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RESUME 

Le présent travail a pour objectif de déterminer les éventuels bénéfices et 

mécanismes d’action des liposomes et du plasma de jaune d’œuf naturel en 

substitution aux lipoprotéines de basse densité (LDL) dans la congélation et la 

réfrigération de la semence canine.  

Les dilueurs à base de liposomes (6% et 2%) préservent la motilité et les 

caractéristiques d’intégrité spermatiques (membrane plasmique, acrosome et ADN) 

avec autant d’efficacité que le milieu de référence (6%LDL) dans la congélation (à 

la concentration de 6%) et la réfrigération (à la concentration de 2%) de la semence 

canine. De plus, Ils ne semblent pas interférer avec la fertilité in vivo. 

Le dilueur à base de plasma du jaune d’œuf naturel (40%) préserve également la 

motilité et l’intégrité spermatiques avec autant d’efficacité que le milieu de référence 

(6%LDL) dans la cryoconservation de la semence canine.  

L’allongement du temps d’équilibration jusqu’à 6H améliore significativement 

(p<0,001) l’efficacité des liposomes et du plamsa de jaune d’oeuf par rapport à la 

durée conventionnelle d’une heure et demi. 

Les liposomes et les LDL se comportent différemment vis-à-vis de la membrane 

modèle suggérant deux mécanismes distincts de protection du spermatozoïde. En 

effet, indifféremment du mode de conservation de la semence, (réfrigération et 

congélation), les LDL semblent agir à travers l’incorporation au sein de la membrane 

plasmique alors que les liposomes agiraient probablement sans incorporation. 

Mots cléfs : Semence – Chien – Cryoconservation – Réfrigération – Lipoprotéines 

de basse densité (LDL) – Plamsa de Jaune d’oeuf (PJO) naturel – Liposomes. 

 

 



 

ABSTRACT 

The present work aims to determin the benefits and protective mechanisms of 

liposomes and natural egg yolk plasma in substitution to low density lipoproteins 

(LDL) for dog semen cryopreservation and chilling.  

Extenders composed of (6% et 2%) liposomes preserve the motility and sperm 

integrity characteristics (Plasma membrane, acrosome and DNA) as effectively as 

the reference extender (6%LDL) in freezing (6%) and chilling (2%) dog semen. 

Furthermore, they do not seem to interfere with in vivo fertility.   

The extender composed of (40%) natural egg yolk plasma preserves also both the 

motility and the integrity as effectively as the reference extender (6%LDL) in freezing 

dog semen.  

Extending the time of equilibration up to 6 hrs improved significantly (p<0,001) the 

efficiency of liposomes and egg yolk plasma compared to the conventional time (one 

hour and half).  

Liposomes and LDL behave differently towards the model membrane suggesting 

two different mechanisms of sperm protection. Indeed, regardless the mode of 

preservation (chilling or freezing), LDL seem to act by incorporating into plasma 

membrane while the liposomes protect the sperm cells probably without 

incorporation. 

Key words: Semen – Dog – Cryoconservation – Chilling – Low Density Lipoproteins 

(LDL) – Natural Egg Yolk Plamsa – Liposomes. 

 

 

 

  



 

 ملخص

 

 

تحديد الفوائد المحتملة وكذا آليات عمل مادتي "الجسيمات الشحمية" و "بلازما إن هذا البحث يهدف الى 

تجميد و صفار البيض الطبيعي" بدلا عن مادة "البروتين الدهني منخفض الكثافة" أثناء عملية تبريد

 الكلبيات. نطفة

ذا الحركة وكان محاليل التمديد المكونة من مادة الجسيمات الشحمية تسمح بحفظ خاصية القدرة على 

لحمض ا –الاكروزوم  –خصائص السلامة التكوينية والوظيفية للحيوانات المنوية )الغشاء البلازمي 

النووي( بنفس مستوى فعالية محلول التمديد المكون من البروتين الدهني منخفض الكثافة )الشاهد( 

الجسيمات الشحمية لا تبدي أي (. إضافة الى ذلك فإن %6( او التجميد )%2سواء اثناء عملية التبريد )

 تعارض مع الخصوبة الطبيعية )في الجسم الحي(.

تسمح كذلك بحفظ  %40إن محاليل التمديد المكونة من مادة بلازما صفار البيض الطبيعي بتركيز 

جميع خصائص الحيوانات المنوية سالفة الذكر طوال عملية التجميد وذلك بنفس فعالية محلول التمديد 

 الشاهد.

ساعات يسمح برفع فعالية هاته المواد  6إن تمديد زمن فترة الموازنة خلال عملية التجميد إلى غاية 

الجديدة "الجسيمات الشحمية وبلازما صفار البيض" بقدر معتبر مقارنة مع الزمن التقليدي "ساعة 

 ونصف" لفترة الموازنة.

ن ين الدهني منخفض الكثافة أظهرا سلوكيبالنسبة لآلية العمل فإن مادتي الجسيمات الشحمية والبروت

مختلفين تجاه الغشاء البلازمي للخلية المنوية مما يفيد أنهما يختلفان في كيفية حماية هاته الخلايا. بالفعل، 

فمهما يكن نظام حفظ المني "التبريد أو التجميد" فإن البروتين الدهني ينشط عبر الاندماج ضمن الغشاء 

 عكس الجسيمات الشحمية.البلازمي للخلية على 

بلازما  –البروتين دهني منخفض الكثافة  –التجميد  –التبريد  –الكلب  –: النطفة الكلمات المفتاح

 الجسيمات الشحمية. –صفار البيض الطبيعي 
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INTRODUCTION 

La semence canine conservée par le froid fût utilisée avec succès pour la 

première fois sous forme réfrigérée par HARROP en 1954 [1] et congelée dans les 

travaux de SEAGER en 1969 [2].  

L’emploi du sperme réfrigéré et congelé s’est considérablement répandu 

ces dernières décennies, notamment avec le développement de l’élevage canin à 

l’échelle internationale et la réglementation de l’insémination artificielle dans les 

programmes de reproduction en élevage. Ceci a permis de promouvoir l’élevage 

canin en offrant aux éleveurs des opportunités qui relevaient autrefois du domaine 

de l’impossible, surtout avec les déplacements de géniteurs imposés auparavant 

par les stratégies de croisement. 

La conservation de la semence canine et les techniques de procréation 

assistée s’avèrent donc d’un intérêt indéniable pour la réussite de la reproduction 

et le progrès des programmes d’élevage recrutant des étalons de grande valeur 

génétique et/ou utilitaire tel que les chiens employés pour le secourisme (Protection 

Civile) ou à des fins sécuritaires et de lutte contre la criminalité (Armée et 

Gendarmerie Nationales) en Algérie. 

En plus de l’amélioration de la fertilité dans les programmes d’élevage 

canin, les techniques de procréation assistée trouvent des applications fortement 

utiles et porteuses dans la préservation des races canines autochtones menacées 

tel que le Sloughi du Maghreb vivant en Algérie ainsi que dans la biodiversité et la 

préservation des carnivores sauvages menacés d’extinction vivant dans les parcs 

nationaux et en captivité tel que les grands félin sauvages dans le sud d’Algérie 

(Guépard particulièrement). 

L’étude du sperme canin pourrait aussi contribuer sérieusement à 

l’avancement de la recherche médicale dans des domaines particuliers où le 

chien est utilisé comme meilleur modèle animal à causes des limitations 
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déontologiques. Nous citons pour exemple l’étude des facteurs d’influence sur 

l’infertilité masculine et les pathologies de la prostate chez l’homme [3]. 

Ainsi, la prise en charge de tous les aspects problématiques évoqués ci-

dessus semble être tout à fait possible par la création d’une banque de semence et 

d’un centre de reproduction assistée des carnivores domestiques et sauvages en 

Algérie.  

Cependant, les procédés de conservation de la semence par le froid 

(réfrigération et congélation) ne sont pas sans inconvénients. Ils exposent le sperme 

au choc du froid qui induit des dommages irréversibles et affectent le statut 

structural et fonctionnel des spermatozoïdes compromettant par conséquence la 

fertilité du sperme réfrigéré ou congelé [4].  

Les dilueurs de conservation ont pour rôle de protéger le sperme tout au 

long de ce processus en réduisant la proportion des spermatozoïdes morts et en 

améliorant la qualité des survivants. Leur composition est déterminante pour leur 

efficacité [5]. 

Beaucoup de chercheurs travaillent sur les cryoprotecteurs afin de 

développer le dilueur le plus efficace [6]. Les cryoprotecteurs peuvent être divisés 

en agents prévenant la formation de cristaux de glace i.e. agent cryoprotecteurs 

proprement dits (essentiellement le glycérol chez le chien) et les agents stabilisants 

membranaires [7] i.e. protecteurs membranaires de refroidissement [8] qui sont 

traditionnellement représentés par le Jaune d’œuf (JO) dans la conservation de la 

semence canine [6]. 

L’utilisation du JO fût recommandée pour la première fois par PHILIPS et 

LARDY en 1940 [9] pour la conservation de la semence bovine. Depuis, le JO est 

devenu sujet à une recherche extensive et est devenu rapidement le protecteur par 

excellence du spermatozoïde contre le choc de refroidissement. Quelques 

décennies plus tard, il fût mis en évidence que les propriétés cryoprotectrices du JO 

sont liées aux lipoprotéines de basse densité (LDL pour Low Density Lipoproteins) 

contenues en lui [10 ; 11 ; 12 ; 13]. 
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Cependant, après l’utilisation du JO pendant longtemps, divers 

inconvénients apparurent représentés essentiellement par le risque de 

contamination bactérienne du dilueur [14] et les granules contenus en lui qui 

inhibent la respiration des spermatozoïdes (directement par les lipoprotéines de 

haute densité HDL : pour High Density Lipoproteins) [15] et interfèrent avec la 

technique d’analyse des caractéristiques de mouvement. Pour ces raison le JO 

entier a été remplacé par sa fraction cryoprotectrice (i.e. LDL) qui a prouvé son 

efficacité dans la conservation de la semence bovine [15 ; 16], canine [17 ; 18], 

équine [19], et ovine [20]. 

Divers protocoles d’extraction des LDL ont été publiés [10 ; 21 ; 22 ; 23] 

mais basés sur l’ultracentrifugation à gradient de densité qui est une technique 

assez compliquée. La procédure la plus simple et la plus rapide a été décrite par 

MOUSSA et ses collaborateurs en 2002 [13] permettant d’atteindre un degré de 

pureté de 97% et donnant ainsi un espoir pour des applications industrielles. 

Néanmoins, jusqu’à ce jour, aucune de toutes les techniques analytiques 

rapportées précédemment n’a pu être transposée à l’échelle industrielle en plus de 

l’impossibilité d’appliquer aux LDL natives les traitements physiques de stérilisation 

[24] et de lyophilisation [25 ; 26].    

Ces limitations se sont érigées en obstacle devant l’utilisation des LDL dans 

la production et la commercialisation des dilueurs. Pour toutes ces raisons, il est 

devenu évident de remplacer les LDL. 

Deux molécules s’avèrent intéressantes comme substituts aux LDL car 

capables de contrebalancer leurs inconvénients mentionnés supra et méritent de ce 

fait d’être explorées. Il s’agit du plasma de jaune d’œuf (PJO) et des liposomes 

(LIPO). 

Le plasma du jaune d’œuf (PJO) est la fraction soluble obtenue facilement 

par simple dilution et centrifugation du JO entier en granules (sédiment : 19-23% du 

JO) et en plamsa (culot : 77-81 du JO) [25 ; 26]. Il est composé de LDL (15%) et de 

glycoprotéines globulaires (85%) (essentiellement α,β and γ-livetines) qui peuvent 

être éliminées par précipitation au sulfates d’ammonium dans l’extraction des LDL 

pures [13 ; 27]. 
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Ce procédé de fractionnement é été évoqué pour la première fois par 

BURLEY and COOK en 1961 [28] puis décrit en détail par MACBEE and 

COTTERILL en 1979 [29]. Différemment aux LDL, ce procédé a été appliqué 

industriellement (Brevet Européen n° 0 430 757 A1) et le plasma a pu être gamma 

ionisé [30]. 

Des études récentes ont montré que le PJO naturel peut être une alternative 

viable au JO entier dans la cryoconservation de la semence équine [30] et canine 

[31], mais le plasma n’a jamais été exploré en substitution aux LDL dans la 

congélation de la semence canine.   

Les liposomes (LIPO) sont des vésicules artificielles composées d’une ou 

de plusieurs bicouches lipidiques concentriques, ayant la capacité d’encapsuler des 

molécules [32]. Ils sont formés de phospholipides (PL), i.e. le principe actif des LDL 

dans leur action protectrice et stabilisatrice de la membrane du spermatozoïde [33]. 

Différemment des LDL, les LIPO peuvent être produits industriellement et 

incorporés dans des dilueurs clairs, semi-synthétiques, chimiquement définis, 

facilement stérilisables et prêts à l’usage [32]. 

Les liposomes peuvent être produits par simple sonication (traitement aux 

utrasons) ou à travers un procédé d’extrusion (passage forcé à travers un filtre 

poreux) [32]. Les liposomes soniqués sont composés de petites vésicules (30nm of 

diameter) qui sont moins efficaces en cryoconservation de la semence que les 

grandes vésicules (100–400nm) des liposomes extrudés [34].  

Les liposomes soniqués ont été largement explorés [12 ; 7 ; 14] et ont 

permis d’apporter beaucoup d’éclaircissements aux propriétés cryoprotectrices des 

lipides exogènes, même si les résultats ne sont pas directement transposables sur 

les liposomes extrudés. 

Récemment, les LIPO se sont avérés être une bonne alternative au JO 

entier ou aux LDL dans la conservation du sperme de l’homme [35], de l’étalon [36] 

du taureau [37] et du buffle [38]. Il serait intéressant d’explorer leur effet 

cryoprotecteur et leur mécanisme d’action dans la congélation et la réfrigération de 

la semence canine. 
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L’objectif du présent travail est de déterminer les éventuels bénéfices et 

mécanismes d’action des liposomes et du plasma de jaune d’œuf naturel en 

substitution aux LDL dans la congélation et la réfrigération de la semence canine.  

La présente thèse sera divisée en 2 parties (biblio graphique et 

expérimentale) dont chacune se scinde en plusieurs chapitres numérotés de façon 

continue de la première à la deuxième partie. 

La première partie (bibliographique) comprendra quatre chapitres : 

Chapitre 1 : Récole de la semence canine et insémination artificielle. Ce 

premier chapire passera en revue la technique de prélevement du sperme canin, 

les techniques de suivi du cycle ainsi que les techniques d’insémination chez la 

chienne. 

Chapitre 2 : Analyse du sperme canin. Ce chapitre sera consacré essentiellement 

à faire un état des lieux sur les techniques d’analyse de la semence canine.  

Chapitre 3 : Conservation du sperme canin. Ce chapitre visera à faire un état 

des lieux sur la cryoconservation et la réfrigération de la semence canine 

Chapitre 4 : Etude des stabilisants membranaires. Ce chapitre portera sur 

l’étude des stabilisants membranaires dans les différents dilueurs de conservation 

de la semence canine (LDL, PJO, Liposomes). 

La deuxième partie sera expérimentale, et comprendra trois chapitres : 

Chapitre 5 : Intérêt des liposomes dans la réfrigération de la semence canine 

Chapitre 6 : Intérêt des liposomes dans la congélation de la semence canine 

Chapitre 7 : Effets du temps d’équilibration sur la qualité spermatique et 

interactions avec les cryoprotecteurs (LDL, LIPO, EYP). 

Tous les résultats précédents seront repris dans un chapitre indépendant 

« DISCUSSION GENERALE » qui sera suivie du dernier chapitre de la thèse 

« CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ». 
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CHAPITRE 1 

RECOLTE DE LA SEMENCE CANINE ET INSEMINATION ARTIFICIELLE 

1.1. Introduction 

Le sperme canin est un liquide biologique constitué essentiellement de gamètes 

mâles (spermatozoïdes) et d’une fraction liquide issue des secrétions des glandes 

accessoires de l’appareil génital du chien.  

La formation du sperme s’effectue d’abord par la genèse des spermatozoïdes 

(spermatogenèse) qui passeront ensuite par plusieurs phases de maturation.  

La spermatogenèse a lieu dans les testicules depuis la puberté jusqu’à la fin de vie 

de l’animal, par vagues régulières. La durée complète d’un cycle est de 54 jours 

chez le chien [39].  

Dès la vie fœtale, les spermatogonies issues des cellules souches (gonocytes) 

constituent le pool de cellules germinales. A partir de la puberté, ces dernières vont 

subir plusieurs mitoses pour donner les spermatogonies (phase de prolifération). La 

division des spermatogonies B va aboutir à la formation d’un nombre important de 

spermatocytes qui vont subir une méiose et ainsi donner des spermatides (Phase 

de méiose). Les spermatides vont évoluer en spermatozoïdes à l’issue de plusieurs 

remaniements structurels tels que la réorganisation du noyau, le développement de 

l’acrosome et l’assemblage des structures de la queue (Phase de différentiation).  

La spermatogenèse se termine par la phase de spermiation qui correspond à la 

libération des spermatozoïdes dans le tube séminifère. A l’issue de cette étape, les 

spermatozoïdes sont encore immatures et immobiles, et c’est dans l’épididyme 

qu’ils vont acquérir l’activité vibratile. Ainsi les spermatozoïdes stockés dans la 

queue de l’épididyme ont leur pouvoir fécondant. Cependant la maturation complète 

et la capacitation auront lieu dans les voies génitales femelles.  
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En plus des spermatozoïdes, le sperme se compose des sécrétions des glandes 

accessoires dont le rôle est primordial pour la survie des gamètes mâles dans les 

voies génitales femelles. 

Particulièrement chez le chien, il n’existe pas de glandes séminales, ni de glandes 

bulbo-urétrales, les seules glandes accessoires rencontrées chez cet animal sont 

la prostate et les glandes de Littré.  

La glande prostatique est la plus importante, elle est bien développée, et sa 

secrétion (liquide prostatique) constitue donc plus des trois quart du volume de 

l’éjaculat. De part sa composition, le liquide prostatique assure la nutrition des 

spermatozoïdes (richesse en fructose), participe à leur maturation et leur protection 

contre l’acidité et la flore bactérienne du vagin ainsi que la réaction inflammatoire 

de l’appareil génital femelle [40 ; 41]. 

Les glandes de Littré, situées dans l’epithélium de la partie pelvienne de l’urètre, 

synthétisent le liquide pré-spermatique, appelé encore fraction urétrale, en 

association avec la muqueuse de l’urètre. Cependant, ENGLAND et ses 

collaborateurs [42] ont attribué cette fraction à la glande prostatique. 

Lors de l’éjaculation, les canaux déférents et la prostate vont subir une série de 

contractions entrainant une progression des liquides sous pression au sein de 

l’urètre. Ce dernier se contracte alors à son tour jusqu’à l’émission du sperme.  

Chronologiquement parlant, l’émission de la semence se divise en trois fractions. 

La première appelée fraction urétrale (pré-spermatique) de couleur transparente et 

d’un volume de 0,5 à 2ml en fonction de la taille des animaux, suivie par la seconde 

fraction dite epidydimaire (spermatique) très riche en spermatozoïdes de couleur 

blanc laiteuse et d’un volume de 0,5 à 3,5 ml, puis enfin la troisième fraction (fraction 

prostatique ou post-spermatique) qui est aqueuse, de couleur jaunâtre légèrement 

transparente et d’un volume de 3 à 30 ml. Cette dernière grâce à son grand volume, 

elle va permettre d’augmenter la pression dans le vagin de la chienne et ainsi 

favoriser la migration rapide des spermatozoïdes vers l’utérus [43]. 
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1.2. Récolte du sperme canin 

Habituellement, la semence canine est récoltée par stimulation digitale. Il s’agit 

d’une technique ancienne utilisée par l’abbé SPALLANZANI en 1787 pour réaliser 

ses essais d’insémination artificielle chez le chien [44]. Cette technique est restée 

la plus utilisée et a été décrite par plusieurs auteurs [45 ; 46]. 

