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Résumé :

Ce travail s'inscrit dans le cadre d'une synthése bibliographique portant sur la cryoconservation
de la semence canine. Le premier volet de ce travail aborde de maniere détaillée I'anatomie
ainsi que la physiologie de l'appareil génital male du chien, éléments indispensables a la

compréhension des mécanismes de production et de libération des spermatozoides.

Le deuxiéme volet du travail aborde les différentes techniques de récolte de la semence canine,
avec un accent particulier sur la méthode manuelle, considérée comme la plus courante et la
plus efficace. Il explore également les facteurs influengant la qualité du sperme, tels que I'age, la
race, I'alimentation, la stimulation sexuelle, ou encore les conditions environnementales. Une
analyse approfondie de la semence est ensuite présentée, incluant des examens
macroscopiques (volume, couleur, pH) et microscopiques (mobilité, concentration,
morphologie), ainsi que l'utilisation de systémes d’analyse assistée par ordinateur (CASA), qui

permettent une évaluation plus précise de la qualité spermatique.

Le dernier chapitre est consacré a la cryoconservation proprement dite, une méthode qui
permet de préserver la semence a tres basse température (-196°C) dans de l'azote liquide. Le
processus comprend plusieurs étapes : centrifugation, dilution avec des milieux enrichis en
cryoprotecteurs, conditionnement en paillettes, congélation progressive, puis stockage. Divers
agents sont étudiés pour leur réle protecteur, comme le glycérol (cryoprotecteur pénétrant), le
jaune d’ceuf (JO), son plasma (PJO), les lipoprotéines a faible densité (LDL), et les liposomes. Ces
substances assurent la protection membranaire des spermatozoides contre les effets déléteres
du froid. Le développement de dilueurs adaptés, comme Canifreez® ou Canixcell®, illustre les

avancées technologiques récentes dans ce domaine.

Mots clés: Cryoconservation, semence canine , insémination artificiel , azote liquide.
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Abstract :

This work is part of a bibliographic synthesis on the cryopreservation of canine semen. The first part of
this work addresses in detail the anatomy and physiology of the male dog's genital system, essential
elements for understanding the mechanisms of sperm production and release.

The second part of the work addresses the different techniques for collecting canine semen, with a
particular emphasis on the manual method, considered the most common and effective. It also explores
the factors influencing sperm quality, such as age, breed, diet, sexual stimulation, and environmental
conditions. A thorough analysis of the semen is then presented, including macroscopic examinations
(volume, color, pH) and microscopic examinations (motility, concentration, morphology), as well as the
use of computer-assisted sperm analysis (CASA) systems, which allow for a more precise evaluation of
sperm quality.

The final chapter is dedicated to cryopreservation proper, a method that allows for the preservation of
semen at very low temperatures (-196°C) in liquid nitrogen. The process includes several steps:
centrifugation, dilution with media enriched with cryoprotectants, packaging into straws, gradual
freezing, and then storage. Various agents are studied for their protective role, such as glycerol
(penetrating cryoprotectant), egg yolk (EY), its plasma (EYP), low-density lipoproteins (LDL), and
liposomes. These substances ensure the membrane protection of spermatozoa against the deleterious
effects of cold. The development of suitable extenders, such as Canifreez® or Canixcell®, illustrates
recent technological advances in this field.

Keywords: Cryopreservation, canine semen, artificial insemination, nitrogen liquid.
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Introduction

La cryoconservation de la semence constitue aujourd’hui un outil précieux en reproduction
canine. Elle permet de préserver le patrimoine génétique d’animaux d’utilités, d’optimiser les
programmes de sélection et de faciliter I'échange de matériel reproductif a I’échelle nationale

ou internationale. (Fontbonne et Dumont, 1992 ; England, 1992).

Cependant, malgré ses nombreux avantages, la cryoconservation n’est pas sans conséquences
sur la qualité de la semence. Le processus de congélation et de décongélation peut entrainer
des altérations structurales importantes au niveau des membranes cellulaires, des
mitochondries ou encore de 'ADN spermatique (Hammerstedt et al., 1990). Pour limiter ces
dommages, différentes substances protectrices sont utilisées, notamment le glycérol, les
extraits de jaune d’ceuf, les lipoprotéines a faible densité (LDL), ou encore les liposomes, qui ont
démontré leur efficacité en stabilisant les membranes spermatiques durant le refroidissement

(Quinn et al., 1980 ; Moussa et al., 2002).

Parmi les différentes étapes techniques, celle de I'équilibration joue un réle déterminant. Il
s’agit d’'une phase de repos a basse température (souvent autour de 4 °C), durant laquelle les
spermatozoides s’adaptent progressivement a I'environnement cryoprotecteur. Plusieurs études
ont montré que la durée de cette étape influence directement la survie cellulaire et les
parametres de motilité aprés décongélation (De Leeuw et al., 1993 ; Amirat et al., 2004).
Toutefois, il existe encore aujourd’hui des divergences concernant sa durée optimale, celle-ci
semblant dépendre du dilueur utilisé, de I'individu donneur, voire de l'espéce considérée

(Courtens et Rety, 2001).

Dans ce contexte, le présent travail a pour objectif d’examiner, a travers une analyse
bibliographique, visant a mieux comprendre les facteurs qui influencent la réussite de la
cryoconservation, et a contribuer a I'amélioration des protocoles actuels en vue d’'une meilleure

préservation de la fertilité chez le chien.



Chapitre 1:

Anatomie et Physiologie de I'appareil génital male :
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Les organes reproducteurs du male assurent trois principales fonctions sont la production,
maturation et stockage des spermatozoides dans les testicules et le transport dans le canal

déferent et le dépot de la semence dans le tractus génital femelle par le pénis .
1-Anatomie:

Lappareil génital male est composé de trois sections : testicules, pénis et les glandes
accessoires .

1-1-Les testicules:

Sont deux organes pairs dont la taille différe selon le poids du chien. Le testicule gauche est plus
volumineu que le droit ,ils sont de forme ovoide déprimés d’un cote a I'autre situés en haut du
scrotum a l'exterieur de la cavité abdominale. (Barone, 1978; Collin,2003). ce dernier est la
poche cutanée qui contient et protége les testicules, riche en vaisseaux et en nerfs, il aide aussi
a maintenir une température légérement inférieure a celle du corps, essentielle a la
spermatogenése. Chaque testicule est constitué d’un parenchyme testiculaire parcouru par une
structure fibrineuse appelée l'albuginée , chaque testicule contient de nombreux tubules
séminiféres entre eux le tissu interstitiel ou se situe les cellules de sertoli. Les tubules séminifere
convergent dans un petit réseau appelé le rete testis qui forme des canalicules efférents
aboutissant aux 20 niveau de la téte de I'épididyme . le canal déférent transporte les
spermatozoide (SPZ) de [I'épididyme a [l'urétre lors de [’éjaculation.(Barone,1978;

Collin,2003).(Figurel)

! _ — ductus deferens
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.
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tubes céminiférec

Figure 1:Organisation interne du testicule et de I'épididyme (Schatten, 2007).
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1-2- le pénis:

Le pénis mesure en moyenne 6-20 cm selon la taille du chien . Lartére du pénis assure sa
vascularisation ,ll se devise en d’autres arteres qui sont flexueuses permettant I'adaptation au
changement de la taille du pénis lors de I'érection ( Baron,1978) (Colin,2003). Il est Composé de
quatre parties:

-_le_corps du pénis : composé de tissus érectiles capable de se remplir de sang pendant

I'excitation sexuelle , permettant ainsi I’érection. (Colin,2003) (Johnston et a/,2001 a)

- L'os pénien ou le baculum: avant et pendant I"érection,il donne du soutien au pénis.

