents à ceux de la production in vivo. Plusieurs études ont publié 

des résultats au cours des années, et ceux-ci sont de l'ordre d'environ de 30 à 40% 

versus 40 à 80%, respectivement pour le taux de blastocyste de la production in vitro 

et de la production in vivo (Lonergan, 2006). 

Outre le milieu de culture qui sera traité plus tard, parmi les facteurs qui peuvent avoir 

un impact sur le taux de blastocyste des embryons produits in vitro, l'immaturité des 

ovules ponctionnés de follicules de 1 à 3mm peut certainement avoir un effet négatif 

(Pavlok, 1992; Lonergan, 1994). La ponction de follicules immatures empêcherait 

une partie de la maturation moléculaire, alors que la synthèse de protéines à l'intérieur 

de l'ovocyte survient à la dernière phase de maturation, ces protéines étant 

essentielles pour le développement ultérieur de l'embryon (Dieleman, 2002). La 

maturation cytoplasmique pourrait elle aussi être affectée, en considérant le fait que la 

décharge de LH a lieu in vivo mais pas in vitro, et que cette décharge entraîne un 

meilleur alignement des granules corticaux et une meilleure réaction corticale 

(Thibault, 2001). La plus grande fréquence de blastomères polyploïdes, le 

développement plus lent, la fragilité accrue de la zone pellucide et la plus faible 
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communication intercellulaire chez les blastocystes produits in vitro peuvent venir 

expliquer, en partie du moins, le taux de blastocyste plus faible dans la production in 

vitro. Finalement, la quantité plus limitée d'ARN chez les embryons produits in vitro 

versus ceux produits in vivo peut également être évoquée (Wrenzycki, 1999). Un plus 

faible volume de transcrits entraînerait logiquement une synthèse moins élevée de 

protéines et un développement embryonnaire plus lent. 

c. Taux de gestation 

L'amélioration du succès du transfert embryonnaire est encore l'objet de recherche et 

de développement. Cependant, l'implantation d'embryons issus de production in vitro 

et in vivo présentent un taux de gestation équivalent selon plusieurs études (Hasler, 

1994 Looney, 1994; Bousquet, 1999), malgré que le taux de blastocyste pour la 

production in vitro soit plus faible. Ce taux de gestation varie passablement selon les 

études, passant d'environ 40% à plus de 60% dans d'autres. Cependant, certaines 

études démontrent des taux de gestation plus faibles pour les embryons produits in 

vitro, dont Farin et al. (2001) qui a observé une baisse de 42% du taux de gestation 

pour ces derniers. De son côté, Hasler et al. (1994) a pour sa part observé une baisse 

de 24% du taux de gestation des embryons produits in vitro versus ceux produits in 

vivo lorsque les embryons ont été congelés avant le transfert embryonnaire. Cette 

variabilité de résultats peut être causée par des variations inter-laboratoires (origine 

des ovules, milieux de développement, environnement de culture, etc.) 

Si le taux de gestation obtenu à 35 jours est sensiblement identique pour ces deux 

techniques de procréation assistée chez certains chercheurs, Bousquet et al. (1999) 

ont remarqué que la mortalité embryonnaire du jour 30 au jour 60 est plus élevée pour 

les embryons issus de la production in vitro. Plusieurs théories peuvent expliquer 

cette situation dont les différences morphologiques, mais aussi 1'«effet maternel», 

alors que les vaches donneuses exploitées pour cette étude présentaient des problèmes 

de fertilité (Bousquet, 1999). 
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Finalement, Edwards et al. (1984) ont rapporté que les embryons humains qui ont 

atteint le stade 8 cellules 55 heures et moins après la mise en fécondation ont un taux 

de gestation près du double de ceux qui atteignent ce stade 56 heures et plus après la 

mise en fécondation. 

2. Phénotypes de l'embryon 

a. Cryotolérance de l'embryon 

Il est généralement admis que les embryons issus de la production in vitro sont moins 

tolérants à la congélation que ceux produits in vivo (Pollard, 1994). Cette différence 

peut être expliquée par la présence d'une quantité supérieure de gouttelettes lipidiques 

à l'intérieur du cytoplasme des embryons cultivés in vitro. La congélation de celles-ci 

peut entrainer la formation de cristaux qui peuvent créer des dommages important à 

l'intérieur de l'embryon et parfois même occasionner sa mort. 

La présence de ces gouttelettes peut être provoquée par plusieurs facteurs, dont une 

insuffisance métabolique des mitochondries. En effet, la densité des mitochondries à 

l'intérieur des embryons produits in vitro est moindre que pour ceux produits in vivo 

(Crosier, 2001). Le plus faible nombre de mitochondries entraine une baisse de la 

production d'énergie mais aussi une plus grande quantité de lipides à l'intérieur du 

cytoplasme, l'énergie excédentaire puisée à même le milieu de culture étant stockée 

sous forme de lipides (Rizos, 2003). Également, le milieu de développement des 

embryons peut avoir un impact. L'utilisation de sérum, riche en lipides, est traduite 

par la présence d'une plus grande quantité de gouttelettes lipidiques à l'intérieur des 

cellules, entrainant du même coup une cryotolérance moindre (Ferguson, 1999). 

La grosseur du follicule dont l'ovocyte est ponctionné peut également avoir un effet 

sur sa cryotolérance. Il n'y aurait pas seulement la compétence au développement qui 

serait réduite pour un ovocyte provenant d'un petit follicule; la cryotolérance serait 

réduite du même coup (Lonergan, 1994). Ce constat pourrait être expliqué par le fait 

qu'un ovocyte provenant d'un petit follicule est moins viable, se développe plus 
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lentement et devient plus sensible aux stress de l'environnement, dont la 

cryoconservation. 

Il est généralement observé que plus le stade de développement est avancé, plus 

l'embryon semble démontrer de capacité à tolérer la congélation, autant pour les 

embryons produits in vitro que in vivo (Wilmut, 1975). Malgré tout, à stade 

équivalent, les embryons produits in vivo semblent plus aptes à survivre à la 

congélation. Il n'est donc pas surprenant de constater que la vaste majorité des 

embryons produits in vitro ne sont pas congelés mais transférés frais. 

Dans une autre optique, le meilleur mode de congélation et celui qui est le plus utilisé 

est la vitrification, celle-ci étant caractérisée par une congélation ultra rapide à 196°C 

dans l'azote liquide après le passage successif des embryons dans des solutions en 

concentration croissante en cryoprotecteurs. Cette méthode arrête de façon très rapide 

le métabolisme, inhibe les réactions biochimiques qui mèneraient à la mort de 

l'embryon et empêche la formation de cristaux de glace intra et extracellulaire, 

réduisant du même coup les dommages de la congélation sur l'embryon. Moins 

efficace, la congélation classique, qui consiste à déshydrater les embryons suite à leur 

passage dans une solution comprenant un cryoprotecteur suivi d'une phase de 

congélation lente (-7°C, -35°C, -196°C), peut entrainer des dommages irréparables, 

causés par la formation de cristaux de taille plus ou moins importante (Thibault, 

2001). 

b. Ratio mâle / femelle 

Chez les mammifères, c'est le spermatozoïde qui détermine le sexe de l'embryon. En 

effet, le spermatozoïde portant un chromosome X entraînera un génotype XX 

(femelle) lors de la fusion des deux pronucleus alors que celui portant un 

chromosome Y entrainera un génotype XY (mâle) (Sekido, 2008). 
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En fait, le chromosome Y comporte un gène crucial qui provoque le développement 

des caractéristiques mâles chez les mammifères : Sry. La protéine produite par ce 

gène (SRY) pourrait modifier l'expression d'un gène : Sox9. Ce dernier serait très 

favorablement influencé par SRY et enclencherait le processus de formation des 

cellules de Sertoli et par le fait même de la differentiation testiculaire. Ainsi, en 

l'absence de l'expression de Sry (génotype XX) ou par son expression inappropriée 

dans le temps, la protéine P-catenin sera activée et mènera au développement du tissu 

ovarien et des follicules (Sekido, 2008). 

Dans l'ensemble de la littérature scientifique, il généralement admit que le ratio mâle 

/ femelle résultant des embryons produits in vitro est d'environ 60:40 (Alomar, 2008). 

Chez le bovin, les embryons mâles ont tendance à se développer à un rythme plus 

rapide que les embryons femelles (Avery, 1989). Cette situation pourrait être 

expliquée par le fait qu'un des deux chromosomes X n'est pas encore inactivé chez la 

femelle. Contrairement au chromosome Y qui ne contient que peu de gènes, il est 

estimé que le chromosome X comprend environ 1000 gènes et que certains de ceux-ci 

pourraient être létales si doublement exprimés. C'est ainsi pourquoi l'inactivation du 

chromosome X survient tôt dans le développement embryonnaire, grâce au gène Xist 

qui encode pour un ARN non codant (ARN Xist). Le chromosome X paternel autant 

que celui maternel expriment ce gène, mais un des deux aurait une expression génique 

plus élevée que l'autre, entrainant l'inactivation de ce dernier. L'inactivation d'un 

chromosome X est donc réalisée grâce à la methylation de l'ADN sur les résidus 

cystine, mais aussi par methylation des histones. Le chromosome ainsi inactivé se 

rétracte, devient transcriptionnellement inactif et forme le corpuscule de Barr, suite à 

la modification de conformation des histones (Griffiths, 2006). 

Bien que l'inactivation du chromosome X semble plutôt aléatoire entre l'exemplaire 

paternel versus l'exemplaire maternel dans la plupart des cellules, il existe cependant 

une inactivation à empreinte parentale dans les cellules du trophectoderme chez les 

souris. Ainsi, dans les cellules qui formeront le placenta, l'inactivation sera 

automatiquement dirigée sur le chromosome X paternel. Les cellules de 
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l'embryoblaste suivraient tant qu'à elles un patron d'inactivation aléatoire et celui-ci 

surviendrait plus tard (Wrenzycki, 2002). 

L'inactivation du chromosome X survient au stade jeune blastocyste chez les 

embryons bovins femelles produit in vitro, alors qu'il serait déjà inactivé au stade 

morula chez les embryons femelles produits in vivo. Au stade morula, il a été observé 

que les embryons femelles produits in vitro démontraient un niveau d'expression 

génique deux fois plus élevé pour la dehydrogenase glucose-6-phosphate (G6PD) 

ainsi que pour la phosphoglycérate kinase (PGK) que chez les morulas mâles. In vivo, 

un même niveau d'expression génique de G6PD et PGK était remarqué chez les 

embryons des deux sexes, suggérant l'inactivation plus précoce d'un chromosome X 

chez les femelles. Impliqué dans la désintoxication de radicaux libres dans les 

cellules, G6PD doit maintenir un certain équilibre oxydatif. Cependant, chez les 

embryons femelles produits in vitro, la concentration cellulaire de radicaux libres est 

très faible en comparant à avec celle des mâles, ce qui expliquerait leur retard de 

croissance in vitro. La double expression de PGK, une enzyme impliquée dans la 

glycolyse, pourrait quant à elle expliquer la plus grande sensibilité à la toxicité du 

glucose des cellules des embryons bovins femelles produits in vitro (Wrenzycki, 

2002). 

En effet, les milieux de culture peuvent également favoriser un sexe plutôt que l'autre. 

Par exemple, le glucose améliorerait le développement des embryons mâles et aurait 

l'effet inverse chez les embryons femelles, qui auraient un seuil de toxicité au glucose 

plus faible (Bredbacka, 1996). Dans une même optique, les embryons femelles 

seraient davantage affectés par des conditions de culture stressantes (changement de 

température, manipulations, congélation, etc.) que les embryons mâles (King, 1991). 

Déjà au stade morula, la proportion d'embryons mâles serait déjà plus élevée 

(Gutierrez, 2001). 

Une autre avenue qui a été étudiée est l'impact du mâle utilisé pour la fécondation. 

Selon Alomar et al. (2008), un des taureaux qu'ils ont utilisé pour la fécondation in 

vitro a résulté en significativement plus d'embryons mâles que les autres. Cependant, 
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Madrid-Bury et al. (2003) n'ont observé aucune différence dans le ratio mâle/femelle 

avec l'utilisation de semence provenant de cinq mâles différents. De plus, cette étude 

a été réalisée avec six éjaculats de ces mêmes taureaux, sans qu'une différence 

significative entre les différents éjaculats ne soit observée concernant le ratio mâle / 

femelle. La théorie de l'effet mâle sur le ratio du sexe est relativement contestée dans 

la littérature scientifique. 

De plus, Kochhar et al. (2003) ont observé une différence de ratio mâle / femelle, 

seulement en changeant la durée de fécondation in vitro. En effet, une fécondation in 

vitro d'une durée réduite de six heures entraînerait une prépondérance d'embryons 

mâles, alors qu'une durée de fécondation allongée ramènerait le ratio mâle / femelle à 

1:1. Cette situation pourrait être expliquée par le fait que le spermatozoïde Y aurait un 

avantage sélectif lors des interactions avec l'ovule de courte durée, avantage qui serait 

perdu pour les plus longues durées de fécondations (Kochhar, 2003). Le 

spermatozoïde Y aurait également une hyperactivation et une capacitation plus 

précoce que les spermatozoïdes X. Le spermatozoïde Y aurait un mouvement 

davantage en ligne droite, ce qui lui donnerait une chance accrue pour féconder 

l'ovule (Penfold, 1998). 

c. Syndrome du veau anormal 

Un autre phénomène observé chez les veaux provenant d'embryons bovins produits in 

vitro est le «Syndrome du veau anormal» (Abnormal Offspring Syndrome). 

Hypothétiquement provoqué par les manipulations exécutées durant le protocole de 

production in vitro, ce syndrome entraine entre autres des veaux au poids plus élevé à 

la naissance, de l'œdème fœtal ainsi qu'une fréquence d'avortement élevée. Plus 

particulièrement, l'utilisation du sérum dans le milieu de culture in vitro pourrait 

provoquer, selon certaines études, une augmentation du poids du veau à la naissance 

(Thompson, 1995; Sinclair, 2000). Bien entendu, l'accroissement du poids à la 

naissance peut provoquer la dystocie ainsi que l'augmentation des risques de 

mortalité périnatale (Farin, 2001). 
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En fait, l'expression génique d'un régulateur de croissance embryonnaire des 

embryons produits in vitro semble différente de ceux produits in vivo. Il a été observé 

que les fœtus provenant d'embryons produits in vitro ont une quantité d'ARN codant 

pour le gène IGF-II plus élevé. IGF-II (Insuline-like Growth Factor) est un facteur de 

croissance durant la croissance embryonnaire et fœtale qui non seulement régule la 

croissance mais également le développement du placenta, tout en favorisant les 

échanges entre le fœtus et le placenta. De plus, le gène qui code pour cette hormone 

peptidique est à empreinte parentale et, normalement, l'allèle maternel n'est pas actif. 

Avec la production in vitro, il semble qu'il y ait présence d'un dérèglement 

épigénomique, occasionné par l'environnement in vitro (condition thermique, 

gazeuse, photonique, métabolique, etc.), qui mènerait à une hypométhylation du gène 

maternel (de l'ordre de 10 à 30% pour le foie, les reins et le placenta), entrainant du 

même coup une surexpression d'IGF-II. Cette surexpression peut provoquer un 

accroissement du poids du fœtus (Curchoe, 2009). 

Comme IGF-II joue un rôle sur le développement des caroncules et des cotylédons, 

ceux-ci sont davantage développés chez les fœtus provenant de la production in vitro. 

De plus, le volume de liquide amniotique ainsi que le poids du placenta semblent plus 

élevés pour les fœtus provenant d'embryons produits in vitro. Cependant, le nombre 

de caroncules et de cotylédons ainsi que le niveau de vascularisation est généralement 

inférieur, ce qui peut augmenter l'incidence à l'avortement (Loi, 2006). 

Finalement, dans une étude se concentrant sur l'expression génique d'IGF-II dans les 

tissus fœtaux bovins au jour 70 de la gestation, Blondin et al. (2000) ont observé des 

niveaux anormaux d'ARNm de ce gène dans le foie et dans les muscles squelettiques 

chez les fœtus mâles provenant d'embryons produits in vitro. De façon générale, une 

variation plus importante de l'expression génique d'IGF-II a également été observée 

chez les fœtus provenant d'embryons produits in vitro. Bien que l'étude n'a pas 

mesuré ces paramètres, les auteurs posent l'hypothèse que les conditions in vitro 

puissent également altérer l'expression des gènes codant pour les récepteurs d'IGF-II, 
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soit Igf2r (IGF Type-II receptor) et H19, ce qui entraînerait une variation de l'activité 

d'IGF-II. En effet, Igf2r réduit cette activité en liant, internalisant et dégradant IGF-II, 

alors que H19, un long ARN non-codant, module l'expression génique d'IGF-II. 

d. Fréquence des avortements 

La majorité des études démontrent une plus grande fréquence des avortements pour 

les embryons provenant de la production in vitro versus ceux in vivo (Farin, 2001). La 

fréquence d'avortement au jour 40 de gestation et plus varie selon les études de 7 à 

13% (Hasler, 2000; Hasler, 1995), allant même pour certaines jusqu'à franchir le cap 

des 20% (Agca, 1998; Thompson, 1998). Selon une large étude réalisée sur 1776 

embryons produits in vivo, le taux d'avortement était d'un peu plus de 5% à partir du 

2e mois de gestation, démontrant du même coup la plus grande viabilité des embryons 

in vivo lors de l'attachement utérin (King, 1991). 

Des anomalies placentaires associées à IGF-II remarquées chez les embryons produits 

in vitro peuvent expliquer cette fréquence d'avortement plus élevée. Les avortements 

qui surviennent entre le jour 30 et 90 peuvent être logiquement associés, du moins en 

partie, à des problèmes de développements des membranes placentaires et le manque 

de vascularité du placenta (Farin, 2006). 

Plusieurs autres facteurs peuvent expliquer cette situation, dont le milieu de culture in 

vitro, la qualité de l'embryon, le nombre d'embryons implantés, la qualité du transfert 

embryonnaire par le technicien, la qualité de la cryoconservation des embryons, le 

stade physiologique de la mère porteuse, etc. (Farin, 2006) 
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3. Différences des embryons produits in vitro et in vivo 

a. Paramètres morphologiques 

Même si les milieux de culture utilisés in vitro cherchent à reproduire le plus 

fidèlement possible les conditions in vivo, plusieurs différences sont observées chez 

les blastocystes produits in vitro versus ceux produits in vivo. D'un point de vue 

général, l'hétérogénéité de morphologie des embryons produits in vitro versus 

l'homogénéité de ceux produits in vivo est à souligner (Loos, 1992). 

Parmi les différences recensées, la couleur du cytoplasme est certainement l'une des 

plus marquantes. Lorsque comparés à ceux produits in vivo, les embryons produits in 

vitro présentent un cytoplasme plus foncé mais moins dense (Pollard and Leibo, 

1994). Il a été démontré que la couleur plus foncée du cytoplasme est causée par un 

plus grand nombre de gouttelettes lipidiques et que la plus faible densité est quant à 

elle causée par un espacement intercellulaire plus grand au stade blastocyste pour les 

embryons produits in vitro, particulièrement en présence de sérum fœtal bovin dans le 

milieu de développement (Rizos, 2002). 