La récolte manuelle se pratique préférentiellement en présence d’une chienne en 

chaleur tenue par un assistant qui présente son postérieur au chien qui est tenu par 

un autre aide (ou son propriétaire). L’opérateur se fait aider par un troisième 

assistant pour le changement des tubes de prélèvement et leur mise en bain-marie 

au fur et à mesure du déroulement de la récolte. 

Le matériel de la récolte (Voir illustrations en Annexe 02) est gardé à 37°C jusqu’à 

son utilisation pour éviter le choc thermique nocif pour aux spermatozoïdes.  

L’opérateur commence à masser les bulbes érectiles de façon assez vigoureuse 

jusqu’à obtenir un début d’érection, puis repousse le fourreau en arrière des bulbes 

en introduisant le gland du pénis dans le cône de prélèvement avec le premier tube 

attaché à son extrémité. De manière concomitante, le chien présente des 

mouvements d’avant en arrière du bassin. L’opérateur doit alors maintenir une 

pression en arrière des bulbes afin d’entretenir l’éjaculation (cela reproduit la 

coaptation vaginale) et de l’autre main, placer sur la verge le cône fixé sur un tube 

à essai (Voir illustrations en Annexe 02). A ce stade, la phase urétrale est émise par 

jets (Voir illustrations en Annexe 02). 

Le chien arrête ses mouvements de va et vient et lève un membre postérieur. Dès 

que l’opérateur aperçoit le changement de couleur du liquide à travers le cône, le 

tube à essai est changé, pour récupérer la fraction spermatique (Voir illustrations 

en Annexe 02) qui est alors émise pendant environ une minute. 

Dès que la semence commence à être transparente, le tube à essai est récupéré et 

remplacé par un autre pour ainsi recueillir la phase prostatique (Voir illustrations en 

Annexe 02).  
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Dans les centres d’insémination artificielle, la semence est rapidement examinée 

(cf chapitre 2) après récolte pour être inséminée immédiatement (semence fraiche) 

ou après conservation par réfrigération ou par congélation (cf chapitre 3). 

Outre la qualité de la semence en soi, le succès de l’insémination artificielle dépend 

de la fécondabilité de la chienne au moment de l’insémination. Le suivi du cycle 

œstral est le facteur le plus souvent incriminé dans les échecs d’insémination [47]. 

1.3. Suivi du cycle œstral chez la chienne  

Il existe plusieurs méthodes pour le suivi du cycle chez la chienne. Des méthodes 

dites subjectives et d’autres objectives assurant un suivi médicalisé du cycle.  

Les méthodes subjectives comme le nombre de jours après le début des chaleurs, 

l’acceptation du mâle par la femelle, l’aspect des écoulements vulvaires s’avèrent 

être de mauvais critères d’orientation à la recherche du moment optimal 

d’accouplement et conduiront inévitablement à un échec d’insémination artificielle.  

Deux techniques sont couramment utilisées de façon complémentaire pour 

déterminer le meilleur moment de l’insémination artificielle de la chienne. Il s’agit du 

frottis vaginal et du dosage de la progestérone. 

1.3.1. Frottis vaginaux 

Le frottis vaginal est une technique qui permet de prélever des cellules à la surface 

de l’épithélium vaginal (par écouvillonnage), les étaler sur une lame de verre, les 

fixer et les colorer (différentes colorations) en vue de les observer au microscope. 

Un examen au faible grossissement renseigne sur les caractères généraux du frottis 

(richesse en cellules, regroupement en amas, fond du frottis) et le fort 

grossissement permet d’identifier les types de cellules et apprécier celles qui sont 

kératinisées. 

Ainsi, l’interprétation des lames de frottis se fait par typage des cellules de 

l’épithélium vaginal et surtout par appréciation du phénomène de kératinisation de 

ces cellules consécutive à leur imprégnation œstrogénique pendant le pro-œstrus. 
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Le frottis vaginal est moins précis que la progestéronémie dans le diagnostic de 

l’ovulation, cependant, s’il est utilisé conjointement, il sert d’un moyen d’orientation 

pour le commencement des dosages de la progestérone afin d’éviter l’impact 

financier des mesures de cette hormone répétées précocement avec des valeurs 

en dessous du niveau basal [48].  

1.3.2. Dosage de la progestérone 

Le dosage quantitatif de la progestérone est facilement réalisable par envoi rapide 

à un laboratoire vétérinaire ou dans les laboratoires d’analyses médicales humaines 

car le principe est le même. Cependant, les valeurs obtenues peuvent varier selon 

la technique utilisée, d’où l’intérêt de toujours employer la même technique pour des 

comparaisons valides. 

Le dosage de la progestérone est actuellement la méthode la plus précise pour 

détecter le moment d’insémination.  

Au moment du pic de LH, on enregistre une légère augmentation de la progestérone 

au dessus du niveau de base grâce au phénomène de lutéinisation pré-ovulatoire 

des follicules.  

Au moment de l’ovulation, la progestérone atteint 5 à 10 ng/ml selon les 

laboratoires. La période féconde se situe environ 2 jours après que la progestérone 

dait épassé les 15ng/ml. Dans les centres de reproduction canine, la semence 

fraîche est inséminée à partir de 8ng/ml et la semence congelée deux jours après 

la valeur de 10ng/ml [47].  

1.3.3. Echographie ovarienne  

L’échographie ovarienne est un moyen très précis de suivi de l’ovulation. Les 

images échographiques des follicules à la surface de l’ovaire, leurs tailles et 

l’appréciation de leurs parois fournissent des informations très utiles. 

L’échographie ovarienne est très intéressante pour détecter avec précision 

d’ovulation lors d’insémination en semence congelée [48]. 
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L’échographie ovarienne nécessite l’utilisation d’échographes perfectionnés (avec 

des sondes de 7,5 à 12 MHz). Elle demande une technicité importante de la part de 

l’échographiste et surtout, n’est réalisable que sous la forme d’un suivi 

échographique et d’examens rapprochés. Le jour de l’ovulation peut ainsi être 

déterminé de manière précise mais nécessite un suivi journalier par échographie. 

En effet l’aspect d’un follicule pré-ovulatoire est très proche d’un corps jaune en 

début d’évolution, d’où la nécessité d’échographier tous les jours [49]. 

Au début des chaleurs apparaissent de petits follicules de 2 à 3 mm à paroi fine. En 

période pré-ovulatoire, les follicules deviennent augmentent de taille et la paroi 

s’épaissit jusqu’à atteindre 2 mm sur un follicule préovulatoire de 7 mm de diamètre 

en myenne. Ceci donne une image à l’échographie appelée en « nid d’abeille » par 

rapport à la ressemblance avec les alvéoles fabriquées dans la ruche [48]. 

Lorsque l’ovulation a eu lieu on remarque la disparition de certaines cavités 

folliculaires et parfois la présence de liquide en péri-ovarien entre l’ovaire et la 

bourse ovarique [49].  

1.4. Techniques d’insémination artificielle chez la chienne 

Après détermination du moment de l’insémination artificielle, cette dernière sera 

effectuée pour déposer la semence fraîche ou réfrigérée dans le vagin et la 

semence congelé-décongelée dans l’utérus de la chienne. Ainsi, l’insémination peut 

se faire en intra-vaginal ou en intra-utérin. 

1.4.1. L’insémination artificielle intra vaginale  

La semence est récoltée comme décrit précédemment (cf § 1.4.) et les trois phases 

de l’éjaculat examinés (cf chapitre 2) puis remplies séparément dans des seringues 

à deux pièces (la pièce intermédiaire en caoutchouc noir est spermicide) et 

maintenues à 37°C. 

Le train postérieur de la chienne est relevé par un assistant et l’opérateur lubrifie la 

sonde d’insémination et l’introduit jusqu’au fond du vagin en respectant la 

topographie particulière du vagin de la chienne. La sonde est orientée 

diagonalement afin d’éviter la fosse clitoridienne et le méat urinaire situés sur le 



23 
 

plancher, puis redréssée vers une position horizontale une fois le tiers postérieur du 

vagin dépassé.  Un deuxième assistant s’occupe de fixer les seringues dans l’orifice 

de la sonde en respectant l’ordre des trois phases de l’éjaculat. A la fin de ces 

phases, un volume d’air est injecté dans la sonde pour la vider du volume résiduel 

de semence avant de la retirer. 

Pour empêcher la semence de refluer, la chienne doit rester dans sa position (le 

postérieur relevé) pendant une période de 10 min en effectuant un massage 

clitoridien qui stimule une motricité du tractus génital afin de favoriser la remontée 

des spermatozoïdes. Dans le cas où une sonde de type OSIRIS est utilisée, il est 

unitile de relever les postérieurs de la chienne, car cette sonde est minie d’un 

bolonnet qui empêche le reflux de la semence vers l’extérieur.  

1.4.2. L’insémination artificielle intra-utérine 

L’insémination intra utérine est la technique de choix lors d’insémination en 

semence congelée. Elle l’est aussi lors d’utilisation de semence réfrigérée ou fraiche 

de mauvaise qualité (vieux chien, antécédents de pathologie de l’appareil 

reproducteur…) ou d’une affection du vagin.  

Le dépôt de la semence congelée-décongelée en milieu utérin peut se faire par le 

biais de plusieurs méthodes. Une technique chirurgicale par laparotomie [50], une 

cathéterisation aveugle du col au moyen d’une sonde scandinave [51 ; 52 ; 53 ; 54] 

et plus récemment la cathéterisation cervicale sous vidéo-endoscopie qui sera 

brièvement décrite ci-après et illustrée par l’annexe 03. 

Dans la technique chirurgicale, le sperme est directement injecté dans les deux 

cornes utérines par laparotomie ou par coelioscopie. Le caractère « invasif » de 

l’acte peut constituer un frein éthique ou une crainte pour le propriétaire notamment 

que c’est un acte chirurgical qui se fait sous anesthésie générale avec tous les 

risques que cette dernière peut engendrer. 

La technique scandinave présente aussi des conraintes telles que la difficulté de 

pouvoir tenir le col par palpation transabdominale chez les chiennes de grande taille 

ou obèses et la difficulté d’opérer sans brusquerie afin d’éviter la contraction reflexe 

de la paroi abdominale d’où la necessité de recourir à une tranquilisation.  
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La technique endoscopique, a été mise au point par FOUGNER et ses 

collaborateurs en 1973 [55] pour l’insémination des renardes d’élevage de fourrure 

puis transposée à la chienne par WILSON en 1993 [56]. Cette technique implique 

l’utilisation de sondes flexibles avec un endoscope (télescope) rigide pour accéder 

au col à travers le vagin et cathétériser le canal cervical. Elle a été développée 

particulièrement pour permettre la visualisation de la lumière vaginale entière, et la 

portion vaginale du col (orifice externe).  

Matériel : (Voir illustration en Annexe 03) 

Pour cette technique, on utilise un long cysto-urethroscope qui comprend un 

télescope (diamètre de 3.5 mm, vision oblique avec angle de 308°, 22 Fr), une 

chemise de protection (adaptateurs et obturateur) et une pièce intermédiaire (10 Fr) 

permettant de relier les deux. Ce télescope sera relié par un câble à une source de 

lumière froide et son optique à une unité de contrôle vidéo qui affichera l’image sur 

un moniteur.  

La longueur pratique du télescope est de 29 cm et son angle de vision de 308° pour 

permettre la visualisation du col qui est orienté dorsalement. Une sonde souple en 

polypropylène est faite passer par le canal opérateur du télescope pour être 

introduite dans l’ouverture du col (ostium) [57].  

Technique : (Voir illustration en Annexe 03) 

L’endoscope est introduit à travers la vulve et le long de la commissure dorsale à 

l’intérieur du vestibule puis du vagin. Afin d’éviter la fosse clitoridienne et l’orifice 

urétral, l’opérateur doit diriger l’extrémité de l’endoscope dorsalement.   

L’instrument est avancé entre les plis vaginaux en suivant la direction de la lumière 

du vagin jusqu’à l’apparition du faux vagin (paracervix). A ce niveau, le tubercule 

caudal du pli médian dorsal apparait comme un repère important qui facilite le 

passage dans la partie craniale du vagin. La portion vaginale du col apparait alors 

comme un tubercule distinct sous forme d’une rosette à cause des plis muqueux 

convergeant vers l’ouverture (ostium) du col. Ce dernier est parfois identifié grâce 

aux secrétions séro-sanguinolentes s’écoulant du canal cervical [58].     
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L’ouverture du col peut être difficile à visualiser car il tend à s’orienter ventralement 

ou latéralement sur le tubercule cervical. Le télescope et le cathéter peuvent être 

utilisés pour manipuler le col plus ou moins mobile dans la position qui permet de 

mieux visualiser on ouverture. Si des écoulements abondants d’œstrus empêchent 

la visualisation du vagin cranial, une aspiration de ce liquide à travers le cathéter 

ainsi qu’une insufflation d’air peuvent éventuellement améliorer la visibilité. 

L’extrémité du cathéter en polypropylène est avancée dans l’ouverture du col par 

manipulation simultanée de l’endoscope et du cathéter. La rigidité de l’endoscope 

facilite la manipulation du tubercule cervical pour accéder à l’ouverture du col et 

commencer l’insertion du cathéter. Après insertion du bout du cathéter, l’extrémité 

de l’endoscope doit être baissée suffisamment pour aligner le cathéter et le mettre 

dans l’axe du canal cervical. Une fois cette position obtenue, le cathéter peut être 

avancé à travers le col avec des mouvements de rotation. Pour une insémination 

intra-utérine, le cathéter est avancé au plus loin possible sans buter sur un obstacle 

[57]. 

La lumière utérine d’une chienne de taille moyenne en chaleur peut accommoder 

approximativement 2 ml de semence. Cette dernière va se répartir sur les deux 

cornes même si elle a été inséminée dans une seule. Après injection de la semence, 

un petit volume d’air (1 à 2 ml) est utilisé pour chasser le reste de la semence du 

cathéter vers l’utérus [58].  
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CHAPITRE 2 

ANALYSE DU SPERME CANIN 

2.1. Introduction 

L’examen de la semence canine doit être réalisé systématiquement avant chaque 

utilisation de celle-ci (i.e. insémination artificielle, réfrigération ou congélation) afin 

d’évaluer le potentiel de fertilité de cette semence. Cet examen doit se faire à 37 °C 

pour éviter aux spermatozoïdes le choc thermique. 

2.2. Analyse conventionnelle de la semence 

2.2.1. Spermogramme 

2.2.1.1. Examen macroscopique 

Le spermogramme commence par l’appréciation des caractéristiques 

macroscopiques de la semence telles que le volume, la couleur et le pH.  

Le volume de la fraction riche en spermatozoïdes varie entre 0,5 et 2 millilitres. 

L’absence totale de sperme (i.e. aspermie) ou la diminution de son volume (i.e. 

oligospermie) sont concidérées comme des anomalies [59].  

Toute modification de la couleur du sperme traduirait la présence d’un ou plusieurs 

éléments pouvant altérer les spermatozoïdes. La présence de sang (hémospermie) 

par exemple est néfaste sur la qualité du sperme après congélation-décongélation 

car la lyse des globules rouges entraîne la libération d’hémoglobine qui altère les 

spermatozoïdes [59]. La présence de pus (pyospermie) et de l’urine (urospermie) 

affectent aussi la fertilité. 

En temps normal, le pH est compris entre 6,4 et 6,8. Toute augmentation de ce 

paramètre doit faire penser à une infection sous-jacente. La mesure du pH 

permetrait d’écarter ou d’incriminer toute affection de la prostate en cas 

d’asthénozoospermie (i.e. spermatozoïdes très peu mobiles) [60].  
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2.2.1.2. Examen microscopique 

Cet examen doit se faire immédiatement après la récolte du sperme pour éviter 

toute dégradation de la qualité spermatique. Il se fait au microscope en déposant 

une goutte de la fraction spermatique de l’éjaculat sur une lame pour la mobilité 

massale et entre lame et lamell pour la mobilité individuelle. Afin de minimiser les 

risques de choc thermique pour les spermatozoïdes, cette observation au 

microscope doit être réalisée avec une platine chauffante.  

2.2.1.1. Mobilité massale 

La mobilité massale s’observe avec un faible grossissement (x100) toujours sur une 

platine chauffante. Elle permet d’apprécier les mouvements par vagues, les 

mouvements de réunion et de dispersion des spermatozoïdes. Une note de zéro à 

cinq est alors attribuée selon l’échelle de MILOVANOV [61] (voir tableau 2.1).  

Cette méthode est subjective, d’où l’intérêt d’avoir toujours le même opérateur 

expérimenté. Un sperme de bonne qualité a habituellement une mobilité massale 

d’au moins quatre sur cinq. 

Tableau 2.1.  Notes d'appréciation subjective de la mobilité massale selon 

l'échelle de MILOVANOV [61] 

0 Absence de mouvement  

1 Absence de mouvement d’ensemble mais faible mobilité des 

spermatozoïdes 

2 Ebauches de mouvements d’ensemble circulaires 

3 Mouvements d’ensemble : cercles centrés sur eux-mêmes 

4 Mouvements d’ensemble : vagues rondes en mouvement 

5 Mouvements d’ensemble intensifiés avec déplacements fléchants 

 

2.2.1.2. Mobilité individuelle 

La mobilité individuelle est observée au grossissement (x400). Elle permet 

d’apprécier subjectivement le pourcentage de spermatozoïdes fléchants (ayant des 
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déplacements rapides en lignes droites). Un sperme de bonne qualité possède plus 

de 70% de spermatozoïdes fléchant [62].   

2.2.1.3. Concentration des spermatozoïdes  

Le comptage des spermatozoïdes est réalisée classiquement par la technique 

microscopique en utilisant une cellule hématimétrique après dilution de la semence 

généralement au centième dans une solution hypertonique de chlorure de sodium 

à 3% afin d’immobiliser les spermatozoïdes. Les cellules sont comptées dans les 

quadrillages de l’hématimètre, ensuite une formule permettra de calculer la 

concentration [63]. 

Dans les centres d’insémination artificielle et les banques de semence canine, la 

technique microscopique s’avère trop lente et donc incompatible avec la cadence 

du travail. La concentration est plutôt mesurée par des spectrophotomètres de 

commerce calibrés spécialement pour la semence canine et capable de donner un 

résultat en quelques secondes [64].  

2.3. Analyse non conventionnelle de la semence 

Les techniques conventionnelles d’analyse de la semence basées sur l’appréciation 

macroscopique et microscopique de la mobilité, la morphologie des spermatozoïdes 

ont l’inconvénient de la subjectivité et celui de la lenteur. Actuellement, la référence 

en matière d’analyse de laboratoire de la semence est représentée par l’analyse 

des caractéristiques de mouvement spermatique assistée par ordinateur [65] 

combinée aux différents tests d’intégrité fonctionnelle et structurale utilisant les 

sondes fluorescentes (i.e.fluorochromes) et la microscopie à épi fluorescence [65].    

2.3.1. Analyse informatique des caractéristiques de mouvement. 

Autrefois, la microscopie photonique était utilisée de routine pour évaluer la 

concentration, la mobilité et la morphologie. Le problème de base était la subjectivité 

et la variabilité dues essentiellement à l’expérience de l’opérateur et la qualité du 

microscope. A cela, s’ajoute aussi le nombre limité de spermatozoïdes analysés et 

le temps nécessaire à la réalisation de ces analyses. Toutes ces limitations ont 

favorisé le développement de techniques d’analyse assistées par ordinateur (CASA 

pour Computer Aided Sperm Analysis). 
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En effet, le premier système CASA chez le chien a été mis au point par GUNZEL-

APEL et ses collaborateurs en 1993 [66] et STACHECKI et ses collaborateurs en 

1993 [67]. Depuis, plusieurs systèmes ont été développés et tous validés chez le 

chien dont essentiellement le Hamilton-Thorne [68 ; 69], le Sperm Vision [70] et 

dernièrement le Sperm Class Analyzer [71].  

Ces systèmes assistés par ordinateur consistent généralement en un microscope à 

contraste de phase équipé d’une caméra, d’une platine chauffante, un numériseur 

d’image et un ordinateur pour analyser et stocker les données. Ce sont des 

analyseurs de mouvements spermatiques qui reconstruisent les trajectoires d’après 

les positions de la tête du spermatozoïde sur des captures d’images successives et 

calculent simultanément plusieurs paramètres de motilité.       