- Le bulbe du gland ou bulbus glandis : composé de deux partie, partie allongée cranialement et

une partie renflée caudale appelé le bulbe érectile qui génére de nombreux influx nerveux; c’est
la zone qui doit étre stimulée pendant la masturbation. Le bulbe du gland se gonfle lors de
I'érection et joue un roéle crucial dans le processus de verrouillage copulatoire (10-30
mins).(Colin,2003)

- Le prépuce: lors de I'érection, le pénis sort du prépuce . ce dernier est 'enveloppe cutanée

qui protége le pénis lorsqu’il est flaccide. ( Baron,1978) (Colin,2003)

1-3-Les glandes accessoires:

Chez le chien, les glandes annexes sont peu nombreuses en comparent avec les autres
mammiféres , présentées par le prostate et les glandes préputiales. Il n’y a ni la vésicule
séminale ni glande bulbo-urétrales.

1-3-1 La prostate: par rapport a sa taille et le volume du liquide gu’elle sécréte, c’est la plus

importante . Elle est constituée d’une partie bilobée bien discernable autour du col de la vessie
et d’une partie diffuse formé de petits lobules glandulaires se prolongeant jusque sous le
sphincter de l'urétre.(Collin,2003).

1-3-2 Les glandes préputiales: sont des glandes sébacés situées a la base du gland et destiné a

la lubrification du gland. Ainsi qu’a la sécrétion des phéromones odoriférantes essentielles pour

le rapprochement sexuel.(Fontbonne,1992).
2-Physiologie:

2-1-Les testicules:

leur réle principale est la production des SPZ (fonction exocrine), et la sécrétion des hormones

12



sexuelles male principalement la testostérone (fonction endocrine) .

2-1-1- Fonction exocrine: ou la gamétogeénese qui assure la production de SPZ de la puberté

jusqu’a la fin de la vie de I'animal,par des vagues réguliéres , donc I'andropause n’existe pas
dans l'espéce canine . la durée de spermatogenése n’est pas clairement établie ; elle varie de
soixante-trois a soixante-dix jours suivant les auteurs (Fontbonne et al,2000). la quantité des
SPZ produits est proportionnelle a la taille de chien, elle varie de deux cent millions a plus de
deux milliards de SPZ par éjaculat (Fontbonne,1992). la spermatogenése se déroule au sien de
la paroi des tubes séminiféres en deux étapes (Figure2):

-_la_spermatocytogéneése: c’est le passage du stade spermatogonie au stade spermatide par

méiose .

- La spermiogenese :c’est la différentiation des spermatides en SPZ, qui sont a la fin libérés dans

la lumiére des tubes séminiféres au cour de la spermiation , et les spermatogonies souches se
renouvellent par mitose. les SPZ immatures liberes dans la lumiere de tube séminiféres
rejoignant I'épididyme la ou il vont avoir leur mobilité et l'aptitude a féconder ; c’est la
maturation épididymaire effectuer sous le control androgenique , ces dernier sont finalement
stockés dans la queue de I'épididyme . (Reece,1997).

2-1-2-Fonction endocrine: ou sécrétion d’hormones : la sécrétion des hormones chez le male

est assuré par les cellules de leydig et les cellules de sertoli au niveau des testicules .(figure)

* les cellules de leydig : située dans le tissu interstitiel des testicules , sécrétant la testostérone

et des hormones androgenique .(Fontbonne et al ,2000)(Reece ,1997). la testostérone a un réle
dans la spermatogenese et elle intervient sur le développement structurel et sur le
fonctionnement physiologique des glandes sexuelles accessoires . Finalement elle joue sur le
développement des caracteres sexuels secondaire et sur le développement et le maintient de la
libido (Johnston et al ,2001a)( Reece,1997).

* les cellules de sertoli :situées dans la paroi des tubes séminifére , sécrétant de nombreuses

hormones dont l'activine , I'inhibine, et l'oestradiol ,ainsi que plus d’une soixantaine de
protéines . De plus elles protegent , nourrissent et servent aux cellules

souches .(Fontbonne,1992)( Johnston et al ,2001a).
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Figure 2:Les différentes étapes de la spermatogenése (Senger, 2012)

2-2-Le pénis: érection et éjaculation

2-2-1- Lérection : correspond a I'augmentation de la rigidité du pénis , la présence de l'os

pénien empéchant une réelle augmentation de la longueur du pénis , c’est au niveau de la
largeur que le pénis augmente du volume notamment au niveau du bulbe érectile
(Fontbonne,1992). (Figure3)

L'érection se fait sous le controle du systéme parasympathique via le nerf érecteur d’Eckard a
I'origine d’une vasodilatation et systeme orthosympathique qui entraine une contraction des
fibres musculaires lisses .(Fontbonne,1992).

Elle débute par un afflux de sang dans le corps caverneux et par une augmentation de pression
dans le corps spongieux . puis , la relaxation des muscles lisses entraine une diminution de la
résistance et une augmentation du flux artériel .'augmentation de pression entraine
I'obstruction des veines empéchant ainsi le retour veineux .(Reece,1997)(Johnston et al ,2001a).
Suite a I'érection ,il y a accumulation de sperme sous pression et contraction de la prostate et

des canaux déférents .

2-2-2-L'éjaculation : Apres I'accumulation du sperme , la pression augmente jusque’a 'ouverture
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du sphincter, donc éjaculation.

Cette derniere est sous le controle de systeme sympathique via le nerf honteux et du systeme
orthosympathique via le nerf hypogastrique (Johnston et al.2001a).

La stimulation de plusieurs zones déclenche I'éjaculation notamment lors de la masturbation . il

s'agit du bulbe érectile , de la pointe du gland , de la face interne de la cuisse et du

périnée .(Fontbonne ,1992)( Johnston et al ;2001a).

Figure 3: L’appareil génital male (D’aprés Mialot J.-P., 1984)

Légendes:
0 : Scrotum 1 : Testicule 2 : Epididyme
3 : Gaine vaginale 4 : Canal déférent 5 : Prostate
6 : Urétre 7 : Tissu érectile 8 : Bulbe érectile
9 : Os pénien 10 : Gland du pénis 11 : Orifice préputial
12 : Fourreaux 13 : Cvité préputial 14 : Vessi
15 : Muscle bulbocaverneux 16 : Muscle rétracteur du pénis 17: Muscle releveur de I’'anus
18 : Sangle abdominal 19 : Anneau inguinal 20 : Rectum
21 : ureter
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2-3-Les glandes annexes :

2-3-1- La prostate: joue un rdle primordiale dans I'élaboration du sperme ; ces sécrétions

représente les trois quart du volume spermatique . lls ont des réles multiples : effet tampon
contre le PH vaginal, action bactériostatique, participation a la fin de la maturation des SPZ ,
propriétés immunosuppressives dirigées contre les éléments du tractus génital femelle.
(Fontbonne,1992)( Johnston et a/ ,2001a).