Un autre facteur qui semble départager les embryons produits in vitro est leur nombre 

de cellules par embryon qui est inférieur à celui des embryons produits in vivo. En 

effet, le développement des embryons produits in vitro provenant de COCs de 

follicules entre 2 et 8mm de diamètre peut être plus lent selon certains milieux de 

culture, ce qui peut-être observable dès le 3e jour (Viuff, 1999). Les embryons in vitro 

ne rattrapent jamais leur retard et celui-ci est également observé au stade morula et 

blastocyste. À ce dernier stage, la différence est davantage marquée dans le nombre 

de cellules qui constituent le trophoblaste, qui est plus élevé chez les embryons 

produits in vivo. Le rapport entre le nombre de cellules formant la masse cellulaire 

interne (embryoblaste) et le trophectoderme (ICM/TE) est ainsi plus élevé chez les 

blastocystes produits in vitro. Bien que les cellules de l'embryoblaste contribuent 

également à former les membranes extraembryonnaires, ce sont les cellules du 

trophoblaste qui sont majoritairement responsable de la placentation. Par conséquent, 
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un ratio ICM/TE trop élevé pourrait entrainer des problèmes de développement fœtal, 

pouvant même engendrer des avortements précoces (Koo, 2002). 

Plusieurs différences morphologiques sont également présentes au stade fœtal au 

niveau du placenta. Les conditions in vitro seraient entre autres à l'origine d'un 

gonflement anormal de l'allantoïde (hydrallantois) et d'une diminution du nombre de 

cotylédons et de caroncules, provoquant du même coup des variations anormales du 

développement vasculaire placentaire et, par conséquent, de la surface de contact 

entre le fœtus et la mère. En effet, les placentas bovins issus d'embryons produits in 

vitro présentent une surface totale de cotylédons et de caroncules ainsi qu'une densité 

volumique de villosités placentaires réduites par rapport à celles des embryons 

produits in vivo. Pour pallier à ce contact fœtal-maternel réduit, une plus grande 

densité vasculaire maternelle et un ratio de vaisseaux sanguins par 

cotylédon/caroncule plus élevé sont observés en fin de gestation chez les placentas 

issus d'embryons produits in vitro. Ces modifications morphologiques associées aux 

embryons produits in vitro seraient nécessaires pour augmenter l'efficacité 

d'acheminement des nutriments au fœtus, pour réguler les échanges gazeux ainsi que 

pour éliminer les déchets métaboliques (Miles, 2005). 

Parmi les facteurs pouvant expliquer ces anomalies placentaires, notons que certains 

facteurs angiogéniques sont sous exprimés, ce qui serait possiblement provoqué par 

les conditions de culture embryonnaire in vitro. En effet, Miles et al. (2005) ont 

observé une baisse d'ARNm pour le facteur de croissance endothelial vasculaire 

(VEGF) dans les tissus des cotylédons chez les gestations dont les embryons avaient 

été produits in vitro. Le niveau d'expression génique de VEGF est crucial pour 

l'angiogénèse puisque ce gène code pour un peptide signal qui stimule le 

développement de nouveaux vaisseaux sanguins à partir de ceux préexistants. Il est 

par conséquent logique de penser qu'une sous-expression de VEGF pourrait 

provoquer un sous-développement du système vasculaire des cotylédons et des 

caroncules. 
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b. Communication intercellulaire 

Il est généralement accepté que la communication intercellulaire joue un rôle 

important dans les premiers stages de développement embryonnaire. Cette 

communication est assurée entre autres par les jonctions intercellulaires, qui sont des 

conduits qui connectent les cytoplasmes de deux cellules voisines, permettant le 

passage d'ions et de petites molécules (Wrenzycki, 2005). La polarité cellulaire 

observée lors du passage du stade morula au stade blastocyste semble être provoquée 

grâce à ce mode de communication, amenant une différenciation des cellules du 

trophectoderme et de l'embryoblaste (Gualtieri, 1992). 

Bien qu'essentielles au développement embryonnaire, les jonctions intercellulaires ne 

sont pas présentes en même proportion chez toutes les espèces animales et il existe 

même une différence de quantité entre les embryons produits in vitro versus ceux 

produits in vivo (Prather, 1993). Chez les bovins, Wrenzycki et al. (2005) ont 

démontré qu'il n'y avait pas présence d'ARN codant pour des jonctions 

intercellulaires chez les morulas et blastocystes produits in vitro, alors qu'ils sont 

présents pour les morulas et blastocystes produits in vivo, suggérant ainsi une activité 

transcriptionnelle défectueuse. 

D'autres analysent ultra structurales ont par la suite démontré que les jonctions 

intercellulaires étaient présentes dans un certain nombre chez les cellules de 

l'embryoblaste des blastocystes produits in vivo et rares chez les blastocystes produits 

in vitro. Chez les cellules du trophectoderme, les jonctions intercellulaires sont 

présentes en petit nombre chez les blastocystes produits in vivo et inexistantes chez 

les blastocystes pour in vitro (Boni, 1999). 

Le plus grand nombre de jonctions chez les cellules de l'embryoblaste semble être 

causé par une plus grand besoin de differentiation chez ces cellules par rapport aux 

cellules du trophectoderme. Finalement, le nombre de jonctions intercellulaires 

diminue du stade 2 cellules jusqu'au stade blastocyste, probablement causé par un 

changement du type de communication intercellulaire (Boni, 1999). 
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c. Métabolisme énergétique 

De façon générale, les premières segmentations embryonnaires ne demandent pas une 

activité métabolique importante, alors que la production d'ATP est supportée par 

l'oxydation de substrats tels que le pyruvate, les acides aminés et le lactate. De 

l'ovocyte mature jusqu'au stade embryonnaire 12 cellules, le pyruvate est le substrat 

le plus utilisé, au détriment du glucose et du lactate. Du stade 12 à 16 cellules, 

l'activité métabolique augmente substantiellement, alors que ces trois substrats sont 

utilisés de façon significativement plus élevée, particulièrement le glucose qui voit 

son utilisation multipliée par plus de 6 fois. Cette utilisation élevée d'énergie est 

facilement explicable par la compaction des cellules du trophectoderme, la formation 

de la cavité blastocelique et la remise en marche de l'activité transcriptionnelle 

(Narinder, 2000). 

Dans un autre ordre d'idées, l'activité métabolique embryonnaire plus limitée 

constituerait un marqueur de la qualité embryonnaire. En effet, selon le «Quiet 

Embryo Hypothesis», les embryons de bonne qualité présentent une activité 

métabolique plus basse que ceux qui arrêtent leur développement. Ainsi, un embryon 

qui n'a pas subit trop de stress lors de son développement présentera, selon toute 

logique, un génome, un transcriptome et une expression protéique normaux qui 

devraient lui permettre de poursuivre son développement sans avoir à consommer de 

façon massive des nutriments et de l'oxygène. À l'opposé, un embryon qui aura été 

affecté significativement par des stress environnementaux présentera des dommages 

moléculaires et cellulaires qui devront être réparés ou qui déclencheront, dans un 

contexte extrême, le processus d'apoptose de la cellule. Ces stratégies cellulaires 

mises en place pour la survie de l'embryon amèneront celui-ci à consommer 

davantage de nutriments et ainsi présenter une activité métabolique accrue. Il en va de 

même pour l'oxygène, dont l'utilisation plus substantielle pourrait provoquer un 

stress oxydatif plus important au sein de la cellule, conséquence directe de la présence 

accrue de radicaux libres (Leese, 2008). 
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Or, les embryons produits in vitro présentent une activité métabolique 

significativement plus élevée que celle des embryons produits in vivo (Narinder, 

2000), suggérant du même coup la présence accrue de stress environnementaux dans 

le processus de culture in vitro et résultant en un embryon de moindre qualité. 

d. Aberrations chromosomiques 

Parmi les troubles chromosomiques les plus fréquents, il y a l'aneuploïdie qui se 

définit comme étant une anormalité du nombre de chromosomes présents dans le 

noyau d'une cellule. Chez les mammifères, les cellules somatiques sont diploïdes, 

c'est-à-dire qu'elles possèdent une paire de chromosomes homologues, soit 46 au 

total chez l'humain et 60 chez le bovin. L'aneuploïdie est par conséquent remarqué 

dans les cellules où il y a présence de plus ou moins 60 chromosomes chez le bovin, 

outre les gamètes qui sont des cellules haploïdes (30 chromosomes). De façon 

générale, l'aneuploïdie survient durant la méiose par la non-disjonction des 

chromatides (Thibault, 2001). 

Il existe plusieurs types d'auneuploïdie, dont la nullisomie, la monosomie et la 

trisomie. Comme son nom l'indique, l'aneuploïdie nullisomique est caractérisé par 

une absence totale d'un type de chromosome. Ce type d'aneuploïdie est létal chez 

tous les organismes diploïdes. La monosomie est présente chez un organisme 

lorsqu'une seule copie d'un chromosome est manquante. La principale cause de 

monosomie est la non-disjonction des chromatides homologues qui migrent toutes 

deux vers le même pôle lors de l'anaphase et sont transférées dans la même cellule 

fille. Cette anomalie peut être observée lors des métaphases 1 et 2 de l'ovocyte mais 

généralement lors de la première (62% versus 18%). En contrepartie, la non-

disjonction des gamètes est moins présente chez le spermatozoïde, autant lors de la 

métaphase 1 (12%) que la métaphase 2 (8%) (Thibault, 2001). Cette situation pourrait 

logiquement être expliquée par le fait que l'ovocyte ne possède pas de centriole, une 

structure cellulaire qui participe à la migration des chromatides lors de l'anaphase 

(Thibault, 2001). De plus, différents organismes expérimentaux ont démontré que la 
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présence de mutation en même temps qu'a lieu la recombinaison pouvait augmenter 

significativement la fréquence de non-disjonction lors de la méiose 1 (Griffiths, 

2000). La monosomie peut être dommageable pour deux raisons principales. 

Premièrement, l'absence d'un chromosome amène souvent un déséquilibre dans le 

niveau d'expression (sous-expression) génique des gènes compris sur le chromosome 

manquant et de son homologue. Également, un gène récessif létal présent sur le seul 

chromosome présent est exprimé de façon homozygote et peut entrainer la mort de 

l'organisme (Griffiths, 2000). 

Contrairement à la monosomie, la trisomie est caractérisée par la présence d'un 

chromosome surnuméraire. Cependant, tout comme la monosomie, les conséquences 

principales de la trisomie sont le déséquilibre d'expression génique (surexpression) 

qui peut mener à la mort ou encore à diverses anomalies. Il est à noter que chez le 

bovin, la trisomie est la grande majorité des cas létale (Thibault, 2001). 

La polyploïdie (présence de plus de deux copies d'un chromosome dans une cellule 

diploïdes) peut être également provoquée par l'absence d'extrusion d'un des globules 

polaires ou encore par la polyspermia Le caryotypage a permis de découvrir que les 

embryons produits in vitro présentent davantage de cellules polyploïdes. Une 

proportion très variable et plutôt élevée de blastocystes produits in vitro peut 

présenter des cellules polyploïdes, passant de 44% (Slimane, 2000) à 50% (Lonergan, 

2004) et jusqu'à 72% dans certaines études (Viuff, 1999). À l'opposé, une proportion 

minoritaire de blastocystes produits in vivo présentent des cellules polyploïdes (25% 

selon Viuff, 1999; 21% selon Lonergan, 2004). Cependant, il faut préciser que seule 

une petite proportion des cellules des blastocystes qui démontrent une aberration 

chromosomale est polyploïde (83% auraient moins de 10% de cellules polyploïdes 

selon Viuff, 1999). Cette inclinaison plus marquée à la polyploïdie pourrait être 

attribuable à une mauvaise maturation in vitro qui provoquerait une mauvaise réaction 

corticale menant à la polyspermie ou encore à une absence d'extrusion des globules 

polaires. 
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Afin de réduire l'incidence à la polyploïdie, il est suggéré qu'il existe un mécanisme à 

l'intérieur de l'embryon qui exclurait les cellules polyploïdes du disque embryonnaire 

pour les reléguer au trophectoderme. Ainsi, Viuff et al. (2002) ont démontré que les 

cellules du trophectoderme (96%) avaient une incidence significativement accrue à la 

polyploïdie par rapport aux cellules de l'embryoblaste 58% au jour 7. Comme les 

cellules du trophectoderme formeront le placenta, il s'agit d'un mécanisme qui 

améliore la qualité des cellules de l'embryoblaste qui formeront le fœtus (Viuff, 

2002). 

Quant à la compétence au développement des blastocystes polyploïdes, les avis 

divergent. Pour Viuff et al. (1999), le taux de gestation des blastocystes polyploïdes 

produits in vitro semble tout à fait comparable à celui des blastocystes produits in 

vivo. Cependant, il est possible qu'après l'implantation, les blastocystes polyploïdes 

produits in vitro soient davantage susceptibles à avorter (Viuff, 1999). Selon Hare et 

al. (1980), un niveau de polyploïdie inférieur à 25% n'affecterait pas le 

développement de l'embryon. Finalement, selon Lonergan (2004), il existerait une 

corrélation inversement proportionnelle entre la compétence au développement d'un 

embryon et sa proportion de cellules polyploïdes. 

e. Expression génique 

L'expression génique des embryons produits in vitro versus celle de ceux produits in 

vivo comporte des différences, plus ou moins importantes selon les études. Le design 

expérimental, les conditions de laboratoire, les protocoles de culture embryonnaire, 

les produits utilisés, la source d'ovocytes, le stade embryonnaire, le type de biopuce 

utilisé et même l'expérience du personnel ne sont que quelques unes des principales 

sources de variation qui peuvent expliquer les différences observées d'un laboratoire 

à un autre. Cependant, certaines voies métaboliques ont été recensées plusieurs fois 

dans la littérature comme étant différencielkment exprimés dans des conditions de 

culture in vitro versus des conditions de culture in vivo. 
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En plus de certains gènes à empreinte parentale tel IGF-II mentionnés précédemment, 

notons en particulier les gènes liés à la synthèse, au métabolisme, à la réduction ainsi 

qu'à la modification des lipides et du cholestérol qui semblent être altérés dans leur 

expression par les systèmes de production in vitro selon plusieurs parutions des 

dernières années (Wrenzycki, 2000). Ces variations dans l'expression génique du 

métabolisme lipidique fait très certainement écho à la présence plus importante de 

gouttelettes lipidiques chez les embryons produits in vitro, ainsi qu'à l'apparence plus 

foncée de ces derniers. 

Une autre voie métabolique citée de façon récurrente dans les études d'expression 

génique est le processus d'apoptose. Un des gènes régulateurs de l'apoptose, BAX 

(bcl-2-associated X protein), est connu pour être exprimé dès le stade 8 cellules chez 

les embryons produits in vitro, mais pas avant le stade 16 cellules pour les embryons 

produits in vivo. De plus, à tous les stades où le gène est exprimé dans les systèmes 

de production in vivo et in vitro, il est davantage exprimé chez l'embryon produit in 

vitro (Lonergan, 2003). Ceci va de paire avec l'étude de Gjorret et al. (2001) qui 

suggérait une plus grande présence d'apoptose chez les embryons produits in vitro 

que ceux produits in vivo. Plusieurs études ont également ciblé les gènes de la famille 

des «Forkhead transcription factors» pour leur activité dans le processus d'apoptose, 

de l'arrêt cellulaire ainsi que de la réponse de stress (Medema, 2000; Burgering & 

Kops, 2002; Hosaka, 2004). 

Une autre classe de gènes fortement influencée par l'environnement de production in 

vitro est les facteurs de replication et de transcription de la molécule d'ADN, ainsi 

que les gènes qui codent pour des protéines chromosomiques qui sont présentes dans 

la structure de la chromatine comme la famille de HMG (highmobility group protein) 

(Fan, 2002; Bianchi, 2000). Le gène codant pour la protéine DOT IL a également été 

identifié comme l'un des gènes impliqués dans les activités transcriptionnelles et 

traductionnelles qui est sous exprimé chez les embryons produits in vitro (Corcoran, 

2006). Cette protéine est connue pour être impliquée dans le processus de methylation 

des histones, lequel vient activer ou désactiver certains gènes, modulant du même 
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coup leur niveau d'expression génique (Kouzarides, 2002). Le gène codant pour 

CCR4-NOT est lui-aussi sous-exprimé chez les embryons produits in vitro, 

comparativement aux embryons produits in vivo (Corcoran, 2006). Cette protéine est 

tant qu'à elle active pour réguler le métabolisme des ARN messagers, c'est-à-dire la 

formation, l'inhibition ou l'activation, le contrôle de l'élongation, la déadénylation 

ainsi que la dégradation des ARN-m (Chen, 2003). Finalement, la GNB2L (guanine 

nucleotide-binding) est également sous exprimée par les embryons produits in vitro 

(Corcoran, 2006). Ce gène code pour un récepteur de la protéine C-kinase (Wang, 

2003). Ce récepteur permet l'arrivée de la C-kinase vers les ribosomes, stimulant du 

même coup la phosphorylation des ARN-m (Nilsson, 2004). L'abondance de GNB2L 

chez les embryons in vivo rendent ces derniers plus efficaces dans leurs activités 

traductionnelles par rapport aux embryons produits in vitro (Corcoran, 2006). 

f. Épigénome 

Bien que l'embryon soit autonome grâce à ses réserves d'ARNm maternels ainsi qu'à 

l'activation de sa machinerie transcriptionnelle lors de la transition maternelle 

embryonnaire, celui-ci subit une série de stress environnementaux en condition de 

culture in vitro. Afin de survivre dans ces conditions environnementales plus ou 

moins adaptées à ses besoins vitaux, l'embryon doit procéder à des modifications 

épigénétiques qui l'amèneront à s'adapter à un milieu de développement hostile ou 

encore à présenter un développement erratique lorsque l'évolution nécessaire dépasse 

sa capacité d'adaptation (Duranthon, 2008). 

L'épigénétique peut être définie comme l'ensemble des modifications héréditaires et 

réversibles qui font varier l'expression génique sans altération de la séquence 

nucléotidique de l'ADN (Duranthon, 2008). Non seulement ces modifications 

épigénétiques peuvent avoir un impact significatif sur le développement 

embryonnaire précoce, celles-ci peuvent également laisser des traces, voire même des 

maladies, chez le fœtus et même lors du développement post-natal (Barker, 2003). 
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Différentes modifications épigénétiques peuvent survenir durant le développement 

embryonnaire précoce selon les conditions de culture (composition des milieux, 

température, conditions gazeuses, etc.), telles que la methylation, l'acétylation, la 

phosphorylation et l'ubiquitination des histones ainsi que la methylation des résidus 

cytosine. Ces modifications rendent plus ou moins disponible l'ADN à la machinerie 

transcriptionnelle, entrainant du même coup une variation de l'expression génique en 

fonction des conditions de culture. Les effets directs des conditions 

environnementales sur les modifications épigénétiques ainsi que les conséquences de 

la variation de l'expression génique sur le développement embryonnaire sont encore à 

ce jour mal caractérisés. 
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Milieux et conditions de culture 

La composition des milieux de culture embryonnaire ainsi que les conditions auxquelles 

sont soumis les COCs et les embryons durant leur croissance in vitro sont fortement 

variables d'un laboratoire à un autre. Ainsi, les milieux utilisés peuvent varier dans leur 

source et leur concentration énergétique (glucose, pyruvate, etc.), protéique et de sels. 