Le système CASA offre une analyse précise, rapide et simultanée de plusieurs 

paramètres de mobilité qui sont détaillés ci-après [72] et schématisés par la figure 

2.1.      

 

 

Figure 2.1. Terminologie standard des variables mesurées par le système CASA 

[72] 

 Le pourcentage total de spermatozoïdes mobiles (MOT pour Motility, %).  
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 Le pourcentage de spermatozoïdes progressifs (PMOT pour Progressive 

Motility, %) qui se déplacent rapidement et avec une trajectoire relativement 

rectiligne. Ces spermatozoïdes se caractérisent par une VAP > 50 μm/s 

(vitesse le long de la trajectoire moyenne des spermatozoïdes) et une STR 

> 70 % (rectitude de la trajectoire des spermatozoïdes).  

 La vitesse le long de la trajectoire moyenne des spermatozoïdes (VAP pour 

Average Path Velocity, μm/s). Elle est calculée en lissant la trajectoire 

curvilinéaire réelle des spermatozoïdes selon des algorithmes propres aux 

analyseurs. Les algorithmes peuvent être différents selon les analyseurs, les 

valeurs ne sont donc pas comparables entre les différents systèmes.  

 La vitesse de progression linéaire des spermatozoïdes (VSL pour Straight 

Line Velocity, μm/s). Elle correspond à la vitesse des spermatozoïdes en 

ligne droite (la distance entre la première et la dernière position détectée).  

 La vitesse curvilinéaire des spermatozoïdes (VCL pour Curvilinear Velocity, 

μm/s). Elle correspond à la vitesse des spermatozoïdes selon leur trajectoire 

curvilinéaire réelle telle que reconstruite point par point par le système. Ce 

paramètre renseigne sur la vigueur des spermatozoïdes.  

 L’amplitude de déplacement latéral de la tête des spermatozoïdes (ALH pour 

Amplitude of Lateral Head displacement, μm). Elle correspond à l’amplitude 

des déplacements latéraux des têtes de spermatozoïdes par rapport à leur 

trajectoire moyenne. Ce paramètre est calculé grâce aux algorithmes 

variables selon les analyseurs, les valeurs ne sont donc pas comparables 

entre différents systèmes.   

 La fréquence de croisement des trajectoires moyennes et curvilinéaires des 

spermatozoïdes (BCF pour Beat Cross Frequency, Hz). Elle correspond à la 

fréquence à laquelle les trajectoires moyennes et curvilinéaires se croisent. 

Elle reflète artificiellement la fréquence de battements flagellaires. 

 La rectitude de la trajectoire des spermatozoïdes (STR pour straightness, %). 

Elle correspond à la linéarité de la trajectoire moyenne. La STR est obtenue 

par le rapport VSL/VAP. 

 La linéarité de la trajectoire des spermatozoïdes (LIN, %). Elle correspond à 

la linéarité de la trajectoire curvilinéaire et est btenue par le rapport VSL/VCL.   
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Depuis la validation chez le chien du système Hamilton Thorne (HT), il n’y a eu que 

deux études de faites sur du sperme frais provenant de chiens fertiles dont les 

résultats peuvent servir de valeurs de référence chez le chien [68 ; 69].  

RIJSSELAERE et ses collaborateurs (2003) [69] ont prélevés 45 chiens de 16 races 

différentes et ont utilisé le système HT- CEROS. IGUER-OUADA et VERSTEGEN 

(2001) [68] ont par contre prélevé 42 chiens de race Beagle en utilisant le système 

HT-IVOS.  Nous avons rapporté les données de ces derniers auteurs (Tableau 2.2.) 

car ils avaient utilisé le même programme (IVOS) et la même race canine (Beagle) 

que dans nos travaux expérimentaux notamment qu’il a été montré que la qualité 

du sperme canin évaluée par CASA varie avec la race et l’âge [73]. 

 

Tableau 2.2. Valeurs moyennes et extrêmes des paramètres étudiés sur la 

semence canine fraîche dans un lot de 42 chiens de race Beagle [68] 

 Moyenne Minimum Maximum 

Concentration (106spz/mL) 393 332,5 658 

Mobilité (%) 89 73 99 

Mobilité progressive (%) 61 43 75 

VAP (µm.s-1) 107 81 146 

VSL (µm.s-1) 88 64 121 

VCL (µm.s-1) 163 103 235 

ALH (µm) 7 4 11 

BCF (Hʓ) 25 17 34 

Linéarité (%) 55 37 70 

 

L’analyseur d’image (systèmes CASA) a été utilisé avec succès et beaucoup 

d’objectivité dans l’étude comparative de l’efficacité des différents dilueurs de la 

semence canine et aussi dans l’amélioration des protocoles de cryoconservation et 

de réfrigération chez le chien [70 ; 74 ; 75 ; 76 ; 17 ; 18 ; 65 ; 77]. 

. 

2.3.2. Evaluation des caractéristiques d’intégrité spermatique par marquage 

fluorescent. 

Pendant les dernières décennies, plusieurs sondes fluorescentes (fluorochromes) 

ont été utilisées dans l’analyse de la semence canine. Ces fluorochromes sont 
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destinés à se fixer sur des cibles cytologiques différentes pour renseigner sur l’état 

d’intégrité des diverses parties du spermatozoïde (i.e. membrane plasmique, 

acrosome, chromatine) et par conséquent son statut fonctionnel [73]. 

Contrairement aux méthodes conventionnelles, ces colorations à fluorescence ont 

l’avantage d’évaluer la fonctionnalité spermatique dans l’échantillon sans interférer 

avec les globules gras ou d’autres substances non colorées [78] et ont également 

l’avantage d’une distinction nette entre les différentes populations de 

spermatozoïdes lors de l’interprétation [79].   

2.3.2.1. Intégrité de la membrane plasmique du spermatozoïde 

Avant d’aborder les tests de coloration à fluorescence qui explorent l’intégrité 

structurale de la membrane (i.e. viabilité), il est utile de parler d’un test très simple 

réalisable par microscopie photonique pour explorer l’intégrité membranaire 

fonctionnelle (flagellaire).   

2.3.2.1.1. Intégrité fonctionnelle (flagellaire) de la membrane plasmique (HOSt) 

L’intégrité membranaire fonctionnelle (flagellaire) du spermatozoïde est évaluée par 

le test hypo-osmotique (HOSt :Hypo-osmotic swelling test) selon la technique mise 

en oeuvre sur semence humaine par JEYENDRAN et ses collaborateurs en 1984 

[80] puis validée sur la semence canine par ENGLAND et PLUMMER en 1993 [81].  

Ce test est basé sur le principe du phénomène d’osmose à travers une membrane 

intacte. En effet, les spermatozoïdes incubés dans une solution hypo osmotique 

verront l’eau se déplacer vers le milieu intracellulaire par simple osmose 

augmentant ainsi le volume du cytoplasme. Dans les conditions hypo-osmotiques, 

le flagelle dont les fibres sont en temps normal entourées intimement par la 

membrane plasmique, donnera lieu à une flexion et une ondulation observable au 

microscope à contraste de phases [82]. 

Un spermatozoïde qui réagit au test possède une membrane intacte et fonctionnelle 

et celui qui n’y réagit pas une membrane détériorée (non fonctionnelle) et est 

considéré comme un spermatozoïde mort [81]. 
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2.3.2.1.2. Intégrité structurale de la membrane plasmique (Viabilité) 

L’intégrité de la membrane plasmique est une condition siné qanun pour la vitalité 

et la fonctionnalité du spermatozoïde. Elle est l’interface entre ce dernier et son 

environnement, et est de ce fait le premier site de lésions ou de dysfonctionnements 

occasionnés par la cryoconservation [83 ; 84].  L’integrité membranaire du 

spermatozoïde canin peut être évaluée par la combinaison de plusieurs sondes 

fluorescentes (fluorophores) incluant éssentiellement le SYBR14 couplé à l’iodure 

de propidium (IP) [79 ; 85 ; 86]. 

EN 1995, GARNER et JOHNSON de l’université de Nevada (USA) ont été les 

premiers à mettre en évidence l’intérêt du colorant « SYBR 14 » combiné à l’iodure 

de propidum « IP », (i.e. colorant conventionnel des cellules mortes) dans 

l’évaluation de l’intégrité membranaire du spermatozoïde [87]. Depuis, cette 

combinaison de colorants (SYBR14/IP) fût validée et largement appliquée sur le 

sperme canin [79 ; 88 ; 85 ; 86]. 

Le SYBR14 est devenu un marqueur habituel des cellules vivantes dans diverses 

espèces animales y compris le chien. Il est un colorant non fluorescent qui traverse 

passivement la membrane plasmique du spermatozoïde pour être après rapidement 

converti en un composant hautement fluorescent par les estérases intracellulaires 

[89]. Ce fluorochrome vert est maintenu à l’intérieur de la cellule par les cellules à 

membranes intactes [90]. Lorsque la membrane se dégrade suite à la mort 

cellulaire, les cellules perdent leur capacité à résister à l’entrée du colorant à 

fluorescence rouge (IP). Par conséquent, ce dernier remplace le colorant vert 

(SYBR14) [87]. Ainsi, le spermatozoïde vivant à membrane intacte émet une 

fluorescence verte (SYBR-14) alors que le spermatozoïde mort une fluorescence 

rouge (IP).   

La coloration combinant SYBR-14/IP est beaucoup plus sensible dans la détection 

des dégâts mineurs comparativement aux méthodes conventionnelles de viabilité 

[78 ; 79] à cause d’une part de l’absence d’interférence avec les particules lipidiques 

et autres substances présentes dans les dilueurs de conservation de semence. Un 

autre avantage de cette coloration est la possibilité de détecter une troisième 

catégorie de spermatozoïdes (i.e. moribonds) [78]. Cette population consiste en 

spermatozoïdes montrant à la fois deux fluorescences rouge et verte et représente 
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les cellules légèrement endommagées ayant perdu leur capacité d’exclure l’entrée 

du colorant à fluorescence rouge (IP) [87].  

L’utilisation de ces fluorochromes pour évaluer l’intégrité membranaire spermatique 

est devenue une méthode de routine dans l’analyse de la semence canine fraîche 

[86], centrifugée [79], réfrigérée [91] et congelée-décongelée [92 ; 93]. 

2.3.2.2. Intégrité de la membrane acrosomique du spermatozoïde. 

L’acrosome est un organite sécrétoire acide contenant des enzymes hydrolytiques 

nécessaires à la pénétration de la zone pellucide. Son intégrité est donc d’une 

grande importance pour le pouvoir fécondant du spermatozoïde [73]. Cette intégrité 

peut être évaluée par le test de coloration à fluorescence au PSA-FITC (Pisum 

Sativum Agglutinin – Fluorescein Isothiocyanate) grâce à une lectine (PSA) qui est 

une glycoprotéine végétale (agglutinine extraite du pois) capable de se fixer à des 

fragments de l’ α-mannose et l’α-galactose de la matrice acrosomique et marquer 

ainsi l’acrosome intact [90]. Cette agglutinine (PSA) se lie intensément sur les 

régions antérieures et équatoriales de l’acrosome et faiblement sur les autres 

régions du spermatozoïde. Elle est couplée à un marqueur fluorescent le FITC qui 

permet de révéler deux modes de fluorescence en fonction du statut de l’acrosome. 

En effet, l’acrosome intact apparait vert tandis que les spermatozoïdes ne 

présentant pas de coloration ou bien une fluorescence limitée à la région 

équatoriale, ne possèdent pas de vésicule acrosomique.  

Cette technique a été mise en évidence par MENDOZA en 1992 [94] en semence 

humaine, puis elle a été largement appliquée dans l’analyse de la semence canine. 

Actuellement, les lectines sont utilisées en routine pour l’évaluation du statut 

acrosomique et la capacité fécondante de la semence canine fraîche [86], réfrigérée 

[91] et cryoconservée [95 ; 96 ; 97]. 

2.3.2.3. Intégrité de la chromatine du spermatozoïde 

L’intégrité de l’ADN du spermatozoïde a été évaluée par un test destiné à explorer 

le statut structural de la chromatine du spermatozoïde (SCSA : Sperm Chromatin 

Structure Assay) en utilisant le colorant fluorescent acridine-orange (AO). Le 

principe de ce test est que les anomalies de structure rendent l’ADN plus sensible 

à la dénaturation à l’acide [98].  
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La coloration A.O. permet de mettre en évidence l’ADN natif (double brin) et l’ADN 

dénaturé (simple brin). En effet, selon la liaison à l’ADN simple ou double brin, 

l’acridine orange émet une couleur différente. Ainsi, lorsque le spermatozoïde 

apparaît vert, cela signifie que son ADN est natif alors qu’il apparaît rouge si l’ADN 

est dénaturé.   

La difficulté d'utilisation de l'acridine orange réside dans le fait qu'il faut un équilibre 

précis entre les molécules d'Acridine orange et les groupements phosphates d'ADN. 

Il peut également y avoir des défauts de colorations (toutes les cellules rouges ou 

vertes) si la lame ou la lamelle ne sont pas parfaitement plates.   

Le résultat est lu en fonction de l’émission fluorescente du spermatozoïde. Une 

fluorescence verte signe une fixation à de l'ADN natif (double brin), et une 

fluorescence rouge une fixation à de l'ADN dénaturé (mono brin). Le taux de 

dénaturation est évalué par le rapport entre la proportion de spermatozoïdes 

émettant une fluorescence rouge et la population totale de spermatozoïdes 

(fluorescences verte + rouge). 

Cette technique a été utilisée avec succès et présente une bonne corrélation avec 

la fertilité sur la semence bovine [99] équine [100] et canine [101].  

L’interprétation des résultats de ce test se fait en calculant l’index de fragmentation 

d’ADN (DFI), qui permet de classer la semence humaine selon les critères suivants : 

(<15% : semence excellente – 15-30% : semence bonne - >30% : semence 

mauvaise). Un taux de fragmentation supérieur à 30% est associé à des faibles taux 

de blastocysts et de gestation ainsi qu’à des taux élevés d’avortements [102].  

KIM et ses collaborateurs (2010) ont travaillé sur l’effet du processus de 

cryoconservation sur l’intégrité d’ADN du sperme canin et ils ont rapporté un index 

de fragmentation moyen de 6,47% [103].  
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CHAPITRE 3 

CONSERVATION DU SPERME CANIN 

3.1. Introduction 

La première insémination artificielle avec du sperme frais fût réalisée en Italie par 

l’Abbé SPALLANZANI en 1787, mais ce succes n’a pas été suivi de progrés dans 

la conservation de la semence canine. Il fallut attendre l’année 1954 pour voir la 

première insémination artificielle réussie en semence réfrigérée dans les travaux 

d’HARROP en 1954 [1] et une dizaine d’année après (1967) pour voir naître la 

première portée de chiots vivants par insémination artificielle de sperme congelé 

dans les travaux de SEAGER [2].  

Ce succes a suscité chez les scientifiques et les éleveurs un grand intérêt quant 

aux progrès des techniques de procréation assistée dans cette espèce. De nos 

jours, les techniques de conservation de la semence connaissent un grand essor, 

notamment avec la naissance de plusieurs banques de semence canine aux 

universités, dans les clubs cynophiles ou dans des compagnies privées offrant des 

prestations d’élevage [6]. 

La conservation de la semence canine peut se faire soit sous forme liquide pendant 

quelques jours (à court terme) grace à un protocole de réfrigération (à 4°C) soit à 

l’état congelé pendant un temps indéterminé (à long terme) par le bais d’un 

protocole de cryoconservation à l’azote liquide (à -196°C). 

Ces processus de cryoconservation ou de réfrigération représentent une 

interruption artificielle de la progression du spermatozoïde vers la maturation et la 

fertilisation qui suit naturellement l’éjaculation. Ils comprennent ainsi les stades qui 

se succèdent depuis la sortie du spermatozoïde du milieu (température) corporel 

jusqu'à son retour à cette température [104]. 

La résistance du spermatozoïde à la réfrigération et à la congélation diffère selon 

les espèces. Les spermatozoïdes équins, félin, canin et humain sont relativement 
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insensibles au choc de refroidissement alors que les cellules spermatiques bovine, 

ovine, caprine montrent plus de sensibilité [105 ; 106]. 

Les altérations physiques et chimiques de la membrane cellulaire induites par le 

refroidissement sont irréversibles et diffèrent de celles causées par la congélation-

décongélation. Le choc de refroidissement et les lésions de congélation constituent 

alors deux phénomènes distincts [107]. 

Ces deux processus provoquent plusieurs altérations membranaires irréversibles 

(perturbation de la structure des bicouches lipidiques) telles que la diminution de la 

fluidité et l’augmentation de la perméabilité membranaire, les lésions de l’acrosome, 

la déshydratation, la libération d’enzymes et de PL, la réduction de l’activité 

métabolique et la diminution de la consommation d’ATP. Ces altérations 

compromettent totalement ou partiellement la fertilité et se traduisent évidemment 

par une chute de la mobilité spermatique [107].  

3.2. Lésions spermatiques consécutives à la conservation. 

Les lésions consécutives aux processus de congélation et de réfrigération sont 

généralement de deux grands types. Les lésions létales qui affectent la viabilité des 

spermatozoïdes congelés-décongelés ou réfrigérés-réanimés et les perturbations 

fonctionnelles des spermatozoïdes ayant survécu aux processus de conservation 

par le froid.    

3.2.1. Lésions spermatiques létales 

Ces lésions sont généralement létales compromettant considérablement la viabilité 

de spermatozoïdes. Elles sont consécutives à trois facteurs en l’occurrence le 

changement de température, l’adition du cryoprotecteur et la formation et la 

dissolution des cristaux de glaces. Le premier facteur concerne au même temps la 

réfrigération et la congélation de la semence alors que les deux derniers sont liés 

uniquement au processus de congélation. Ainsi, les spermatozoïdes congelés-

décongelés sont exposés à beaucoup plus de lésions létales que ceux réfrigérés-

réanimés et ont par conséquent une viabilité beaucoup plus amoindrie [6]. 
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3.2.1.1. Lésions liées au changement de la température 

Dans le processus de cryoconservation ou de réfrigération, lorsque la température 

chute brusquement entre 30°C et 0°C il en résulte un stress létal proportionnel au 

taux de refroidissement, à l’intervalle et à la gamme de température [108]. Ce 

phénomène s’appelle le choc de refroidissement « cold shock » et affecte 

variablement le sperme des différentes espèces animales. La gestion du 

refroidissement dans cet intervalle de température doit être conduite avec beaucoup 

de prudence. 

Même avec un refroidissement très lent, le changement de température induit 

beaucoup de stress sur la membrane plasmique. Ce stress est probablement lié à 

un changement de phase des lipides et à l’altération du statut fonctionnel de la 

membrane. Il peut continuer en dessous de la température de 0°C car le 

changement de phase des lipides membranaires n’est pas achevé à cette 

température. Cependant, il a été bien établi que les lésions majeures consécutives 

au changement de phase se produisent entre 5 et 15°C [84]. 

Plusieurs auteurs ont exploré à l’échelle moléculaire la membrane plasmique du 

spermatozoïde avant pendant et après refroidissement et ont mis en évidence une 

séparation de phase qui n’est que partiellement réversible après réveil de la 

semence [109 ; 110]. PETTITT et BUHR [111] ont montré en 1998 l’importance de 

la modulation de l’environnement des lipides membranaires pendant le 

refroidissement impliquant la composition lipidique dans les mécanismes 

lésionnels.     

D’autres constituants membranaires sont altérés par ce stress thermique. Les 

protéines membranaires sont groupées sous l’effet de la séparation de phase des 

lipides ce qui pourrait éventuellement perturber leurs fonctions particulièrement les 

protéines qui fonctionnent par modulation structurale telles que les protéines des 

canaux ioniques.    