2-3-2 les glandes préputiales: jouent un réle lubrifiant et sécrétaient des

phéromones.(Fontbonne,1992)
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Chapitre 2:

Récolte et analyse de la semence canine.
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Récolte de la semence canine :

A/ La semence canine :

La semence canine est un liquide biologique constitué de gameétes males (SPZ) et de sécrétions
des glandes sexuelles accessoires s’unissant au moment de l’ejaculetion (Prins,1998) .
L'ejaculat canin de couleur blanchatre ,varie en volume de 1 a 80 ml selon la race et I'individu
(Johnstonet al ,2001b) . Il est structuré en trois fractions distinctes par leur origine , leur

composition et leur volume (Fontbonne et Dumont,1992) (Tableau 1) .

Origine Aspect Volume PH Composition
Phase + Moins de 3

Pré -spermatique | Prostatique Blanchatre | 0.2a2mL 6.2-6.5 millions de
SPZ + liquide

prostatique

Phase +Tres riche
spermatique Epididymaire | Plus ou moin | 0.5a3.5mL 6.3-6.6 en SPZ +
laiteuse Sécrétion
Epididymaire
Phase + Trés rare
postspermatique | Prostatique Claire 4 330mL et 6.5-7.0 SPZ + liquide
plus prostatique

Tableau 1: description des trois phases de I'éjaculat du chien

(Fontbonne et Dumont,1992)
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B/ La récolte de la semence de chien :

Il existe aujourd’hui différentes techniques pour la récolte de la semence canine et si chacune
assure une qualité minimale (liée a I'animal source) , les propriétés de la semence obtenue

different grandement selon les parametres .

* Les différentes techniques de récolte :

1-Technique manuelle par masturbation : (par stimulation digital )

C’est la méthode la plus répondue pour la récolte du sperme chez le chien , une technique déja
utilisée par I'abbé spllazani en 1780 (Fontbonne et Dumont ,1992). pour ce faire , on utilise des
cones en caoutchouc raccordé a des tubes de centrifugation stériles en plastique . Il faut éviter
les récipients en verre qui pourraient blesser le chien (Fontbonne et Dumont,1992) .(Figure 4)

le nettoyage des cOnes nécessite une attention particuliere par un ringage abondant afin
d’éliminer les détergents ,I'eau de javel ou les sulfamides (souvent spermicides) . un séchage
minutieux est ensuite nécessaire pour garantir I'absence d’eau , potentiellement nocive pour les
SPZ (Fontbonne et Dumont,1992).

Céne pour chien de

petite taille
(Yorkshire)

Céne pour chien de
taille moyenne
(Labrador, Berger
Allemand)

Céne pour chien de
grande taille (Dogue
Allemand, Saint-
Bernard)

Figure 4 : Matériel nécessaire a la récolte du sperme chez le chien.
(Anne-Sophie Briffaut.,2007)

* La technique :
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Au cas ou l'opérateur est droitier , il se positionne a gauche du chien . la main droite est utilisée
pour masser le pénis du chien, la main gauche pour tenir le cone de récolte . placé a la droite
du chien , prés de sa téte , le propriétaire dirige celle-ci vers la vulve de la chienne si cette

derniére est présente ( Feldmon et Nelson ,1987),( Kutzler, 2005). (Figure 5) .

Figure 5 : début de la récolte. La téte du chien est maintenue par le propriétaire et orientée
vers |'arriere train de la femelle. (Cliché CERREC)

La récolte commence par un massage vigoureux en arriere des bulbes érectiles a travers le
fourreau, afin d’induire une érection partielle . lorsque les bulbes sont trop engagés ou lorsque
le chien souffre d’'un paraphimosis le prépuce est alors récliné en arriére des bulbes érectile
(Kutzler,2005), (Fontbonne et Dumont,1992) .Dans ce cas un géne voir une douleur peut avoir
lieu et I'érection peut alors cesser ( Feldmon et Nelson ,1987).une pression est ensuite exercée
a l'arriére des bulbes érectiles a I'aide de I'index et le pouce ,cette pression mime la captation
vaginale du pénis pendant la saille (Fontbonne et Dumont ,1992).

Le chien presente alors des mouvements de va-et-vient du bassin pendant quelques
minutes ,ensuite il s'immobilise et souléve un postérieure pour essayer de se retourner.

Le pénis peut étre orienté vers l'arriere (caudalement) , la pression en arriere des bulbes

érectiles doit étre maintenue (Kutzleur ;2005) .(Figure 6).
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Dewaeme phase Echange des cones pour récupeérer la troisieme phase
Figure 6 : orientation caudale du pénis (Cliché CERREC)
En ce moment I'érection est compléte et I'éjaculation des dux premiére phases se produit, elle
est environ de deux a cinqg minutes ( Feldmon et Nelson ,1987) . si la déminution de I'érection
est observé , un massage de l'urtére périnéal peut étre nécessaire (Fontbonne et
Dumont ,1992). la séquence se poursuit par I’éjaculation de la troisieme phase, la récolte totale
de cette derniere n’est pas nécessaire en raison de sa durée longue . Il est aussi important de

prélever une quantité suffisante pour analyser 'aspect . ( Figure 7)

Phase pré-spermatique Phase spermatique Phase post-spermatique

Figure 7 : Les trois phases de I’éjaculat du chien.
(Anne-Sophie Briffaut.,2007)
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2/ Les vagins artificiel:

Les vagins artificiels offrent I'avantage de mimer aux mieux l'accouplement ,mais cette
méthodes n‘est plus employée , car elle est plus complexe a mettre en ceuvre , nécessite un
équipement adapté a la taille de chaque chien , ne permette pas le fractionnement de
I'éjaculat , et détériore la qualité du sperme (Fontbonne et Dumont ,1992) ( Johnston et

al ,2001a).

3/ L'éléctroéjaculation:

Souvent utilisée chez le chat , cette méthode n’est pas courrament utilisée car elle exige une
anesthésie générale , et elle favorise le risque de contamination urinaire de la semence

(Johnston et al ,2001a)

4/ Technigue pharmacologique :

Consiste a l'injection sous cutané d’une molécule a action parasympathomimétique.( Kutzler,
2005) a rassemblé les résultats d’essais de récolte de semence suite a I'administration d’agent
pharmacologique : I'imipramine et xylazine d’une part et la pilocarpine d’autre part . cette
technique présente des effets secondaires généraux mais aussi sur I'éjaculat en modifient sa
guantité et sa qualité . cette méthode n’est plus utilisée a I'heure acctuelle .

Donc on a détaillés la technique de la récolte manuelle car c’est la méthode la plus utiliser et la

plus simple et efficace en ce temps .

*Les parametres qui peuvent influencer la récolte et la qualité de la semence :

1/En relation avec I'animal :

1-1-L'age :

La puberté chez les chiens selon les races survient entre 7 et 18 mois, les chiens de petite taille
étant généralement pubéres plus précocement que ceux de grande taille .