Cependant, les principales variations recensées dans la littérature concernent 

l'utilisation ou l'absence d'utilisation de sérum fœtal bovin. De façon générale, les 

systèmes de production embryonnaire in vitro utilisent du sérum lors de la maturation 

de l'ovocyte. Dès la mise en fécondation et par la suite lors de la mise en 

développement, les systèmes de production in vitro peuvent être divisés en deux 

groupes, soit les systèmes qui utilisent des milieux non-définis et les systèmes qui 

utilisent des milieux semi-définis. 

Les milieux non-définis sont caractérisés par l'utilisation de sérum fœtal bovin (FBS), 

un produit dont la composition est variable d'une compagnie de production à une autre 

et même d'un lot à l'autre, d'où l'appellation «milieu non-défini». Plus précisément, le 

FBS est une fraction du plasma sanguin fœtal duquel sont éliminés les globules rouges. 

En plus des systèmes de production SOF enrichis de FBS, les systèmes de co-culture 

nécessitent la présence de FBS afin de nourrir les cellules somatiques mises en culture 

avec les embryons dans le milieu. En effet, ce système caractérisé par la présence d'un 

tapis cellulaire, bien souvent des Buffalo Rat Liver cells, permettrait d'augmenter la 

proportion d'embryons à passer le seuil de la MZT et atteindre le stade de blastocyste 

(Rexroad, 1989). Ce système a été largement utilisé comme système de production in 

vitro il y a de cela quelques années mais a été beaucoup moins utilisé récemment. 

Les milieux semi-définis sont pour leur part caractérisés par l'utilisation d'albumine de 

sérum bovin (BSA), un produit qui représente la fraction protéique du FBS. Plus 

précisément, le BSA, aussi appelé «Fraction V», représente l'albumine isolé du plasma 

sanguin fœtal. Cependant, comme le niveau de pureté n'est pas de 100%, ce milieu est 

appelé «semi-défini». Le système de production SOF avec présence de BSA et 
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l'absence de FBS est possiblement le système le plus largement utilisé pour la 

production embryonnaire bovine actuellement. 

1. Milieu non-défini 

a. Développement embryonnaire 

La présence de sérum fœtal bovin a un impact majeur sur le développement 

embryonnaire. Selon plusieurs études, la présence de FBS dans le milieu de culture 

augmente de façon significative la vitesse de développements des embryons. En effet, 

le taux de blastocyste à 6 jours est plus élevé pour les embryons cultivés dans un 

milieu enrichi de FBS (Rizos, 2003; Lonergan, 1999; Gutierrez, 2001). Cependant, 

cette cinétique de développement plus rapide serait imperceptible dès le 7e jour, alors 

que le nombre de cellules des embryons cultivés sans FBS ne serait pas différent à 

celui des embryons cultivés avec FBS (Rizos, 2003). 

Également, il fut observé que la présence de FBS diminue significativement le taux de 

clivage (Pinyopummintr, 1994; Lonergan, 2000). En contrepartie, une plus grande 

proportion d'embryons clivés provenant d'un milieu de culture avec FBS atteindrait 

le stade blastocyste par rapport à ceux issus d'un milieu de culture sans FBS 

(Lonergan, 2000). 

De plus, l'utilisation du FBS entraînerait une plus grande hétérogénéité dans les 

cohortes embryonnaires. En effet, Mermillod et al. (1993) ont observé que les 

embryons provenant d'un milieu de culture enrichi de FBS étaient plus hétéroclites en 

ce qui a trait à la grosseur (nombre de cellules) et au stade de développement, par 

rapport aux embryons provenant d'un milieu de culture non-enrichi au FBS. 



42 

b. Métabolisme lipidique 

D'un point de vu métabolique, il a été prouvé que les cellules en culture peuvent 

utiliser des acides gras, des phospholipides ainsi que des triglycérides des milieux de 

culture enrichis de FBS (Spector, 1972). La présence de FBS dans le milieu de culture 

entraine une plus forte concentration de lipides sous forme de triglycérides chez les 

blastocystes produits in vitro, alors qu'une concentration plus élevée de gouttelettes 

lipidiques est observée (Thompson, 1995). Cette situation peut-être expliquée de deux 

façons. Premièrement, les mitochondries des embryons cultivés dans un milieu de 

culture contenant du FBS seraient davantage immatures (Hiroyuki, 1999) et moins 

nombreuses (Crosier, 2001) que celles provenant d'embryons cultivés dans un milieu 

de culture sans FBS. Le manque de maturité et leur plus petit nombre diminueraient 

l'efficacité des mitochondries à métaboliser les lipides, ce qui expliquerait le plus 

grand nombre de gouttelettes lipidiques dans les embryons cultivés avec FBS. De 

plus, il a été observé que ces derniers auraient une concentration plus faible de 

vésicules lysosomaks. Ces vésicules amènent une dégradation des gouttelettes 

lipidiques, suite à une activité de phagocytose (Hiroyuki, 1999). 

c. Aberrations chromosomiques 

Les embryons produits in vitro démontrent un taux de polyploïdie plus élevé que ceux 

produits in vivo (Lonergan, 2004). Selon Slimane et al. (2000), les aberrations 

chromosomiques surviennent aussi tôt qu'au moment du clivage et la fécondation in 

vitro n'aurait aucune incidence sur celles-ci. De plus, autour de 75% des embryons 

produits in vitro présenteraient des aberrations chromosomiques de tout genre (Viuff, 

2002, Lonergan, 2004). La présence de FBS dans le milieu de culture des embryons 

produits in vitro n'aurait cependant pas d'impact sur le niveau de polyploïdie 

(Lonergan, 2004). En revanche, ceux-ci démontreraient des anormalités plus sévères, 

alors qu'ils posséderaient une plus grande proportion de cellules qui comportent plus 

d'un type d'anomalies (Lonergan, 2004). 
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d. Cryotolérance 

Comme mentionné précédemment, il a été démontré que les embryons cultivés dans 

un milieu de culture comprenant du FBS ont généralement une concentration plus 

élevés en gouttelettes lipidiques. Or, il a également été démontré que les embryons 

contenant une concentration lipidique plus élevée étaient plus sensibles à la 

congélation (Mohr, 1981; Pollard, 1994). Yamashita et al. ont par la suite démontré 

en 1999 que les blastocystes issus d'un milieu de culture contenant du FBS 

survivaient à la congélation dans une proportion moindre que ceux issus d'un milieu 

de culture sans FBS. La cryotolérance des embryons produits in vitro sans FBS serait 

intermédiaire, soit entre celle des embryons produits in vitro avec FBS (inférieure) et 

celle des embryons produit in vivo (supérieure) (Rizos, 2003). 

Conformément à ces résultats, Lazzari et al. (2002) ont observé un taux de gestation 

plus faible pour les embryons congelés provenant d'un milieu de culture enrichi de 

FBS. En effet, le taux de gestation de ceux-ci était de 17% environ, alors que celui 

des embryons congelés provenant d'un milieu de culture non-enrichi en FBS s'élevait 

à près de 37%. 

e. Expression génique 
i. Reconnaissance de la gestation 

IFN-t (Interferon-tau) est sécrété par les cellules du trophoblaste lors de la formation 

de la cavité blastocelique et est l'agent principal de la reconnaissance de la gestation 

par la mère. En effet, sa sécrétion permet le maintien du corps jaune et la sécrétion de 

la progestérone par ce dernier, en inhibant la sécrétion de PGF2-a, une prostaglandine 

qui a comme fonction la lyse du corps jaune. En raison de son expression chez les 

blastocystes produits in vitro, l'expression d'IFN-t serait déterminée en partie 

génétiquement. Bien que l'environnement utérin ne soit pas essentiel pour induire son 

expression, cet environnement pourrait bien être nécessaire au contrôle de la sécrétion 

d'IFN-t, alors que les embryons produits in vitro poursuivent leur sécrétion au-delà de 
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la durée observée chez les embryons produits in vivo, suggérant que des facteurs 

maternels soient requis pour inactiver le gène (Kubisch, 1998). IFN-t est considéré 

par certains auteurs comme un marqueur de la qualité embryonnaire, alors qu'un 

niveau élevé de transcrits de ce gène est associé à un embryon de meilleure qualité 

(Rizos, 2003). Par contre, d'autres études arrivent à une corrélation négative entre la 

qualité embryonnaire et la production embryonnaire d'IFN-t, puisque les blastocystes 

au développement plus rapide, normalement associés à une meilleure qualité, 

produisent moins d'IFN-t. Finalement, la transcription du gène IFN-t est diminuée par 

la présence de FBS dans le milieu de culture (Rizos, 2003; Wrenzycki, 1999). 

ii. Apoptose 

Le niveau d'expression génique de BAX semble être plus élevé chez les blastocystes 

produits en présence de FBS (Rizos, 2003). Ce gène est associé à la régulation de 

l'apoptose et peut, par conséquent, être révélateur de la qualité de l'embryon. 

Cependant, la seule présence d'un niveau élevé d'ARNm de BAX ne peut être 

directement associée à l'activité de la protéine, alors que le processus d'apoptose n'est 

enclenché que si le ratio entre Bax et Bcl-2, sa protéine compensatrice, est élevé. En 

effet, Yang et Rajamahendran (2002) ont observé une expression élevée de Bcl-2 chez 

des embryons et des ovocytes de bonne qualité, une expression faible chez des 

embryons dont le noyau était fragmenté (la fragmentation de l'ADN est l'une des 

étapes du processus d'apoptose) et une expression presque qu'indétectable chez les 

ovocytes complètement dénudés. Bax a pour sa part été exprimé chez tous les types 

d'ovocytes et d'embryons, particulièrement chez les ovocytes dénudés. 

Parallèlement aux études de Rizos et al. (2003), il a été observé par Byrne et al. 

(1999) que l'incidence du processus d'apoptose est également plus élevée chez les 

embryons produits avec FBS. Il s'agit d'un résultat préoccupant, puisque le processus 

d'apoptose peut entrainer une mortalité embryonnaire précoce ou encore entrainer la 

formation d'anomalies chez le fœtus menant à un avortement (Brill, 1999). 
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iii. Radicaux libres 

Une des causes connues d'un développement embryonnaire perturbé est le stress 

oxydatif, conséquence du métabolisme de l'oxygène. Lorsque les mécanismes 

cellulaires ne réussissent pas à gérer efficacement les radicaux libres, des lésions au 

niveau des acides nucléiques, des protéines et des membranes peuvent survenir, 

entrainant une augmentation de la mortalité cellulaire. Le stade 8-16 cellules, où la 

transcription du génome est activée, pourrait être particulièrement sensible aux effets 

des radicaux libres (Crosby, 1988). 

Il existe cependant une enzyme, le MnSOD, qui prévient le stress oxydatif en 

éliminant certains radicaux libres. L'activité de protection du MnSOD contre les 

dommages oxydatifs est totalement concentrée vers les mitochondries. L'ARNm et la 

protéine du MnSOD sont déjà présents chez les morulas produits in vitro avec 

présence de FBS, alors qu'ils ne sont présents qu'au stade blastocyste pour les 

embryons produits in vitro avec absence de FBS (Lequarre, 2001). Rizos et al. ont 

également observé une expression génique plus élevée de ce gène chez les 

blastocystes provenant d'un milieu de culture in vitro contenant du FBS versus ceux 

provenant d'un milieu en l'absence de FBS. En fait, la présence dans le FBS d'un 

facteur, le TNFa, qui induit la transcription de MnSOD, pourrait expliquer, du moins 

en partie, que les blastocystes produits in vitro avec FBS démontrent une expression 

génique plus élevée plus élevée pour ce gène (Wong, 1988). Il fut également 

démontré par Rizos et al. (2002) que les blastocystes produits in vivo avaient une 

expression génique plus élevée pour le MnSOD que les blastocystes produits in vitro 

dans un milieu de culture contenant du FBS. 

En plus d'être avantageusement exprimée chez les blastocystes produits dans les 

systèmes de production in vitro versus in vivo, l'enzyme SOX (sulfur oxidising 

enzyme) est davantage exprimée chez les blastocystes produits in vitro en présence de 

FBS versus ceux produits en son absence. L'enzyme SOX catalyse les réactions 

d'oxydation grâce à ses liens covalents, ce qui mène à la detoxification de radicaux 

libres dans le cytoplasme (Rizos, 2003). La surexpression de SOX dans les embryons 
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produits in vitro en présence de FBS peut être associée à la plus grande concentration 

de peroxyde d'hydrogène et au métabolisme lipidique (Levy, 2001). Selon Lonergan 

et al. (2003), le niveau d'expression génique du SOX est inversement proportionnel à 

la qualité de l'embryon, suggérant que les meilleurs embryons ont moins de radicaux 

libres, donc moins de transcrits de SOX, que les embryons de qualité moindre. 

Impliqué dans le processus de catalisation de la voie des pentoses phosphates, la 

G6PD (Glucose-6-phosphate-dehydrogenase) est davantage présent chez les 

embryons produits in vitro que ceux produits in vivo (Lonergan, 2003). Le G6PD 

joue également un rôle de sentinelle pour le stress oxydatif, alors que sa détection de 

radicaux libres va rapidement entrainer la production de NADPH, qui démontre un 

puissant pouvoir réducteur (Lonergan, 2003). De cette façon, plus la présence de 

G6PD est élevée, plus le stress oxydatif serait important, élevant potentiellement ce 

gène comme un marqueur de la qualité embryonnaire. Cependant, il se pourrait que 

les embryons femelles expriment deux fois plus de G6PD que les embryons mâles 

jusqu'à l'inactivation d'un des deux chromosomes X, comme semblent le suggérer les 

études chez les embryons produits in vitro (Gutierrez-Adan, 2000). Malgré tout, chez 

les embryons produits in vivo, aucune différence d'expression génique concernant le 

G6PD n'a été observé (Larson, 2001). 

iv. Jonctions intercellulaires 

Le niveau d'expression génique des jonctions intercellulaires, bien que moins étudié, 

semble également différer selon le milieu de culture in vitro. Les jonctions 

intercellulaires sont essentielles pour le transport des fluides mais aussi des 

cryoprotecteurs. Deux de ces jonctions ont été étudiées par Rizos et al. en 2003, soit 

Cx43 et Cx31. Chez les blastocystes produits in vitro avec FBS, k Cx43 a été sous-

exprimé alors que le Cx31 a été surexprimé par rapport à l'expression génique des 

blastocystes produits in vitro sans FBS. Les jonctions intercellulaires sont 

particulièrement importantes dans la formation de la morula et du blastocyste parce 

qu'elles sont impliquées dans le gradient qui se forme entre les cellules de 

l'embryoblaste et du trophoblaste. 
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v. Attachement embryonnaire 

Principal agent de reconnaissance de la gestation chez les bovins, IFN-t est exprimé 

seulement au stade blastocyste et à des niveaux disparates d'un embryon à l'autre, 

selon la source de l'embryon (Stojkovic, 1999), la précocité de la formation du 

blastocyste (Kubisch, 2001), le nombre d'embryons cultivés par goutte de culture 

(Larson, 1999), la présence de FBS (Rizos, 2003) et le sexe de l'embryon (Larson, 

2001). Le niveau d'expression génique du IFN-t est plus élevé chez les embryons 

produits in vitro que chez les embryons produits in vivo (Lonergan, 2003). 

Cependant, l'expression du gène survient de façon plus précoce chez l'embryon 

produit in vitro, soit vers le 3e jour, versus le 5e pour les embryons in vivo (Lonergan, 

2003). Selon Kubish et al. (1998), il existerait une relation négative entre la précocité 

d'expression du IFN-t et la compétence développementale de l'embryon. 

Le niveau d'expression de LIF et de son récepteur LR-B est altéré par la présence de 

FBS. Le LIF joue un rôle essentiel dans la differentiation embryonnaire et 

l'attachement de l'embryon bovin. De façon générale, LIF et LR-B sont davantage 

exprimés chez les blastocystes produits in vitro que ceux produits in vivo. Selon 

Rizos et al. (2003), le niveau d'expression de LIF et de son récepteur LR-B est plus 

élevé chez les embryons produits in vitro avec présence de FBS. Toujours selon Rizos 

et al. (2003), cette situation pourrait mener à un développement anormal du 

trophoblaste ainsi que de l'embryoblaste. 

2. Milieu semi-défini 

Comparativement à la présence de FBS dans le milieu de culture, l'utilisation du BSA 

(Bovin Serum Albumin) n'a aucun effet avant le premier clivage. Selon Wang et al. 

(1997), il n'y aurait pas de différences significatives pour le taux de clivage pour les 

embryons cultivés dans un milieu avec FBS versus ceux cultivés avec du BSA, 

malgré que quelques autres études suggèrent le contraire (Bavister, 1994; Lonergan, 
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2000). Après le premier clivage, il est généralement observé que les embryons 

produits dans un milieu avec BSA atteindraient le stade blastocyste plus tard et dans 

une proportion moindre que ceux ayant été cultivés dans un milieu enrichi de sérum 

(Wang, 1997). 

Bien que moins prononcé que le sérum, le BSA a également un effet de stimulation 

sur le développement embryonnaire. Cependant, les recherches tendent à démontrer 

une variation importante dans les résultats. En effet, les différents lots de BSA 

peuvent être stimulants ou inhibiteurs de la croissance embryonnaire, tout dépendant 

du niveau et du type de contaminants présents dans le lot, mais également selon la 

concentration en BSA des milieux de culture (Rizos, 2003). 

3. Milieu défini 

Un milieu défini est caractérisé par l'absence de composants non-définis ou semi-

définis dans sa composition, tels le FBS et le BSA. L'intérêt principal de l'utilisation 

d'un tel milieu est le potentiel plus élevé de répétabilité des expérimentations d'un 

laboratoire à un autre. En effet, les milieux semi et non-définis sont contaminés 

aléatoirement et de façon plus ou moins importante par de courts peptides, des 

substrats énergétiques ainsi que par des facteurs de croissance qui peuvent avoir des 

effets stimulateurs ou encore inhibiteurs de la croissance embryonnaire, tout 

dépendant de leur concentration. Cette situation rend difficile la répétabilité des 

expériences dans un contexte où les produits utilisés ne proviennent pas de la même 

compagnie et du même lot de production. 

Cependant, l'absence des macromolécules présentes dans le BSA et le FBS peut 

entrainer l'adhérence des embryons entre eux lors de la culture embryonnaire. Ainsi, 

des macromolécules synthétiques sont ajoutées aux milieux définis, tels que le 

polyvinyl-akohol (PVA) et le polyvinyl-pyrrolidone (PVP). Bien qu'aucun effet 

dommageable n'ait été observé, plusieurs études démontrent des retards de croissance 
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embryonnaire et un nombre de cellules réduit chez les embryons produits dans ce type 

de milieu de culture. Ce manque global de développement peut-être expliqué par le 

fait que les protéines présentent dans les milieux semi et non-définis jouent un rôle 

capital dans le développement embryonnaire. En effet, celles-ci réduisent la toxicité 

embryonnaire relativement aux déchets métaboliques et sont une source de facteurs de 

croissance ainsi que de nutriments chez l'embryon précoce. En raison des problèmes 

développementaux reliés au manque de nutriments dans sa composition, le milieu 

défini est peu utilisé pour le développement embryonnaire (Wrenzycki, 1999). 