 Il est aussi évident que la perméabilité membranaire s’accroit après refroidissement 

[112 ; 113] à cause probablement d’une déstabilisation membranaire et aussi de 

l’altération de certaines protéines-canaux.  
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La régulation calcique est également perturbée par le phénomène de 

refroidissement ayant inévitablement des conséquences sérieuses en matière de 

fonctions cellulaires [114] pouvant aller dans des cas extrêmes jusqu’à 

l’incompatibilité avec la viabilité. L’entrée calcique pendant le refroidissement 

contribue aux changements capacitatifs et aux phénomènes de fusion entre les 

membranes plasmique et externe de l’acrosome à l’instar de la réaction 

acrosomique.    

En plus, les éléments du cytosquelette sont sensibles au changement de 

température. Le refroidissement peut induire une polymérisation précoce des 

filaments d’actine [115 ; 116] qui peut être à l’origine de la fusion entre les 

membanes plasmique et acrosomique externe [117] lors d’un processus de 

réfrigération ou de cryoconservation. 

3.2.1.2. Lésions liées aux cryoprotecteurs (CPA) 

Dans le cadre de la congélation du sperme, l’ajout du cryoprotecteur 

(essentiellement le glycérol chez le chien) en proportions molaires induit d’une part 

un stress osmotique très fort mais transitoire à la membrane plasmique du 

spermatozoïde [118] et d’autre part une action toxique dose-dépendante [119].  

3.2.1.3. Lésions liées aux cristaux de glace 

Pendant la congélation, il se forme des cristaux de glace qui provoquent une 

augmentation excessive de la pression osmotique dans les fractions non encore 

congelées dans le dilueur [120]. Ceci s’explique par le fait que la fraction hydrique 

du dilueur exposé à une température de congélation se cristallise sous forme de 

glace et les solutés sont dissouts dans l’eau de la fraction non encore congelée d’où 

l’augmentation de la pression osmotique. La proportion de la fraction hydrique qui 

se cristallise ainsi que la pression osmotique de la fraction non cristallisée 

dépendent de la température. Plus elle est basse et moins la fraction hydrique non 

cristallisée sera importante et par conséquent la pression osmotique dans cette 

dernière est plus importante.      

Il est évident que la durée d’exposition à ces conditions devrait être minimisée pour 

une survie optimale des spermatozoïdes ce qui implique que le refroidissement 
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devrait être rapide. Cependant, le taux de refroidissement devrait aussi être assez 

lent pour permettre la sortie d’eau par osmose afin d’éviter une cristallisation 

intracellulaire mortelle.  

3.2.2. Dysfonctionnement spermatique 

Contrairement aux lésions létales décrites plus haut, le dysfonctionnement ne 

compromet pas la viabilité des spermatozoïdes. Il comprend la pseudo-capacitation, 

le déclin de la mobilité, le stress oxydatif et l’incapacité à assurer un développement 

embryonnaire. 

3.2.2.1. Pseudo-capacitation 

Les spermatozoïdes refroidis et réanimés montrent une augmentation considérable 

du calcium intracellulaire et se comportent comme s’ils étaient capacités [104]. 

3.2.2.2. Déclin de la mobilité spermatique 

Parmi les effets les plus évidents de la cryoconservation sur les spermatozoïdes on 

note le déclin de leur mobilité. Au moment ou une minorité de ces cellules 

spermatiques semble conserver une bonne mobilité progressive, la majorité a une 

mobilité détériorée compromettant leur capacité de se mouvoir jusqu’au site de 

fécondation. Ceci explique leur pouvoir fécondant relativement faible une fois 

introduits dans le tractus génital femelle par insémination artificielle [121].   

3.2.2.3. Stress oxydatif 

Il est évident que le processus de cryoconservation perturbe les mécanismes anti 

oxydatifs naturels du spermatozoïde et provoque ainsi une production excessive 

des radicaux libres. Le stress oxydatif qui en résulte induit un dysfonctionnement 

spermatique [122 ; 123 ; 124]. Cependant, un taux minimal de ces radicaux libre 

(super oxyde) est indispensable pour le bon déroulement de la fécondation [125]. 

3.2.2.4. Incapacité à assurer un bon développement embryonnaire 

La structure de l’ADN du spermatozoïde est un trait spermatique non compensable : 

l’intégrité de l’ADN n’est pas indispensable pour la fécondation de l’ovocyte, mais 

après fertilisation ce trait est nécessaire pour assurer un développement 
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embryonnaire normal [126 ; 127]. L’évaluation du statut structural de l’ADN avant et 

après congélation peut être très utile pour juger de la capacité fécondante du 

sperme et pour prédire la fertilité du sperme congelé-décongelé en général [128 ; 

129]. SALAMON et MAXWELL (1995) [130] ont rapporté chez le bovin que le 

sperme congelé-décongelé est associé à une incidence élevée de mortalité 

embryonnaire précoce. Les éventuels mécanismes ont pu être étudiés par 

exploration du statut d’intégrité de l’ADN (Cf Chap. 2 § 3.2.1) et mise en évidence 

de lésions de dénaturation de la chromatine [131]. 

NAVARA et ses collaborateurs [132] ont suggéré en 1995 que la contribution du 

spermatozoïde au zygote ne se limite pas seulement au génome mâle haploïde. En 

effet, plusieurs auteurs ont évoqué l’éventuelle implication de l’ARN spermatique 

aux événements qui précèdent l’activation de génome embryonnaire [133 ; 134 ; 

135]. Ceci implique d’autres possibilités de dysfonctionnement spermatique 

affectant le développement embryonnaire.     

La littérature contient des données controversées au sujet de l’effet de la 

cryoconservation sur l’intégrité d’ADN spermatique. Cette intégrité serait inaltérée 

selon [98 ; 136] et dégradée par ce processus de conservation selon [137 ; 138 ; 

102 ; 128 ; 103]. 

3.3. La cryoprotection des spermatozoïdes 

Dans le cadre de la conservation de la semence, les différents mécanismes de 

cryoprotection spermatique visent généralement deux grands objectifs. Le premier 

est l’amélioration du taux de viabilité des spermatozoïdes congelés-décongelés en 

réduisant l’incidence des lésions létales cryo-induites. Le second est d’améliorer la 

qualité des cellules ayant survécu à la cryoconservation en limitant le 

dysfonctionnement spermatique consécutif au processus de conservation [5].  

Le succès de la conservation du spermatozoïde par réfrigération et par congélation 

dépend de plusieurs étapes destinées à réduire les lésions cellulaires et à assurer 

une longévité adéquate in-vitro et in-vivo dont essentiellement, l’adition des dilueurs, 

le type de tampon utilisé, l’adition des stabilisants membranaires, l’ajout du 

cryoprotecteur proprement dit (glycérol) ainsi que la durée d’équilibration avant 

congélation.          
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3.3.1. Les dilueurs de réfrigération et de congélation : 

Les dilueurs sont les milieux dans lesquels le sperme est conservé. Ils assurent des 

conditions osmotiques et de pH favorables et fournissent de l’énergie aux 

spermatozoïdes pendant la période de stockage à 4°C en cas de réfrigération et 

entre le refroidissement, l’équilibration et la congélation pour la cryoconservation. 

Pour assurer ces fonctions, les dilueurs de réfrigération et de congélation de 

semence contiennent généralement une source d’énergie, des tampons, et des 

antibiotiques.  

L’adaptation empirique des dilueurs utilisés chez le bovin a initié l’emploi de 

tampons à base de glucose-phosphate [139], citrate [1], chloride-phosphate [140], 

lactose [2], Tris (trimethylhydroxyaminomethane) [141] et Tris-fructose-citrate [142 ; 

143 ; 51] dans les premières expérimentations pour la conservation réfrigérée ou 

congelée du sperme canin.    

La plupart des chercheurs utilisent sans modification l’ancien tampon Tris-fructose 

d’autres l’ont développé en remplaçant le fructose par du glucose pour son double 

effet nutritionnel et osmotique ou par du saccharose ou du lactose qui agissent 

comme des cryoprotecteurs extracellulaires en plus d’assurer un effet osmotique 

favorable [52 ; 144 ; 145 ; 146 ; 147 ; 56].      

Le tampon Tris-citrate a une action supérieure aux autres tampons pour la 

réfrigération [148] et la congélation [149] du sperme canin. 

Pour protéger les spermatozoïdes contre les effets du froid, les dilueurs de 

réfrigération comme ceux de congélation doivent contenir obligatoirement des 

stabilisants membranaires encore appelés protecteurs de refroidissement 

(classiquement jaune d’œuf) alors que les dilueurs de congélation contiennent en 

plus des substances dites cryoprotectrices destinées à protéger les gamètes contre 

la formation des cristaux de glaces.     

3.3.1.1. Les cryoprotecteurs proprement dit (CPA) 

En plus des constituants communs entre les dilueurs de réfrigération et de 

congélationde de la semence, ces derniers contiennent des substances dites 
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cryoprotectrices destinées à réduire les dégâts liés à une concentration trop élevée 

en sels d’une part et surtout éviter la formation de cristaux de glaces qui vont léser 

la membrane cytoplasmique du spermatozoïde d’autre part. 

Les cryoprotecteurs sont des solvants organiques utilisés seuls ou en association 

qui peuvent être scindés en 2 catégories : pénétrants et non pénétrants à travers la 

membrane du spermatozoïde.  

Les cryoprotecteurs pénétrants sont souvent des molécules de faible poids 

moléculaire, solubles dans l’eau à température ambiante, porteurs de radicaux 

hydroxyles (alcools : glycérol, éthylène glycol, propylène glycol) ou sulfoxydes 

(diméthylsulfoxide : DMSO). Les non pénétrants peuvent être de faible poids 

moléculaire (la plupart des sucres ajoutés : le galactose, le glucose, le saccharose, 

le tréhalose…) ou de poids moléculaire élevé (le polyvinylpyrolidone, l’alcool 

polyvinylique, l’acide hyaluronique,…). 

Dans la congélation du sperme canin, le glycérol est utilisé avec succès depuis 

longtemps et s’est avéré mieux que beaucoup d’autres cryoprotecteurs. La 

présence du glycérol dans les dilueurs entraine, dans un premier temps, une 

déshydratation des cellules par effet d’une forte osmose. Une fois qu’il est à 

l’intérieur des spermatozoïdes, ses radicaux hydroxyles établissent des liaisons 

hydrogènes avec les molécules d’eau, les retenant ainsi à l’intérieur de la cellule. 

Le volume cellulaire ré augmente jusqu’à atteindre l’équilibre osmotique de part et 

d’autre de la membrane. Le glycérol diminue alors les flux hydriques et solubilise 

les sels intracellulaires. Il assure ainsi le maintien du volume cellulaire. Cet équilibre 

est obtenu en une vingtaine de seconde mais s’accélère avec la température.  

Finalement, l’ajout de glycérol permet de réduire le volume des cellules mais il 

contribue aussi à la réduction du point de congélation de l’eau en dessous de - 6°C 

et fait chuter la concentration en électrolytes de la fraction d’eau non congelée. Il 

modifie aussi le schéma de cristallisation de l’eau qui se fait de façon cubique plutôt 

qu’hexagonale (délétère aux cellules). Les cristaux de glace formés sont plus petits 

et moins anguleux, diminuant ainsi le risque de lésions membranaires à l’origine 

d’une mort cellulaire [150].  

Le glycérol fournit donc aux spermatozoïdes un environnement propice à la 

préservation et à l’intégrité de leurs membranes et de leurs fonctions. Il est donc le 
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cryoprotecteur le plus largement utilisé pour la congélation de la semence des 

animaux domestiques [151].  

Le glycérol n’est cependant pas sans inconvénients. A côté de ses facultés 

cryoprotectrices, il a été montré qu’il a un effet toxique sur les spermatozoïdes 

touchant toutes les parties de la membrane plasmique [152]. En plus, il altère 

fortement l’osmolarité du dilueur. L’osmolarité du milieu spermatique semble être 

dans les limites de celle du plasma normal (300 mOsm /L). Une solution contenant 

6% (v/v) de glycérol dans un tampon Tris a une osmolarité approximativement de 

1300 mOsm/L [152]. Une concentration finale oscillant entre 2 et 4% (v/v) semble 

suffisante pour protéger les spermatozoïdes pendant une congélation rapide avec 

un minimum d’effets toxiques profonds [147 ; 152]. 

3.3.1.2. Temps d’équilibration/adaptation  

L’équilibration est une étape essentielle dans la cryoconservation du sperme. En 

plus de la prévention de la formation des cristaux de glace assurée par le 

cryoprotecteur (glycérol), cette équilibration permet au spermatozoïde d’être plus 

stabilisé et adapté aux basses températures en préparation à la congélation. Ces 

changements sont dus à la température de réfrigération et aux protecteurs de 

refroidissement encore appelés agents stabilisants membranaires (JO et substituts) 

[153]. 

Dans la congélation de la semence canine, le glycérol est ajouté soit en une seule 

étape suivie d’une réfrigération à 4°C pendant 1 à 2 heures selon la majorité des 

protocoles [154] ou en deux étapes pendant un temps global d’une heure et demi à 

deux heures selon d’autres auteurs [155; 156; 157]. 

Beaucoup d’études ont exploré le prolongement du temps de réfrigération avant 

l’ajout du glycérol et la congélation de la semence canine [153 ; 158 ; 159] mais 

seulement quelques auteurs ont étudié l’effet du temps d’équilibration (avec ajout 

de glycérol) proprement dit.    

Il a été rapporté que le temps optimal est de 2h chez le bouc [160] et 4 heures pour 

le taureau [161] et le chien [162]. Tous ces protocoles utilisent le JO.   

Selon ANDERSEN (1972) [163], et YUBI (1984) [164] la semence canine doit être 

mise en équilibration à une température de réfrigération pendant 2-3h avant 
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congélation. OLAR (1982) [165] n’a pas détecté de différence dans la mobilité post 

décongélation entre des échantillons équilibrés pendant 1, 2 et 3 heures et 

ENGLAND (1992) [147] a trouvé que l’équilibration optimale était de 4h. Ce résultat 

a été confirmé par IGNA et al (2008) [162].  

Il est à noter que la pénétration du cryoprotecteur ne demande pas plus de 30 

secondes [166] et le bénéfice d’une durée d’équilibration plus longue n’est donc pas 

lié uniquement à la pénétration du cryoprotecteur. En effet, l’équilibration 

correspond au temps d’incubation des spermatozoïdes avec les protecteurs de 

refroidissement (jaune d’œuf ou substituts) qui exigent parfois un temps prolongé 

[34].     

3.3.1.3. Les Stabilisants membranaires 

Les stabilisants membranaires ou protecteurs de refroidiseement sont représentés 

essentiellement par le JO qui est largement utilisé comme aditif au dilueurs de 

réfrigération et de congélation à base du tampon Tris. Il contient la 

phosphatidylcholine (lécithine) qui protégerait la membrane plasmique du 

spermatozoïde en restaurant les phospholipides perdus pendant le choc de 

refroidissement [105 ; 152). 

La concentration du jaune d’œuf dans le dilueur à base de Tris varie chez le chien 

entre 10 et 20% v/v [52 ; 56]. ENGLAND (1992) [147] a trouvé que 10% était 

meilleure que 20%.  

Dans la plupart des études sur la réfrigération et la congélation du sperme canin, le 

jaune d’œuf entier fût utilisé comme le protecteur de refroidissement majeur. 

Cependant, le JO entier pose quelques problèmes d’ordre bio sanitaire ayant 

suscité un grand intérêt à sa substitution.  

Plusieurs substances ont été tentées pour le remplacer en l’occurrence les LDL qui 

sont sa fraction cryoprotectrice et plus récemment les lipides exogènes tels que les 

liposomes. 
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CHAPITRE 4 

ETUDE DES STABILISANTS MEMBRANAIRES 

4.1. Introduction 

Les agents stabilisants membranaires [7] encore appelés protecteurs 

membranaires de refroidissement [8], sont représentés classiquement par le JO 

entier ou par des substances extraites du JO en l’occurrence le plasma ou plus 

spécifiquement les lipoprotéines à basse densité (LDL, pour low density 

lipoproteins). Plus récemment, de nouvelles substances ont été explorées comme 

structures biomimétiques destinées à se substituer au JO. Il s’agit d’assemblages 

molécules de phospholipides appelés liposomes. 

4.2. Le Jaune d’œuf  

En 1940, PHILLIPS and LARDY recommandèrent pour la première fois l’utilisation 

du JO pour la conservation de la semence bovine [9]. Depuis, il a été exploré de 

façon extensive pour devenir rapidement le protecteur par excellence du 

spermatozoïde contre le choc de refroidissement.  

Le JO entier a pu être utilisé avec succès sous forme lyophilisée (commercialisée 

par Sigma) dans la congélation de la semence du bélier [167] et celle du buffle [168]. 

Dans ces deux études, une comparaison a été faite entre la forme lyophilisée (en 

poudre) et la forme naturelle (en liquide) et la mobilité après décongélation était 

meilleure pour le JO en poudre.   

Cependant, après l’utilisation du JO pendant longtemps, divers inconvénients 

apparurent. En effet, le JO n’est pas une entité chimiquement définie, mais un 

composé biologique complexe contenant des protéines, des vitamines, des 

phospholipides, du glucose et des antioxydants qui sont tous potentiellement utiles 

à préserver l’intégrité de la membrane plasmique du spermatozoïde. 

Malheureusement, il présente aussi un risque de contamination bactérienne du 
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dilueur [169] ainsi qu’une grande variabilité biologique dans sa composition tenant 

à plusieurs facteurs tels que la race, l’âge et la nutrition des poules [169 ; 170].  

En plus de ces contraintes liées à la complexité et la variabilité de sa composition, 

le jaune d’œuf contient de la progestérone qui est impliquée dans la capacitation du 

spermatozoïde par activation secondaire es canaux calciques entrainant ainsi une 

entrée massive de Ca2+ dans la cellule [171]. La présence de progestérone est 

donc préjudiciable à la conservation des spermatozoïdes puisque ces derniers une 

fois capacités ou ayant subi une réaction acrosomique précoce perdent leur pouvoir 

fécondant.  

Le JO contient également les granules qui sont capables d’inhiber la respiration des 

spermatozoïdes (directement par les lipoprotéines de haute densité HDL : pour High 

Density Lipoproteins) [172 ; 10 ; 173 ; 15]. La toxicité des HDL se manifestant après 

décongélation est, soit liée à un effet cytotoxique direct, ou alors à une modification 

des propriétés physiques du dilueur [174]. Les granules interfèrent aussi avec 

l’évaluation de la mobilité des spermatozoïdes décongelés par effet mécanique et 

entrainent une surestimation du nombre de spermatozoïdes détectés immobiles par 

l’analyseur d’image par confusion avec des têtes de spermatozoïdes ayant un 

diamètre comparable [175]. Ils interfèrent également avec certains dosages 

biochimiques [176]. 

A cause de tous ces inconvénients, le JO devait être substitué dans les dilueurs de 

conservation de la semence. Cet impératif a donné lieu à une recherche intense 

pour comprendre d’abord ses mécanismes 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 densité 

(LDL pour Low Density Lipoproteins) qu’il contient [10 ; 11 ; 12 ; 13].  

Le JO peut être fractionné en granules et plasma. Le plasma de jaune d’œuf (PJO) 

est un bon candidat à la substitution du JO entier.  

4.3. Le Plasma du Jaune d’œuf   

Le plasma du jaune d’œuf (PJO) est la fraction soluble obtenue par simple dilution 

et centrifugation du JO entier en granules (sédiment : 19-23% du JO) et en plamsa 
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(culot : 77-81 du JO) [25 ; 26]. Il est composé des LDL (15%) et des glycoprotéines 

globulaires (85%) (Essentiellement α, β et γ-livetines) qui peuvent être éliminées 

par précipitation au sulfate d’ammonium dans l’extraction des LDL pures [13 ; 177].   

Le procédé de fractionnement du PJO a été évoqué pour la première fois par 

BURLEY et COOK en 1961 [28] puis décrit en détail par MACBEE and COTTERILL 

en 1979 [29]. Il s’agit d’un procédé analytique (voir Figure 4.1) mais très simple, 

basé sur une double centrifugation après dilution avec une solution saline.  

Le procédé analytique utilise généralement, le jaune d’œuf à partir d’œufs frais 

cassés au laboratoire comme décrits dans pratiquement toutes les études 

disponible dans la littérature. 