L'age affecte la capacité du chien a produire du sperme . en vieillissant I’hypophyse produit de
moins en moins de testostérone , ce qui affecte la production du sperme par le testicule

( Article sperme du chien) .
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Lage de I'lanimal c’est un facteur a ne pas négliger , en effet un animal jeune peut malgré qu’il
soit pubere étre immature sexuellement parlent et a I'inverse un animal agé ayant été utilisé

pour de nombreux accouplement pour présenter une baisse de libido (Fontbonne ,1996)
1-2-Race :

Selon (Fontbonne ,2007) , par rapport aux autres races , les races naines et les plus timides et

les chiens de défense agressifs produisent moins de semence .

1-3- La santé et la nutrition :

Un déséquilibre alimentaire peut agir sur la fertilité de I'animal :

*Une alimentation pauvre surtout en protéines provoque de dysfonctionnement métaboliques
qui entrainent une diminution de spermatogenése (Delompré ,2011) .

*Un manque de folates (vitamine B12) jouent un rble dans la maturation des SPZ . il a été
montré un lien direct entre une diminution du nombre de SPZ par éjaculat ainsi q’une
augmentation des anomalies et un déficit en folates . on correspond donc qu’une
supplémentation en folates est parfois envisagée pour les cas d’oligospermie (Forges et
al ,2008) .

* une augmentation significatif de SPZ anormaux (morphologie et motilité) est causée par un
déficit en sélénium , en revanche il n’y aurait aucune incidence sur le volume et le nombre de
SPZ dans les éjaculats (Delompre,2011).

*Un déficit en zinc provoque par ailleurs une diminution du taux sérique de testostérone ainsi
gu’une baisse de volume des éjaculats et de la qualité des SPZ produits (Colagar et

al ,2009)(Delompre,2011)

1-4-Libido et stimulation :

Libido ou le désir sexuel , est un facteur lié au succes de la récolte de semence chez le chien .
Selon (Delompre,2011)et(Fontbonne,1996) elle influence ce processus par:

*la_volonté de saillir: Un chien qui présente une libido élevée est beaucoup plus enclin a

tenter saillie la femelle en chaleur .

*érection et éjaculation: Une libido élevée est généralement associée a une meilleure qualité

d’érection et a une éjaculation plus rapide et compléete . un chien peut intéressé sexuellement
peut avoir des érection faible et incomplétes ,ou mettre beaucoup de temps a éjaculer, ce qui

rend la récolte plus laborieuse et potentiellement moins abondante .
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*qualité de la semence : Un chien avec une bonne libido est plus susceptible de produire des

éjaculats régulieres et de volume suffisant , ce qui facilite la récolte d’'une quantité adéquate de
semence de bonne qualité . un chien avec une faible libido peut produire des éjaculats plus
petits ou moins fréquents .

*réponse a la stimulation : La libido influence la réactivité du chien aux stimuli sexuel , tels

gue les phéromones de femelle en chaleurs ou la manipulation par I'éleveur . un chien avec une
forte libido répondra rapidement et efficacement a ces stimulis , facilitant I'érection et
I’éjaculation .

*manipulation facile :un chien avec une bonne libido est souvent plus coopératif lors des

tentatives de récolte que ce soit par saillie naturelle ou manuellement . Il est réceptif aux

manipulation et moins stressé par le processus , ce qui facilite le travail .

1-5-La fréquence de collecte :

Une fréquence de prélevement supérieure a 1 fois tous les 2 jours entrainant une diminution
du nombre de SPZ mobiles par éjaculat . les auteurs ont donc établi que la fréquence maximale
de prélevement n’entrainant pas de modification de la qualité de la semence était d’'une fois
tous les 2 jours .( OTT ,RS et al ,1987)

une période de repos trop longue entre 2 éjaculations provoque une baisse de la mobilité des

SPZ et une augmentation de pourcentage de SPZ anormaux (VIVIN,2019).

2/ En relation avec I'environnement:

2-1-U'endroit :

Lendroit idéal est une piece calme avec une bonne adhérence sous les pattes des chiens et un
endroit doux pour que la personne qui recueille s’agenouille , mais aussi pour conserver 'odeur
de la chienne en chaleur précédente . ces tapis sont rarement lavés afin d’'améliorer I'arome de
la zone pour |'étalon . Il est préférable d’utiliser la méme entrée de I’hopital et la méme piece
pour le recueils , car de nombreux chiens identifient rapidement la raison de leur présence a
I'hopital , ce qui facilite les recueils . Pour les chiens facilement distraits , les sonnerais de
téléphone , les minuteurs et le téléphones portables doivent étre éteints . le personnel ne doit

pas frapper a la porte ni entrer pendant le recueil d’un chien distrait ou timide . (Marthina L,
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Greer, DVM ,JD ,2014)

2-2- Personnel et vétérinaire:

Si le chien a une préférence , dans la mesure du possible la personne qui effectue le recueil doit
rester la méme , car cela est a niveau psychologiquement bénéfique pour le chien .

Certains chiens développent «un syndrome de la blouse blanche» , si le chien est réticent a la
collecte , le retrait des blouses de laboratoire et des stéthoscopes de la personne qui recueille
peut améliorer le niveau de confort du chien .

Deux membres de personnel doivent étre présents , I'un pour maintenir la chienne d’excitation
et 'autre pour recueillir le sperme de I'étalon .

La plus part des chiens comporteront bien en présence de leur propriétaire ou de leur
manipulateur . le manipulateur peut se tenir a coté du chien mais il doit étre informé de tenir la
laisse lachement(en supposant que le chien ne mord pas ) et de parler le moins possible , car
cela peut dérouter le chien . de nombreux chiens sont tres «a I'écoute» de leurs propriétaires /
manipulateurs, et le fait de parler peut étre mal interprété par le chien, qui pourrait pense gu'il
fait quelque chose qu’il ne devait pas faire, aucune autre personne ne doit se trouver dans la

piece . (Marthina L, Greer, DVM ,JD ,2014).

2-3- La présence de la femelle :

La présence d’'une chienne en oestrus est conseillée mais absolument pas nécessaire .
cependant, elle peut aider a la récolte de chiens timides a faible libido ou nerveux . de plus, la
présence d’une chienne en chaleur augmente la qualité de I'éjaculat (Johnstone et al ,2001b )

(Figure 8).
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Figure 8 : Présence d'une femelle en cestrus lors de la récolte manuelle de semence canine

(Cliché CERREC).

Analyse de la semence canine:

1-Examens macroscopiques :

1-1-Volume de I'éjaculat .

Juste apreés la récolte le volume est mesuré par lecture directe sur le tube de collecte gradué .la
mesure du volume est importante pour évalué le nombre totale de SPZ dans I'éjaculat mais elle

peut pas étre un indicateur de la qualité de semence (Johnstonet al ,2001)

1-2-Couleur et Aspect :

La premiére phase est généralement translucide ou un peut opaque . la deuxieme phase est
caractérisée par une couleur laiteuse et opaque, et la troisieme phase est translucide .
Si la deuxiéme phase apparait translucide cela peut indiquer une azoospermie ; ce fait étant lié
a la corrélation entre l'opacité de la seconde phase et la concentration en SPZ . (Feldman et
Nelson, 2004 a)

Des coloration anormales peuvent étre observées:
*une coloration jaunatre peut signifie une contamination par l'urine ou le pus .
*une coloration verdatre évoque une présence de pus .
*une coloration rougeatre mettant en évidence un saignement prostatique ou pénien
(Freshman JL,2002).
1-3-Le pH:
Le pH normal de plasma séminal d’un chien est entre 6.3 a 7.0 ; cela doit étre mesurée
directement aprés le  prélevement par un  équipement précis(pH  metre
probablement)(Threlfall,2003). la plage normale de liquide prostatique varie entre 6.0 a 7.4

avec une moyenne de 6.50u 6.8 . (Feldman et Nelson,1996)(Johnston,1989).

