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Introduction

Le clonage ou {'oblention d’un
grand nombre &individus généti-
quement identiques est une pra-
tique courante en production végé-
tale. Dans le domaine animal sur
base de la formation naturelle de
vrais jumeaux par clivage de l'em-
bryon aux stades précoces (Massip
et al., 1983), les premiers essais de
multiplication ont eu recours i la
section de Vembryon ou du bouton
embryonnaire en plusicurs parties.
Cette approche est cependant limi-
tée car I'on n'a jamais pu produire
plus de 4 individus par embryon.
C’est pourquoi depuis quelques an-
nécs, de nombreuses recherches ont
&té entrepriscs chez les mammiiléres
domestiques en vue de la mise au
point du clonage par transfert de
noyau.

Celte technique nécessite la sépara-
tion des Dblustoméres constiluant
'embryon donncur et leur grelle
dans le cyloplasme d’ovocytes énu-
cléds, encore appelés cyloplasies. A
Uheure actuclle, la grefle de noyaw
cst devenuc réalité. Elle a été réali-
sée pour B 19 Tois chez les batra-
cicns par Brigps et King (1952) qui
ont réussi a implanter des noyaux de
cellules  embryonnadires  de  gre-

nouille dans des'ceuls dont le noyau
avait été enlevé. Ccs autcurs ont ob-
servé la naissance de tétards nor-
malement constilucs, mais le pour-
centage de réussite devenait de plas
en plus faible au fur et & mesure
quiils utilisaient des ccllules em-
bryonnaires plus dgées. Toul se pas-
sait comme si ces derniéres ¢taient
déja trop dillérenciées pour per-
metire Yexpression des génes néees-
saires au développement de P'em-
bryoa.

Chez les mammiféres, Fopération
est plus compliquée car la période
de totipotence du noyau cmbryen-

-naire cst phus courte que chez Jes

amphibicns. Elle a été réalisce pour
la 19 fois : chez la souris par. Mac
Grath et Solter en 1983, chez les
ovins par Willadsen en 1986 et chez
les bovins par Prather et al. en 1Y87.

Actucllement, dans I'espéce bovine,

la lechnigue en osl encore au slade

cxpérimental, ¢t si quclques succes
sonl cnregistrés de par le monde
{‘Tablcau 1) Je rendement global de
'opération est encore faible ct ne
dépasse pas 5 % o 10% (Willadsen
et al., 1991). Cependant, vu les avan-
tages qu'une ftelle technique peut
apporter a lu sélection el kv mukti-
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Le clonage par transfert de noyau
fut réalisé pour la 1ére tois chez les
bovins par Praiher ét collabora-
teurs en 1987. Vu limportance
économique de ce mode de muiti-
plicalion, de nombreuses équipes
de recherche affinent la technique
et éludient sa mise en application
sur le terrain, Alors que I'énucléa-
tion de {‘ovocyte receveur, l'injec-
tion et la fusion du blastomére don-
newr se réalisenl avec succes; la
maturation ovocytaire, la culture et
ta congélation de I'embryon re-
conslitué posent encore de nom-
breux problemes. De plus, I'em-
bryon reconstitué est plus fragile et
I'on constate une augmentation
sensible de la mortalité embryon-
naire aprés transfert chez la rece-
veuse. Néanmoins, 10 % des em-
bryons reconstitués par transfert
de bfastomeére et cultivés in vitro se
développent jusqu'au stade blas-
tocysie et ont donné lieu a des ges-
tations.



TABLEAU 1

Développement des embryons bovins aprés translert de noyaux.

Embryons Développement-in-vitro-: Naissances- Références~
donneurs R
morula/ %
blastocyste
4-16 c. 23/185 12,0 .2 Prather et al. (1987)
16c. 92/493 18,6 / Westhusin et al. (1991)
3240c. 84/375 220 / Westhusin et al. (1991)
16-64 c. 280/1181 23,7 92 Bondioli (1991)
16-32 ¢c. 107102 9.8 / Clement-Sengewald ct al.
(1992)
8-64 c. / / 101 Willadsen i al. (1991)
Rec 19196 19.8 / Heyman et al. (1992)
e 14/86 16,3 / EHeyman et al. (1992)

D’aprés Renard et Heyman (1992).

plication des animaux d’élite, nous
avons entrepris d’importantes re-
cherches dans ce domaine '.