Quoique simple à réaliser au laboratoire, ce procédé demeure analytique et ne peut 

être transposable à l’échelle industrielle à cause d’une part de la limitation d’emploi 

des œufs frais et d’autre part de l’accélération centrifuge supérieure exigée. 

Cependant, en remplaçant les œufs frais par le mélange industriel du JO et 

l’ultracentrifugation par un décanteur centrifuge (Westfalia CA 365) et en rajoutant 

une étape d’homogénéisation (Broyeur colloïdal Stephan de type Microcut MC10), 

le fractionnement du JO a pu être appliqué industriellement et protégé par un brevet 

Européen [181] déposé par SICA S.A. dite Société Laitière de l’Ouest (actuellement 

Epi Bretagne) en date du 19/11/1990 et publié sous le numéro (EP 0 430 757 A1) 

(Voir Figure 4.2). 

Des études récentes ont montré que le PJO naturel peut être une alternative viable 

au JO entier dans la cryoconservation de la semence équine [30] et canine [31]. 

PILLET et ses collaborateurs [30] ont montré en 2011 que le PJO pouvait être 

stérilisé par gamma ionisation à la dose de 5kGy sans altération de ses propriétés 

cryoprotectrices. Ceci présente l’avantage de pouvoir se conformer aux exigences 

de biosécurité dans l’industrie des dilueurs à base de PJO.  

Il est à noter que toutes les études faites sur le PJO en cryoconservation de la 

semence, ont utilisé le procédé analytique décrit par MACBEE and COTTERILL en 

1979 [29] et des œufs frais cassés au laboratoire (sauf pour les tests de fertilité dans 

les travaux de PILLET et al. en 2011 [30] où un mélange industriel de JO fût utilisé). 

Ceci nous empêche de tirer une conclusion à propos de l’efficacité du PJO préparé 
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selon le procédé industriel. Il serait donc plus intéressant de faire des essais de 

congélation avec du PJO industriel plutôt qu’analytique. 

De plus, ces études ont exploré le remplacement du JO par le plasma mais n’ont 

pas testé sa substitution aux LDL ce qui serait plus intéressant, notamment avec 

les limitations que présentent ces substances aux applications industrielles comme 

il sera détaillé dans la section suivante. 

Par ailleurs, aucune étude disponible dans la littérature n’a fait état d’exploration de 

la possibilité d’appliquer la lyophilisation au PJO. Il serait certainement intéressant 

si le PJO puisse être lyophilisé sans altération de ses propriétés cryoprotectrices. 

Ceci offrirait les avantages d’une conservation de longue durée, une manipulation 

plus aisée et bien d’autres applications commerciales.   
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Figure 4.1. Procédé analytique de fractionnement du JO [29] et d’extraction des 

LDL [13].  

Légende : JO : Jaune d’œuf, PJO : Plasma du jaune d’œuf, LDL : lipoprotéines de 

faible densité (pour Low density lipoproteins), HDL : lipoprotéines de haute densité 

(pour high density lipoproteins). 
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Figure 4.2. Procédé industriel de fractionnement du JO selon le Brevet Européen 

n° 0 430 757 A1 déposé la 19.11.1990 par SICA S.A. dite : Société Laitière de 

l'Ouest [181]. Légende : PJO : plamsa du jaune d’oeuf. 
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4.4. Les Lipoprotéines a faible densité (LDL) 

4.4.1. Structure 

Les lipoprotéines à basse densité (LDL pour low density lipoproteins) sont les 

constituants majeurs du jaune d’œuf, elles représentent 66% de sa matière sèche 

et 24% des protéines totales du jaune [178]. Les LDL présentent une densité de 

0,98 [179], des masses moléculaires (MM) comprises entre 3 et 10 millions de 

daltons (Da) et contiennent environ 11 % de protéines et 80 à 89 % de lipides [180].  

Une suspension des LDL est considérée comme une microémulsion d’huile liquide 

stabilisée par une membrane de phospholipides et de protéines [182]. Les LDL 

ressemblent à des micelles et possèdent une forme sphérique avec un diamètre 

compris entre 17 et 60 nm, se situant en moyenne à 30 nm [183]. Elles sont 

constituées d’un coeur de lipides neutres entouré par une monocouche de 

phospholipides et d’apoprotéines (Figure 4.2). La taille des lipoprotéines dépendrait 

essentiellement des proportions de triglycérides et de stérols formant le coeur 

apolaire et dans une moindre mesure, de la teneur en phospholipides [184]. 

 

Figure 4.3. Structure d’une lipoprotéine à faible densité (LDL pour low density 

lipoprotein) [185] 
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4.4.2. Procédés d’Extraction analytique des LDL 

Divers protocoles d’extraction des LDL à partir du JO ont été publiés [10 ; 21 ; 23] 

mais basés sur l’ultracentrifugation à gradient de densité qui est une technique 

assez compliquée.  

La procédure la plus simple et la plus rapide a été décrite par MOUSSA et ses 

collaborateurs en 2002 [13] permettant d’atteindre un degré de pureté de 97% et un 

rendement de 67%. Ce procédé à donné lieu à un brevet français déposé 

conjointement par l’Institut Nationale de Recherche Agronomique (INRA) de Nantes 

et Oniris sous le numéro 0100292 (Voir Figure 4.1). 

4.4.3. Application 

Les LDL ont connu des applications très utiles et ont prouvé leur efficacité dans la 

cryoconservation de la semence bovine depuis déjà les travaux de MOUSSA et ses 

collaborateurs (2002) [13] et ceux d’AMIRAT et ses collaborateurs (2004) [15] qui 

ont montré que la concentration optimale était de 8% (w/v).  

Chez le chien, les travaux de BENCHARIF et ses collaborateurs en 2008 [17] ont 

montré l’efficacité d’une concentration de 6% (w/v) à préserver les paramètres de 

mobilité, la fertilité in vitro et in vivo dans la congélation [17] et ont abouti au 

développement d’un dilueur commercial (Canifreeze, IMV Technologies, Aigles, 

France). Cette même concentration a prouvé son efficacité dans le cadre de la la 

réfrigération de la semence canine [18] et a donné naissance à un dilueur 

commercial de réfrigération sous le nom de (CaniXcell, IMV Technologies, Aigles, 

France). 

Chez l’étalon, MORENO et ses collaborateurs [19] ont montré en 2013 l’efficacité 

des LDL dans la congélation de la semence équine en supplémentant le dilueur 

équin (INRA 82) avec 2% de LDL au lieu de 2% de JO. Cependant, cette étude n’a 

pas eu de conséquence industrielle car des études en cours à l’époque [30] avait 

mis en évidence un dilueur prêt à l’emploi à base de PJO (INRA Freeze) à partir de 

l’INRA96 ce qui a offert plus de facilité et de sécurité sanitaire et aussi d’autonomie 

aux industriels dans la production des dilueurs. Nous reviendrons sur cet aspect en 
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parlant des avantages du PJO par rapport aux LDL et les possibilités de substitution 

chez le chien.  

4.4.4. Hypothèses mécanistiques des LDL 

Plusieurs hypothèses ont été postulées pour décrire le mécanisme de protection 

spermatique par les LDL. 

Il a été suggéré que les LDL protègaient les cellules spermatiques en s’incorporant 

au sein de la membrane plasmique et remplaçant les phospholipides perdus ou 

endommagés à cause du choc thermique et réduisant aussi la température de 

transition de phase de cette membrane [186 ; 7 ; 187].  

Il a été également suggéré que les LDL ne fusionnent pas dans la membrane, mais 

s’y associent en formant un film protecteur à sa surface lui conférant ainsi protection 

et stabilisation pendant la cryoconservation. Dans ce phénomène de recouvrement 

« coating » une action de synergie entre les phospholipides (spécialement la 

phosphatidylcholines « PC ») et les protéines contenues dans les LDL semble être 

impliquée en offrant aux spermatozoïdes une double action de « résistance et 

protection » [108 ; 188 ; 189). Cependant, les rôles respectifs des protéines et des 

lipides en interaction avec la membrane plasmique ne sont pas encore clairement 

établis [30].  

Une autre hypothèse a été formulée selon laquelle les LDL protègent les 

spermatozoïdes par séquestration des protéines BSP (i.e. agents capacitants) qui 

se fixent aux phospholipides (choline) de la membrane suite à l’éjaculation en 

stimulant l’efflux du cholestérol et des phospholipides de cette membrane. La 

séquestration de ces agents capacitants présents dans le sperme est une action 

protectrice réduisant au minimum la modification de la membrane plasmique du 

spermatozoïde [33]. Ce phénomène a été parfaitement étudié en semence bovine 

et plusieurs approches biophysiques ont permis récemment de le mettre en 

évidence [37 ; 190].  

Chez le chien il n’existe pas de glandes séminales comme celles qui produisent 

chez les autres mammifères les protéines BSP. Cependant, des protéines liantes 

homologues ont pu être caractérisées dans le liquide prostatique et qui sont 
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probablement produites par la prostate [3]. Cependant aucune exploration 

biophysique d’une éventuelle interaction de ces protéines avec les LDL n’a été faite 

chez le chien.  

4.4.5. Limitations 

Devant tous ces avantages, les LDL natives présentent quelques contraintes qui 

ont demeuré jusque là incontournables. 

Le procédé d’extraction décrit par MOUSSA et al, (2002) [13] a donné un espoir 

pour des applications industrielles contrairement à ceux qui l’ont précédé, basés sur 

l’ultracentrifugation à gradient de densité. Les industrielles se sont fortement 

intéressés à la question et beaucoup d’essais ont été effectués, mais hélas, jusqu’à 

ce jour, aucune de toutes les techniques analytiques rapportées précédemment n’a 

pu être transposée à l’échelle industrielle. 

De plus, aucun des essais d’appliquer aux LDL natives les différents traitements 

physiques de stérilisation [24] et de lyophilisation n’a été couronné de succès [25 ; 

26].    

Toutes ces limitations se sont érigées en obstacle devant l’utilisation des LDL dans 

la production et la commercialisation des dilueurs. Pour toutes ces raisons, il est 

devenu évident de remplacer les LDL. Les recherches se sont donc portées sur 

d’autres molécules pouvant avoir les mêmes propriétés cryoprotectrices et 

principalement à base de phosphatidylcholines (PC) qui est l’essentiel composant 

des LDL.    

Dans cette optique de substitution des LDL natives, les liposomes qui sont des 

assemblages moléculaires lipidiques de production industrielle (molécules 

biomimétiques), seront explorées pour leur éventuelle capacité à mimer les LDL 

dans leurs actions cryoprotectrices sans leurs inconvénients.  

4.5. Les liposomes 

BANGHAM et ses collaborateurs (1965) ont été les premiers à fabriquer 

volontairement des liposomes [191]. Ce sont des vésicules sphériques de quelques 

dizaines à quelques milliers de nm de diamètre. Ces vésicules sont composées 
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d’une ou de plusieurs bicouches lipidiques qui permet(tent) de séparer un milieu 

intravésiculaire d’un milieu extérieur (Figure 4.4).  

 

 

Figure 4.4. Structure d’un liposome unilamellaire [192] 

 

Ces structures sphériques résultent d’une organisation stable des phospholipides 

dans un milieu aqueux. Les phospholipides sont des molécules amphiphiles qui 

possèdent une tête polaire et une queue apolaire. En milieu aqueux, ils recherchent 

l’organisation la plus stable en minimisant les interactions entre composantes 

hydrophobes et molécules d’eau. Les lipides s’organisent le plus souvent en 

bicouches avec les queues apolaires au centre de la bicouche non accessible à 

l’eau et les têtes polaires exposées au milieu aqueux (Figure 4.4). 

4.5.1. Structure 

Les liposomes sont classés selon leur taille et leur nombre de bicouches en 

vésicules multilamellaires (MLV pour multi lamellar vesicles), vésicules 

unilamellaires de petite taille (SUV pour small unilamellar vesicles), vésicules 

unilamellaires de grande taille (LUV pour large unilamellar vesicles) et les liposomes 

géants (GUV pour giant unilamellar vesicles). 
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Figure 4.5. Différents types de liposomes [192] 

 

4.5.2. Fabrication 

La technique de préparation des liposomes est basée sur trois étapes principales 

qui sont la préparation, l’hydratation des lipides et l’homogénéisation de la taille des 

vésicules lipidiques.  

4.5.2.1 Première étape : Préparation des lipides  

Pour préparer des liposomes à base d’un mélange de lipides, ceux-ci doivent être 

d’abord dissous et mélangés dans un solvant organique pour assurer un mélange 

clair, homogène et complet des lipides.  

Les lipides utilisés pour fabriquer les liposomes peuvent être des phospholipides 

(PL) de synthèse utilisés individuellement ou en combinaison ou alors des lécithines 

(extraits) de JO. Ces lécithines sont commercialisées sous diverses formulations 

dérivées du JO (E80® et E80S®) ou du soja (S75®).  Elles contiennent 

essentiellement de la phosphatidylcholine (PC) et de la phosphatidyléthanolamine 

(PE) ainsi que d’autres constituants mineurs comme la sphingosine et les lysoPC 

et lysoPE (voir le tableau 4.1 pour leurs compositions détaillées) [193]. 
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Tableau 4.1. Composition des lécithines du commerce d’après les données du 

fabriquant Avanti Polar Lipids (Alabaster, Alabama, USA) [193] 

 E80® E80S® S75® 

Phosphatidylcholine (PC) 83.6 74.1 71.3 

Phosphatidyléthanolamine (PE) 9.1 13.3 8.9 

Sphingomyéline (SPH) 2 11.9 // 

Lyso-PC 1.8 // 1.6 

Lyso-PE 0.5 // // 

Autres 3 0.7 18.4 

4.5.2.2 Deuxième étape : Hydratation des lipides  

L’hydratation du film lipidique sec est accomplie simplement en ajoutant un milieu 

aqueux au récipient contenant les lipides. Le film lipidique s’hydrate et les 

phospholipides s’associent de manière à ne pas exposer leurs chaînes acyles au 

solvant, il en résulte la formation de bicouches, qui se referment en emprisonnant 

du solvant. Des bicouches peuvent enfermer d’autres bicouches de plus petite taille. 

Ainsi, lors de cette préparation, des liposomes multi lamellaires (MLV) se constituent 

en bicouches lipidiques concentriques et séparées, les unes des autres, par des 

couches d’eau qui sont d’un très grand diamètre (Ø ≈ 1500 nm).  

4.5.2.3 Troisième étape : réduction de taille des vésicules  

Une fois qu’une suspension stable de liposomes multi lamellaires (MLV) hydratée 

est produite, un traitement physique doit être appliqué pour les transformer en 

vésicules de taille homogène, formées d’une seule bicouche lipidique entourant un 

milieu aqueux.  

Des techniques variées peuvent être employées incluant la sonication ou 

l’extrusion. Suivant le traitement appliqué, les vésicules peuvent être de petites 

tailles (SUV) ou de grandes tailles (LUV).  

Le traitement par les ultrasons (la sonication) perturbe les suspensions de MLV en 

produisant des petites vésicules uni-lamellaires (SUV) avec un diamètre compris 

entre 15 et 50 nm.  



59 
 

L’extrusion des lipides est une technique plus récente dans laquelle une suspension 

de lipides est passée à travers un filtre polycarbonate poreux (une taille des pores 

bien définie) pour produire des particules ayant un diamètre proche du diamètre des 

pores du filtre utilisé (Ø : 100 - 400 nm) (Voir figure 4.6).  

 

 

 

Figure 4.6. Mini Extrudeur fabriqué par Avanti Polar Lipids, Inc. USA [193] 

4.5.3. Applications 

Les liposomes sont des produits de la nanotechnologie qui ont plusieurs 

applications utiles.  

4.5.3.1. Applications thérapeutiques,  

Les liposomes peuvent être utilisés pour véhiculer des principes actifs dans 

l’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 [194 ; 195]. Les 

liposomes sont rapidement éliminés de la circulation par les macrophages [196]. 

L’addition de gangliosides ou de polyéthylène glycol (PEG) augmente le temps de 

vie des liposomes dans la circulation en évitant la phagocytose [197]. 

Les liposomes peuvent être utilisés comme vecteur de thérapie génique en 

encapsulant un gène ou un plasmide qu’ils vont libérer par fusion avec l’endosome 

une fois dans la cellule [198]. 
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Ils peuvent également être employés pour exposer des protéines (antigènes) à leur 

surface et les présenter aux macrophages et activer le système immunitaire tels les 

virus. Ces liposomes sont ainsi appelés virosomes et sont employés comme vaccins 

[199].    

4.5.3.2. Applications cosmétologiques,  

Les liposomes sont utilisés pour véhiculer et libérer lentement des substances telles 

que les antioxydants ou le collagène. Leur utilisation se substitue à l’emploi 

classique des émulsions huileuses et solutions alcooliques capables 

d’endommager la peau en cas d’application prolongée [194].  

Les liposomes ont aussi diverses applications biochimiques et biophysiques. Dans 

ce domaine, ils sont largement utilisés pour l’étude des propriétés membranaires. 

En effet, ils constituent un modèle membranaire qui tente de reproduire la structure 

et les propriétés des membranes biologiques (molécules biomimétiques). Leur 

avantage dans cette application réside dans la possibilité de moduler les conditions 

expérimentales afin d’étudier l’influence de certains facteurs sur les propriétés 

membranaires [200].  

En effet, les liposomes constituent de bons modèles pour étudier ce qui se déroule 

au niveau membranaire lors de différents processus tels que la fusion [201]. Dans 

cet exemple d’application biochimique, les liposomes ont été très utiles à l’étude de 

nombreux mécanismes intervenant lors de la fusion.  

Dans notre revue de la littérature, ce ne sont pas les étapes de la fusion des 

liposomes qui nous intéressent mais plutôt les conclusions concernant les facteurs 

qui gouvernent le comportement des liposomes. Il nous semble utile de relater ici 

ces conclusions pouvant aider à une meilleure compréhension des mécanismes 

d’interaction avec la membrane plasmique du spermatozoïde, surtout que ces 

conclusions concordent avec ce qui a été rapporté par des auteurs ayant étudié la 

fusion entre les liposomes et le spermatozoïde [14]. 

L’analyse de la fusion des liposomes a tout d’abord montré que les deux bicouches 

devaient entrer en contact avant la fusion, impliquant au moins de manière 

transitoire un réarrangement de la bicouche et l’adoption par les lipides d’une 
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structure d’énergie plus élevée. Cet assemblage ne se réalise pas spontanément. 

La présence de catalyseurs est nécessaire [202].  

Dans le cas de la fusion virale, il a été clairement montré, par analyse de fusion de 

liposomes, que le catalyseur pouvait être un petit fragment d’une glycoprotéine de 

surface virale, appelé peptide de fusion [203]. Ces segments protéiques s’insèrent 

obliquement dans la membrane et perturbent le parallélisme des chaînes acyles 

des phospholipides, qui se réorganiseraient autour des peptides de fusion [204]. 

Après rapprochement des deux bicouches, la fusion entre les zones déstabilisées 

peut s’opérer. Les deux membranes mélangent leurs composants et fusionnent 

[205].  

Les fusions sont donc toujours contrôlées par des protéines [206]. Ces protéines 

déstabilisent la bicouche lipidique et jouent ainsi un rôle catalytique. 

Par ailleurs, il est a été établi que l’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 qui rend la zone de contact enrichie en 

lipides, tels que le cholestérol et les sphingolipides. Ces derniers auront alors 

tendance à adopter une organisation hexagonale favorable à la fusion [207]. 

4.5.3.3. Applications en cryoconservation spermatique 

Ce sont QUINN et CHOW (1980) [12] ainsi que GRAHAM et FOOTE (1987) [7] qui 

ont ainsi découvert l’effet stabilisant des liposomes dans la lutte contre le choc 

thermique au cours du procédé de cryoconservation du sperme. Depuis leurs 

travaux, plusieurs études se sont succédées et les liposomes font actuellement 

l’objet d’études visant à les substituer au JO dans la cryoconservation spermatique.  