2-Examens microscopiques:

2-1-La mobilité massale:

Elle présente des mouvement de dispersion et de réunion de spermatozoides .la notation entre

0 a 5 est attribuée par I'observateur (Tableau 2)
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Malgré sa simplicité et son manque de précision cette observation révele a la fois la vitesse de

progression et la concentration des SPZ (Fontbonne et Dumont ,1992).

Note | Interprétation

0 Pas de mouvement

1 Spermatozoides en mouvement mais pas de mouvement

d’ensemble

2 Ebauche de mouvements d ensemble circulaires

3 Mouvements d 'ensemble : cercles centrés sur eux-mémes
4 Mouvements d 'ensemble : vagues rondes en mouvement
5 Mouvements d 'ensemble intensifiés

Tableau 2: Echelle d’appréciation de la mobilité de masse de la semence canine , dérivée de

I’échelle de MILOVANOQV (Milovanov, VK ,1962).

2-2-La mobilité progressive (individuelle):

Par un fort grossissement entre lame et lamelle se fait I'examen de sperme pour apprécier le
pourcentage de SPZ qui sont en mouvements et leur vitesse et leur trajectoire est estimé .les
SPZ fléchant sont les SPZ qui traverse rapidement le champs microscopique (Guigardet

V,1997)(Fontbonne,1995).

2-3-La numération spermatique:

Les méthodes manuelles sont rapides , simples et peu exigeantes en matériel ,débutent par la
dilution du sperme dans un liquide hypertonique comme le chlorure de sodium a 3%, ce qui a
pour effet d’'immobiliser les SPZ . cette dilution est effectuée a I'aide de mélangeurs de potain,
couramment utilisés pour la numération des cellules sanguines.une dilution au centieme ,voir
au deux centieme ,est effectuée si I'examen microscopique a faible grossissement révéele un
sperme concentré en SPZ ;par contre, si la concentration est faible , une dilution au deuxiéme
ou au vingtiéme suffi .une fois diluée , une goutte de la préparation est placée sur une cellule
hématimétrique ( Neubauer, Malassez ou Thoma ) (Figure 9) . les SPZ sont comptés en
respectant des regles précises. Des facteurs multiplicateurs permettent d’obtenir la

concentration ainsi que le nombre total de spermatozoides dans I'éjaculat . L interprétation de
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cette concentration est complexe car elle dépend de la quantité de fluide prostatique recueillie

lors du prélevement .(Fontbonne,1995).

t“;‘

Figure 9: cellule de thoma (Bousenna ,2013)

2-4 Le spermocytogramme :

C’est I'étude de la morphologie de spermatozoides en les observant au microscope optique a

contraste de phase aprés coloration . plusieurs anomalies peut étre observées (Tableau 3)

Flagelle replié
Anomalies du flagelle Flagelle rudimentaire ou cassé
Flagelle enroulé

Gouttelette cytoplasmique distale

Pi¢ce intermédiaire dédoublée
Anomalies de la piece intermédiaire Déformations de la piece intermédiaire Gouttelette

cytoplasmique proximale

Téte pirtforme
Téte repliée
Anomalies de la téte Téte décapitée

Téte ronde

Tableau 3 : Classification des anomalies morphologiques des spermatozoides (Rigal, 2008)

3-Lanalyse informatigue de la semence (CASA: Cmputeriezed Assissted Sperm

Analysis )

CASA ou les systéemes d’analyse de la semence assistée par ordinateur, ces derniers offrent une
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évaluation rapide et objectif d’'une grande quantité de SPZ ce qui permet d’obtenir de

nombreux parametres différents .( Figure 10)

Figure 10: Equipement pour L’analyse Spermatique assistée par ordinateur, CASA,

Hamillton Thorn IVOS Il

Pour évaluer la mobilité des SPZ chez le chien ; deux systemes sont actuellement disponible . le
systeme Hamilton-Thorne est parmi eux, il a été validé pour un usage canin par( IGHEROUADA
et VERSTEGEN, 2001a ) . C’est un analyseur d’'image capable d’évaluer plusieurs parametres
tels que : le pourcentage de SPZ mobiles, la vitesse moyenne , la vitesse curvilinéaire, la vitesse
en ligne droite, la linéarité ainsi que I'amplitude et la fréquence des battement flagellaires .
Cette appareille mesure plusieurs parametres de mobilité tels que :
*la motilité totale (TMOT) : pourcentage de SPZ en mouvement ,sans distinction de leur qualité

de déplacement.
*|le pourcentage de SPZ progressifs (PMQOT) : des SPZ qui ont une vitesse moyenne (VAP) > 50
nm/s et une linéarité (VSL/ VAP) >75%
*|le pourcentage statique : c’est les SPZ immobiles
*les différentes vitesses mesurée :

-VCL : vitesse suivant le trajet réel du SPZ point par point

- VSL : vitesse en ligne droite entre le points de départ et d’arrivée.

- VAP : moyenne de VCL apres lissage du trajet (Figure 11)
*ALH( Amplitude of Lateral Head Displacement)amplitude de déplacement latéral de la téte du

SPZ.
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*BCF ( Beat Cross Frequency) fréquence de battement de la téte du SPZ .

Ce systeme permet d’évaluer un nombre élevé de SPZ en peu de temps , toute fois il nécessite
un matériel coliteux réservé aux centres spécialisés .(Baril et al ,1993)(Pena

Martinez,2004)( Alliman,2010).

Les SPZ ayant subit la capacitation présentent une vitesse curvilinéaire accrue , une grande
amplitude de déplacement latéral de la téte et une baisse linéature . cette technique permet
une évaluation beaucoup plus spécifique de la mobilité d'un nombre élevé de SPZ en un
temps limité d’'une fagon simple et aprés un paramétrage minutieux . elle est peut étre utilisée
sur un sperme frais , réfrigéré ou congelé / décongelé .(Baril et al ,1993)(Pena

Martinez,2004)( Alliman,2010).

Figure 11: Représentation schématique de VAP, VCL, VSL (Cannon 2015)
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Chapitre 3:

Cryoconservation de la semence canine :
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Introduction

la semence canine peut étre conservée sous forme liquide pendent quelques jours ( a court
terme ) par un protocole de cryoconservation a I'azote liquide (-196°C ) . Une interruption
artificielle de la progression du SPZ vers la maturation et la fertilisation qui suit naturellement
I’éjaculation est due aux processus de cryoconservation ou réfrigération .Il comprend donc les
étapes successives depuis le moment ou le SPZ quitte le milieu ( température ) corporel jusqu’a
son retour a cette température (Watson,2000) .