Matériels et méthodes

Les embryons donneurs

Les ecmbryons doancurs ont soit é1é ob-
tcnus in vitro suivant le prolocole décrit
précédemment (Ectors ct al, 1993), soit
récollés in vivo aprcs supcrovulation des
génisscs ou vaches doancuses au moyen
dec 32 U Armour de pFSH additionnée
dc 40 % dc pLH. Les embryons ont été
récoltés soit par méthodc non chirurgi-
calc au jour 5 i 6 aprés Pinséminalion,
soit par aballage ct ringage des - ovi-
ductcs ct de P'utérus. Les embryons don-
ncurs ont é¢ ulilisés immédiatement ou
ont ét¢é congelés cn vue de leur utilisa-
tion ultéricurc suivant la technique de
congélation décrite par Touvati ct Ectors
(1991) pour lc transfert dircct.

Pour séparcr les blastoméres, Pembryon
est maintcnu par sa zonc pellucide
'aide d’unc pipetle, tandis gqu'unc ai-
guille dilacére la zonc pellucide jusqu'a
obtenir la sortic de Famas ccllulaire. Ce-
lui-ci est ensuile disloqué par aspira-
tions successives dans la pipelic de
mainticn dc manicre i isoler les diflé-
rents  blastomeéres qui fe conslituent.
Cette opération est facilitée par Femploi
de PBS (phosphate bullered saline) dé-
pourva de CuCl, et de MgSO,. ‘

Les ovocyles receveurs

Les ovocyles immatures sont obienus
par ponction dovaires récoltés aux abal-

' Ces recherches ont été réalisées sous les
auspices de FIRSIA.
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toirs. Sculs lcs follicules de 1 4 8 mmn de
diamctre sont ponctionnés, ct les ovo-
cyles cntourés d'un cumulus oophorus
dense ct homogence, sont placés en.ma-
turation dans un milicu TCM 199 bicar-
bonaté additionné de 20 % de sérum de
vache en procestrus, de 1,27 mM de py-
ruvale de sodium, de 0,5 pg/mi de pFSII,
de 5 pg/mi de pLH, de 100 Ul/ml de pé-
nicilline ct de 100 pg/ml de strepltomy-
cinc. Apres 24 heurces, les complexes
ovocytes-cumulus sont cxposés pendant
4 minutes & Paction d'une solution
d'hyaluronidase (Sigma: H-3506), i la
concentration de 1 mg/ml, afin de disso-
cicr le cumulus oophorus. Les dernicres
ccllules de Ia corona sont élimincées par
aspiralions successives au travers d'unc
pipctle calibrée.

e
H
H

Techniques de micromanipulation

a) Enucléation de lovocyte (Figure 1)

Une fois dénudgés, les ovocytes sont sé-
lectionnés en fonction de la présence du
premicr plobule polaire. s sont ensuite
exposcés i un agent déstabilisatcur du cy-
tosgueletic {cytochalasine B, Sigma: C-
6762; 7,5 pg/ml), ct énuciéés par aspira-
tion de leur globule polaire ainsi que dv
1/4 de cytoplasme sous-jacent. Celte
opération sc dérouic au moyen d'unc pi-
petic de mainticn (diamctre extéricur
de 110 um ct diamctre intéricur 25 pn)
ct d'unc pipette d'aspiration plus fine
(diamétre extéricur 30 pm, diamétre in-
1éricur 20 jum) relice & un microinjecteur
de type Narishige IM 5bh. L'absence de
noyau cst controlée par incubation mo-
mentanée (10 minules) des ovocytes
avec un colorant (Hocchst 33342; Sigma
B- 2261; 5 pg/ml) ct cxposition lempo-
raire (< 10 secondes) i la lumicre UV,
Les uvucylc% ¢nucléds, ou cytoplastes,
sont remis en culture dans leur milicu de
maturation pour unc durée de 15 &
1711

b) Transfert de blastomére (Figure 2)

Les blastomeres isolés sont introduits
dans Pespace périvitelin des ovoeytes
énucléés au moycen d'unc pipetic d’in-
jection reliée au microinjectcur. Immé-
diatement aprés la micromanipulation,
les couples cytoplaste-blastomére sont
soumis & un chwmp électrique (une im-
pulsion de 2,7 Kvolts/cm pendant 50 mi-

Figure | )
Enucléation de Fovoeyte (= 150 pm) vu i forte concentration en fipides du eytoplasme, e
noyau de Fovocyte n'est pas visible ct 'énucléation est réalisée en aveagle par .|spir.||iun du
l_,h)hulc polaire (G.P.) ainsi que du 1/3 de cytoplisme sous jacent. Le nnyau en métapliase est

normatement sivud i prixioitd du GUP. (prossissement @

x 200,
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Figure 2
Translert d"un blastomére dans {'espace périvitetlin d'un ovocyte énucléé.
{Grossissement @ % 200).