4.5.4. Etudes antérieures sur les lipides exogènes 

Les chercheurs se sont intéressés depuis longtemps aux lipides exogènes en 

cryoprotection spermatique avant même l’avènement des technologies de 

fabrication des liposomes (nanotechnologies). Déjà en 1946, PHILLIPS et SPITZER 

avaient montré l’intérêt des lécithines dans la substitution du JO dans les dilueurs 

de semence bovine [208]. 
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Plus tard, aprés la mise en évidence des phospholipides du JO comme substances 

jouant un rôle clef dans la cryoprotection spermatique [10], beaucoup d’auteurs se 

sont intéressé à explorer l’action directe des lipides exogènes comme alternative au 

JO dans les dilueurs de congélation et de réfrigération.   

Ainsi, les lipides exogènes ont fait l’objet de recherches extensives en 

cryoprotection spermatique d’abord sous forme d’agrégat (Ø : 1500 nm) obtenus 

par simple réhydrations des films lipidiques des phospholipides et des lécithines du 

commerce et plus tard avec les liposomes soniqués (Ø : 30 nm) [12 ; 7 ; 14]. 

Ces études menées sur l’effet des liposomes soniqués ont permis d’apporter 

beaucoup d’éclaircissements sur les mécanismes de protection spermatique par les 

phospholipides exogènes même si les résultats ne semblent pas directement 

transposables aux liposomes obtenus par procédé d’extrusion et utilisés dans les 

études récentes.  

QUINN et CHOW (1980) [12] ont utilisé une suspension de phosphatidylcholine du 

JO traitée par ultrasons et ont montré sa capacité à protéger la semence ovine 

contre le choc de refroidissement. Cette protection disparaissait après lavage des 

spermatozoïdes. Ils avaient donc proposé l’hypothèse mécanistique d’une faible 

association réversible entre les phospholipides et la membrane plasmique des 

cellules spermatiques. 

GRAHAM et FOOTE (1987) [7] ont utilisé des liposomes fabriqués par sonication à 

partir de plusieurs formulations expérimentales de phospholipides et ont aussi 

comparé des phospholipides de longueurs de chaines acyle variables (8 – 20 

carbones). 

Ces auteurs ont démontré que les phosphatidylcholines (PC) contenant de longues 

chaines acyles (minimum 12 carbones) sont bénéfiques à la cryoconservation des 

spermatozoïdes bovins et que les courtes chaines de moins de 12 carbones étaient 

toxiques. Ils ont montré également que la phosphatidylsérine (PS) seule ou 

associée à la PC ou au cholestérol (CHL) protège les spermatozoïdes contre le 

choc de refroidissement avec autant d’efficacité que le JO ou les liposomes à base 

de lécithine de JO. Par contre, la PC seule et le cholestérol seul n’étaient pas 

efficaces et les associations PS/PC ou PS/CHL n’étaient pas plus efficaces que la 
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PS seule contre l’effet du choc de refroidissement. Les spermatozoïdes bovins 

cryoconservés étaient mieux protégés par l’association PS/CHL.  

De LEUUW et ses collaborateurs (1993) [14] avaient utilisé des liposomes soniqués 

et n’ont pu atteindre l’efficacité cryoprotectrice du JO. Par contre, l’association des 

liposomes avec l’albumine du sérum bovin (BSA pour Bovine Serum Albumin) qui 

est une grosse molécule a pu améliorer significativement leur efficacité.   

Ce n’est qu’à partir de 1993 avec les travaux de ARTS et ses collaborateurs [209] 

que les liposomes extrudés (Ø : 100 - 400 nm) ont été explorés pour leurs propriétés 

cryoprotectrices comme additifs dans les dilueurs de congélation et de réfrigération 

de sperme.      

Il est à préciser également que dans les études menées sur les liposomes en 

cryoprotection spermatique, peu sont celles où les auteurs ont présenté et discuté 

les détails de composition des dilueurs à base liposomes car la plupart avaient 

utilisé des dilueurs de commerce à base de lécithines végétales comme 

Andromed® (Minitube, Tiefenbach, Germany) et Bioxcell® (IMV-Technologies, 

Aigles, France) dont la composition lipidique est tenue confidentielle par les 

laboratoires [15 ; 210 ; 38]. Ceci constitue une limitation dans l’exploitation de ces 

résultats et laissent leurs conclusion très générales par rapport à l’étude des effets 

et mécanismes de cryoprotection spermatique par des liposomes.     

ARTS et ses collaborateurs (1993) [209] n’avaient pas pour objectif d’utiliser les 

liposomes comme cryoprotecteurs de semence, mais comme un modèle de 

membrane artificielle qui aide à comprendre le phénomène de fusion du 

spermatozoïde. Cette étude a permis de comprendre que la fusion avec les 

liposomes est gouvernée par les facteurs spermatiques et requiert la présence de 

phospholipide acide comme la cardiolipine et la phosphatidylsérine dans la 

bicouche liposomiale. Cette réaction de fusion était inhibée par l’incorporation de 

phosphatidylcholine dans les vésicules liposomiales. 

Chez l’étalon WILHEM et ses collaborateurs [211] ont testé en 1996 l’efficacité de 

cryoprotecteurs à base de liposomes composés de PS et de PS-cholestérol (PS-

CH). Ils ont montré que ces liposomes améliorent le taux de fertilité chez les juments 
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(50 % vs 17 % par comparaison à un dilueur classique) ainsi que la mobilité 

spermatique.  

ZERON et ses collaborateurs [212] ont montré en 2002 que les liposomes sont 

capables de modifier la transition de phase des lipides membranaire des 

spermatozoïdes.  

RICKER et ses collaborateurs [189] ont démontré en 2006 l’intérêt des liposomes 

extrudés et leur capacité à remplacer le JO dans la cryoconservation des 

spermatozoïdes équin. Dans une approche mécanistique, Ils ont mis en évidence 

un phénomène d’association externe entre les liposomes et la membrane plasmique 

du spermatozoïde équin grâce à une exploration biophysique par spectroscopie 

infrarouge à transformé de Fourier (FTIR pour Fourier Transform Infra Red) couplée 

à la microscopie électronique à balayage (SEM pour Scanning Electron 

Mciroscopy).  

En effet, selon ces auteurs, les liposomes dans ce schéma ne s’incorporent pas au 

sein de la membrane plasmique du spermatozoïde équin mais s’associent fortement 

à sa surface. Ils constituent ainsi une barrière physique contre les lésions de la 

congélation-décongélation et préviennent la séparation de phase au sein de la 

membrane plasmique en influençant l’agencement des lipides à sa surface. Ce 

mécanisme de protection s’appela « protection par revêtement ».  

RÖPKE et ses collaborateurs [34] ont utilisé en 2011 des liposomes extrudés à 

partir de plusieurs formulations lipidiques et plusieurs longueurs de chaines acyles 

et ont étudié la possibilité de les substituer au JO dans la cryoconservation des 

spermatozoïdes bovins. Ces auteurs ont comparé aussi l’efficacité de plusieurs 

durées d’incubation des liposomes (à 4°C) avec les spermatozoïdes avant 

congélation (temps d’équilibration).  

Ils ont confirmé les résultats de GRAHAM et FOOTE (1987) [7] concernant la toxicité 

des phospholipides à courtes chaines acyles (<8 carbones). Ils ont démontré 

également la supériorité des liposomes à base de phosphatidylcholine (PC) et 

phosphatidylglycerol (PG) qui est un phospholipide (PL) chargé négativement. Ceci 

semble signifier que la présence de PL chargés au sein des bicouches liposomiales 

favorisent l’interaction des liposomes avec les zones électriquement chargées dans 
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la membrane plamsique des spermatozoïdes et améliorent par conséquent l’action 

cryoprotectrice. Cette étude a mis en évidence également que la qualité de la 

semence cryoconservée s’améliore significativement avec le prolongement du 

temps d’incubation (4°C) des liposomes avec les spermatozoïdes avant la 

congélation.  

PILLET et ses collaborateurs [36] ont mené en 2012 à l’INRA de Nantes une étude 

sur les liposomes extrudés fabriqués à partir de différentes lécithines commerciales 

dérivées du JO et du soja (E80S®, E80®, S75®). Ils ont étudié leur efficacité dans 

la cryoconservation des spermatozoïdes équins en les substituant au JO dans le 

dilueur de référence (INRA96®, IMV-Technologies, Aigles, France). Les liposomes 

à base E80® (à 4%) se sont avérés d’une efficacité comparable au JO pour la 

mobilité, l’intégrité spermatique ainsi que la fertilité in-vivo [36].   

Le GUILLOU et ses collaborateurs [37] ont étudié récemment (2015) la possibilité 

de remplacer les LDL par des liposomes extrudés à partir d’une lécithine de JO 

(E80S®) en testant une gamme de concentrations (0.37, 0.74, 1.48 et 2.22 g/100ml 

de dilueur). La concentration idéale variait entre 1.48 et 2.22 g/100ml. En utilisant 

la technique des balances de Langmuir-Blodgett, ces auteurs ont démontré que les 

liposomes sont capables de protéger les spermatozoïdes bovins cryoconservés de 

façon plus efficace que les LDL en séquestrant les protéines BSP du plasma 

séminal.  Par la même approche biophysique (Langmuir-Blodgett trough), il a été 

démontré dans cette étude que différemment aux LDL, les liposomes ne s’intègrent 

pas dans la membrane plasmique des spermatozoïdes [37].  

Enfin, il n’existe pas dans la littérature de données chez le chien car avant notre 

présent travail de thèse, les liposomes n’avaient jamais été utilisés pour la 

conservation de la semence canine.  

4.5.5. Hypothèses mécanistiques des Liposomes 

Avant d’aborder les mécanismes de protection spermatique par les liposomes, il 

s’agit de préciser que si les LDL sont des molécules biologiques de composition 

fixes dont les propriétés cryoprotectrices seraient constantes, les liposomes sont 

des assemblages moléculaires artificiels à partir d’extraits lipidiques. Leurs activités 
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sont variables en fonction de plusieurs facteurs d’où la possibilité d’optimiser leur 

efficacité en cryoprotection spermatique en modulant ces facteurs.   

En effet, l’activité cryoprotectrice des liposomes varie en fonction de la taille des 

vésicules, de la composition physique et chimique des PL contenus dans les 

bicouches liposomiales et en fonction aussi de la durée de leur incubation (4°C) 

avec les spermatozoïdes avant congélation.   

Les schémas mécanistiques pouvant être retenus à partir des études récentes sur 

les liposomes, sont une protection par revêtement et une protection indirecte par 

interaction avec les constituants du dilueur. 

4.5.5.1. Protection directe par revêtement 

Aucune étude récente sur les liposomes extrudés depuis RICKER et al (2006) [189] 

n’a pu mettre en évidence une interaction directe avec la MP des spermatozoïdes 

malgré les diverses investigations biophysiques effectuées (Spectroscopie, 

microscopie électronique et balance de Langmuir). L’action des liposomes semblent 

résider dans leur association à la surface de la membrane plasmique des 

spermatozoïdes plutôt que dans leur intégration dans cette membrane [6]. 

Le schéma mécanistique le plus probable semble correspondre au phénomène de 

protection par revêtement décrit la première fois par RICKER et al (2006) [189] chez 

l’étalon. Il s’agit d’une forte association établie entre la bicouche liposomiale et la 

membrane plasmique du spermatozoïde différemment au schéma de l’association 

réversible proposée par QUINN et al. (1980) [12]. Cette forte association protectrice 

ne semble pas perceptible par les techniques d’exploration biophysique comme 

étant une intégration au sein de la membrane plasmique du spermatozoïde.   

4.5.5.2. Protection indirecte  

Les liposomes peuvent aussi agir indirectement par interaction avec les constituants 

des dilueurs (lipides, protéines, ions, caséines, micelles …) comme chélateur de 

calcium par exemple. Les liposomes protègent les spermatozoïdes en lutant contre 

la peroxydation du lipide membranaire et empêchant l’entrée du calcium à l’intérieur 

du spermatozoïde [36].  
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Comme protection indirecte aussi, les liposomes protègent les spermatozoïdes par 

séquestration des protéines liantes (BSP) du plasma séminal empêchant ainsi 

l’efflux des phospholipides et du cholestérol et prévenant par conséquent la 

capacitation précoce qui en résulte [37]. Ce mécanisme représente l’action 

protectrice principale du spermatozoïde bovin car dans cette espèce les BSP 

représentent 65% des protéines du plasma séminal. Chez les autres animaux 

domestiques ce pourcentage est variable impliquant ainsi une importance relative 

de ce mode de protection spermatique.   

Par contre chez le chien il n’existe pas de glandes séminales secrétant ces 

protéines comme chez les autres mâles domestiques. Cependant, des protéines 

liantes à activité similaire ont pu être caractérisées dans le liquide prostatique 

produites éventuellement par la prostate [3]. Cependant, à notre connaissance, 

aucune exploration biophysique d’une éventuelle interaction de ces protéines avec 

les liposomes n’a été faite chez le chien. Il serait intéressant donc d’explorer ce 

phénomène de séquestration par les liposomes des protéines liantes présentes 

éventuellement dans le liquide prostatique chez le chien.          
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PARTIE EXPERIMENTALE 

 

Dans le cadre de cette thèse de doctorat, une série d’expérimentations a 

été effectuée dans le but d’approfondir les connaissances concernant les LDL, le 

plasma du JO ainsi que les liposomes et de valider la substitution aux LDL du 

plasma du JO et des liposomes dans la congélation et la réfrigération de la semence 

canine. 

L’objectif de cette étude était de répondre aux questions suivantes : 

 Est-ce que la semence canine, est autant protégée par un dilueur à base de 

liposomes qu’un milieu à base de LDL ? Si c’est le cas, quelle en serait la 

concentration optimale ? 

 Est-ce que, la semence de chien conserve-t-elle sa fertilité in vitro et in vivo après 

le processus de congélation-décongélation et celui de la réfrigération avec les 

Liposomes en substitution aux LDL ? 

 Peut-on remplacer les LDL du jaune d’œuf de poule par le plasma du JO sans 

altération de la mobilité et de la fonctionnalité des spermatozoïdes de chien 

congelés-décongelés ? 

 Quels seraient les mécanismes de protection spermatique des liposomes et du 

plasma de jaune d’œuf ? 

Pour répondre à ces questions, nous avons réalisé plusieurs travaux qui seront 

présentés comme suit : 

Chapitre 5 : Intérêt des liposomes dans la réfrigération de la semence canine 

1ère expérience : Etude des paramètres de mobilité spermatique. 

2ème éxpérience : Etude des paramètres d’intégrité spermatique. 

3ème éxpérience : Essai préliminaire de fertilité in vivo (Insémination artificielle intra-

vaginale). 
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4ème éxpérience : Etude des interactions avec une membrane biomimétique (Etude 

mécanistique avec la Balance de Langmuir). 

Chapitre 6 : Intérêt des liposomes dans la congélation de la semence canine 

Ce chapitre se scinde en 4 expériences :  

1ere expérience : Etude des paramètres de mobilité spermatique. 

2ème éxpérience : Etude des paramètres d’intégrité spermatique. 

3ème éxpérience : Essai préliminaire de fertilité in vivo (Insémination artificielle intra-

utérine sous vidéo-endoscopie). 

4ème éxpérience : Etude des interactions avec un modèle biomimétique de la 

membrane du spermatozoïde (Etude mécanistique avec la Balance de Langmuir). 

Chapitre 7 : Effets du temps d’équilibration sur la qualité spermatique et 

interactions avec les cryoprotecteurs (LDL, LIPO, EYP). 

1ère éxpérience : Etude des paramètres de mobilité spermatique. 

2ème éxpérience : Etude des paramètres d’intégrité spermatique.  
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CHAPITRE 5 

INTERET DES LIPOSOMES DANS LA REFRIGERATION DE LA SEMENCE 

CANINE 

5.1. Introduction 

La semence canine réfrigérée a été utilisée la première fois 1954 [1]. Son emploi 

est devenu de plus en plus répondu pendant ces dernières décennies, notamment 

avec le développement à l’échelle internationale de l’insémination artificielle et de 

l’élevage canin. 

Dans le contexte de l’insémination artificielle et le stockage à court terme de la 

semence, la réfrigération présente divers avantages par rapport à la congélation. 

En effet, le taux de fertilité in vivo est meilleur [156], la technique d’insémination est 

plus simple (intra-vaginale vs. Intra-utérine) [213], et le transport est plus facile et 

moins dangereux [214]. Cette technique de conservation est ainsi la méthode de 

choix pour transporter la semence sur de longues distances. 

Cependant, la réfrigération n’est pas sans inconvénients, elle expose le sperme au 

choc de refroidissement « cold shock » qui induit des dommages irréversibles tant 

structuraux que fonctionnels aux spermatozoïdes compromettant par conséquence 

la fertilité du sperme réfrigéré [4]. 

Les dilueurs sont destinés à protéger la semence par prévention ou réduction des 

effets du froid. Cette action protectrice est assurée essentiellement par les 

stabilisants membranaires [215] i.e. protecteurs de refroidissement [8], représentés 

traditionnellement par le jaune d’œuf (JO) dans la préservation de la semence 

canine [57]. 

A cause de divers inconvénients tel que le risque de contamination microbienne et 

des effets délétères sur les spermatozoïdes de certains de ses constituants 

(lipoproteines de haute densité), le JO entier a été remplacé par sa fraction 

cryoprotectrice i.e. les lipoprotéines de basse densité (LDL) [10 ; 11 ; 12]. 
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Ces dernières sont extraites avec un degré de pureté de 97% selon la technique 

décrite par MOUSSA et al. (2002) [13] et se sont montrées efficaces dans la 

réfrigértion de la semence bovine [16], ovine [20], équine [19] et canine [18].     

Néanmoins, les LDL souffrent toujours de deux limitations majeures d’ordre 

technologique et bio-sanitaire. Elles ne peuvent ni être produite sur une échelle 

industrielle ni être stérilisées conformément aux règlements de biosécurité [24]. 

Leur substitution est ainsi fortement recommandée.   

Les liposomes (LIPO) sont des vésicules artificielles composées d’une ou de 

plusieurs bicouches lipidiques concentriques, ayant la capacité d’encapsuler des 

molécules [32].  Ils sont composés de phospholipides (PL), i.e. le principe actif des 

LDL pour la protection et la stabilisation de la membrane spermatique [33]. 

Différemment aux LDL, ils peuvent être produits à une échelle industrielle et 

incorporés dans des dilueurs clairs, semi-synthétiquie, chimiquement définis, 

facilement stérilisables et prêts à l’emploi [32]. 

Récemment, les LIPO se sont montrés comme une alternative viable au JO dans la 

cryconservation de la semene humaine [35], equine [36], bovine [34] et du buffle 

[38].  

Le GUILLOU et ses collaborateurs [35] ont démontré en 2015 la possibilité de 

remplacer les LDL par les liposomes dans la congélation de la semence bovine et 

ils ont exploré les interactions mécanistiques de ces dilueurs avec la membrane 

plasmique du spermatozoïde en utilisant un modèle biomimétique (i.e. la membrane 

de Langmuir Blodgett). Cette technique mime la face externe de la membrane du 

spermatozoïde sous forme d’une monocouche de molécules surfactantes placée au 

dessus d’une sous phase liquide qui mime le dilueur de base [190]. Cette membrane 

modèle simule les interactions entre la membrane du spermatozoïde et les 

molécules injectées dans la sous phase [35].          

Les liposomes n’ont jamais été testés dans la réfrigération de la semence canine ni 

leur mécanisme de protection du spermatozoïde canin n’a été exploré  

Ainsi, le présent travail vise à déterminer les éventuels bénéfices des liposomes en 

substitution au LDL pour la réfrigération de la semence canine (sur une période de 
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quatre jours) et à explorer leur mécanisme de protection spermatique par le biais 

de la balance de Langmuir-Blodgett. 

5.2. Matériels et méthodes 

5.2.1. Expérience 1 : Etude des paramètres de mobilité spermatique  

5.2.1.1. Prélèvement et évaluation initiale de la semence 

Vingt trois éjaculats ont été prélevés à intervalle de 48 – 72 heures sur 5 chiens de 

race Beagle âgés entre 3 et 7 ans, appartenant au département de pathologie de la 

reproduction à ONIRIS : Ecole Nationale Vétérinaire, Agro-alimentaire de 

l’Alimentation de Loire Atlantique, Nantes, France. Toutes les expérimentations ont 

été conduites conformément aux exigences du comité d’éthique d’Oniris, Nantes.  