Dans le cadre de la conservation de la semence,deux grands objectifs sont visés généralement
par des différents mécanismes de cryoprotection spermatique .le premier objectif est
d’augmenter le taux de SPZ viables aprés congélation décongélation , en diminuant les lésions
fatales dues a la cryoconservation . le deuxiéme est d’assurer une meilleur qualité des SPZ qui
survivent a la cryoconservation , en limitant les problémes de fonctionnement dues a ce

processus .( Watson,2000)

1- La centrifugation :

Consiste a la séparation des SPZ au liquide séminal . Elle doit pas étre trop vite pour prévenir les
dommages des SPZ . une centréfugation de 180%g ,720%g , 1620%g et 2880%g pendent 5
minutes . les deux dernieres endommagent l'intégrité membranaire et la meilleur est 720xg

pendent 5 minutes .(RIJSSELEAR T et al ,2002).

2- La dilution :

2-1-Les dilueurs de congélation et de réfrigération:

Utilisés pour conserver le sperme, les dilueurs créent un environnement optimal en régulant
'osmoticité et le pH ,tout en fournissant I'énergie nécessaire aux SPZ pendant le stockage a 4°C
ou durant les phases de refroidissement d’équilibration et de congélation en vue de
cryoconservation . les dilueurs de réfrigération et de congélation de semence contient
généralement une source d’énergie , des tampon et des antibiotiques ; pour assurer ces
fonctions.

I'adaptation empirique des dilueurs utilisés chez le bovin a imité I'emploi de tampon a base de
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glucose -phosphate (Lofsted,F, 1956), citrate (Harrop ,1962), chloride-phosphate
(Wales,1963),lactose (seager,1969), tris(Trimethylhydroxyaminomethane) (Gill,Hp. et al , 1970)
et tris fructose-citrate (Foote, R,H .1964.)( Andrson,K, 1972,1975) dans les premiéres
expérimentation pour la conservation réfrigérée ou congelée du sperme canin .

Pour protéger les spermatozoides du froid, les dilueurs doivent contenir des stabilisants
membranaires , comme le jaune d’oeuf (JO) . de plus, les dilueurs de congélation intégrent des

substances cryprotectrices spécifiques ,qui empéche la formation des cristaux de glaces .

2-2-Les cryoprotecteurs proprement dit(CPA) :

Les cryoprotecteurs sont ds solvants organiques employés seul ou en association . lls peuvent
étre divisés en deux groupes : pénétrants et non pénétrants a travers la membrane du SPZ .

* Les cryoprotecteurs pénétrants: sont des molécules d’un poids moléculaire légére ,

hydrosoluble a température ordinaire , protecteurs de radicaux hydroxyles (alcools
glycérols ,éthyléne , glycol, propyléne glycol) ou sulfoxydes (diméthysulfoxide DMSO) .

*Les non pénétrants sont des substances de faible poids moléculaire (la plus-part des sucres

ajoutés : le galactose, le glucose ,le saccharose, le tréhalose .....) ou de poids moléculaire

élevée (le polyvinylpyrolidone , I'alcool polyvinylique , I'acide hyaluronique .....) .

Dans la congélation du sperme canin ,le glycérol est utilisé efficacement depuis longtemps et
s’est prouvé mieux que les dilueurs entraine , dans un premier temps une déshydratation des
cellules par effet d’une forte osmose . une fois qu’il est a I'interieur des SPZ, ses radicaux
hydroxyles s’accroche par des liaisons hydrogenes avec des molécules d’eau, rentenant ces
dernieres a l'interieur de la cellule (Hammerstedt, et a/ ,1990).le volume cellulaire remente
jusqu’a attendre I'équilibre osmotique de part et d'autre de la membrane.

Le glycérol baisse alors les flux hydrique et solubilise les sels intracellulaire . Il garanti ainsi la
conservation du volume cellulaire . cet équilibre est obtenue en une vingtaine de seconde mais

s’accélére avec la température .

En fin, I'ajout de glycérol permet de diminuer le volume cellulaire mais il contribue aussi a la
baisse du point de congélation de I'eau en dessous de -6°C et fait chuter la concentration en

électrolytes de la fraction d’eau non congelées . Cela modifie aussi le schéma de cristallisation
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de I'eau qu’il devient cubique et moins anguleux, une mort cellulaire causée par diminution
de risque de lésions membranaire (Holt ,W.V,2000).

Le glycérol apporte donc aux SPZ un environnement adéquat a la préservation et a l'integrité de
leur membranes et de leur fonction(Fortier,M,2010).

Le glycérol n’est pas sans inconvénient. A coté de ses avantages cryoprotectrices, il a été
montré qu’il a un impact nocif sur les SPZ touchant toute les parties de la membrane plasmique
(Hammerstedt,et al ,1990). En plus il altére fortement 'osmolarité du dilueur

(England,G.C.W,1992).

2-3-Les stabilisants membranaires:

Les agents stabilisants membranaires aussi nommés protecteurs membranaires de
refroidissement (Farsted,W,1996), sont représentés classiquement par le JO entier ou par des
extraits du JO en l'occurence le plasma ou plus spécifiquement les lipoprotéines a basse densité
(LDL, pour low density lipoproteins) . plus récemment, de nouvelles substituer au JO. Il s’agit

d’assemblages molécules de phospholipides appelés liposomes .

2-3-1-Le jaune d’oeuf(JO):

pour la premiére fois en 1940, PHILIPS et LARDY suggérerent l'usage de JO pourla
conservation de la semence bovine .(Philips et Ladry, 1940). Depuis, il a été exploré de facon
extensive pour devenir vitement le protecteur idéal du SPZ contre le choc de refroidissement .
Le JO entier a pu étre utilisé avec réussite sous forme lyophilisée (commercialisée par sigma )
dans la congélation du sperme de bélier (Marco-jimenez et al ,2004) et de buffle (Ansari,M.S. et
al ,2010) .

la mobilité aprés décongélation était meilleur pour le JO en poudre aprés une comparaison
effectuée entre la forme lyophilisée (en poudre) et la forme naturelle (en liquide).

Mais aprés 'utilisation du JO pendent longtemps, plusieurs inconvénients apparurent . en
effet, le JO n’est pas une entité chimiqguement définie , mais une substence biologique
complexe contenant des protéines, des vitamines ,des phospholipides, du glucose et des
antioxydants qui peuvent servir a préserver l'intégrité de la membrane plasmique des SPZ .

Malheureusement , il comporte aussi un risque de contamination bactérienne du dilieur
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(Bousseau, S. et al . 1998) , ainsi qu’une forte diversité biologique dans sa composition lié a
plusieurs facteurs tels que la race, I'age et la nutrition des poules (Bousseau, S. et al . 1998) (De
Leew, F.E . et al . 1993)

Le jaune d’oeuf contient de la progestérone qui est engagé dans la capacitation du SPZ par
activation secondaire des canaux calciques entrainait ainsi un afflux important de ca?+ dans la
cellule (Aitken et Mc Laughlin,2007).

Le JO contient aussi les granules qui sont capable d’empecher la respiration des SPZ
(directement par HDL : pour hight density lipoproteines )(Kampschmidt, et a/ . 1953) (Pace et
Graham, 1974) (Watson et Martin, 1975) (Holt,2000), . la toxicité des HDL apparaissent aprés
décongélation est, soit associée a un effet cytotoxique direct, ou a un changement des
propriétés physique du dilueur (Courtens et Rety,2001) les granules perturbe aussi I'évaluation
de la mobilité des SPZ décongelés par effet mécanique et provoque une sur estimation du
nombre de SPZ détectés immobiles par I'analyseur d’image par erreur avec des tétes de SPZ
ayant un diameétre comparable (Anzar et al .1991), ils interferent également avec certaines
dosages biochimique (Wall et Foote,1999) .