Figure 3
L'incorporation du noyau du blastomére dans le cytoplasme de I'ovocyte receveur nécessite la
fusion de feurs menibranes. Celle-ci est induite en soumettant te couple cytoplaste-blastomére
i un champ électrique (une impulsion de 2,7 Kvolts/cm durant 50 microsecondes). Pour ce
faire, Membryon a reconstituer est placé entre deux électrodes paralélles distantes de 240 pm
{troits noirs de 1a phota), de manigre & ce que les membranes i fusionner soicnt dispusées per-
pendiculitirement au champ électrique. {Grossissement : x 200).

N or PP T . . ——

Fignre 4
Blastocyste obtenu par clonage apreés sept jours de co-cullure i vitre en prisence de cellules
Epithélinles tubaires bovines (grossissement @ % 200). Les embryons boving sont incapables de
se développer in it adeli du stade VI cellutes s7ils ne trouvest pas dans le miliew des Te-
teurs protéigues sécrdics par les cellules de Foviduere,

crosecondes), afin de provoquer la fu-
sion des deux cellutes et Iactivation du
cytoplaste (Figurc 3). La chambre
d’¢lectrofusion cst conslituée de deux
fils de platine de 10 pm de diamtre es-
pacés de 240 um. Ellc est remplie d'un
milicy non conducteur répondant 3 la
composition suivante : mannitol (Sigma:
M-1902; 0,28 M), CaCl, (0,01 mM) et
MgSO, (0,1 mM). Ces ions sont néces-
saircs & I'activation de l'ovocyte. Tous
les autres sels onl 1€ éliminés du milieu
d'électrofusion car leur présence en-
traine 'apparition d'un courant plus in-
tensc qui s¢ révele Iétal pour les cellules.

Développement des embryons reconsti-
tués (Figure 4)

Les embryons reconstitués sont déve-
loppés in vitro en présence de cellules
épithéliales flollantes provenant d’ovi-
ductes bovins (co-culiure). La co-culture
csl réalisée cn goutles de 50 pl de Mé-
nézo B2, rccouvertes d’huile minérale
{Sigma: M-3516). Les embryons sont
cultivés & 39°C dans une atmosphére de
5 % de¢ CQ,, saturée en cau. La culture
est examinée apres 3, et 7 jours en vue
«'évabuer les pourcentages de clivage, de
stade VIHI ct le taux de blastocystes.

Les embryons ainsi obtenus peuvent,
soit servir de donneurs pour un second
cycle de micromanipulation, et cela
aprés 5 jours de culture, soit étre trans-
férés dans des receveuses synchrones
aprés 7 jours de développement,

Résultats.

Dans un premier temps, pour des
raisons de facilité et d’économie,
nous avons débuté nos recherches
en ulilisant des ovocyles et des em-
bryons donncurs produils in vitro
(Tableau 2). Malgré des résultats as-
scz décevants cetle premitére partie
du-travail & permis de mettre au

TABLEAU 2
Reésultats du clonage réalisé sans maturidion .
prolompée des ovoeytes, & pantir ¢embryons
prodduits i viteo, el teanstent des hlaslomeéres
insmédintement apres Pénuckation.
Le controde de celle-ci o 616 réalisé par
lixation dun échantiflon, et o mortré yue
AR G des ovocyles nétaient pas énocléds,

¥ Nb
Clivaige 9.4 22/235
Stade VI 34 87235
Blastocysie 1.7 412315




. S TABLEAU 3
Fourcentages de développement en fonction des dilférents types d'embryons donneurs.