Tous les échantillons ont été prélevés manuellement par le même opérateur, de 

façon fractionnée et en présence d’une chienne en chaleur. Seulement la fraction 

riche en spermatozoïdes a été utilisée. Chaque éjaculat a été évalué (motilité 

massale et concentration des spz) suite à sa collecte pour sa qualité et son aptitude 

à la réfrigération. 

5.2.1.1.1. Mobilité massale  

Une goutte de sperme est placée sur une lame, et est observée au faible 

grossissement d’un microscope muni d’une platine chauffante (Voir annexe 04). Elle 

est notée selon l’échelle de MILOVANOV de 0 à 5 (0 : Spermatozoïdes morts et 5 : 

Présence de vagues). 

5.2.1.1.2. Concentration en spermatozoïdes 

La concentration en spermatozoïdes a été mesurée par un photomètre calibré pour 

le sperme canin (SpermaCu®, Minitube, Tiefenbach, Germany) (Voir annexe 04).   

Seules les semences qui ont présenté une mobilité massale supérieure ou égale à 

4 et une concentration supérieure ou égale à 200x106 spz/ml ont été retenues pour 

cette expérience. En plus de ces deux tests, le pourcentage des spermatozoïdes 
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mobiles calculé par analyseur d’image à T0 (voir § 5.2.1.4) est inclus comme critère 

d’évaluation initiale et le seuil d’acceptation de 60% est appliqué (Voir Annexe 04).  

5.2.1.2. Preparation des dilueurs 

5.2.1.2.1. Extraction des LDL 

La methode utilisée pour l’extraction des LDL a été développée par Moussa et al. 

(2002) [13] et protégée par un brevet déposé jointement par l’Ecole Nationale 

Vétérinaire et l’Institut Nationale de Recherche Agronomique de Nantes. Elle a été 

décrite précedemment (Voir § 4.4.2, Figure 4.3). 

5.2.1.2.2. Fabrication des liposomes 

Les liposomes ont été produits à partir d’un extrait de phospholipides (PL) de JO 

composé de 74.1% phosphatidylcholine (PC), 13.3% phosphatidylethanolamine 

(PE), 1% sphingosine (SPH) and 1.9% lysoPC (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL). 

Après dissolution de la lécithine de JO dans le chloroforme, des films de 

phopholipides (PL) ont été obtenus et réhydratés dans une solution de dilueur de 

base pendant 12 heures. La suspension a été soniquée pendant 15 min dans un 

bain à ultrasons (Elmasonic S 30H Elma, Sin-gen, Germany avec une puissance de 

275 W) puis extrudée (20 passages à travers une membrane de 100 nm) dans un 

Mini-extruder (AVANTI Polar Lipids, Inc, Alabaster, Alabama, USA). La distribution 

de taille a été centrée à 120 nm. 

5.2.1.2.3. Préparation des dilueurs 

Huit dilueurs de réfrigération ont été préparées à partir d’une solution de base 

(composition présentée en tableau 1) et en ajoutant 6% LDL (Contrôle) ou une des 

7 concentrations expérimentales en liposomes (2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 15%, et 

20%). La composition des dilueurs est présentée en tableau 1. 

Le dilueur à base de 6% LDL a été utilisé comme témoin dans cette expérimentation 

car il a été vérifié qu’il est capable de préserver la semence canine réfrigérée 

pendant 4 jours pour la totalité (100%) des chiens utilisés dans les travaux de 

BENCHARIF et al. (2013) [18].  
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Tableau 5.1 : Composition des dilueurs à base de liposomes. 

Légende : PL : phospholipides 

Dilueur 2% 4% 6% 8% 10% 15% 20% 

Poudre de PL (g) 1.82 3.64 5.46 7.28 9.10 13.65 18.20 

TRIS-Base (g) 30.26 

Acide citrique (g) 17.00 

Fructose (g) 12.50 

Glutathione (g) 1.44 

Streptomycine (mg) 1 

Baytril 10% (mL) 0.8 

Eau distillée (L) 1 

5.2.1.3. Dilution et réfrigération de la semence 

Cent microlitres de chaque dilueur des huit préparés précédemment ont été placés 

dans huit cryotubes différents et 100µl de la fraction spermatique ont été ajoutés 

dans chacun des huit cryotubes. Cette dilution a été réalisée dans un bain-marie à 

37°C. Après mesure de la concentration en spermatozoïdes dans l’échantillon, un 

volume de chaque dilueur a été ajouté pour avoir la concentration finale de 100 x 

106 spermatozoïdes / ml. 

Les huit cryotubes ont été immédiatement mis au réfrigérateur à 4°C sans transition 

entre 37°C et 4°C. 

5.2.1.4. Analyse automatisée de la semence 

L’analyse des charactéristiques de mouvement de la semence a été réalisée aux 

moyens d’un analyseur d’image de type Hamilton Thorne system (HTM-IVOS 

version 14.0 ; Hamilton Thorne, Inc. Beverly, MA, USA) et d’une chambre d’analyse 

d’une profondeur de 20µm (Leja Products B.V., Nieuw Vennep, Pays-bas). 

L’analyse a été faite suivant les paramètres techniques recommandés par IGUER-

OUADA and VERSTEGEN (2001) [68] lors de la validation de ce système chez le 

chien (Pour le détail voir Annexe n° 06).  
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Les paramètres suivants ont été mesurés : La mobilité totale i.e. Pourcentage des 

spz mobiles (MOT %), mobilité progressive i.e le pourcentage des spz  progressifs 

(PMOT %), La vitesse curvi-linéaire ou vitesse de déplacement “Curvilinear 

Velocity” (VCL: µm/second), La vitesse linéaire “Straight Line Velocity” 

(VSL:µm/second), la vitesse moyenne “Average Path Velocity” (VAP: µm/second) 

et l’amplitude latérale des movements de la tête du spermatozoïde “Amplitude of 

Lateral Head Displacement” (ALH:µm). 

Une analyse d’image de la mobilité spermatique a été effectuée avant réfrigération 

(J0) puis chaque jour pendant les 4 jours de réfrigération (J1, J2, J3, J4). Pour cela, 

un volume de 30µL de chaque échantillon a été mélangé avec 90µl d’un dilueur 

commercial EasyBuffer (IMV-Technologies, l’Aigle, France) pour obtenir une 

concentration finale de 25 x 106 spermatozoa/ml, puis incubé à 37°C pendant 10min 

avant d’être analysé. 

5.2.1.5. Analyse statistique 

 Etant donné que notre étude est une approche à mesures répétées, nous 

avons utilisé un modèle linéaire à effets mixtes (lme) avec le logiciel R® pour 

analyser les effets du temps de réfrigération (J0, J1, J2, J3, J4) et du dilueurs 

(6%LDL, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20% liposomes) sur chacun des paramètres de mobilité. 

Un modèle à effets mixtes est un modèle hiérarchique dans lequel le premier niveau 

modélise la réponse individuelle (effet chien), et le deuxième niveau modélise le 

comportement des paramètres pour l’ensemble de la population. Par exemple pour 

l’étude de l’effet du temps sur la variable mobilité, le modèle s’écrit : 

Niveau individuel : Mobilitéijk = αi + β1i*Tempsj + β2i*Milieuk + ɛijk 

 

Niveau de la population :  

 

 ɛijk indépendemment et identiquement distribués selon la loi N(0,σ2) 

 σ2 est la variance résiduelle 

 α, β1, β2, sont les effets mixtes 

αi = α + ai 

β1i = β1 + b1i 

β2i = β2 + b2i 
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 ai, b1i, b2i sont les effets aléatoires distribués selon une loi normale 

La normalité des résidus et des effets aléatoires ont été vérifiées et validées pour 

chaque modèle au moyen de graphiques préconisés par les auteurs des modèles 

à effets mixtes [216]. 

Les interactions du temps et du dilueur sur la mobilité ont été integrées dans le 

modèle à travers le terme “Time*Extender”. Les effets fixes sont utilisés comme des 

estimations ponctuelles des paramètres pour la totalité de la population. La base 

théorique d’estimation fournit différents outils pour calculer la p-value pour l’effet du 

temps et du dilueur sur la motilité. La significativité est fixée à P<0.05. 

5.2.2. Deuxième expérience : Etude des paramètres d’intégrité spermatique. 

Douze éjaculats ont été collectés sur les mêmes chiens de l’expérience précédente 

et soumis aux examens d’évaluation initiale (Mobilité et concentration) tel que décrit 

pour la première expérience (Voir § 5.2.1.1).  Les éjaculats répondant aux 

conditions d’inclusion (n=10) ont été dilués avec le milieu 6% LDL (Dilueur de 

référence) et le milieu 2% LIPO puis réfrigérés comme décrit précédemment dans 

l’expérience 1 (Voir § 5.2.1.3). 

Quatre tests ont été réalisés et nous ont permis d’évaluer l’intégrité acrosomique 

par le test à la FITC-PSA (Fluorescein Isothiocyanate-Pisum Sativum Agglutinin), 

l’intégrité de la membrane plasmique par le test hypo-osmotique (HOSt) et le test 

au SYBR14/Iodure de propidium (SYBR14/IP) et finalement l’intégrité d’ADN en 

utilisant le test d’Acridine Orange (AO). Les caractéristiques d’intégrité spermatique 

ont été évaluées avant réfrigération et chaque 48heures pendant les 4 jours de 

conservation (J0, J2, J4). 

5.2.2.1. Evaluation de l’intégrité de l’acrosome (Test FITC/PSA) 

L’intégrité de l’acrosome a été analysée par le test FITC-PSA (pisum sativum 

agglutinin) selon la technique décrite pour la première fois par MENDOZA et al. en 

1992 [94] (Pour le détail voir annexe 07).  
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Cinq μl de semence sont déposés sur l’extrémité d’une lame de verre et un frottis 

est effectué. Après séchage à l’air, les lames sont trempées pendant 15 minutes 

dans un bain de méthanol à 100%. Après un deuxième séchage, elles sont incubées 

avec une solution de 200μl de FITC-PSA (50 μg/ml) dans du PBS pendant 10 

minutes à température ambiante dans une chambre sombre et humide. Les lames 

sont ensuite rincées à l’eau distillée pour éliminer l’excès de colorant puis trempées 

pendant 15 minutes dans un bain d’eau distillée. Après un troisième et dernier 

séchage à l’air, elles sont stockées à +4 °C avant observation sous microscope à 

epifluorescence verticale (Olympus BX41, Japan). 200 spermatozoïdes par lame 

réparties sur plusieurs champs sont comptés et classées en deux catégories : 

 Spermatozoïdes à acrosome intact : Acrosome fluorescent,  

 Spermatozoïdes à acrosome désintégré : Acrosome non fluorescent (terne) 

5.2.2.2. Evaluation de l’intégrité de la membrane plasmique flagellaire (HOSt) 

L’intégrité membranaire flagellaire ou fonctionnelle du spermatozoïde a été évaluée 

par le test hypo-osmotique (HOSt : Hypo-osmotic swelling test) validé chez le chien 

par ENGLAND & PLUMMER (1993) [81] (Pour le détail voir annexe 08).  

Un volume de 25μL de semence sont mélangés au même volume de solution hypo-

osmotique à 100mOsmol/L (100 ml d’eau distillée, 75mM de fructose, 25mM de tri-

citrate de sodium), et laissés en incubation à 37°C pendant 60 min. A partir de 15μl 

de cette suspension, un frottis est réalisé, coloré (RAL 5.5.5), séché puis conservé 

jusqu’à observation au microscope optique (Olympus CK2, ULWCD 0,30) au 

grossissement (x40). 200 cellules réparties sur plusieurs champs sont comptées 

par lame et classées en deux catégories : 

 Spermatozoïdes à membrane flagellaire intact (vivant) : si le flagelle réagit à la 

solution hypo-osmotique par un gonflement et un enroulement.   

 Spermatozoïdes à membrane flagellaire altérée (mort) : si le flagelle ne réagit 

pas à la solution hypo-osmotique. 
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5.2.2.3. Evaluation de l’intégrité de de la membrane cytoplasmique du 

spermatozoïde (Test SYBR14/PI) 

L’intégrité membranaire cytoplasmique ou structurale du spermatozoïde a été 

évaluée par un test à fluorescence à base du SYBR14 couplé à l’iodure de 

propidium selon le principe évoqué la première fois par GARNER et JOHNSON 

(1995)  [87] en utilisant le kit LIVE/DEAD® Sperm Viability (LIFE Technologie SAS, 

Saint-Aubin, France) selon la technique  rapportée par Du BOIS et al. (2012) [217].  

Un volume de 1,25 µL du colorant SYBR14 dilué (1/50ème au DMSO) est ajouté à 

250 µl de semence diluée puis incubé à +37°C pendant 10 mn. Ensuite 1,25 µL du 

colorant différentiel iodure de propidium (PI) est ajouté à cette suspension puis 

incubée à nouveau à +37°C pendant 10 minutes. Un frottis cellulaire est préparé 

puis observé sous microscope à epifluorescence verticale (Olympus BX41, Japan). 

200 spermatozoïdes répartis sur plusieurs champs sont comptés par lame et 

classés en deux catégories : 

 Spermatozoïdes vivants : fluorescence verte.  

 Spermatozoïdes morts : fluorescence rouge. 

Il est à noter que les spermatozoïdes moribonds (à fluorescence mixte) 

sont classés dans les cellules mortes. 

5.2.2.4. Evaluation de l’intégrité de l’ADN (Test à l’Acridine Orange) 

L’intégrité de l’ADN a été évaluée par un test destiné à explorer le statut structural 

de la chromatine du spermatozoïde en utilisant l’acridine-orange [98 ; 101 ; 103) 

(Pour le détail voir annexe 09). 

Un volume de 150 μL de semence sont mélangés à 4 mL de PBS préalablement 

chauffés à +37°C puis centrifugés à 500 xg pendant 10 minutes. 100 μL du culot 

sont remis en suspension avec 100 μL de la solution TNE à pH 7,2 (TNE = Tris Hcl 

0,01 M, Nacl 0,15 M, EDTA 1 mM). 400 μL d’une solution au Triton à pH 1.2 sont 

ensuite déposés dans le mélange. Après 30 secondes, 1,2 mL de la solution 

d’Acridine Orange à pH 6 est rajouté au mélange puis laissé à incuber à température 

ambiante pendant 5 minutes. Un frottis est réalisé (5μL), fixée entre lame et lamelle 

puis observée sous microscope à epifluorescence verticale (Olympus BX41, 
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Japan). 200 spermatozoïdes répartis sur plusieurs champs sont comptés par lame 

et classés en deux catégories : 

 Spermatozoïdes à ADN natif : fluorescence verte (double brin).  

 Spermatozoïdes à ADN dénaturé : fluorescence rouge (mono brin). 

L’index de fragmentation d’ADN est calculé par le rapport entre la proportion de 

spermatozoïdes émettant une fluorescence rouge et la population totale de 

spermatozoïdes.  

5.2.2.4. Analyse statistique  

Comme dans la première expérience, les effets du temps de réfrigération (J0, J2, 

J4) et du dilueur sur chaque paramètre fonctionnel ont été analysés avec un modèle 

lme. Les effets des interactions entre le temps de réfrigération et le dilueur sur les 

paramètres fonctionnels ont été inclus dans le modèle. La significativité a été fixée 

à P<0.05 et les résultats sont donnés en moyennes plus ou moins erreur standard 

(Moy± SEM).   

5.2.3. Expérience 3 : Essai préliminaire de fertilité in-vivo (Insémination artificielle 

intra-vaginales). 

Pour cet essai préliminaire, 6 chiennes de race Beagle ont été utilisées, appartenant 

au service de Pathologie de la Reproduction, ONIRIS-Ecole Nationale Vétérinaire, 

Agroalimentaire et de l’Alimentation de la Loire Atlantique, France.  

Les cycles oestraux des chiennes ont été suivies au moyens des frottis vaginaux et 

du dosage quantitatif de la progestérone (Mini-Vidas machine, Biomérieux, France). 

L’échographie ovarienne a été parfois utilisée pour objectiver l’ovulation. Deux 

inséminations artificielles intra-vaginales ont été pratiquées à 48H d’intervalle quand 

le taux de progestéronémie atteint ou dépasse les 10 ng/ml. Un éjaculat réfrigéré 

(48H ou 96H) fût déposée au fond du vagin à l’aide d’une sonde de type Osiris® 

sans être chauffé au préalable. 

Les éjaculats ayant servi pour le test de fertilité ont été récoltés, soumis à 

l’évaluation initiale pour leur aptitude à la réfrigération puis réfrigérés (pendant 48 

ou 96H) dans un dilueur à base de 2% liposomes exactement comme décrit dans 
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les expérimentations précédentes. La mobilité de la semence est contrôlée avant et 

après réfrigération par analyseur d’image comme décrit précédemment pour 

s’assurer de sa bonne qualité. Une nouvelle analyse automatisée de cette semence 

est effectué juste avant insémination et le seuil d’acceptation de cette semence pour 

I’insémination articielle est 30% de mobilité.   

Quinze jours après la date d’insémination, un diagnostic de gestation par 

échographie a été effectué. Après confirmation, un avortement a été médicalement 

provoqué dans le cadre d’une autre étude expérimentale.    

5.2.4. Expérience 4 : Etude des interactions avec une membrane 

biomimétique (Etude mécanistique avec la Balance de Langmuir). 

Dans cette expérience, nous avons utilisé les dilueurs de réfrigération à base de 

6%LDL, 2%LIPO et le liquide prostatique (LP) canin. Les dilueurs de réfrigération 

fussent préparés exactement comme décrit précédemment dans l’expérience 1 et 

le liquide prostatique a été récolté sur 3 chiens Beagle de manière fractionnée et la 

troisième fraction (post spermatique) translucide a été considérée comme liquide 

prostatique (Kutzler, 2005). Les trois récoltes ont été mélangées et utilisées le jour 

de leur prélèvement.   

5.2.4.1. La balance de Langmuir-Blodgett trough (Description technique) 

La balance de Langmuir-Blodgett est une technique utilisée pour mimer la face 

externe de la membrane plasmique du spermatozoïde sous forme d’une 

monocouche de molécules surfactantes (membrane biomimétique) placée au 

dessus d’une sous phase liquide mimant la base du dilueur de réfrigération canin.   

Cette membrane reconstruite permet donc de mimer les interactions entre la 

membrane plasmique du spz et les molécules injectées en sous phase. 

En effet, le dispositif de cette balance (302LL, Nima Technology, UK) comprend une 

monocouche composée des mêmes constituants lipidiques de la membrane 

plasmique du spermatozoïde [190] déposé délicatement sur une sous-phase liquide 

constituée des même composants du dilueur de réfrigération (TRIS, acide citrique, 

fructose et antibiotiques) et dans les mêmes proportions précédemment 
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mentionnées dans l’expérience 1 (Voir tableau 5.1), (Voir illustrations à l’annexe 

10).    

La balance est connectée à un programme sur ordinateur (NIMA516) permettant 

d’effectuer plusieurs ajustements, tel que le réglage de la pression exercée sur la 

monocouche. Le système fonctionne sous atmosphère contrôlée entre des 

barrières mobiles utilisées pour calculer la pression (tension) de surface. Si les 

molécules ajoutées (injectées) en sous phase s’intègrent dans la monocouche, la 

pression de surface de cette dernière va changer, et ce changement sera mesuré 

par déplacement des barrières mobiles et le programme génère un graphique 

illustrant ces changements en fonction du temps.     

5.2.4.2. Déroulement de l’expérimentation 

La présente expérimentation, divisée en 3 étapes, vise à étudier les interactions 

possibles des dilueurs de réfrigération (6%LDL, 2%LIPO) et du liquide prostatique 

canin avec la membrane plasmique du spermatozoïde simulée par la monocouche 

de la balance de Langmuir-Blodgett (302LL, Nima Technology, UK). Elle a été 

réalisée en collaboration avec l’INRA de Nantes selon la technique décrite par Le 

GUILLOU et al. en 2013 [190]. 