A cause de tous ces défauts . le JO devait étre remplacé dans les dilueurs de conservation de la
semence , cet impératif a donné lieu a un examen minutieux pour comprendre d’abord ces
modes d’action et isoler les substances responsables de ses facultés cryoprotectrices .

Ainsi il a été mis en évidence que les propriétés cryoprotectrices du JO sont liées aux
lipoprotéines de basse densités (LDL pour: low density lipoproteines ) . (Pace M.M et Graham

E.F. 1974) (Foulkes,J.A. 1977) (Quinn,et al , 1980) (Moussa et a/ . 2002)

2-3-2-Le plasma du jaune d’oeuf :

Le plasma du jaune d’oeuf (PJO) est la partie soluble obtenue par simple dilution et
centrifugation du JO entier en granules (sédiment 19-23% du JO)et en plasma (culot 77-81%)
(Moustacasa et al . 2011),(Neves et al .2014) , il est constitué des LDL (15%) et des
glycoprotéines globulaires (85%)( principalement alpha et béta et gamma - livetines )qui
peuvent étre retirées par précipitation au sulfate dammonium dans I'éxtraction des LDL pure
(Moussa, M., et al . 2002). (Anton et a/ . 2003 )

Le principe de fonctionnement du PJO a été abordé pour la premier lieu par BURLEY et COOK

en 1961 (Burley et Cook,1961). puis détaillée par MACBEE et COTTERIL en 1979 (MacBee et
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Cotterill, 1975) , il s’agit d’'un procédé analytique ( Figure 12 ) mais trés simple reposée sur une

double centrifugation apres dilution avec une solution saline

Le procédé analytique utilise généralement le jaune d’ceuf partir d’ceufs frais cassés au
laboratoire comme le montrent pratiquement toutes les études disponible dans la littérature .
Quoi que facile a faire au laboratoire , ce procédé demeure analytique et ne peut étre
transposable a I'échelle industrielle en raison d’une part de la restriction d’'emploi des ceufs

frais et d’autre part I'accélération centrifuge supérieur exigée .

Cependant, par substitution des ceufs frais par le mélange industriel du JO et
I'ultracentrifugation par un décanteur centrifuge et en insérant une étape d’homogénisation .
Le fractionnement du JO a pu étre utilisé industriellement et défendu par un brevet européen
( Kerandivez, CY., 19.11.1990 ) déposé par SICA.SA dite société laitiere de 'ouest en date du
19/11/1990 et publier sous le numéro (EP0430757A1)( Figure 13)

Des études menées récemment ont montré que le PJO naturel peut étre une alternative viable
au JO entier dans la cryoconservation de sperme canin (Corcini et a/ .2015) . PILLET et ses
collaborateur (Pillet et a/ . 2011 ) ont montré en 2011 que le PJO pouvait étre stérilisé par
gamma ionisation a la dose de 5 kg sans modification de ses propriétés cryoprotectrices .

Les résultat recueillies avec le PJO préparé en laboratoire empéchant de conclure quand a
I'efficacité du PJO produit industriellement , il serait donc crucial de réalise des testes de
congélation avec le PJO issu de procédés industriel pour une évaluation plus pertinente .

De plus, les nouvelles études portent sur le remplacement du JO par le plasma , mais n‘ont pas
explorés son remplacement des LDL surtout avec les restrictions industrielles que posent ces
substences .

La possibilité de lyophilise le PIO sans qu’il perde ses prpriétés cryoprotectrices ouvrirait de

nouvelles voies pour sa concervation durable sa manipulation et son exploitation comercial .
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Figure 12:Procédé analytique de fractionnement du JO et d’extraction des
LDL . (MacBee, LE. Et Cotterill, OJ. 1979) (Moussa et al,2002)

Légende : JO : Jaune d’ceuf, PJO : Plasma du jaune d’ceuf, LDL : lipoprotéines de
faible densité (pour Low density lipoproteins), HDL : lipoprotéines de haute densité
(pour high density lipoproteins)
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Figure 13 : Procédé industriel de fractionnement du JO selon le Brevet Européen
n° 0430757 Al déposé la 19.11.1990 par SICA S.A. dite : Société Laitiere de
I'Ouest (Kerandivez ,CY)
Légende : PJO : plamsa du jaune d’oeuf
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2-3-3- Les lipoprotéines a faible densité (LDL) :

A-Structure

Sont les éléments majeurs du JO, elle représentent 66% de sa matiére seche et 24 % des
protéines totales du jaune (Thapon et Bourgeois.,1994) , les LDL ont une densité de 0.98
(Martin et al .1959) des masses moléculaires (MM) varie entre 3 et 10 millions de daltons (Da)
et contiennent environ 11% de protéines et 80 a 89 % de lipides (Powrir et Nakai ,1986).

Un mélange des LDL est considéré comme une microémulsion d’huile liquide stabilisé par une
membrane de phospholipide et de protéines (Kamat et al. 1972) . les LDL sert a des micelles et
possedent une forme sphérique avec un diamétre entre 17 et 60 nm , se situent en moyenne a
30 nm (Chang et al ,1977), elles sont composées d’un cceur de lipides neutres entouré par une
monocouche de phospholipides et proportions de triglycérides et de steroles formant le coeur

apolaire et dans une moindre proportion, de la teneur en phospholipides (Evans et al., 1973) .

Apoprotein B-100 LIDL.

Cholesteryl
ester

Figure 14 :Structure d’une lipoprotéine a faible densité (LDL pour low density
lipoprotein) (Bencharif,2009)

B-Procédés d’extraction des LDL:

La méthode la plus simple et la plus vite a été décrite par MOUSSA et ses collaborateurs en
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2002 (Moussa, M., et al ,.2002) permettent d’avoir un pourcentage de pureté de 97% et un
rendement de 67% . ce procédé a donné lieu a un brevet frangais deposé conjointement par
Iinstitut national de recherche agronomique (INRA) de Nantes et Onirisson le numéro
00100292 .

C-Applications :

les application des LDL sont trés utiles et ont prouvé leur utilités dans la cryoconservation de
la semence bovine depuis les travaux de MOUSSA et ses collaborateurs 2002 (Moussa, M., et
al,.2002) et ceux d’AMIRAT et ses collaborateurs 2004 (Amirat et al .,2004) qui ont révélés que
la concentration optimal était de 8%(w/v)

chez le chien, les travaux de BENCHARIF et ses collaborateurs en 2008 (Bencharif et a/.2008)
ont prouvé l'efficacité d’une concentration de 6%(w/v) a préserver les facteurs de mobilité , la
fertilité invitro et invivo dans la congélation (Bencharif et a/.2008) et ont mené au
développement d’un dilueur commercial (Canifreezé , IMVE Technologie , Aigles, France ). Cette
méme concentration a montré son efficacité dans la réfrigération de la semence canine
(Bencharif et al,2013) et a donné naissance a un dilueur commercial de réfrigération sous le

nom (Canixcelle ,IMV Technologies , Aigles , France )

2-3-4-Les liposomes:
BANGHAM et ses collaborateur 1965 ont été les premiers a fabriquer volontairement des

liposomes ( Bangham et Horne , 1964).