Embryons donneurs in vivo frais in vive congelés in vive {rais
% Nb % Nb % Nb
Taux de:
Envcléation 7,0 406/572 64,1} 98/153 72,1 1017140
Clivage 624 242/388 540 517 K15 THAn
Stade VIII 20,1 81/348 12,6 11787 314 27786
Blastocyste 12,9 30/388. 11 187 13,9 12/86

point les différents milieux de ma-
turation et de culture, de tester les
parametres de I'électrofusion et en-
fin de contréler I'énucléation. Sus-
pectant une viabilité moindre des
cmbryons produils in vitro, nous
avons continué nos recherches en
utifisant des embryons donnecurs
produits in vive. Cette modilication
associée aux perfectionnements ap-
portés & la méthode nous a permis
d’augmenter de maniére sensible lcs
taux de fusion et de clivage qui at-
teignent respectivement 86,9 % et
62,4 %; les pourcentages de stade
Vi1l ct dc blastocyste restant res-

pectivement de 20,1 et 12,9 %. Forts

de ces résultats, nous avons testé, i
nouveau, lulilisation d’cmbryons
donncurs produils in virro ct les ré-
sultats obtenus rejoignent ceux en-
registrés avec les embryons don-
neurs produits in vive (Tableaw 3).

Les  blastocystes  obtenus  sont
viables puisque sur 12 transflerls
portant sur 19 embryons oblenus i
partir de donneurs frais, nous enre-
gistrons 6 gestations donl 2 sont
igées de plus de 8 mois. Un cm-
bryon a également €LE obienu i pir-
tir d’un donneur congelé. Celui- ci,
aprés transfert, a donné lieu & une
gestation qui s’est malhcurcusement
soldée par un avortement.

Dans nos  conditions  cxpérimen-
tales, [Dutilisation dc  donncurs
congelés produits lant in vivo que in
vitro, s'est tovjours révélée fort dé-
cevante (Tableau 3}

Discussion

Les progres accomplis en maticre
d’énucléation des ovoeyles, de syn-
chronisation des cycles cellulaires ct
de culture in vitro d’embryons nous
ont permis dc réaliser le clonage
avec succes.

Les problémes rencontrés dans la
réalisation et le contrdle de I'énu-
cléation ont été en grande partie ré-
solus grice a I'emploi du bisbenzy-
mide (Hoechst 33342). Ce colorant
se lixe spéciliquement et de manicre
réversible aux bascs adénine ct thy-
mine de PADN. Westhusin et al
(1992) ont montré que I'incubation
avece ce colorant n'alfecte pas la via-
bilité des embryons pour autant que
'exposition & la Jumiére ultravio-
lette soit contrilée en intensité ct en
durée. L'introduction de cctte véri-
fication dans fe protocole cxpéri-
mental permet un contrile strict de
I'énucléation, ct minimise les
risqucs de polyploidic.

Une grande proportion des échees
du clonage par transfert de noyiu
s’expliquc par lc manque de syn-
chronisation des cycles cellulaires
de 'ovocyte receveur ¢t du blasto-
mére donncur. Nous pouvons difli-
cilement contriler le cycle cellulaire
des blastoméres donncurs car, @
partir du stade 16 cellules les divi-
sions cessent 'étre  synchrones.
Laptitude des ovocytes receveuors i
intégrer un noyau, quel que soit le
stade de son cycle cellulaire, avg-
mente en fonclion de la durée de
maturation. Heyman ct al (1992) ont
montré que ks taux de clivage et de
blastocyste sont plus élevés si T'on
augmente la durée de maturation
des ovocyles, soit 36 & 41 heures au
licu de 26 & 34 hewres. Celie amélio-
ration des résullals peul s'expliquer
ou par unc avgmentation de la
compélenpce des ovocyles, ou par
unc mcillcure synchronisalion des
cycles cellulaires. En eflel, unc
clude paralltle réalisée cn collibo-
ration avee le Professeur Koulischer
muontre que 24,2 % {22/91) des ovo-
cytes sont encore cn métaphase 1 au
terme de la période normale de ma-
turation in vitro de-25 hewures (Kou-