4. Concentrations gazeuses 

Généralement, les conditions dites idéales pour la production in vitro suggèrent un 

niveau de gaz carbonique et d'oxygène respectivement de 5 et 20% pour la maturation 

et la fécondation, alors qu'un niveau identique de 5% est utilisé pour le 

développement embryonnaire jusqu'au stade blastocyste (Thibault, 2001). 

Dans la littérature scientifique, il est généralement admis qu'un système in vitro à 

oxygène réduit (5% O2, 5% CO2, 90% N2) fonctionne mieux qu'un système enrichi de 

gaz carbonique (5% CO2, 95% N2). Selon Lim et al. (1999), le système à oxygène 

réduit donne un meilleur taux de blastocyste que le système enrichi seulement en gaz 

carbonique. L'étude démontre également un plus grand développement chez les 

cellules de l'embryoblaste et un diamètre plus élevé chez les blastocystes produits 

dans un environnement à oxygène réduit. 

En effet, le passage du niveau d'oxygène de 20% pour la maturation et la fécondation 

à 5% pour le développement embryonnaire est justifié par le fait que le 

développement des cellules de l'embryoblaste est privilégié en situation d'hypoxie 

(5% O2). De plus, ce niveau d'oxygène pourrait également limiter la perte de la 

capacité pluripotente, c'est-à-dire la capacité d'une cellule à se différentier, ce qui est 

essentiel lors du développement embryonnaire précoce. La pluripotence serait 

favorisée par des conditions d'hypoxie sous lesquelles le métabolisme énergétique et, 
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par conséquent, l'oxydation sont réduits (Duranthon, 2008). Cette diminution de 

l'oxydation dans la cellule diminue la formation de radicaux libres dans le 

cytoplasme, ceux-ci constituant une cause majeure de dommage, de retard de 

croissance ou de mort de l'embryon (Joenje, 1989). 

De plus, la concentration d'oxygène affecte l'utilisation des substrats énergétiques de 

l'embryon. En effet, Khurana & Wales (1989) ont démontré qu'un système à oxygène 

réduit (1-5%) était nécessaire à l'utilisation des pools de glycogènes endogènes chez 

les morulas de souris. Selon Harvey et al. (2004), les différentes concentrations 

d'oxygène entrainent différents niveaux d'expression du gène GLUT1 chez 

l'embryon bovin produit in vitro. Selon cette étude, le niveau d'expression de GLUT1 

est plus bas dans un système de production in vitro à 7% d'oxygène versus un 

système de production in vitro à 2% d'oxygène. Cette même logique est également 

conservée pour un système de production à 20% versus un système à 7% d'oxygène. 

Il s'agit d'un résultat important puisque GLUT1 est impliqué dans le transport du 

glucose, un nutriment important lors de la formation du blastocyste. Une sous-

expression de GLUT1 pourrait ainsi entrainer une diminution du nombre de cellules 

ainsi qu'une augmentation de l'apoptose (Pantaleon, 2001). Dans un même ordre 

d'idée, le gène GLUT-5 a été retrouvé dans des proportions significativement plus 

élevées chez des embryons produits in vivo versus ceux produits in vitro (Lonergan, 

2003). Ce gène est actif à partir du stade 8 cellules et est impliqué dans le processus 

de transport du fructose. 

5. Additifs hormonaux 

a. IGF-1 

Il est déjà bien connu qu'IGF-1 (insuline-like growth factor 1) est impliquée dans le 

métabolisme et dans le développement des embryons, alors que cette hormone 

peptidique est internalisée par des récepteurs embryonnaires au stade pré-attachement 

(Heyner, 1989). Il a même été démontré chez la souris que ces récepteurs étaient 
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présents aux stades 8 cellules, morula et blastocyste, suggérant un rôle d'IGF-1 à ces 

stades de développement précoces (Harvey, 1991). Toujours chez la souris, des études 

ont démontré qu'IGF-1 permettait une augmentation de la synthèse protéique de 90% 

(Harvey, 1988; Dunglison, 1993). Dans un même ordre d'idées, Harvey et Kaye 

(1990) ont observé une augmentation de la prolifération cellulaire d'environ 9% avec 

l'ajout d'IGF-1, avec 23% d'augmentation pour les cellules de l'embryoblaste. Quant 

à eux, Gardner et Kaye (1991) ont observé une augmentation du taux de clivage chez 

des embryons de souris de l'ordre de 16 à 20%. Ce meilleur développement 

embryonnaire pourrait être expliqué par une meilleure assimilation du glucose par les 

embryons de souris (Pantaleon, 1996). Chez le porc, Koo et al. (1997) suggèrent que 

l'ajout d'IGF-1 a un effet synergique avec certains acides aminés qui augmenteraient 

le taux de blastocyste, ce qui a déjà été observé chez la souris (Mihalik, 2000). 

Si elles sont globalement positives chez la souris, les études tendent à être mitigées 

sur l'effet que peut avoir l'ajout d'IGF-1 sur le développement embryonnaire chez le 

bovin. Même si le transcrit codant pour son récepteur est présent chez le zygote bovin 

(Schultz, 1992), plusieurs études n'ont pas trouvé de différences significatives avec 

l'ajout d'IGF-1 au milieu de culture in vitro, comme c'est le cas pour Hernandez-

Fonsec et al. (2002) qui n'ont observé aucune variation significative du taux de 

clivage, du taux de blastocyste et du taux de gestation. Cependant, Matsui et al. 

(1995) ont observé une augmentation du taux de morulas au jour 5 ainsi qu'un plus 

grand nombre de cellules chez les blastocystes avec l'ajout d'une haute dose d'IGF-1. 

Bowles and Lishman (1998) ont quant à eux observé une meilleure maturation in 

vitro avec l'ajout d'IGF-1, sans pour autant observer une augmentation du taux de 

clivage, ni du taux de blastocystes. 

b. Hormone de croissance (GH) 

Retrouvé dans le FBS, l'hormone de croissance (growth hormone) est impliquée dans 

le développement embryonnaire bovin. La présence de récepteurs d'hormone de 

croissance à des stades précoces de développement semble prouver cette affirmation. 
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Il a été démontré chez plusieurs espèces animales qu'un taux d'hormone de 

croissance faible ou encore un manque de récepteurs de cette hormone réduisaient le 

corps fœtal ainsi que la grosseur des animaux à la naissance (Kaye, 1995). 

Quelques études ont déjà corroboré le fait que l'hormone de croissance augmente le 

taux de blastocyste et favorise son éclosion (Izadyar, 2000). Bien que qu'elle n'aurait 

pas un impact significatif sur le taux de gestation, l'ajout d'hormone de croissance 

pourrait augmenter jusqu'à 9% le taux de blastocyste dans un milieu comprenant du 

BSA, tout en entrainant une augmentation du nombre total de cellules (Iwata, 2003). 

Mtango et al. (2000) ont également observé que la cryotolérance des embryons 

cultivés dans un milieu enrichi en hormone de croissance était plus élevée. En effet, 

l'étude démontre que l'exposition à l'hormone de croissance après la vitrification des 

embryons favorise l'augmentation du nombre de cellules et le taux d'éclosion des 

blastocystes. Chez la souris, l'ajout d'hormone de croissance peut entrainer une 

augmentation du nombre de blastomères et favoriser l'implantation des embryons lors 

du transfert embryonnaire (Fukaya, 1998). 

Ces observations peuvent être expliquées par le fait que l'hormone de croissance 

module le métabolisme du glucose et entraine l'expulsion des lipides, augmentant du 

même coup la cryotolérance (Kôlle, 2004). Selon Kôlle et al. (2004), l'hormone de 

croissance irait jusqu'à éliminer les accumulations de glycogène présentes dans 

l'embryoblaste et le trophoblaste, soit par l'augmentation du transport du glucose 

(déjà observé chez la souris par Pantaleon et al. en 1997), l'inhibition de la synthèse 

de glycogène ou par l'augmentation de la glycogénèse. L'augmentation de la capacité 

de développement (Mtango, 2003), l'augmentation du taux de blastocyste (Fukaya, 

1998) et les plus haut taux de gestation (Fukaya, 1998) pourraient être en partie 

attribuables à la disponibilité accrue du glucose, mais aussi par une augmentation de 

l'assimilation par l'embryon (Kôle, 2004). En effet, tout semble indiquer que les 

effets positifs de l'hormone de croissance sont attribuables à l'interaction avec le 

glucose, puisque Iwata et al. (2003) ont observé que l'hormone de croissance n'avait 

aucun impact en l'absence de glucose. 
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De plus, la présence d'hormone de croissance dans le milieu de culture augmente le 

nombre de mitochondries présentes (Kôlle, 2004). Celles-ci étant essentielles pour 

fournir l'énergie à l'embryon en développement, la présence plus élevée de 

mitochondries présentes pourrait augmenter la quantité d'énergie disponible pour 

l'embryon. Dans un même ordre d'idées, l'ajout d'hormone de croissance au milieu 

de culture entraînerait des modifications à la zone pellucide qui favoriseraient le 

transport des nutriments (Kôlle, 2004). En effet, les embryons mis en présence 

d'hormone de croissance ont une zone pellucide ponctuée d'un nombre accru de 

pores, entrainant du même coup une augmentation du transport des nutriments de 

l'utérus vers l'embryon, après l'attachement embryonnaire. 

c. EGF 

Le facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor) a un large rayon 

d'actions, à commencer par la prolifération et la différenciation cellulaire (Adamson, 

1990). Chez la souris, l'ajout d'EGF a été associé à une augmentation de la synthèse 

protéique (Wood, 1989), une augmentation du taux de développement du stade 2 

cellules jusqu'au stade blastocyste et une augmentation du nombre de cellules par 

blastocyste (Dardik, 1991). 

L'EGF pourrait également avoir une activité dite paracrine, c'est-à-dire une activité 

de régulation initiée par des signaux de cellules voisines. En effet, l'EGF pourrait 

bien intervenir dans le processus d'attachement embryonnaire en stimulant les 

cellules du trophoblaste. L'hormone pourrait également aider à la prolifération des 

cellules du trophoblaste et de la proteinase qui est essentielle à l'invasion de la paroi 

utérine (Kaye, 1995). 

d. TGF-P 

Le TGF (Transforming growth factor-p) est reconnu pour inhiber ou favoriser la 

prolifération cellulaire, favoriser le remodelage tissulaire, la formation d'une matrice 
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extracellulaire, contrôler les molécules des cellules de surface et la modification des 

cellules immunologiques (Kane, 1997). 

Plus précisément concernant la production in vitro, la présence de TGF avec celle de 

FGF (Fibroblast Growth Factor) améliore la formation de blastocystes (Larson, 1992). 

Cependant, quelques études suggèrent que le TGF n'a aucun effet sur le 

développement embryonnaire des bovins (Lee, 1995; Keefer, 1994) mais pourrait 

jouer un rôle dans l'augmentation du nombre de récepteurs d'EGF (Assoian, 1984). 

Chez la souris, il a déjà été prouvé que l'ajout de TGF améliorait le développement 

embryonnaire (Paria, 1990). 
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Hypothèses de recherche 

À prime abord, il est difficilement concevable que des embryons produits in vivo et in vitro 

puissent être identiques sur le plan morphologique autant que pour l'expression génique. En 

plus des lieux de culture dramatiquement opposés (oviducte versus pétri de culture), 

l'embryon produit in vivo baigne dans l'histotrophe (sécrétions de l'oviducte), un milieu 

nourricier composé de sécrétions des cellules de l'oviducte et de l'utérus qui permettent de 

combler les besoins nutritifs de l'embryon lors du développement précoce, alors qu'un 

embryon produit in vitro est produit dans des gouttes de Synthetic Oviductal Fluid (SOF), 

un milieu de culture dont la concentration en sels et en nutriments fut à la base estimé à 

partir d'un échantillon de l'histotrophe d'une brebis. Or, l'histotrophe des mammifères est 

également composé de sang extravasculaire, dont le rôle dans le développement 

embryonnaire précoce n'est pas encore bien défini, mais qui est plus ou moins remplacé par 

le sérum dans les milieux de culture in vitro. De plus, les conditions gazeuses et de pH 

variables entrainées par les changements de milieux de culture et les manipulations 

fréquentes (denudation, changement de gouttes, etc.) lors de la production in vitro peuvent 

entrainer un stress (stress oxydatifs entre autres) qui ne sont pas présents in vivo. 

La raison d'être de ce mémoire est tout d'abord de déterminer les fluctuations d'expression 

génique et de qualité embryonnaire liées aux conditions de laboratoire pour des 

blastocystes bovins produits in vitro. Il est capital d'évaluer si les résultats issus d'un même 

protocole de production in vitro sont répétables d'un laboratoire à un autre pour s'assurer 

que les protocoles publiés sont universels. Notre hypothèse de recherche sous-jacente à 

cette partie du projet est qu'avec un système de production unique, il est possible de 

comparer des données d'expression génique d'un laboratoire à un autre. 

Facteur relativement important et indéniable de variation entre deux laboratoires utilisant 

un protocole unique, l'expérience du manipulateur peut amplifier le stress de ces 

manipulations supplémentaires nécessitées par la production in vitro, en exécutant plus ou 

moins rapidement et habilement les manipulations des embryons hors de l'incubateur, 

c'est-à-dire dans un environnement où la température, la concentration gazeuse et la 
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luminosité (photosensibilité des embryons) sont non optimales au développement 

embryonnaire. Autre facteur pouvant nuire à la répétabilité des résultats d'un laboratoire à 

un autre, l'utilisation d'additifs d'origine animale non défini (sérum) et semi-défini (BSA) 

pour mimer les conditions in vivo peut entrainer des résultats variablement satisfaisants en 

fonction des lots et des compagnies dont proviennent ces produits. En effet, ceux-ci ont un 

niveau de pureté variable qui rend très difficile l'étude des besoins nutritifs réels de 

l'embryon ainsi que de l'étude de l'impact précis de ces additifs sur le développement 

embryonnaire (Thibault, 2001). 

Bien que déjà rapporté dans la littérature scientifique, l'évaluation des fluctuations 

d'expression génique entre les différents modes de production embryonnaire trouve sa 

pertinence dans l'approche globale préconisée dans ce mémoire. Alors qu'une majorité 

d'articles ciblent un nombre précis et très limité de gènes à étudier, ce mémoire relate les 

différences d'expression génique des quelques 16 121 gènes connus à ce jour pour être 

impliqués dans le développement embryonnaire précoce bovin, et ce, selon 4 systèmes de 

production embryonnaire utilisés mondialement : in vitro-SOF, in vitro avec support 

cellulaire, in vitro-SOF avec ponction transvaginale des ovocytes et in vivo. Le but de cette 

analyse exhaustive du transcriptome est de cibler les gènes différenciellement exprimés 

d'une condition à l'autre afin de mieux caractériser les différences entre les différents 

systèmes et ainsi optimiser les milieux de culture in vitro pour produire des embryons de 

meilleure qualité. Notre hypothèse est que l'analyse du transcriptome permettra d'évaluer le 

niveau de perturbation global des systèmes de production in vitro. 
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1. Abstract 

One of the main goals when performing comparative analysis of embryonic transcriptomes 

is to identify divergences in gene expression and to relate them to observed phénotypes. 

The aim is also to identify faulty metabolic pathways that can hint to improvements in 

culture conditions. One of the main challenges related to this objective remains the 

underlying requirement to share the sought after improvements with other reproductive 

biologists or commercial service providers. It is known that biological extracts, namely 

serum and albumin, as well as the source of semen are factors that influence the 

performance of in vitro production systems and can impact reproducibility of results 

between production sites. These sources of variation can impede the potential for 

knowledge transfer. With the present study, we sought to assess the impact of the 

production site itself when sharing a common in vitro embryo production protocol. The 

biological extracts and semen were shared between production sites and thus removed as 

potential sources of variation. To remove the impact of blastocyst staging, all comparisons 

were done by comparing expanded blastocysts. Under this controlled setup, produced 

blastocysts were morphologically very similar in regards to cell number, their allocation to 

either the trophoblast or inner cell mass or their gender ratio. However, blastocyst yields 

and the number of Tunel positive cells per embryo differed between production sites. These 

observations were also confirmed at the gene expression level as indicated by highly 

similar transcript abundances. Only 36 genes out ofthe 16,121 that are expressed during 

bovine pre-hatching development were found to be statistically differentially expressed. A 

large proportion of them are associated with the apoptotic process. These results highlight 

the impact of laboratory set up, including personnel experience, when replicating an in vitro 

production system. Although inherent differences may arise, the high similitude of results 

between production sites indicates that embryo production protocols have the potential to 

be transferred and shared. 
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2. Introduction 

In cattle, the natural reproductive cycle leads to the birth of one offspring per year. To 

enhance the dissemination rate of high genetic merit animals, assisted reproductive 

technologies are used to increase the number of offspring per year for these valuable 

animals. Standard procedures involve increasing the amount of fertilizable oocytes through 

ovarian stimulation, their fertilization in vivo through artificial insemination, the recovery 

of embryos through uterine flushing and their transfer into surrogates. The in vitro 

production of these embryos represents a mean to further increase the number of 

transferable embryos by performing oocyte maturation, fertilization and embryonic growth 

ex vivo, which allows rapid and more frequent gamete collections. The repeated collection 

of immature oocytes for in vitro embryo production is estimated to yield almost 3.5 times 

more transferable embryos than multi-ovulatory embryo transfer procedures (8,9,14). 

The commercial implementation of this strategy is possible due to well established in vitro 

production systems for the bovine species. However, it is well known that current in vitro 

conditions are sub-optimal, as exemplified by lower blastocyst yields (5-7,23,35). In 

addition, there is a well documented increase in the frequency of ill phénotypes in in vitro 

produced embryos e.g. lower cryotolérance (32), a skew in gender ratio in favour of males 

(17,19,20) and altered cellular counts between the inner cell mass and the throphectoderm 

(1), which may culminate into the development ofthe abnormal offspring syndrome (28). 

To better understand the nature of these induced deviations, comparative gene expression 

analyses have been widely performed (21,22,24,29,30,43,44). So far, little is known on the 

physiological significance of these RNA abundance differences. In fact, heavy discordance 

between reports suggests a lack of correlation between results produced by different 

laboratories. In this respect, we recently benchmarked every aspect of a typical sample 

handling procedure for microarray analysis and showed they have a very high impact on the 

ensuing gene lists (16). In the current study, our concern was the impact of the in vitro 

production systems themselves on gene expression results. It is well accepted that although 

the number of in vitro systems in usage is limited, many variations, ranging from minor to 
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major modifications, have been introduced into each system by laboratories. The 

interpretation of data produced by different research teams relies on our knowledge of the 

inherent sources of variations introduced by these discrepancies between standard in vitro 

embryo production systems. Furthermore, the integration of any improvement based on 

these studies is tightly linked to the potential for knowledge transfer. It is already known 

that the source of biologically extracted components that are part of in vitro production 

systems, such as serum, albumin and hormones, can deeply influence embryonic 

production (4,18,33). With the current study, we seek to determine the extent of variance 

that can be attributed to laboratory set up and personnel alone. We hypothesized that the 

impact of the production site is marginal when using a common protocol. As such, a 

common vitro production protocol was strictly followed at both sites and biological 

components i.e. BSA and semen were shared. Additionally, both sites collected ovaries 

from the same slaughterhouse to remove any impact the source of oocytes might have on 

embryo production. Embryos were compared on the basis of several different phenotypic 

characteristics as well as at the gene expression level. These results clearly indicate that 

inter-laboratory data can be compatible given that care is taken and a common production 

protocol is used. 
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3. Materials and methods 

All chemicals were from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO) unless specified otherwise. 

a. In vitro embryo production 

i. Oocyte recovery and selection 

Dairy bovine ovaries were obtained from a commercial slaughterhouse and transported to 

the laboratory in saline (0.9% NaCl) containing 1% antimycotic agent. Cumulus-oocyte 

complexes (COCs) from 2 to 6 mm follicles were collected by aspiration using an 18G 1 Vi 

needle attached to a 10 ml syringe. Healthy COCs with at least 5 layers of cumulus were 

selected for maturation. COCs with fragmented cytoplasm, pyknotic cumulus, pale nuclei 

and abnormal morphology were automatically rejected. 

ii. In vitro maturation 

The COCs were placed in Hepes buffered Tyrode's media (TLH) solution (supplemented 

with 10% bovine serum, 5 pl/ml pyruvate 40 mM and 1 pl/ml gentamicin 50 mg/ml) and 

washed generously twice, to ensure the absence of contamination from follicular liquid. 