Il s’agit de vésicules sphérique de presque quelques dizaines a quelques milliers de nm de

diametre qui sont composées d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques qui permet(tent) de

séparer un milieu intravésiculaire a un milieu extérieur. (Figure 14 )
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Bicouche

Phospholipide

Figure 15:Structure d’un liposome unilamellaire( Castagne.,2010)

Ces liposomes résultent d’une organisation stable des phospholipides dans un milieu aqueux,
les phospholipides sont des molécules anphéphiles qui se caractérisent par une téte polaire et
une queue apolaire . en milieux aqueux , ils recherchent I'organisation la plus stable en
minimisant les interactions entre composants hydrophobes et molécule d’eau . les lipides
s’‘organisent le plus souvent en bicouche avec une queue apolaire au centre de la bicouche non
accessible a I'eau et des tétes polaires exposées aux milieux aqueux .

A- Structure :

On classe les liposomes selon leur taille et leur nombre de bicouche en vésicules
multilamellaires (MLV pour multilamellar vesicles) , vésicules unilamellaires de petite taille (SUV
pour smal unilamellar vesicles ), vésicules unilamellaires de grande taille ( LUV pour large

unilamellar vesicles ) et les liposomes géants (GUV pour giant unilamellar vesicles ) .(Figure 16)

Téte

R R R hydrophile
Chaineacyle
8 8 é % hydrophobe

Bicouchede
phospholipides

MLV
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Figure 16: Différents types de liposomes(Castagne,2010)

B- Applications :

B-1-Applications thérapeutiques:

les liposomes sont utilisés pour véhiculer des principes actifs dans I'organisme , ils sont
capables d’encapsuler les médicaments lipophiles , hydrophiles et amphiphiles . une fois dans la
circulation , le principe actif est délivré dans la cellule par fusion ou endocytose avec les
membranes cellulaires (Redziniak, 2003) (Espuelas et al ,2003) .

Les liposomes peuvent étre utilisés comme vecteur de thérapie génique en capsulant un géne
ou un plasmide; qu'’ils libérent par fusion avec 'endosome une fois dans la cellule 198, ils sont
également employés comme (antigenes) a leur surfac, les présentant aux macrophages et
activant le systéme immunitaire tels les virus . ces liposomes sont ainsi appelés virosomes et

sont employés comme vaccins (Kapczynski,2003)

B-2Application cosmétologique :

Les liposomes sont utilises pour véhiculer et libérer lentement des substances telles que les
antioxydants ou le collageéne . leur utilisation se substitue a I'emploi classique des émulsion
huileuses et solutions alcooliques capables d’'endommager la peau en cas d’application

prolongée (Redziniak, 2003).

Les liposomes ont aussi diverses application biochimique et biophysique . Dans ce domaine ils
sont largement utilisés pour I'étude des propriétés membranaires . En effet, ils constituent un
modeéle membranaire qui tente de reproduire la structure et les propriétés des membranes
biologiques (molécule biomimétique). leur avantage dans cette application réside dans la
possibilité de moduler les conditions expérimentales afin d’étudier I'influence de certains
facteurs sur les propriétés membranaires (Lorin et al , 2004 ).

En effet les liposomes constituent des modéles parfaits pour I'étude de ce qui se déroule au
niveau membranaire lors des différents processus tel que la fusion (Martin et Ruysschaert,
2000).

Dans la revue de la littérature , ce ne sont pas les étapes de la fusion des liposomes qui nous

intéressent mais plutot les conclusions concernant les facteurs qui gouvernent le comportement
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des liposomes . Il nous semble utile de relater ici ces conclusions pouvant aider a une meilleure
compréhension des mécanismes d’intéraction avec la membrane plasmique du spermatozoide
surtout que ces conclusions concordent avec ce qui a été rapporté par des autres ayant étudié

la fusion entre les liposomes et les SPZ .(De Leew et al.1993).

L'analyse de la fusion des liposomes a montré que les deux bicouches devait entrer en contacte
avant la fusion , impliquant au moins de maniére transitoire un réarrangement de la bicouche et
I'adoption par les lipides d’une structure d’énergie plus élevée . cet assemblage ne se réalise pas

spontanément .la présence de catalyseur est nécessaire (Chernomordik et Kozlov, 2003).

Dans le cas de la fusion virale , il a été clairement monté , par analyse de fusion de liposomes,
gue le catalyseur pouvait étre un petit fragment d’une glycoprotéine de surface virale , qu’on
appel «peptide de fusion» (Epan, 2003).

Ces segment protéique s’inserent obliquement dans la membrane et perturbent le parallélisme
des chaines acyle de phospholipides, qui se réorganiserait autour des peptides de fusion
(Brasseur , 2000) . Apres rapprochement des deux bicouches, la fusion entre les zones
déstabilisées peut s'opérer . les deux membranes mélangent leur composant et fusionnent
(White , 1992).

Par ailleurs , il a été établis que I'efficacité de la fusion dépend de la nature des lipides dans la
zone de contact entre les deux liposomes . En effet , les lipides sont animés d’une diffusion
latérale importante ce qui rend la zone de contacte enrichie en lipides , tels que le cholesterol et
les sphingolipides , ces derniers auront alors tendence a adopter une organisation hexagonale

favorable a la fusion (Shaikh et a/,2003) .

B-3-Application en cryoconservation spermatique:

QUINN et CHOW 1980 (Quinn,et al , 1980) ainsi que GRAHAM et FOOTE 1987 (Graham et
Foote , 1987) sont les premiers qui ont découvert I'effet stabilisant de liposomes dans la lutte
conte le choc thermique au cours du procédé de cryoconservation du sperme . Depuis leur
travaux, plusieurs études de sont succédées, et les liposemes dont actuellement I'objet d’étude

visant a les substituer au JO dans la cryoconservation spermatique .
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3- le conditionnement :

Pour que la semence serrais facilement utilisable et identifiable . elle doit étre fractionner dans

des pastilles ou des paillettes .

4- La congélation :

Se fait en deux étapes , la premiére est le refroidissement préalable a 70° , sur un portoir a
I'interieur d’'une boite de polystyrene dans les vapeurs d1’azote durant 10 minutes les paillettes

sont déposées .la deuxieme est de les mettre dans |'azote liquide a -196°C.

5- Le stockage :

Des visotubes identifiés ou les paillettes sont disposées , sont stockés dans des containers

d’azote .
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Conclusion:

Ce travail de synthese bibliographique montre que la cryoconservation de la semence canine
constitue un outil essentiel en médecine vétérinaire reproductive. Elle permet non seulement la
préservation du patrimoine génétique, mais également une meilleure gestion des
programmes d’élevage, notamment via I'insémination artificielle. La réussite de cette technique

repose sur :
¢ Une bonne qualité initiale du sperme,
e Des techniques rigoureuses de récolte et d’évaluation,
e Etsurtout sur |'utilisation judicieuse de dilueurs et stabilisateurs adaptés.

Malgré ses avancées, la cryoconservation canine reste un domaine en constante évolution, ou
I'optimisation des protocoles et I'innovation (notamment l'utilisation des liposomes) sont des

enjeux majeurs.
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