lischer et al, 1993). D'autre part, la
réduction du MPF minimise I'im-
portance de la synchronisation des
cycles cellulaires du cytoplaste rece-
veur et du blastomére donneur (Pra-
ther et al, 1992; Campbell et al,
1993). En eflet, aprés la maturation,
'ovocyle cst arcété en phase M de
son cycle cellulaire par une forte
concentration en MPF (Gerhart et
al, 1984} qui est responsable de I'en-
trée dc la cellule en division {Masui
et Markert, 1971). Il s’ensuit que le
transfert d’un blastomére dans un
cytopluste riche en MPF va étre
suivi du dédoublement de son gé-
nome. Seuls les blastoméres au
stade GI, c'esl-d-dire nayanl pus
encore conuncnce i sc diviser, sonl
donc transférables et donneront lica
4 un développement embryonnaire
normal. La pralongation du séjour
des ovoceyles dans leur milicu de ma-
turation avec comme corollaire la
réduction de la concentration ove-
cytaire en MPF, nous a permis de
contourner le probléme de Ja syn-
chronisation des cycles cellulaires ct
d'utiliser les blastoméres quel que
soit le stade de leur cycle de divi-
sion.

Le développement des embryons re-
constitués doit &tre conduit jusqu'sy
stadc blastocyste, alin de permetlre
lcur transfert chez des receveuses
synchrones. Théoriguement, (rois
possibilités de développement sont
accessibles: le transfert temporaire
dans des hites intermédiaires, Ia co-
culture avec des cellules épithéliales
d'oviducte, ow le milicu comditionné
par ccs mémes cellules. La tech-
nique du transfert dans un hote in-
termédinire a été abandonnée car
cette méthode, bien quollrant les
taux de  développement les plus
élevés, est lourde du point de vue
technique ¢f occasionne la perte
d’un grand  nombre  d'embryens
suite i la perforation de ta zone pel-
lucide. En ellet, les contractions Lu-
baires provogquent  Fexpulsion de
I"amas cellulaire par le pertuis laissé
fors des micromanipulations, Dans
nos conditions expérimentales, 1'uti-
lisation des milicux conditionnés n'a
pas €1¢ relenue car cetic méthode
nous 3 fuurni des eminyons consti-
tuds d'un nombre réduil de blasto-

-meres (Ectors et al, 1993). Nous

avons préfére la troisicme possibi-



lité, i savoir le développement des
cmbryons cit co-culture en présence
de cellules épithéliales flottantes. Le

contact entre ces derniéres et I'em-..

bryon mime asscz fidélement les
conditions préscnles dans  l'ovi-
ducte, tout cn évitant les détériora-
tions dc Pembryon suitie aux
contractions tubaires. L'eflicacité de
ce lype de co-culture a €€ démon-
trée aussi bicn pour la production
d’embryons in viro, le développe-
ment d’embryons micromanipulés et
de wmorulas donneuses de blasto-
méres (Tableau 3).

La possibilité d’utiliser les embryons
produits it vitro comme donneurs de
blastoméres est un acquis important
car elle augmente de fagon considé-
rable 'cllicacité du clonage en per-
mettant fa production d’un grand
nombre d’embryons donncurs, une
meilleure programmation du travail
et surtout d’utiliser les embryons re-

canstitués comme donneurs pour.un
second cycle.

En conclusion, les données présen-

tées dans cetl article montre 1I'état -

d’avancement de la recherche en
Belgigue sur le clonage par transfert
de blastomére. Ces constatations
démontrent que la production d’em-
bryons bovins par clonage n'est pas
encore parfaitement définie, pour
que la méthode acquiére son déve-
loppement optimal, certaines limi-
tations devront €tre surmontées, no-
tamment en ce qui concerne la ma-
turation des ovocytes et lIa
synchronisation des cycles cellu-
laires. En attendani, la méthode de-
vient accessible aux généticiens dans
la gestion des schémas de sélection,
et il faudra en tenir compte pour
'orientation futurc des programmes
de multiplication des individus, des
races ou des espéces d’inléréts zoo-
techniques ou écologiques.

SUMMARY

in 1987, Prather et al. have perfor-
med the first embryo cloning by nu-
clear transfer in the bovine species.
Since, many researchers tried to
develop and to apply the tech-
nique. While the enucleation of the
recipient vocyte, the injection of the
donor blastomere and the fusion
pracedure are now well controlled;
the maturation and the activation as
the development and freezing of
the cloned embryos need to be
more investigated. An increase in
embryonic mortality is also obser-
ved after transfer in a recipient cow.
Nevertheless, 10% of the cloned
embryos develop in vitro to the
blastocyst stage and give pregnan-
cies after transfer.
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