Groups of 10 healthy COCs were placed in 50 pi droplets of media under 9 ml of filtered 

mineral oil. Maturation media was composed of TCM199 (Gibco 11150-059; Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada), 10% fœtal bovine serum (Sterile Fetal Bovine Serum for Cell 

Culture, Medicorp, Montréal, QC, Canada), 5 pl/ml pyruvate 40 mM, 1 pl/ml gentamicin 

50 mg/ml and 0.1 pg/ml follicle stimulating hormone (FSH) (Gonal-f, Serono Canada Inc., 

Mississauga, QC, Canada). The droplets containing COCs were incubated in an atmosphere 

for 24 h at 38.5°C with 5% C02, 20% 0 2 and 100% H20. 

iii. In vitro fertilization 

Matured COCs were washed twice in Hepes buffered Tyrode's media (TLH) solution. 

Groups of 5 matured COCs were added to 50 pL droplets of media under filtered mineral 

oil. Each droplet consisted of modified Tyrode lactate media, supplemented with 0.6% 
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BSA (Sigma fraction V), 40 mM pyruvate and 50 mg/ml gentamicin. Two pi of PHE (1 

mM hypotaurine, 2 mM penicillamine, 250 mM epinephrine) were then added to droplets 

containing COCs. Spermatozoa used were a cryopreserved pool of ejaculates from five 

Holstein bulls (Centre d'insémination artificielle du Québec (CIAQ)). The semen was 

thawed in 37°C water, put on a discontinuous Percoll gradient (2 ml of 45% Percoll over a 

2 ml of 90% Percoll) and centrifuged at 700 g for 30 min at room temperature. The 

supernatant was discarded and spermatozoa pellet were resuspended in in vitro fertilization 

media after spermatozoa concentration was counted with a hemocytometer to obtain a ratio 

of 10 000 spermatozoa/COCs. The fertilization took place in an incubator for 15 h-18 h at 

38.5°C with 5% C02, 20% 0 2 and 100% H20. 

iv. In vitro culture 

Zygotes and unfertilized COCs were mechanically denuded by repeated pipetting, washed 

twice in Hepes buffered Tyrode's media (TLH) solution to insure complete removal of 

cumulus cells. Washed presumptive zygotes were then transferred to culture droplets in 

groups of 10. For standard culture conditions, embryos were placed in 10 pi droplets of 

modified synthetic oviduct fluid (SOF1) under filtered mineral oil. The embryo culture 

dishes were incubated 38.5°C with 6.5% CO2, 5% O2 and 100% humidity. Embryos were 

transferred in new droplets of synthetic oviduct fluid (SOF2) 72 h post-fertilization and 

once again 120 h post-fertilization (SOF#3) to prevent toxicity due to ammonium 

concentration caused by amino acid degradation. 

b. Inner cell mass, trophoblast and apoptotic cells staining 

Expanded blastocysts freshly collected were washed twice in PBS containing 0.3% BSA. 

Trophectorderm cells were permeabilized with 1% Triton X-100 and stained with 

propidium iodide during 25 seconds and then washed twice in PBS. Blastocysts were then 

fixed with ethanol 100% and nuclei stained with 0.25% Hoechst 33342 overnight. Fixed 

and stained embryos were then washed twice in PBS. Cells positive for DNA fragmentation 

were detected by TUNEL using Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT), which 

catalyzes polymerization of labelled nucleotides to free 3'-OH DNA ends, (In Situ Cell 
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Death Detection Kit, Fluorescein, Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada). TUNEL 

labelling was performed as recommended by the manufacturer including negative and 

positive controls. These fluorescent labels incorporated in nucleotide polymers were 

detected and quantify by fluorescence microscopy using a Nikon Eclipse E600W with a 

40X objective. 

c. Determination of sex ratio 

Embryos were lysed individually in a microtube by addition of an alkaline solution of 25 

mM NaOH. The equivalent of ten percent of the embryo was used for sex diagnosis by 

real-time PCR using a LightCycler 1.5 apparatus. The sexing assay is a proprietary method 

developed at L'Alliance Boviteq inc, (St-Hyacinthe, QC, Canada). Briefly, a gene fragment 

from the X chromosome was amplified as internal control for the presence of DNA and a Y 

chromosome fragment for the identification of male embryos. Different fluorescent probes 

specific to each PCR fragment coupled to different dyes (LC640 and LC705) were used to 

detect the presence of each amplified fragments. 

d. Microarray description and experimental design 

For high throughput RNA abundance measurements, the EmbryoGENE microarray 

platform was utilized. The microarray printed by Agilent using the SurePrint technology 

contains 44k 60-mers oligo-probes (Robert et al., 2011). This microarray was designed 

specifically to account for 3' representation biases arising from sample amplification and to 

detect unique features such as 6,175 splice variants and 9,322 novel transcribed and still 

uncharacterized regions. The experimental design involved two-color hybridizations with 

full dye-swap technical replication. For all biological contrast, simple direct comparison 

was performed with 4 independent biological replicates (each composed of a pool of 10 

blastocysts) per treatment. 
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e. RNA extraction and amplification 

The RNA extractions were performed using PicoPure RNA kit (Molecular Devices, 

Downingtown, Pennsylvania, USA) following the manufacturer's recommendations. 

Potential genomic DNA contamination was prevented by on column DNAse 1 treatment 

(Qiagen, Mississauga, ON, Canada). Purified RNA was recovered in llpL. An aliquot of 

every sample was used to determine RNA integrity by micro-fluidic profiling using a 2100 

BioAnalyzer (Agilent, Santa Clara, California, USA). Only samples with a RNA Integrity 

Number rate of 7.5 and more were further processed through global amplification using 

RiboAmpHSPlus kit (Molecular Devices, Downingtown, Pennsylvania, USA) following 

the manufacturer's recommendations. Following two rounds of amplification, samples were 

purified with the provided columns and concentration of purified antisense-RNA (aRNA) 

was determined by UV absorbance using a NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer 

(NanoDrop, Wilmington, Delaware, USA). 

f. aRNA labelling and microarrays hybridization 

The aRNA samples were labelled using the Universal Linkage System (ULS) kit designed 

Agilent oligo-arrays (Kreatech Biotechnology, Amsterdam, The Netherlands). Samples 

were split and fractions were respectively labelled with Cy3 or Cy5. 825 ng of labelled 

aRNA were used to hybridize the 4x44k microarray. Hybridization occurred in an 

hybridization oven for 17 h at 65°C. Microarray slides were washed successively in two 

wash buffers (Agilent Gene Expression Wash Buffer Kit, Agilent, Santa Clara, California, 

USA) to eliminate environmental contaminants, before being washed in acetonitrile and in 

a stabilization/drying solution to preserve fluorescence and to help protect from any 

residues that may remain on slides. Microarrays were then scanned with the PowerScanner 

(Tecan, Mànnedorf, Switzerland) and analyzed with Array-Pro Analyzer software 

(MediaCybernetics, Bethesda, Maryland, USA). 
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g. Quantitative RT-PCR 

Additional pools of 5 blastocysts per sample were collected. Total RNA was extracted 

using Picopure columns (Molecular Devices, Downingtown, Pennsylvania, USA). Reverse 

transcription was conducted using the qScript cDNA SuperMix (Quanta Biosciences, 

Gaithersburg, MD) with an oligo-dT to prime the reaction according to the manufacturer's 

recommendations. 

Primers for each candidate were designed using the Primer3 Web interface 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Primer sequence, annealing 

and fluorescence acquisition temperatures, amplicon size and GeneBank accession numbers 

are shown in Table 1.1. The reaction mixture was composed of the LightCycler FastStart 

DNA Master SYBR Green I kit components (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada) and 

real-time measurements were conducted in a LightCycler 2.0 apparatus (Roche 

Diagnostics). Our real-time PCR amplification procedure has been described in detail 

previously (Gilbert et al. 2010). The nature ofthe amplified products was confirmed using 

the melting curve profile and DNA sequencing. 

h. Data processing and statistical analyses 

P-values for embryo quality parameters were calculated using an unpaired two tailed 

student-test with means associated with embryos production runs. 

Microarray data were pre-processed as follows: 1) Background correction was performed 

by simple subtraction of locally measured background noise for every spot; 2) within-array 

normalization was performed with Loess; 3) Quantile was applied for inter-array 

normalization. The normalized dataset was subjected to significance testing using the 

LEMMA package of Bioconductor (36,37) with the TREAT algorithm for a better control 

of false discoveries (27). Differences in RNA abundance were considered significant both 

at the 95% confidence level (p<0.05) and a fold change of 2 (log2 fold change of 1). The 

Between Group Analysis was performed using the Multivariate .Analysis of Microarray 

(MADE4) package of Bioconductor (11,12). Pathway analysis was conducted using 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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Ingenuity Pathway Analysis Software Version 8.6 (Ingenuity Systems inc., Redwood City, 

CA). 

For quantitative RT-PCR data, normalization was performed using the spiked-in exogenous 

polyadenylated transcript coding for the green fluorescent protein (GFP) as described 

previously (41). Testing of statistical significance of observed differences was done using 

Prism software Version 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA). One-way ANOVA was 

done using Kruskal-Wallis and Dunn's multiple comparison tests. 

4. Results 

a. Performance of in vitro system between production sites 

The in vitro production protocol uses the tissue culture media (TCM) to support oocyte 

maturation and the modified synthetic oviductal fluid (SOF) media to sustain embryonic 

growth. A common source of serum and BSA were used to minimize the impact of 

biological contaminants. Straws of frozen semen were commonly shared between sites to 

eliminate bull effect. To avoid the impact of subjectivity from embryo staging, only 

expanded stage blastocysts present on day 7.0 post-fertilization were collected for 

downstream analyses. The typical blastocysts morphology includes a clear inner-cell mass, 

a size over 120 pm, a blastocelic cavity accounting for at least 50% of total embryonic 

volume and thinned zona pellucidae (Figure 1.1). The blastocyst rate was determined by the 

percentage of blastocyst on dy 7.0 post fertilization per oocyte put in maturation (Table 

1.2). Overall, the protocol performed better at the commercial service provider (Site B) than 

at the academia embryo production facilities (Site A) (respectively 30% ± 8 and 20% ± 3) 

(Table 1.2). 

b. Sex ratio 

Many factors were considered and homogenized between sites, including semen source, 

and the sex ratio was determined as a potential indication of divergence between locations. 
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Production site showed no significant impact on sex ratios as each were in the close vicinity 

ofthe natural 50/50 ratio (Table 1.2). 

c. Total cell count and cellular allocation 

Total number of cells and cellular allocation to either the inner cell mass or to the 

trophoblast were determined by differential staining (Figure 1.2). Both total cell counts and 

trophoblast cell counts showed relatively high standard deviation in both laboratories 

(Table 1.3), while no statistically significant differences were observed (respectively P = 

0,5467 and P = 0,8104). Inner cell mass counts, ICM/TE ratio and ICM % showed little 

variation and did not significantly differ either (respectively P = 0.2740, P = 0.3496, and P 

= 0.3496). 

d. TUNEL positive cells 

TUNEL staining was performed to account for the number of apoptotic cells (Figure 1.2). 

Apoptotic cells count and consequently the percentage of apoptotic cells were significantly 

different in that blastocysts produced at the academia site (Site A) showed more apoptosis 

than embryos produced at the service provider (Site B) (respectively P = 0.0151 and P = 

0.0023) (Table 1.3). 

e. Gene expression profiles 

Overall, the correlations between microarrays were high (Figure 1.3 A). In fact, the mean 

correlations between biological replicates (94.5% ± 1.5) were similar to the ones observed 

between treatments (site of production) (93.3% ± 0.8) indicating that the impact of 

treatment was subtle. This can be observed in the Between Group Analysis (Figure 1.3 B) 

where replicates for both production sites are clustered together and the variance between 

replicates illustrated by the vectors is as big as the distance between clusters. The distance 

and variance are higher for sample collected at the academia setting (Site A) relatively to 

the ones from the commercial service provider (Site B) (Figure 1.3 B). 
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The expression profiles indicated that out ofthe total 16,121 protein encoding genes known 

to be involved in early bovine development (Robert et al., 2011), only 36 were found to be 

differentially abundant between the two production sites (Figure 1.4) (Supplemental Table 

1.1). In addition to known reference genes, the contrast highlighted an impact on RNA 

splicing events. Indeed, the production environment influenced the length ofthe 3'UTR for 

8 genes (LOC789567, PLOD2, TPM2, SLC25A21, CYP51A1, SLC1A4, TAOK3, IFIT5, 

SLC10A1), indicative ofthe use of an alternate polyadénylation signal sequence (Figure 

1.4). Out ofthe 3,677 feature detecting potential Indel type splicing events, the production 

sites had no influence on such exonic rearrangements. The yellow spots shown in Figure 

1.4 indicate a tandem of microarray features representing the constitutive probe detecting 

all known variants and one of the two associated features designed to detect the Indel 

isoforms. Since the fluorescence signal for the other related microarray feature detecting 

the alternate transcript was at background level, these results provide information on which 

isoform is differentially expressed but it is not involving differential splicing occurring 

between production sites which would require both probes designed to detect the Indel 

variants to be differentially expressed. In addition to splice variant detection, the microarray 

array also contains a large contingent of features detecting novel transcribed regions (NTR) 

(n = 9,322). In total, 9 of these NTR were differentially abundant between blastocysts 

produced at different sites (Figure 1.4). 

f. Gene list interpretation 

Through pathway analysis, we observed that most genes showing differential abundance 

between production sites are implicated in different apoptosis processes, supporting the 

TUNEL assay results. The differential expression of apoptosis related genes was further 

confirmed by qRT-PCR using a panel of 4 candidates (MT1A, UGCG, DNMT3A and 

IGFBP7) that were found to be differentially expressed by microarray (Figure 1.5). These 

RNA abundance measurements, performed on additional samples, validated 3 out of the 4 

candidates that were tested and confirmed that the apoptosis pathway is indeed more 

stimulated in embryos produced at Site A (academia) while non associated candidates were 

unaffected (Figure 1.5). 
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5. Discussion 

Reports of the significant influence of in vitro conditions on embryonic gene expression, 

either determined through the gene candidate or microarray approach, are abundant in the 

published literature. Most of these studies have been conducted with the underlying 

common objective of better understanding the impact of culture conditions or procedures 

applied in the context of assisted procreation. So far, this wealth of data has not provided 

clear insight into the mechanisms through which blastocysts react to their environment nor 

did they enable us to distinguish between a normal compensative response and an aberrant 

ill fated reaction. This apparent lack of true progress may arise from the wide discrepancies 

between reports. We previously hypothesized that variation in sample handling procedures 

are the cause of these differences to the extent of rendering most datasets incompatible. We 

have recently shown, by benchmarking the common sample handling procedures that lead 

to the generation of microarray probes, that some specific steps, such as the global 

amplification process, can have a profound impact on end point results (16). 

In all logic, variance between reports can also arise from embryo production procedures 

themselves. This consideration is of prime importance for knowledge transfer between 

research teams and commercial service providers. It is well known that culture media 

components extracted from biological sources such as BSA, serum or hormones represent 

an important source of variance due to the contaminants that remain following purification 

(4,18,33). The source of gametes is also known to influence developmental competence 

(3,25,31,35,38). The variance introduced by the source of semen is most often referred to as 

the "bull-effect" (26,42). With these considerations came along concerns about the impact 

of the overall laboratory setup, including the brand of petri dishes (34), incubators (2), the 

purity level of gas, type of overlaying oil (39), etc. along with the potential impact of the 

personnel performing the work. In other words, how much of our observations are 

associated with laboratory setup rather than with the experimental treatment itself? This 

question is important to determine the level of reproducibility of studies performed in 

different laboratories and how it could influence the interpretation of dataset. It is also 

pertinent to determine whether knowledge transfer is possible once these studies have 

identified conditions to improve embryonic production. The present study was thus set up 
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to produce bovine blastocysts at two distinct sites using a common in vitro production 

protocol while sharing all other conditions such as the source of biological extracts, BSA, 

serum and semen. For each type of analysis, all samples were processed by a single person 

and all samples were processed using the same technological platform. 

Another consideration that needed to be addressed pertained to the stage at which the 

blastocysts would be collected. By definition, a blastocyst is the embryonic stage 

characterized by the presence of a cavity. It is well known that blastocysts represent a very 

heterogeneous cohort of embryos. Practitioners routinely face this issue when selecting 

3embryos to be transferred into recipients. As a tool, embryonic quality classification based 

on morphological characteristics has been developed (13,15,40). In the current study, the 

selection of a specific class of blastocysts was justified by the need to limit variance to the 

one introduced by the laboratory setup. As such, early expanding blastocysts were used to 

negate the effect of subjective classification that could have arisen between sites. It is 

noteworthy to mention that some experimental designs involve a treatment that will 

influence blastocyst morphology and thus the selection of a specific morphology may not 

apply to every study. 

Within this very controlled context, blastocysts produced at both sites were, 

morphologically and at the gene expression level, very similar. Although blastocyst yield 

was higher at one site, the numbers of cells per embryo were not different between sites nor 

were cell allocation and sex ratios. Conversely, the number of TUNEL positive cells and 

blastocyst rates were significantly different between sites. Blastocysts produced at the 

commercial service provider contained less TUNEL positive cells than the ones produced 

in the academia setup. These concerns were confirmed at the gene expression level where 

apoptosis related genes were found to be differentially expressed. In addition to general 

laboratory setup, personnel experience could have been a factor. Personnel skill level will 

have an impact on the time the oocytes/embryos spend outside the incubator. Furthermore, 

the level of traffic in these incubators in a multi-user context will affect temperature and 

gas level stability. 
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The microarray also enabled the study of different aspects of the transcriptome by including 

features that detect splice variants, 3' untranslated region tiling and uncharacterized novel 

transcribed regions (NTRs). The observed impact of the production site on splicing was 

unexpected. However, the number of differential splicing events (n = 9) solely involved 

events occurring in the 3'UTR since none of the 3,677 features designed to detect Indel 

splicing events were not significantly influenced by the site of embryo production. So far, 

the physiological significance of transcript isoforms of different 3'UTR region length on 

blastomere activity remains unknown. The production site also had a marginal impact on 

the expression of NTRs where only 9 out of 9,322 were found to be differentially 

expressed. The physiological implication of these NTR is also unknown. A recent 

publication highlighted the important fluctuation in NTR expression during somatic 

reprogramming (10). The implication of these observations in the embryonic physiology 

still remains to be studied as it is still unknown whether the expression of NTRs results 

from a specific chromatin configuration is in response to stress or whether they are part of 

the normal embryonic transcriptome. 

6. Conclusion 

These results show that subtle differences within the embryo production workflow can 

significantly impact embryonic yield causing shifting in the blastocyst populations in 

regards to their quality grades. The comparison of mixed grades blastocysts would result in 

important discrepancies detected at the gene expression level that would be reflective ofthe 

different blastocyst populations rather than treatment itself. The selection of a specific class 

of blastocysts can mitigate these impacts. Also, the very close similarities that were found 

between blastocysts of similar morphologically produced using a common protocol across 

sites also indicate that results can be repeated across IVF laboratories suggesting the 

potential for technology transfer. 
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Table 1.1 PCR primer sequences and reaction conditions 

Gene name Gene 
symbol 

Primer sequences 
5'-3' 

Annealing 
Amplicon / Accession 
size (bp) acquisition number  

temp. (°C) 
DNA (cytosine-5-) 
-méthyltransférase 

3 alpha 

D N M T 3 F: AAAAGGAGACTCCCTCAGCAAG 
A R: AAAGCGACTTAGACAGGAGAGC 195 

XM 0026 
57/82 91463 

Insulin-like 
growth factor 

binding protein 7 
IGFBP7 F: AACAGAACTCTTGCCTGGTGAC 

R: CTGTCCTTGGGAATTGGATG 154 55/83 NM0011 
02300 

Metallothionein 
IE MT1A F: GGACCCGAACTGCTCCTG 

R: CCCCTTTGCAGACACAGC 155 57/88 
NM0010 

40492 

UDP-glucose 
ceramide 

glucosyltransferas UGCG F: GATCAGGTGGACCAAATTGC 
R: GTCATGGATTCACGGATGAAC 261 54/79 

NM0010 
76850 

tyrosine 3-
monooxygenase/tr 

yptophan 5-
monooxygenase 

activation protein, 
zeta polypeptide 

YWHAZ F: GCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAA 
R: CTTCAGCTTCGTCTCCTTGG 286 55/79 

NMJ748 
14 

Conserved helix-
loop-helix 

ubiquitous kinase 
CHUK F: TGATGGAATCTCTGGAACAGCG 

R: TGCTTACAGCCCAACAACTTGC 180 57/81 
NMJ740 

21 
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Table 1.2 Efficiency of embryo production systems and 
the two production sites 

gender proportions between 

Efficacy Gender proportion 

Site n Day 4 cleavage 
rate (%) 

Day 4 
8-cells 

rate (%) 

Day 7 
blastocyst rate 

(%) 

n Male 
(%) 

Female 
(%) 

A 2309 73 ± 7 43 ± 9 20 ±3* 46 24 (52) 22 (48) 

B 1894 N/A N/A 30 ±8* 477 245 (52) 222 (48) 
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Table 1.3 Embryo quality parameters of day 7 expanded blastocysts produced on 
different production sites 

Site n Total Inner Trophoblast ICM/TE ICM TUNEL TUNEL 
cell cell cells ratio % positive positive 

count mass (TE) cell cells 
(ICM) count (%) 

A 44 111 ±23 30±9 81 ± 17 

B 37 115 ±25 33 ±10 82 ±19 

1:2.8 ±0.6 27 ±5 17 ±8 16 ± 9 

1:2.6 ±0.8 29 ±5 11 ±7* 9 ±6*' 

Statistically significant difference: * (p<0.05); ** (p < 0.01). 
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Supplementary Table 1. List of targets found to be differentially expressed between 
production sites 

Type of Gene name 
feature 

Gene 
symbol 

Gene ID Corrected 
p-value 

Fold 
Change 

Reference Metallothionein IE MT1A 404071 0.0371 2.1737 
genes Insulin-like growth factor 

binding protein 7 
IGFBP7 616368 0.0002 2.0890 

DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 3 alpha 

DNMT3A 359716 0.0007 0.4479 

UDP-glucose ceramide 
glucosyltransferase 

UGCG 514357 0.0002 0.4417 

ADP-ribosylation factor 5 ARF5 511918 0.0097 0.4013 
Asparagine synthetase ASNS 514209 0.0014 3.2512 
Activating transcription factor 
4 (tax-responsive enhancer 
element B67) 

ATF4 509107 0.0284 2.2499 

AXL receptor tyrosine kinase AXL 516598 0.0016 2.9526 
Biliverdin reductase B (flavin 
reductase (NADPH)) 

BLVRB 281650 0.0018 2.4549 

Choline phosphotransferase 1 CHPT1 511291 O.0001 0.3507 
Carnosine dipeptidase 1 
(metallopeptidase M20 family) 

CNDP1 614200 0.0141 0.3853 

Cancer/testis antigen family 
147, member BI 

CT47B1 787180 <0.0001 4.044 

Dystonin DST 535297 0.0022 2.5459 
GTP binding protein 
overexpressed in skeletal 
muscle 

GEM 538437 0.0003 3.2788 

GIPC PDZ domain containing 
family, member 2 

GIPC2 518246 0,0009 0.2047 

Heme binding protein 2 HEBP2 509223 0.0253 0.4057 
Insulin induced gene 1 INSIG1 511899 0.0160 0.4198 
Similar to nuckosome 
assembly protein 1 -like 1 

LOC786285 786285 0.0270 2.6021 

Similar to germ cell-less LOC786530 788930 0.0067 4.1673 
Lumican LUM 280847 <0.0001 5.0930 

Myosin, light chain 6, alkali, 
smooth muscle and non-muscle 

MYL6 281341 0.0280 2.2395 

Nidogen 1 NIDI 534319 0.0101 0.3927 
Plasminogen activator, tissue PLAT 281407 0.0472 2.4329 
Polymerase (RNA) I 
polypeptide D 

POLR1D 616972 0.0013 0.3910 

Phosphoserine 
aminotransferase 1 

PS ATI 533044 0.0113 2.5600 
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Phosphoserine phosphatase PSPH 533630 0.0285 2.7032 
Pyrroline-5-carboxylate 
reductase 1 

PYCR1 539606 <0.0001 3.7088 

Scinderin SCIN 281478 <0.0001 0.3717 
Solute carrier family 10 
(sodium/bile acid cotransporter 
family), member 1 

SLC10A1 532890 O.0001 0.2456 

Solute carrier family 40 (iron-
regulated transporter), member 
1 

SLC40A1 527023 0.0257 2.2615 

Secreted protein, acidic, 
cysteine-rich (osteonectin) 

SPARC 282077 0.0488 2.2615 

Stimulated by retinoic acid 
gene 6 homolog (mouse) 

STRA6 515911 0.0012 4.2298 

Transmembrane protein 20 TMEM20 617598 0.0007 0.3843 
Transmembrane protein 52 TMEM52 617403 0.0170 0.3801 
Vimentin VIM 280955 0.0009 3.2593 
Chemokine (C motif) ligand 2 XCL2 319096 0.0266 2.8606 

3 'UTR Similar to steroid 
length dehydrogenase homolog 

LOC789567 789567 0.0004 0.3914 

Procollagen-lysine, 2-
oxoglutarate 5-dioxygenase 2 

PLOD2 533642 0.0092 2.4269 

Tropomyosin 2 (beta) TPM2 497015 0.0047 2.5850 
Solute carrier family 25 
(mitochondrial 
oxodicarboxylate carrier), 
member 21 

SLC25A21 513423 0.0063 0.3674 

Solute carrier family 10 
(sodium/bile acid cotransporter 
family), member 1 

SLC10A1 532890 0.0006 0.2721 

Solute carrier family 1 
(glutamate/neutral amino acid 
transporter), member 4 

SLC1A4 326577 <0.0001 4.9894 

Cytochrome P450, family 51, 
subfamily A, polypeptide 1 

CYP51A1 505060 0.0353 0.4050 

TAO kinase 3 TAOK3 534620 0.0357 0.4368 
Interferon-induced protein with 
tetratricopeptide repeats 5 

IFIT5 515091 0.0003 3.2040 
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Figure 1.1 Picture of an expanded blastocyst typically collected at each production 

site. The expanded blastocyst was collected on day 7 post fertilization. Scale bar =100 pm. 
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A) 

B) 

C) 

Figure 1.2 Differential cellular staining of day 7 expanded blastocysts. 

A) Trophoblast cells in red (PI) and inner cell mass in blue (Hoechst 33342). B) TUNEL 

positive cells in green. C) Positive control for TUNEL assay. 
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Figure 1.3 Relationship between treatments (production sites). 

A) Distribution of net signal intensities between production sites. Correlation value is 

indicated in the upper left corner B) Between group analysis (BGA) showing the 

relationship of transcriptome between expanded blastocysts produced in different 

laboratories. The estimation of biological distance is shown by the distance between each 

cluster of replicates. Replication associated variance is observed by the length ofthe vector. 

i i ' — > i 
0 1 

log2(Fold change) 

Figure 1.4 Contrasting the two embryo production sites at the gene expression level. 

Volcano plot showing the distribution of differentially expressed microarray features. The 

microarray is composed of features designed to target different classes of transcripts or 

different splicing events. Protein coding and known pseudogenes (cyan); Alternate 
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polyadénylation sites (blue), Exon skipping type of splice variants (yellow) and Novel 

transcribed regions (green). 

100 

MT1A 

4T 
Production sites 

DNMT3A 
100-1 a 

Production sites 

100-1 

IGFBP7 

Production sites 

c 100 

3 

UGCG 

Production sites 
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4f 4* 
Production sites 

100 

Production sites 

Figure 1.5 Validation of microarray data by quantitative RT-PCR. 

The mRNA abundance levels of four gene candidates found to be differentially expressed 

between production sites by microarray analysis were measured by quantitative RT-PCR. 
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MT1A = Metallothionein IE; DNMT3A = DNA (cytosine-5-) -méthyltransférase 3 alpha; 

IGFBP7 = Insulin-like growth factor binding protein 7; UGCG = UDP-glucose ceramide 

glucosyltransferase. Two housekeeping candidates were also measured to confirm their 

stability between treatments. 

YWHAZ = tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, 

zeta polypeptide; CHUK = Conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase. Different letters 

over bars indicate significant difference (p<0.05). 
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1. Abstract 

Amongst domestic animals, bovine embryo production is one of the best established as it is 

routinely utilized worldwide for commercial purposes. One of the main considerations of 

any commercial service provider is to determine the potential impacts of in vitro systems 

and to what extent do they influence embryonic development. While a wide range of 

impacts have been reported for in vitro conditions on the blastocyst morphology and gene 

expression level, the present study focuses on the comparison of different currently 

employed embryo production procedures and reports embryo production yield parameters, 

including gestation rates. Global gene expression analyses were performed and the first 

contrasts were used to determine whether the source of immature oocytes, either aspirated 

from post-mortem or collected by in vivo ovum pickup, influences gene expression. 

Secondly, the contrasts evaluated aimed at assessing the impact of in vitro conditions. In 

complement, in vitro produced blastocysts were also compared to their in vivo 

counterparts. To control biological variance, all samples were solely composed of expanded 

blastocysts. These analyses enabled us to determine that oocyte collected in vivo have a 

higher developmental competence and generate blastocysts that are indistinguishable at the 

gene expression level from embryos derived from post-mortem aspirated oocytes. 

Comparison of in vitro culture conditions involved a traditional co-culture system and a 

semi-defined alternative. Significant gene expression deviations were detected in genes 

namely involved in lipid metabolism. A large contingent of uncharacterized novel 

transcripts was also influenced by the in vitro environment. On the practical side, these 

results provides evidence that the combination of ovum pick-up and a semi-defined in vitro 

system provides a high yield of blastocysts without the known ill effects of co-culture. 



102 

2. Introduction 

In any livestock species, directional breeding programs aim to reproduce exceptional 

animals considered as such because of their high estimated genetic values, which were 

found to be associated with phenotypic performances within a set population. For all 

mammalian livestock, genetic improvement has been mainly driven by the sire side through 

the use of artificial insemination. This situation applies to dairy cows, where genetic 

dissemination of high merit females is extremely limited comparatively to proven bulls. 

Historically, the use of assisted reproductive technologies for dairy cows was developed to 

palliate for the infertility of valuable animals mainly attributed to oviductal obstruction 

(Bousquet et al. 1998, Bousquet et al. 1999, Durocher et al. 2006). This specific context led 

to the development of ex-vivo systems that allowed oocyte maturation, fertilization and 

embryonic culture in vitro (Bousquet et al. 1999). After 25 years of research and 

development, the in vitro embryo production procedures have become relatively efficient 

and well established in the bovine (Bousquet et al. 1998, Bousquet et al. 1999, van 

Wagtendonk-de Leeuw et al. 2000). Nowadays, it is beneficial to increase the number of 

offspring for the most valuable cows from both the genetic improvement and commercial 

standpoints. Maximization of the number of descents per cow is achieved through the 

application of two main assisted reproductive approaches, one of them being used routinely 

i.e. the standard superovulation procedures followed a week later by artificial insemination 

and uterine flush to collect the embryos (Bousquet et al. 1999, van Wagtendonk-de Leeuw 

et al. 2000). The second approach is the increasingly used transvaginal aspiration of 

immature oocytes (ovum pick up or OPU) from stimulated ovaries, followed by in vitro 

processing for the production of embryos (Bousquet et al. 1998, Bousquet et al. 1999, van 

Wagtendonk-de Leeuw 2006). In both cases, the produced embryos are destined to be 

transferred into surrogates thus increasing the number of descents per donor cow per year. 

The in vitro approach is generally used in the case of a poor response to the standard 

superovulation protocol but it also has the potential to be more efficient by allowing 

repeated collection of immature gametes at a frequency higher than what is possible in the 

case of embryos collection by uterine flush. The in vitro approach has therefore the best 

potential of maximizing the production of transferable embryos (Bousquet et al. 1998, 
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Bousquet et al. 1999). This potential is however downsized by the known negative impacts 

of in vitro production on developmental potential and the resulting lower quality embryos. 

Their blastocysts and conception rates are lower, while foetal loss and neonatal 

abnormalities (such as the abnormal offspring syndrome) tend to be higher compared to 

their in vivo counterparts (McEvoy et al. 2000, van Wagtendonk-de Leeuw et al. 2000). 

Moreover, some in vitro conditions have been targeted as being responsible for specific 

phénotypes. As such, culture conditions have been shown to result in a disproportionally 

higher ratio of males (Pegoraro et al. 1998, Hasler 2000a, Hasler 2000b, Gutierrez-Adan et 

al. 2001a, Gutierrez-Adan et al. 2001b). The use of serum in in vitro protocols is believed 

to decrease mitochondria number and/or efficiency (Crosier et al. 2001), which perturbs 

lipid metabolism, resulting in an increase in lipid droplets in the cytoplasm (Abe et al. 

1999a, Abe et al. 1999b). The presence of these droplets is associated with the poor 

successful cryopreservation rates observed with in vitro embryos (Rizos et al. 2003). 

Although afflicted with these problems, bovine in vitro embryo production is currently 

routinely employed worldwide and provides an interesting opportunity of increasing the 

amount of transferable, thus commercially valuable, embryos per cow. 

One of the main considerations for a service provider is to determine which one of the 

current in vitro embryo systems generates the highest number of the best quality and thus 

transferable embryos. To this end, we compared the gene expression of blastocysts 

produced under different commercial conditions to, firstly, account for the maternal legacy 

by contrasting the source of oocytes (transvaginal ovum pickup vs. post-mortem aspiration) 

and, secondly, assess the impact of in vitro production systems. This comparison involved 

the previously widely employed co-culture system (B2-BRL) that has been in use in 

commercial settings for more than a decade and its replacement, the semi-defined synthetic 

oviductal fluid (SOF) based system. In vivo collected embryos were used as reference to 

determine their relationship to in vitro systems. Special care was taken to compare 

blastocysts of similar morphology i.e. expanded blastocysts on day 7 post-

insemination/post-fertilization to minimize the variance otherwise induced by 
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heterogeneous blastocysts cohorts. Through these analyses, we aimed at defining the 

characteristics that lead to high quality in vitro produced blastocysts. 

3. Materials and methods 
All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO) unless specified 

otherwise. 

a. In vitro embryo production 

i. Post-mortem oocyte recovery and selection 
Dairy bovine ovaries were obtained from a commercial slaughterhouse and transported to 

the laboratory in saline (0.9% NaCl) containing 1% antimycotic agent. Cumulus-oocyte 

complexes (COCs) from 2 to 6 mm follicles were collected by aspiration using an 18G 1 lA 

needle attached to a 10 ml syringe. Healthy COCs with at least 5 layers of cumulus were 

selected for maturation. COCs with fragmented cytoplasm, pyknotic cumulus, pale nuclei 

and abnormal morphology were automatically rejected. 

ii. Oocytes recovery from superovulated animals 
To initiate a new follicular wave, on day 8 to 11 post-oestrus, all follicles with a diameter 

higher than 5 mm were punctured. Administration of FSH (Folltropin-V, Bioniche Animal 

Health, Belleville, ON, Canada) started 36 h after follicular removal. Six injections of 40 

mg, twice a day, were administrated for a total of 240 mg of FSH. Forty-eight hours after 

the last injection of FSH, oocyte pick-up procedure was undertaken under ultrasound 

examination with an 18G needle and COOK aspiration unit (COOK Medical, Bloomington, 

EN, USA). Oocytes were immediately transferred to the lab for in vitro maturation. 

iii. In vitro maturation 

The COCs were placed in Hepes buffered Tyrode's media (TLH) solution (supplemented 

with 10% bovine serum, 5 pl/ml pyruvate 40 mM and 1 pl/ml gentamicin 50 mg/ml) and 

washed generously twice to ensure the absence of contamination from follicular liquid. 

Groups of 10 healthy COCs were placed in 50 pi droplets of media under 9 ml of filtered 
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mineral oil. Maturation media was composed of TCM199 (Gibco 11150-059; Invitrogen, 

Burlington, ON, Canada), 10% fœtal bovine serum (Sterile Fetal Bovine Serum for Cell 

Culture, Medicorp, Montréal, QC, Canada), 5 pl/ml pyruvate 40 mM, 1 pl/ml gentamicin 

50 mg/ml and 0.1 pg/ml follicle stimulating hormone (FSH) (Gonal-f, Serono Canada Inc., 

Mississauga, QC, Canada). Droplets containing COCs were incubated for 24 h at 38.5°C 

with 5% C02, 20% 0 2 and 100% H20. 

iv. In vitro fertilization 

Matured COCs were washed twice in Hepes buffered Tyrode's media (TLH) solution. 

Groups of 5 matured COCs were added to 50 pL droplets of media under filtered mineral 

oil. Each droplet consisted of modified Tyrode lactate media supplemented with 0.6% BSA 

(Sigma fraction V), 40 mM pyruvate and 50 mg/ml gentamicin. Two pi of PHE (1 mM 

hypotaurine, 2 mM penicillamine, 250 mM epinephrine) were then added to droplets 

containing COCs. Spermatozoa used were a cryopreserved pool of ejaculates from five 

Holstein bulls (Centre d'insémination artificielle du Québec (CIAQ)). The semen was 

thawed in 37°C water, put on a discontinuous Percoll gradient (2 ml of 45% Percoll over a 

2 ml of 90% Percoll) and centrifuged at 700 g for 30 min at room temperature. The 

supernatant was discarded and spermatozoa pellet were resuspended in in vitro fertilization 

media after spermatozoa concentration was determined with a hemocytometer to obtain a 

ratio of 10 000 spermatozoa/COCs. Fertilization took place in an incubator for 15 h-18 h at 

38.5°C with 5% C02, 20% 0 2 and 100% H20. 

v. Standard in vitro culture 
For standard culture conditions, embryos were placed in 10 pi droplets of modified 

synthetic oviduct fluid (mSOF) with amino acids and 0.4% Fatty acid-free BSA (ICP-Bio, 

Auckland, New Zealand) under filtered mineral oil (#8410, Sigma). The embryo culture 

dishes were incubated at 38.5°C with 6.5% C02 , 5% 0 2 and 88.5% N2 in 100% humidity. 

Embryos were transferred in new 10 pi droplets of mSOF 72 h post-fertilization and once 

again 120 h post-fertilization in 20 pi droplets of mSOF to prevent toxicity due to ammonia 



106 

accumulation and nutrients depletion caused by amino acid degradation and embryo 

metabolism, respectively. 

vi. Co-culture conditions 

Following in vitro maturation and fertilization, presumptive zygotes were co-cultured in 

groups of 10 with Buffalo rat liver cells (BRL) in 50 pi droplets of Menezo's B2 medium 

(Meditech Canada Inc., Montreal, QC, Canada) with 0.4% fatty acid-free BSA for 36 h, 

and then transferred in other droplets containing B2-BRL and 10% estrous cow serum in 

humid atmosphere containing 5% C02 at 38.5°C. Embryos were transferred 96 h post-

fertilization to new droplets of B2-BRL with 20% estrous cow serum until day 7.0 of 

culture. 

b. In vivo blastocyst production 
On day 8 to 12 post-oestrus, follicles with a diameter higher than 8 mm from Holstein 

heifers and cows were aspirated. Thirty-six hours later, administration of FSH (Folltropin-

V, Bioniche Animal Health, Belleville, ON, Canada) started. Overall, 8 injections were 

given, twice a day, for a total of 400 mg of FSH in decreasing doses starting from 60 mg 

for the first dose to 20 mg for the last dose. Two doses (500 pg each) of Prostaglandin F2a 

analogue (Estrumate, Intervet, Kirkland, QC, Canada) was administrated with the two last 

FSH injections to trigger luteolysis. The animals came in heat about 36 h after the last 

FSH/Estrumate injection and got inseminated twice, 12 and 24 h post heat with the same 

pooled semen used for I VF. Embryos were recovered by uterine flushing 7.5 days after the 

first insemination. Expanded embryos of good quality were washed in RNASE-free PBS 

and frozen at -80°C until RNA extraction. 

c. Performance assessment of embryo production systems 
For in vitro systems, blastocyste rates are calculated on the percentage of cumulus oocyte 

complexes that reached the stage of blastocyst of good quality on day 7.0 post-fertilization. 
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For in vivo and in vitro produced embryos, conception rates are calculated based on 

pregnancy rates on day 28 following transfer. 

d. Microarray description and experimental design 
For high throughput RNA abundance measurements, the EmbryoGENE microarray 

platform was utilized. The microarray printed by Agilent using the SurePrint technology 

contains 44k 60-mers oligo-probes (Robert et al., 2011). This microarray was specifically 

designed to account for 3' representation biases that arise because of sample amplification 

and to detect unique features such as 6,175 splice variants and 9,322 novel transcribed and 

still uncharacterized regions. The experimental design involved two-color hybridizations 

with full dye-swap technical replication. For all biological contrast, a simple direct 

comparison was performed with 4 independent biological replicates (each composed of a 

pool of 10 blastocysts) per treatment. The microarray dataset is publically available in the 

GEO Omnibus repository (GEO accession number: in the process of submission). 

e. RNA extraction and amplification 
RNA extractions were performed using the PicoPure RNA kit (Molecular Devices, 

Downingtown, Pennsylvania, USA) following the manufacturer's recommendations. 

Potential genomic DNA contamination was prevented by an on column DNAse 1 treatment 

(Qiagen, Mississauga, ON, Canada). Purified RNA was recovered in 11 pi. An aliquot of 

every sample was used to determine RNA integrity by micro-fluidic profiling using a 2100 

BioAnalyzer (Agilent, Santa Clara, California, USA). Only samples with a RNA Integrity 

Number rate of 7.5 and above were further processed through global amplification using 

the RiboAmpHSPlus kit (Molecular Devices, Downingtown, Pennsylvania, USA) 

following the manufacturer's recommendations. Following two rounds of amplification, 

samples were purified with the provided columns and concentration of purified antisense-

RNA (aRNA) was determined by UV absorbance using a NanoDrop ND-1000 

Spectrophotometer (NanoDrop, Wilmington, Delaware, USA). 
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f. aRNA labelling and microarrays hybridization 
aRNA samples were labelled using the Universal Linkage System (ULS) kit designed for 

Agilent oligo-arrays (Kreatech Biotechnology, Amsterdam, The Netherlands). Samples 

were split and fractions were respectively labelled with Cy3 and Cy5. 825 ng of labelled 

aRNA were used to hybridize the 4x44k microarray. Hybridization occurred in a 

hybridization oven for 17 h at 65°C. Microarray slides were washed successively in two 

wash buffers (Agilent Gene Expression Wash Buffer Kit, Agilent, Santa Clara, California, 

USA) to eliminate environmental contaminants, before being washed in acetonitrile and in 

a stabilization/drying solution to preserve fluorescence and to help protect from any 

residues that may remain on slides. Microarrays were then scanned with the PowerScanner 

(Tecan, Mànnedorf, Switzerland) and analyzed with Array-Pro Analyzer software 

(MediaCybemetics, Bethesda, Maryland, USA). 

g. Quantitative RT-PCR 
Additional pools of 5 blastocysts per sample were collected. Total RNA was extracted 

using Picopure columns (Molecular Devices, Downingtown, Pennsylvania, USA). Reverse 

transcription was conducted using the qScript cDNA SuperMix (Quanta Biosciences, 

Gaithersburg, MD) with an oligo-dT to prime the reaction according to the manufacturer's 

recommendations. 

Primers for each candidate were designed using the Primer3 Web interface 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Primer sequence, annealing 

and fluorescence acquisition temperatures, amplicon size and GeneBank accession numbers 

are shown in Table 2.1. The reaction mixture was composed of the LightCycler FastStart 

DNA Master SYBR Green I kit components (Roche Diagnostics, Laval, QC, Canada) and 

real-time measurements were conducted in a LightCycler 2.0 apparatus (Roche 

Diagnostics). Our real-time PCR amplification procedure has been described in detail 

previously (Gilbert et al. 2010). The nature ofthe amplified products was confirmed using 

the melting curve profile and DNA sequencing. 

http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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h. Statistical analyses 
Microarray data were pre-processed as follows: Background correction was performed by 

simple subtraction of locally measured background noise for every spot. The dataset was 

preprocessed by performing an intra-array normalization using Loess (Dobbin et al. 2005) 

and an inter-array normalization using Quantile (Bengtsson & Hossjer 2006). Detection of 

statistical significant variations was performed using Limma (Bioconductor) (Smyth 2004, 

Smyth et al. 2005). Control of false discovery was performed by multiple testing 

corrections using the Benjamini-Hochberg algorithm (Hochberg & Benjamini 1990). 

Differences in RNA abundance was considered significant when both cut-off threshold 

were met: adjusted p-value <0.01 and fold change of 1.5. The inter-treatment comparisons 

were conducted through a Between Group .Analysis based on Eigen values (Culhane et al. 

2002, Culhane et al. 2003) and hierarchical clustering was done using the NIA Array 

Analysis software (http://lgsun.grc.nia.nih.gov/ANOVA/) (Sharov et al. 2005). 

Pathway analyses and downstream exploitation of gene lists were conducted using 

Ingenuity Pathway Analysis Software Version 8.6 (Ingenuity Systems inc., Redwood City, 

CA). For biological functions and canonical pathways, significance and threshold values 

were calculated using Fisher's Exact Test (PO.05). For Figures 2.4 and 2.5, only biological 

functions that included at least eight candidates were selected. 

For qRT-PCR data, normalization was performed using an exogenous spike as reported 

previously (Vigneault et al. 2004). A synthetic transcript was produced in vitro using a 

template coding for the Green Fluorescent Protein (GFP) bearing a poly(A) stretch of 18 

adenosine on its 3' end. The poly(A) tail was further elongated using an in vitro 

polyadénylation kit (Ambion). For all samples, quality of the extracted RNA was assessed 

by micro-ekctrophoresis using a 2100 BioAnalyzer (Agilent). For all candidates, real-time 

PCR quantification data was normalized using the GFP quantification to account for any 

sample loss during sample handling procedures. Testing of statistical significance of 

observed differences was done using Prism software Version 5.0 (GraphPad Software, La 

Jolla, CA). One-way ANOVA was done with the Newman-Keuls multiple comparisons 

test. 

http://lgsun.grc.nia.nih.gov/ANOVA/
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4. Results 

a. Production system efficiency 
The three in vitro production systems tested involved two different production protocols i.e. 

co-culture and SOF, the first being one of the standard procedures that has been 

commercially employed worldwide over the past two decades, while the SOF based system 

represents the more recently introduced alternative. Additionally, two oocyte sources, 

namely oocytes aspirated from post-mortem ovaries or collected in vivo by transvaginal 

aspiration of stimulated ovaries, were considered to address the impact of oocyte origin. 

When embryonic production was conducted using oocyte collected from post-mortem 

ovaries, the blastocyst yield, calculated on the proportion of blastocysts on day 7.0 post 

fertilization per oocyte put in maturation, were identical no matter which production 

protocol was used (Table 2.2). However, the blastocyst yield increased substantially when 

the immature oocytes were collected in vivo (OPU-SOF) thus corroborating previous 

observations that the source of immature oocytes is directly associated with developmental 

competence (Table 2.2). 

Following transfers, the conception rates of in vitro produced blastocysts were similar 

between all production systems and only slightly lower than the one obtained from embryos 

collected in vivo by uterine flush (Table 2.2). The gender ratio, expected to be in the 

vicinity of 50/50, was significantly shifted in favour of males in the case of blastocysts 

produced in co-culture conditions (Table 2.2). This skew was not observed when embryo 

production was conducted in SOF based media for which the sex ratios matched their in 

vivo counterparts (Table 2.2). These performance parameters clearly point out to OPU-SOF 

as being the most efficient system leading to an increase proportion of transferable embryos 

based their ability to induce gestation and normal sex ratios. 

b. Transcriptome profiles of different production systems 
Gene expression was surveyed using microarrays. For comparative purposes, a defined 

developmental stage was compared for all treatments. Survey of gene expression was 

therefore conducted on expanded blastocysts defined as embyos >120 pm in diameter 
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bearing a cavity accounting for half of the embryonic volume in addition to a thinned zona 

pellucida (Figure 2.1 (Grade 7 embryos)). These embryos were collected on day 7.5 post 

insemination for in vivo or day 7.0 post-fertilization for in vitro counterparts. 

Clustering analyses of the gene expression dataset comparing the four types of blastocysts 

were done using two mathematical calculations. The analysis using Eigen vectors show that 

intra-group variances calculated between biological replicates are similar across all 

treatments as indicated by the diameters of the treatment groupings (Figure 2.2 A). The in 

vitro produced embryos clustered away from the in vivo and overlap between groupings is 

indicative of overall close similarity between treatments. The hierarchical clustering based 

on Euclidean distance provided similar observations as the distance before branching is 

similar and small for all treatments. Given these close similarities in biological distance, the 

embryos derived from immature oocytes collected from post-mortem ovaries and processed 

through the SOF system cluster apart from the other two treatments and closer to the in vivo 

collected blastocysts (Figure 2.2 B). Overall, both of these analyses indicate all in vitro 

groups are very close at the gene expression level. 

c. Impact of the in vitro embryo production system on gene expression 
Comparisons of gene expression at the blastocyst stage were conducted by simple contrasts 

to isolate individual factor. 

i. Influence of the oocyte source on blastocyst gene expression 
The effect of the oocyte source on the embryonic gene expression following 7.0 days of 

culture was determined by comparing the OPU (in vivo collected oocytes) and SOF 

(oocytes collected from post-mortem ovaries) treatments. In both cases, note that the in 

vitro production procedures were identical. 

As observed from the global analyses, the gene expression of these blastocysts was 

extremely similar as most genes were not differentially expressed. More precisely, the 

origin of the oocytes impacted the expression of only 5 reference protein coding genes 
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(ATP6V1B2, SLC1A4, TPRG1, UBL5, ZNF79) and 2 known pseudogenes (LOC616942, 

LOC534495) in the resulting expanded blastocysts. The microarray also contains features 

to detect two types of transcript isoforms: 1) splice variants ofthe Insertion/Deletion (Indel) 

type and 2) splice variant involving differential 3'UTR length due to the presence of 

alternate polyadénylation signals. Only 3 Indel type splice variant microarray features have 

been shown to be differentially impacted by the oocyte source, all of them targeting the 

UBL5 transcript. Two of these features target a single region where one of the transcripts 

would be 33 bases shorter than the other. This suggests that the UBL5 gene produces 

different transcript isoforms that are all overexpressed in blastocysts derived from oocytes 

collected in vivo (OPU) (black spots in Figure 2.3 A). Only 2 microarray features designed 

to detect potential 3'UTR variants were found to be differentially expressed. However, they 

are not indicative of the use of alternate polyadénylation signals as the other associated 

probes are not expressed. Overall this indicates that both types of blastocyst are extremely 

close at the gene expression level. 

In addition to reference genes and splice variant detection, the microarray also contains 

features to detect the expression of a large contingent of uncharacterized transcripts (novel 

transcribed region (NTR)). None of the 9,322 microarray features targeting NTR were 

impacted by the oocyte source (Figure 2.3 A). 

ii. Influence of in vitro conditions 
Assessment of the impact of in vitro production procedures was achieved by comparing 

blastocysts produced using the co-culture system (BRL) and those produced using the 

semi-defined culture conditions (SOF). In both treatments, all immature oocytes were 

collected from post mortem ovaries. Thirty seven protein coding and 7 known pseudogenes 

were found to be differentially expressed between these IVP systems. Only 3 Indel splicing 

features were found to be differentially expressed, two of them targeting the gene farnesyl 

diphosphate synthase (FDPS) which constitutive microarray feature was also detected. 

Eleven additional gene transcripts were detected by features designed to potentially detect 

alternate 3'UTRs (Figure 2.3 B). Again, none of them displayed an expression profile of 
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associated feature indicative ofthe in vitro conditions influencing 3'UTR transcript length. 

The in vitro microenvironment also influenced the expression of 64 NTRs (Figure 2.3 B). 

Further analysis of the differentially expressed known genes indicated that four cellular 

aspects were particularly affected by culture conditions (Figure 2.4 A). Amongst them is 

lipid metabolism which gene network is presented in Figure 2.4 B with emphasis on the 

genes that have been affected by the in vitro conditions. Nearly all genes are overexpressed 

in the co-culture conditions (Figure 2.4 B). 

iii. Comparison of in vitro embryos to their in vivo counterparts 
For all in vitro treatments (SOF, OPU and BRL) the same microarray samples were 

rehybridized and contrasted to in vivo collected embryos used as reference. The resulting 

gene lists were then compared to highlight cellular processes that were commonly or 

specifically affected (Figure 2.5). The cell death pathway seems to be over activated in all 

in vitro conditions when compared to in vivo. In contrast, genes involved in cell growth and 

proliferation are also more expressed in vitro. This increased cellular activity for both 

anabolic and catabolic processes is also perceptible for protein metabolism as both 

synthesis and decay are more stimulated in vitro than in vivo (Figure 2.5). Other aspects 

could be indicative of stimulated cellular defense mechanisms as genes pertaining to the 

NRF2-mediated oxidative stress response, as well as the Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR) 

pathways, are differentially expressed (Figure 2.5). Genes related to energy metabolism are 

differentially expressed in all in vitro treatments comparatively to in vivo. Blastocysts 

produced from immature oocytes aspirated from small follicles on post-mortem ovaries 

seem to carry a mitochondrial dysfunction that is not observed when oocytes are collected 

in vivo from larger follicles (Figure 2.5). Overall, these observations indicate that in vitro 

produced blastocysts are metabolically overactive, which can translate into increased 

cellular stress. 

Since the .AhR pathway is involved in very different aspects of cellular and tissue functions 

(organogenesis, stress response and toxin metabolism), candidates were selected in the 

known metabolic cascade that participates in xenobiotic metabolism to investigate whether 



114 

this difference with in vivo could arise from the presence of plastic residues. The transcript 

abundance quantification of candidates showed marginal differences between in vitro and 

in vivo blastocysts (Figure 2.6) which does not offer a clear evidence that in vitro 

conditions indeed activate AhR as a response against compounds, such as polycyclic 

hydrocarbons residues. 

iv. The presence of uncharacterized transcripts 
When contrasting in vitro systems, 64 NTR were found to be differentially expressed 

(Figure 2.3 B). However, when contrasting in vitro and in vivo blastocysts, a much larger 

contingent of NTR was found to be differentially expressed (respectively 304, 461 and 871 

for SOF, OPU and BRL). These differentially expressed uncharacterized transcripts were 

both over- and under-expressed comparatively to the in vivo reference (Figure 2.7). The co-

culture conditions presented the highest amount of differentially expressed NTR of which 

178 showed common differential expressions across treatments (Figure 2.8 A). 

5. Discussion 

Many publications have focussed on the description of blastocysts produced under different 

conditions to provide an overview of the nature of the young embryo. These studies have 

mainly proceeded by comparing their morphology, composition (Crosier et al. 2001), or 

gene expression levels (Knijn et al. 2002, Lonergan et al. 2003, Knijn et al. 2005, 

McHughes et al. 2009). These studies did not necessarily aim at providing information to 

identify the best suited in vitro production system to be used in commercial settings. In fact, 

measuring the success rate of an in vitro production system has been traditionally achieved 

by compiling blastocyst rates determined using the number of embryos that present a cavity 

(blastocoels) during a predetermined interval post-fertilization. Very few studies have 

further detailed these observations by accounting for the different types/grades of 

blastocysts. Although informative, the blastocyst rate is a limited parameter that can 

confound two different concepts i.e. developmental competence and embryonic quality. 

Both of these concepts are closely related but may involve different factors. The concept of 
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developmental competence is still vague (Duranthon & Renard 2001) since the underlying 

mechanisms have yet to be elucidated. In its most restrictive form, it is generally perceived 

as an intrinsic potential to undergo development that is highly dependent of still 

uncharacterized factors that are accumulated or effective during oocyte maturation (Blondin 

et al. 1997, Sirard 2001, Rizos et al. 2005). The extent and duration of this maternal 

contribution still remains to be elucidated. The second concept, embryonic quality, rather 

involves the influence of the surrounding micro-environment to properly support 

development and produce a healthy embryo that is able to cope with stresses and most 

importantly is able to lead to a gestation. To decipher both concepts, it is noteworthy to 

mention that developmental competence can lead to a higher number of blastocysts that 

may be of poor quality. Such a situation could arise if, for instance, in vitro conditions 

promote survival of weak or ill fated embryos. In such a situation, the use of a lower yield 

embryonic system could be favourable to weed out the developmentally compromised 

ones. Consequently, comparative analysis of blastocysts across production systems often 

involves comparing very distinct cohorts. It is difficult to determine which condition is 

optimal when comparing blastocysts pools of mixed populations or pools of embryos of 

fixed morphology. The first may portray the overall or mean impact of an embryo 

production system with lower precision due to increased variance between replicates while 

the second could be more precise but also only represent a subpopulation of embryos. 

In the eyes of a commercial service provider, blastocyst morphology is of importance as it 

is the prime aspect used to decide which embryos will be selected for transfer, 

cyopreserved or simply discarded. Generally, early and expanded blastocysts are preferred 

to hatching or hatched embryos. Given this practical perspective and to maximize the 

precision of the analysis, all samples in the study were solely composed of expanded 

blastocysts (grade 7). 

Another aspect that differs between the research and the commercial context is the source 

of immature oocytes. Most often, research embryo production is derived from oocytes 

collected from post-mortem collected ovaries. These oocytes are collected from 

unstimulated ovaries and aspirated from 3-5 mm follicles whereas commercial service 
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providers use ultrasound guided OPU, which is done on live animals that have undergone 

ovarian stimulation and occytes are generally collected from larger follicles (7-10 mm). 

Therefore, the two oocyte sources were contrasted to determine their impact. As others 

have also shown, the source of immature oocytes has a profound impact and OPU leads to a 

significant increase in blastocyst yield (Sirard et al. 1999, Blondin et al. 2002). This 

increase in developmental competence could be attributed to the follicular group-size 

difference. It is known that developmental competence increases with follicular size as the 

relationship between follicular size and blastocyst rate have previously been reported to be: 

0% for <2 mm; 20-35% for 3-5 mm; >55% for > 8 mm (Pavlok et al. 1992, Lonergan et al. 

1994, Hendriksen et al. 2000). Additionally, ovarian stimulation enables the collection of 

oocytes from a specific follicular status whereas in the case of oocytes collected from 

abattoir ovaries, the timing of oestrus cycle is unknown. Morphologically and at the gene 

expression level, our result indicate that expanded blastocysts originating from immature 

oocytes either collected from abattoir ovaries or by OPU are undistinguishabk. However, it 

is noteworthy to mention that on day 7.0, we observed that the OPU derived cohorts 

displayed faster developmental kinetics (about 0.5X) than abattoir derived embryos 

(unpublished). This increased kinetics can be attributed to better quality oocytes which 

translate into higher developmental potential. Interestingly, the comparison of in vivo and 

in vitro embryos highlighted that OPU derived embryos do not exhibit deviant gene 

expression in terms of mitochondrial dysfunction as opposed to embryos derived from 

oocytes collected from post-mortem ovaries. This could indicate that the increased oocyte 

preparation state may be linked to cytoplasmic events that involve mitochondria. This 

corroborates previous reports that linked developmental competence to mitochondrial 

activity (Van Blerkom , Van Blerkom 2008, Van Blerkom 2009). 

The impact of the culture system was observed at the gene expression level when 

blastocysts produced on the well known and formerly widely used B2-BRL system (Hasler 

2000a, Hasler 2000b) were compared to blastocysts cultured in the now widely employed 

semi-defined SOF system (Holm et al. 1999). The extent of gene expression deviation was 

not as important as previously described (Côté et al., 2011). We believe the use of 

blastocysts of a specific morphology rather than mixed pools is responsible for the lower 
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variance between pools and between treatments. From the list of genes that were found to 

be differentially expressed, the top biological function influenced was found to be lipid 

metabolism. This corroborates the previous observation that co-culture conditions lead to 

embryos bearing a higher lipid content that translates in lower cryotolérance (Crosier et al. 

2001, Rizos et al. 2003). In addition to these unfavourable phénotypes, co-culture 

conditions are also known to induce a bias in the sex ratio (Gutierrez-Adan et al. 2001a, 

Gutierrez-Adan et al. 2001b). The gender skew was not observed when blastocysts were 

produced in the SOF system. 

The most divergent gene expressions were found when comparing these in vitro derived 

blastocysts to their in vivo counterparts. It is growing in acceptance that in vivo blastocysts 

are less metabolically active than in vitro embryos (Côté et al., 2011) (Leese 2002, Leese et 

al. 2007, Leese et al. 2008). Amongst the biological processes that were affected by the in 

vitro conditions numerous basic cell maintenance functions (protein synthesis and 

degradation) were found in addition to cellular defence pathways (NRF2-mediated 

oxidative stress response and Aryl Hydrocarbon Receptor pathway). We further 

investigated the AhR pathway as it is known to be involved in very distinct biological 

processes from organogenesis (Yim et al. 2006) to steroid hormone receptor management 

and xenobiotic bioprocessing (Abel & Haarmann-Stemmann). Its role in managing the 

toxic effect of environmental pollutants was of interest to determine if the pathway was 

activated comparatively to in vivo due to the presence of plastic residues. The selected 

candidates were HSP90A1, involved in sequestering the ARH protein, which will be 

liberated once a ligand is bound (Abel & Haarmann-Stemmann) and DNAJB9 (alias 

ERdj4), another chaperone expressed in stressed cells as a mean to protect against 

apoptosis (Kurisu et al. 2003, Qiu et al. 2006). The proteins CYP1A1 and CYP1B1 are 

well known members of the cytochrome P450 family that are involved in drug and steroid 

metabolism (Nannelli et al. 2009). The RNA abundance measurements for these candidates 

between in vitro and in vivo embryos do not provide strong support of the activation of this 

pathway to cope with plastic residues. The AhR pathway is therefore most likely to be 

involved in other aspects of blastocyst metabolism. 
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Aside from protein coding transcripts, the microarray platform contains features that target 

a large contingent of novel uncharacterized transcripts (Robert et al., 2011). Although the 

function of these long non-coding transcripts is still unknown, our results show that culture 

conditions deeply influence their expression. The co-culture condition showed the most 

divergent expression of these novel transcribed elements. Further investigation is required 

to determine whether these major abundance differences can be attributed to an epigenomic 

process that could lead to the specific or unspecific transcription of heterochomatin. The 

presence of these novel transcribed regions has been previously reported (Côté et al., 2011) 

(Bui et al. 2009). 

6. Conclusion 

Commercial service providers face the difficult task of selecting the most efficient in vitro 

system that will lead to the production of a high number of high quality embryos. While 

many studies have reported divergent gene expression between production systems and/or 

in vivo derived embryos, the commercial context differs from research in terms of oocyte 

source and in the targeted class of blastocysts. We addressed these aspects and shown that 

the source of immature oocytes impacts developmental competence but not blastocyst gene 

expression and that in vitro derived embryos exhibit significant differences in gene 

expression both for coding and non-coding RNAs comparatively to their in vivo 

counterparts. Overall, the combination of OPU and the semi-defined SOF system is proving 

to be efficient by reducing the known ill effects from which blastocysts from co-culture 

conditions suffer. 
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Table 2.1 PCR primer sequences and reaction conditions 

Gene name Gene 
symbol 

Primer sequences 
5 '-3 ' 

histone H n A r s F : TTTAGGCAAGTTGGGGAAGG 
deacetylase 8 H U A L 8

 R : ATGATCCTGAGGCCTAAACC 

Amplico Annealing/ 
n size acquisition 
(bp) temp. (°C) 

Accession 
number 

136 55/81 MGC142318 

heat shock 90kDa HSP90AB F: CTGCTGTTCCTGATGAGATTCC 
protein 1, beta 1 R: CATGTCAAACGTGGAGAGAGA 246 55/83 BOS 21524 

Cytochrome P450, 
family 51, 

subfamily A, 
polypeptide 1 

CYP51A1 F: CTCCAAGTACAAAAACCCAGTG 
R:TGTTTGCTATGGACAGTGCTTC 229 55/82 XM_581287 

cytochrome P450, 
family 1, C Y p i B ] 

subfamily B, 
polypeptide 1 

F: GTTAACCAGTGGTCCGTGAATC 
R: GAGC AAGG ATGG AG ATG AAG AG 202 55/82 BOS 11566 

cytochrome P450, 

subfamily 1, CYPIAI 
polypeptide 1 

F: GTGGTCTCCCTGCTTTAACAAG 
R:GGAGATGCAGTAGAAGGTAACTCG 253 55/85 BOS 20271 

DnaJ (Hsp40) 
homolog, 

subfamily B, 
member 9 

DNAJB9 F :ACCACAGAACCATGCAGAAG 
R:ACTAAGACCTAGAGGGCCAACAAC 209 57/76 BOS 4266 

Conserved helix-
loop-helix 

ubiquitous kinase 
CHUK F: TGATGGAATCTCTGGAACAGCG 

R: TGCTTACAGCCCAACAACTTGC 180 57/81 NM 174021 

glyceraldehyde-3-
phosphate 

dehydrogenase 
GAPDH F : CCAACGTGTCTGTTGTGGATCTGA 

R :GAGCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG 217 58/84 BOS 5957 

tyrosine 3-
monooxygenase/tr 

yptophan 5-
monooxygenase 

activation protein, 
zeta polypeptide 

YWHAZ F: GCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAA 
R: CTTCAGCTTCGTCTCCTTGG 286 55/79 NM 174814 
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Table 2.2 Efficacy of different embryo production systems 
System n Day 7 n Conception n Sex 

COCs blast. transferred rate sexed ratio 
in 

IVM 
rate 
(%) 

embryos (%) blast. (M/F) 

In vivo N/A N/A 887 60 923 51/49 

BRL 826 29 ± 6 391 54 802 60/40 

SOF 1894 30 ±8 N/A N/A 46 52/48 

OPU-SOF 1177 55 ±26 373 57 477 52/48 
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Figure 2.1 Images of blastocysts. 

For microarray samples, only expanded blastocysts were harvested (marked as grade 7). 

Early blastocysts (grade 6), hatching (grade 8) or hatched (grade 9) embryos were not 

included. For all in vitro treatments, blastocysts were collected on day 7.0 post-fertilization. 

Scale bar = 100 pm. 
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Figure 2.2 Between group analysis (BGA) showing the relationship of transcriptome 

between production systems. 

A) Clustering based on Eigen values. The estimation of biological distance is shown by the 

distance between each clustered treatments. Replication associated variance is observed by 

the diameter of the cluster. B) Hierarchical clustering. Relationship between production 

systems is dependent on the distance between the nodes. Vivo = expanded blastocysts 

collected by uterine flush 7.5 days post-insemination. The oocytes were ovulated from 

stimulated ovaries. BRL = expanded blastocysts produced in vitro using a co-culture 

system involving a monolayer of Buffalo rat liver cells. SOF = expanded blastocysts 

produced in vitro in the modified synthetic oviductal fluid medium (SOF). The oocytes 

were aspirated from post-mortem ovaries. OPU = expanded blastocysts produced in vitro 

using the SOF based system using immature oocytes collected by transvaginal aspiration. 

All in vitro blastocysts were collected on day 7.0 post-fertilization. 



129 

> 

1 _. 
3 

SX 
3 
i m y 

-l 

1 

1 i 

4» ♦ t 
i 

1 1 
1 1 
1 1 
' 1 

1 

j » 
l i i 
t i l 
i l 

1 

■ 

1 i ♦ ♦ . ♦ . « ; 
L i : ■* 

• • • ♦ r y i ■ 

i 

i 

ii ■ iiaïïfc JB-.' .• ■! 
1 
l 

i 

■ .'"'3 m J W- ' l 
i 
i 
i 
1 

o i ■/•il m J Pn i t 
i 

v 
1 — i 1 « 1 r -i — i — — i — r ■ i ■ — ' — - — t — -— i ' 1 

-1 0 1 
log2 (Fold change) 

B 

I 
■[ 

l 
1 
f i 
3 
< 

ex 
o 

ÇHRJP 

log2 (Fold change) 

Figure 2.3 Impact of oocyte source and of in vitro culture conditions. 

A) The in vitro conditions were identical, only the source of the immature oocytes differed. 

For SOF treatment, immature oocytes were collected by aspirating 3-6 mm follicles on 

post-mortem ovaries whereas the OPU treatment involved aspiration of 7-10 mm follicles 

on live cows by transvaginal aspiration. B) The well known co-culture system involving 
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Buffalo rat liver cells (BRL) was compared to the semi-defined SOF based system (SOF). 

In both cases, immature oocytes were collected from post-mortem ovaries. All samples 

(panels A and B) were composed of expanded blastocysts collected on day 7.0 post-

fertilization. Differentially expressed microarray features are found in the upper left and 

right regions. Some microarray features target different classes of transcripts or different 

splicing events: Protein coding and known pseudogenes (blue); novel transcribed elements 

(yellow), alternate polyadénylation sites (green); exon skipping splice variants (black). 
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Figure 2.4 Functions and gene network impacted by in vitro culture conditions. 

The well known co-culture system involving Buffalo rat liver cells (BRL) was compared to 

the semi-defined SOF based system (SOF). In both cases, immature oocytes were collected 

from post-mortem ovaries and all samples were composed of expanded blastocysts 

collected on day 7.0 post-fertilization. A) List of biological functions associated with the 

differentially expressed genes. B) Lipid metabolism related gene network affected at the 

blastocyst stage by the in vitro culture conditions. Green = over expressed in co-culture 

condition (BRL) whereas Red = over expressed in semi-defined culture condition (SOF). 
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Figure 2.5 Comparative analyses of microarray data across treatments relatively to 

their in vivo collected counterparts. 

All in vitro treatments were contrasted to their in vivo counterpart as reference. 

Comparative analysis of microarray data enabled to highlight cellular functions commonly 

and differentially influenced. SOF = immature oocytes collected from post-mortem ovaries 

and submitted to the semi-defined system; OPU = immature oocytes collected by ovum 

pick-up and submitted to the semi-defined system; BRL = immature oocytes collected from 

post-mortem ovaries and submitted to the co-culture system using Buffalo rat liver cells. 
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Figure 2.6 Quantification of mRNA for candidates involved in the Aryl Hydrocarbon 

Receptor pathway. 

Four known candidates ofthe .Aryl Hydrocarbon Receptor pathway (HSP90AB1, DNAJB9, 

CYP1B1, CYP1A1) were measured across the different embryo production systems. 

Additionally, commonly used housekeeping candidates (GAPDH, YWHAZ) were also 

tested. The in vivo blastocysts were used as the reference. 
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Figure 2.7 Distribution of differentially expressed Novel transcribed elements. 

Volcano plots of expression data. Differentially expressed elements according to an 

adjusted p-value <0.01 and a fold change of 1.5 are found in the upper right and left 

regions. Microarray features corresponding to novel transcribed elements are highlighted in 

yellow. All contrasts compaired the in vitro produced blastocysts to their in vivo 

counterparts set as a reference. A) Immature oocytes were aspirated from post-mortem 

ovaries and submitted to the semi-defined system (SOF); B) Immature oocytes were 

collected by ovum-pick up and submitted to the semi-defined system (SOF); C) Immature 

oocytes were aspirated from post-mortem ovaries and submitted to the co-culture system 

(BRL). 
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Figure 2.8 Venn diagram of Distribution of differentially expressed NTR across 

treatments. 

Every treatment (SOF, OPU, BRL) was individually contrasted with in vivo samples used 

as reference. Lists of differentially expressed NTR were generated using cut-off values of 

<0.01 for adjusted p-values in combination with a >1.5 fold change. 
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Conclusion 

La répétabilité d'une expérience est cruciale pour la crédibilité d'un article scientifique. 

L'une des principales sources de variation a été étudiée dans ce mémoire, soit les 

conditions de laboratoire. Bien que peu de différences n'aient été notées au niveau de la 

qualité embryonnaire, la présence d'apoptose a été observée de façon significativement 

différente d'un laboratoire à l'autre, suggérant que des variables intra-laboratoires auraient 

le potentiel de créer de légères fluctuations sur les résultats. Par conséquent, il serait 

également intéressant que d'autres études se penchent sur des sources de variations plus 

précises qui pourraient compromettre la répétabilité d'une expérience, tel que l'impact des 

additifs utilisés dans les milieux de culture, l'impact du manipulateur, l'impact de la 

semence utilisée (effet mâle) et l'impact de l'équipement utilisé (incubateur, bonbonne 

d'azote liquide, etc.). 

Par ailleurs, des différences au niveau de l'expression génique, du taux de blastocyste ainsi 

que pour le ratio des sexes ont été observées entre les divers systèmes de production in 

vitro et in vivo. Selon les résultats présentés dans ce mémoire, la source de l'ovocyte 

semble avoir un impact sur la compétence au développement, alors que le taux de 

blastocyste pour les embryons issus d'ovocytes ponctionnés in vivo est largement supérieur 

à celui observé pour les embryons issus d'ovocytes ponctionnés sur des ovaires d'abattoir. 

Même si peu de différences ont été notées à ce niveau sur le plan de l'expression génique, 

les variations du taux de blastocyste pourraient être expliquées par la maturité des ovocytes 

utilisés. Lors de la ponction sur des ovaires d'abattoirs, seuls les follicules de 3 à 6 mm sont 

récoltés, alors que le diamètre moyen des follicules récoltés lors d'une ponction 

transvaginale est de 7 à 10 mm. Afin de vérifier si cette différence provient de la source 

d'ovocyte ou du niveau de maturité de l'ovocyte, il serait pertinent de comparer le taux de 

blastocyste d'ovocytes récoltés in vivo avec des ovocytes récoltés sur des ovaires d'abattoir 

avec un diamètre folliculaire moyen équivalent. Cependant, comme aucune information 

n'est connue sur la provenance des ovaires d'abattoir, il ne serait pas possible d'identifier 

de façon précise le stade du cycle ovarien (croissance folliculaire ou atrésie), ni même de 
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connaître le stade physiologique et la présence de pathologies du système reproducteur 

(kystes ovariens, métrite, etc.) chez les femelles desquelles les ovaires proviennent. 

Contrairement à la source ovocytaire, l'impact de la production embryonnaire in vitro s'est 

fait sentir au niveau de l'expression génique. Lorsque comparés à des blastocystes produits 

in vivo, les blastocystes produits sous les conditions in vitro-SOF et avec support cellulaire 

présentent un métabolisme des lipides plus élevé, alors que le profil d'expression génique 

des trois conditions in vitro suggère un stress possiblement lié aux matériels de culture 

embryonnaire. Bien qu'il soit logique de penser que l'expression génique ne puisse être 

identique entre des embryons produits in vitro et in vivo en raison des lieux de culture 

dramatiquement opposés (pétri versus histotrophe), ces résultats laissent supposer que 

certaines conditions de culture in vitro induisent une inefficacité à gérer le métabolisme des 

lipides ainsi qu'à créer des stress qui affectent à la baisse la qualité embryonnaire. Par 

ailleurs, il faut garder à l'esprit que le niveau d'expression génique n'est pas toujours 

directement proportionnel au niveau de protéines produites. En effet, plusieurs étapes de 

maturation et de régulation sont présentes entre la transcription de l'ADN et la traduction 

de l'ARN. Finalement, différents phénomènes épigénétiques, mal caractérisés à ce jour, 

pourraient également faire fluctuer le niveau d'expression génique de certains gènes en 

fonction des conditions de culture. 