5.2.4.2.1. Première étape : Reconstruction de la couche externe de la membrane 

plasmatique du spermatozoïde  

Cette étape représente la reconstitution des domaines lipidiques de la couche 

externe de la membrane plasmique du spermatozoïde. Les constituants de la 

membrane plasmique (Phosphatidylcholine, sphingomyéline, cholestérol, 

plasmalogène-phosphatidylcholine, achetés chez Lipoïde ….) sont utilisés dans les 

mêmes proportions molaires que dans la membrane plasmique du spermatozoïde 

(respectivement 14/31/16/39). Ils sont déposés délicatement en gouttes à goutte 

sur la sous-phase pour constituer au contact du liquide une hémi-membrane 

biomimétique (Voir illustrations à l’annexe 10).  
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5.2.4.2.2. Deuxième étape : Equilibration du système 

Après la première étape, le système est laissé s’équilibrer et les barrières se 

déplacent de manière à ce que la membrane biomimétique forme une monocouche 

et que la pression exercée sur les capteurs se stabilise.  

Ainsi, après l’injection de molécules dans la sous-phase, le seul paramètre qui peut 

varier est la pression entre les deux barrières mobiles. Si le liquide injecté interagit 

avec la membrane biomimétique la pression de la monocouche va augmenter (Voir 

illustrations à l’annexe 10).   

5.2.4.2.3. Troisième étape : Injection de molécules dans la sous-phase 

Diverses combinaisons de molécules (LDL, LIPO et LP) ont été injectées à l’aide 

d’une seringue à aiguille incurvée dans la sous-phase (Voir illustrations à l’annexe 

11). Toutes les injections ont été faites indépendamment l’une de l’autre. 

Dans une première série, nous avons injecté dans la sous-phase séparément 0.3mL 

de la solution : LDL (6%) seule, LIPO (2%) seule et le LP canin seul. 

Dans une deuxième série, deux mélanges ont été préparés puis injectés (0.3mL) 

dans la sous-phase : 

 LP mélangé avec 6%LDL au ratio 10:1 (exprimé en poids LP/LDL) 

 LP mélangé avec 6%LIPO au ratio 10:1 (exprimé en poids LP/ LIPO). 

Le volume équivalent (0.3mL de chaque additif) a été préalablement retiré de la 

sous-phase. Après injection des biomolécules, le changement de la pression de 

surface de la monocouche a été enregistré pendant 4500 secondes. Toutes les 

données ont été répliquées et les variations n’ont pas excédé 5% de pression de 

surface.  
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5.3. Résultats 

5.3.1. Expérience 1 : Etude des parmètres de motilité spermatique 

Sur la base des critères d’évaluation initiale mentionés précédemment, 20 sur les 

23 éjaculats récoltés ont été inclus dans cette expérimentation et 3 exclus.  

Après 4 jours de réfrigération (J4), le pourcentage des spermatozoïdes mobiles était 

au dessus de 50% dans tous les lots, ce qui dépasse de loin le seuil d’acceptation 

(30%) en insémination artificielle. 

L’étude des interactions entre la durée de réfrigération (Temps) et le dilueur ainsi 

que leur effet sur la motilité totale ont montré une interaction positive (p=0.038) entre 

le dilueur 2% LIPO et la durée de 4 jours de réfrigération (J4).  

Une interaction significativement négative existe également entre les milieux 15% 

LIPO (p=0.0454) et 20% LIPO (p=0.0003) et la durée de 4 jours de réfrigération 

(J4).    

Par conséquent, le dilueur à base de 2% LIPO a montré la valeur de mobilité la plus 

élevée après 4 jours de réfrigération (P<0.05 ; Tableau 2) comparativement à tous 

les autres milieux incluant le milieu de référence (6%LDL) alors qu’une différence 

n’a pu s’observer à T0 (J0) entre tous les dilueurs étudiés. 

Quant à la mobilité progressive, aucune interaction n’a pu être observée entre la 

durée de réfrigération (Temps) et les dilueurs. Cependant, après 4 jours de 

réfrigération, la mobilité progressive tend à être plus élevée dans le dilueur à 2% 

LIPO que le dilueur de référence (6%LDL) (P=0.07) et la différence n’a pas été 

significative à cause d’une forte valeur d’erreur standard (Tableau 3).  

L’étude des effets principaux des dileueurs sur la mobilité totale sans tenir compte 

des interactions (temps*diluer) a montré que les résultats des milieux à forte 

concentrations 15% et 20% LIPO étaient significativement plus faibles (p=0.0006 ; 

p<0.0001 respectivement) que tous les autres milieux testés (Tableau 2).   

Pour la mobilité progressive après 4 jours de réfrigération, le dilueur à 2%LIPO ne 

diffère pas significativement du milieu de référence (31.4 vs. 26 ; p=0.587 ; Figure 
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1) alors qu’il est significativement plus élevé que tous les autres milieux testés 

(0.01<P<0.05; Figure 1). 

Pour les paramètres de vitesse mesurés après 4 jours de rérigération, le diluieur à 

base de 2% LIPO a donné la meilleure (p<0.05) valeur de VSL que tous les autres 

milieux à l’exception du milieu de référence. Les dilueurs à base de 15% et 20% 

LIPO ont donné significativement les valeurs les plus basses de VAP (p<0.05).   

Enfin, en considérant simultanément la totalité des paramètres étudiés, 2% semble 

être la concentration optimale en liposomes. Ainsi, les expériences suivantes seront 

conduites avec cette concentration.  

 

 

Figure. 5.1 : Effets des dilueurs sur la mobilité progressive mesurée par CASA 

après 4 jours de réfrigération (4°C) en utilisant un dilueur à base de 6% 

lipoprotéines de basse densité (6%LDL) et des dilueurs à base de différentes 

concentrations en liposomes (2, 4, 6, 8, 10, 15, and 20% LIPO).  

L’Astérix (*) signifie que c’est significativement différent à (0.01<P<0.05). 

LIPO 2% et LDL 6% ne différent pas significativement (31.4 vs. 26, p=0.587) 

(n=20). 
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Tableau 5.2 : Pourcentage des spermatozoïdes mobiles (Mobilité totale) mesuré par 

CASA après 4 jours de réfrigération (4°C) en utilisant un dilueur à base de 6% 

lipoprotéines de basse densité (6%LDL) et des dilueurs à base de différentes 

concentrations en liposomes (2, 4, 6, 8, 10, 15, et 20% LIPO).  

Temps 
(heures) LDL 

6% 
LIPO 
2% 

LIPO 
4% 

LIPO 
6% 

LIPO 
8% 

LIPO 
10% 

LIPO 
15% 

LIPO 
20% 

T0 88 84 85.05 85.6 87.55 84.2 84.55 85.05 

T0+24h 81.85 78.7 77.7 81.2  79.85  79.55 79.35 80.4 

T0+48h 77.05 75.3 78.25 79.4 79.75 79 75.55 73.3 

T0+72h 72.05 75.05 74.75 76.45 76 76.5 69.85 68.75 

T0+96h 68.75 72.55A 67.3  68.35 66.85  63.9  58a 52.45a 

Dans la colonne (T0+96h), la lettre en exposant (A) signifie que c’est significativement 

plus élevé que tous les autres dilueurs incluant le dilueur de référence (6%LDL); la lettre 

en exposant (a) signifie que c’est significativement plus faible que tous les autres dilueurs 

incluant le dilueur de référence (6%LDL) à p<0.05 (n=20). 

 

Tableau 5.3 : Pourcentage des spermatozoïdes progressifs (Mobilité progressive) mesuré 

par CASA après 4 jours de réfrigération (4°C) en utilisant un dilueur à base de 6% 

lipoprotéines de basse densité (6%LDL) et des dilueurs à base de différentes 

concentrations en liposomes (2, 4, 6, 8, 10, 15, and 20% LIPO).  

Temps 
(heures) 

LDL 
6% 

LIPO 
2% 

LIPO 
4% 

LIPO 
6% 

LIPO 
8% 

LIPO 
10% 

LIPO 
15% 

LIPO 
20% 

T0 65.45 61.65 66.05 65.1 66.05 64.4 68.1 66.35 

T0+24h 56.8 53.6 50.7 56.1 55.95 56.75 57.35 56.8 

T0+48h 51.95 47.4 41.15 42.2 45.95 47.1 48.55 46.95 

T0+72h 37.05 38.8 28.95 29.5 31 32.8 35.35 36.2 

T0+96h 26 31.4 20.25a 19.25 a 19.35 a 21 a 20.45 22.2 

 

Dans la colonne (T0+96h), la lettre en exposant (a) signifie que c’est significativement plus 

faible que tous les autres dilueurs incluant le dilueur de référence (6%LDL) à p<0.05 

(n=20). 
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5.3.2. Expérience 2 : Etude des paramètres d’intégrité spermatique 

Sur la base des critères d’évaluation initiale mentionées précédemment, 10 sur les 

12 éjaculats récoltés ont été inclus dans cette expérimentation et 2 exclus.  

5.3.2.1. Intégrité membranaire et acrosomique  

Les résultats du modèle lme ont montré que le diluer à base de 2%LIPO n’était pas 

significativement différent (p>0.05 ; Tableau 5.4) du dilueur de référence (6%LDL) 

pour la préservation de l’intégrité fonctionnelle de la membrane plasmique 

79.53±3.13 vs. 78.05±3.20, l’intégrité structurale de la membrane 73.70±1.59 vs. 

71.95±2.12, et l’intégrité acrosomique 70.85±2.25 vs. 72.45±2.23 après 4 jours de 

réfrigération (Tableau 5.4).  

Aucune interaction significative n’a pu être observée entre la durée de réfrigération 

(D0, D2, D4) et les dilueurs (6%LDL, 2%LIPO) alors que l’effet du temps a été 

statistiquement significatif sur l’intégrité membranaire et acrosomique (p<0.01).     

5.3.2.2. Integrité de l’ADN 

Les taux d’ADN intact étaient dans les dilueurs à base de 2%LIPO and 6%LDL 

98.4±0.33 vs. 99.1±0.52 respectivement (Tableau 5.4) et les taux de fragmentation 

d’ADN respectivement de 1.4% vs. 0.9%. 

Aucune différence significative (p=0.6848) n’a été observée entre les dilueurs testés 

et le temps (durée de réfrigération) n’avait pas modifié significativement (p=0.4558) 

l’intégrité d’AND. 
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Tableau 5.4 : Moyennes (Moy±SEM) des taux d’intégrité de la membranaire 

plasmique ( PM) évaluée par le test hypo-osmotique (HOST) et le test au 

SYBER14/Iodure de Propidium (SYBR14/IP), d’intégrité de l’acrosome (Acros) 

évaluée par le test à la FITC-Pisum Sativum Agglutinin (FITC/PSA) et enfin 

d’intégrité de l’ADN évaluée par le test à l’Acridine Orange (AO) après 4 jours de 

réfrigération (4°C) en utilisant les dilueurs à base de 6% de lipoprotéines de basse 

densité (LDL) et à base de 2% de liposomes (LIPO). 

 

Temps 
(Jours) 

Dilueurs 
Intact PM 
(HOST) 

Intact PM 
(SYBR14/PI) 

Intact Acros 
(FITC/PSA) 

Intact DNA 
(AO) 

J0 LDL 
92.60 

 ± 1.22 

87.00  

± 1.66 

79.85 

 ± 1.90 

99.20 

 ± 0.29 

 LIPO 
90.58 

 ± 1.33 

85.38 

 ± 1.88 

80.80 

 ± 2.01 

98.75 

 ± 0.44 

J2 LDL 
85.53 

 ± 1.86 

83.70 

 ± 1.59 

77.85 

 ± 2.25 

98.90 

 ± 0.31 

 LIPO 
84.05 

 ± 2.65 

81.95 

 ± 2.12 

79.45 

 ± 2.23 

98.35 

 ± 0.53 

J4 LDL 
79.53 

±3.13 a1 

73.70 

±1.59 a2 

70.85 

±2.25 a3 

98.4 

±0.33 a4 

 LIPO 
78.05 

±3.20 a1 

71.95 

±2.12 a2 

72.45 

±2.23 a3 

99.1 

±0.52 a4 

 

Dans la colonne (J4), les valeurs sont comparées entre LDL et LIPO 

indépendamment pour les quatre tests d’intégrité effectués. Le meme signe en 

exposant signifie que les LIPO ne diffèrent pas significativement des LDL. Le 

signe en exposant (a1) est utilisé pour le HOST, (a2) pour le test SYBR14/PI, (a3) 

pour le test FITC/PSA et (a4) pour le test AO. Significativité est fixée à p<0.05 ; 

(n=20). 
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Figure. 5.2 : Effets des dilueurs (LDL, LIPO) sur l’intégrité de la membrane (Intact PM), de 

l’acrosome (Intact Acros) et de l’ADN (Intact DNA) évaluées après 4 jours de réfrigération 

(4°C) de la semence canine en utilisant les dilueurs à base de 6% de lipoprotéines de 

basse densité (LDL) et à base de 2% de liposomes (LIPO). 

Legendes: PM: Membrane plasmique; Acros: Acrosome; HOSt: test hypo-osmotique; 

SYBR14: test au Syber14-Iodure de Propidium; FITC/PSA: test à la Fluorescein 

isothiocyanate –Pisum Sativum Aglutinin; AO: test à l’Acridine-orange.  

Les valeurs sont compares entre LDL et LIPO indépendamment pour les quatre tests 

d’intégrité effectués. Le meme signe en exposant signifie que les LIPO ne diffèrent pas 

significativement des LDL. Significativité est fixée à p<0.05 ; (n=10). 

5.3.3. Experience 3 : Essai préliminaire de fertilité in vivo 

Parmi les 6 chiennes inséminées, 5 ont été confirmées gestantes. Les dosages de 

la progestérone, les dates d’insémination artificielle vaginale (IAV) ainsi que les 

résultats de diagnostic échographique de la gestation sont présentés dans le 

tableau 5.5 
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Tableau 5.5 Résultats du dosage de progestérone et d’insémination des six chiennes par une semence réfrigérée pendant 48H ou 
96H dans un dilueur à base de 2% de liposomes. 

Chienne Progesteronémie (ng/ml)/Date 1ère IAP 2ème IAP 
Durée de 

la réfrigération 
DG à J15  Mise bas 

IRIS 8.98 ng/ml (04/10/15) (04/10/15) (06/10/15) 48H Positif 05/12/15 

JOIE 9.21 ng/ml (17/01/16) (17/01/16) (19/01/16) 48H Positif ND* 

FICELLE  10.30 ng/ml (17/01/16) (17/01/16) (19/01/16) 48H Positif ND* 

JALOUSE 9.64 ng/ml (19/01/16) (19/01/16) (21/01/16) 48H Négatif  ND* 

IMAGE 14.91 ng/ml (31/01/16) (31/01/16) (02/02/16) 96H Positif ND* 

IRIS 7.92 ng/ml (22/03/2016) 24/03/16 26/03/16 96H Positif ND* 

Légende : IAP : Insémination artificielle vaginale, DG : Diagnostic de gestation par echographie 15 jours après insémination. (*) : 

Pou ces chiennes, après confirmation de l’étét de gestation, un avortement médical a été provoqué.  
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5.3.4. Expérience 4 : Etude des interactions avec une membrane biomimétique. 

5.3.4.1. Résultats obtenus avec les LDL et les liposomes seuls 

La figure 5.3 montre qu’après injection de 6%LDL seul, la pression de surface de la 

monocouche s’élevé progressivement entre les deux barrières mobiles. Ceci 

refléterait l’intégration des LDL dans la monocouche. Après addition de 2%LIPO 

seul, la pression de surface ne montre qu’une très faible variation, signifiant 

probablement que les liposomes ne se sont pas intégrés dans la monocouche.    

5.3.4.2. Résultats obtenus avec le liquide prostatique (LP) canin 

La figure 5.4 montre que le LP seul n’interagit pas avec l’hémi-membrane. Lorsque 

le LP est couplé avec le dilueur 6%LDL, la pression de surface de la monocouche 

augmente indiquant éventuellement que cette combinaison interagit avec la 

membrane. Lorsque le LP est combiné avec le dilueur 2% LIPO, aucune interaction 

n’a pu être enregistrée.  

 

Figure.5.3 : Aire de surface relative (A2) en function du temps (secondes) pour l’interface 
couverte par la monocouche et formée sur le dilueur de base (sous-phase) ne contenant 
aucune molécule additive, après injection de 6%LDL (courbe bleue) et 2% LIPO (courbe 

rouge). 
Cette figure représente l’action des dilueurs à base de 6% LDL seul et 2% LIPO seul sur 

la monocouche de la balance de Langmuir-Blodgett. 
Legende : LDL : Lipoprotéines de basse densité. 
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Figure. 5.4 : Aire de surface relative (A2) en function du temps (secondes) pour l’interface 

couverte par la monocouche et formée sur le dilueur de base (sous-phase) ne contenant 

aucune molécule additive, après injection du PL canin seul, un mélange de LP et 2%LIPO 

(10:1 ratio exprimé en poids) et  un mélange de LP et 6%LDL (10:1 ratio exprimé en 

poids). 

Cette figure représente l’action du LP canin seul ou combiné aux dilueurs à base de 6% 

LDL et 6% LIPO sur la monocouche de la balance de Langmuir-Blodgett. 

Legende : LDL : Lipoprotéines de basse densité, LP: Liquide prostatique 

5.4. Discussion 

5.4.1. Paramètres de mobilité spermatique 

Dans la présente étude 20 sur les 23 éjaculats récoltés ont été inclus et 3 exclus 

pour des notes de mobilité massale endessous du seuil d’acceptation (Voir § 

5.2.1.1).  

Les résultats du milieu à base de 6%LDL sont similaires à ceux rapportés par 

BENCHARIF et al. en 2013 [18] qui ont montré que ce milieu préserve avec 

efficacité la mobilité après 4 jours de réfrigération pour 100% des chiens testés. 
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C’est la première fois que les liposomes ont été testés en réfrigération de la 

semence canine et parmi les différentes concentrations, 2% semble être l’optimale. 

La littérature n’offre pas de données auxquelles nous pouvions comparer nos 

résultats. 

Dans cette étude, les concentrations oscillant entre 4% and 10% LIPO semblent 

offrir une bonne préservation de la mobilité pour une courte période de réfrigération 

(48 – 72h) comparable au dilueur de référence, mais la mobilité se dégrade plus 

rapidement que dans le dilueur à base de 2%.     

Les fortes concentrations en liposomes (15 et 20%) semblent être en discordance 

avec la mobilité. Dans les conditions de notre actuelle expérimentation, aucune 

explication de base n’a pu être donnée à cette observation. De plus amples 

explorations méritent d’être effectuées.  

5.4.2. Statut d’intégrité spermatique 

Dans cette expérience, 10 sur les 12 éjaculats récoltés ont été inclus et 2 exclus 

pour des valeurs de concentration endessous du seuil d’acceptation (Voir § 5.2.1.1).  

L’évaluation de l’integrité d’ADN est importante dans la réfrigération car le choc du 

froid peut endommager l’intégrité structurale de la chromatine et affecter par 

conséquent l’aptitude du spermatozoïde à maintenir le développement 

embryonnaire [219]. Les taux de fragmentation d’ADN dans les dilueurs à base de 

2% LIPO et 6% LDL étaient de loin en dessous du seuil toléré pour l’effet de la 

cryoconservation sur le sperme canin [103]. Ceci signifierait que le dilueur à base 

de 2% LIPO préserve l’intégrité de la chromatine avec autant d’efficacité que le 

milieu de référence (6%LDL) pendant la pleine période de réfrigération (4jours). 

Les intégrités de la membrane plasmique et de l’acrosome sont des caractéristiques 

importantes à évaluer dans le spermatozoïde réfrigéré et réchauffé car le choc de 

refroidissement est connu pour induire des lésions irréversibles de la membrane et 

de l’acrosome pouvant affecter le pouvoir fécondant de la semence réfrigérée (5 ; 

108].  
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Il a été montré précédemment [18] que le dilueur de référence (6%LDL) préserve 

avec efficacité la totalité des paramètres d’intégrité évalués, et nos résultats sont 

similaires à ceux de ces auteurs. 

Les LDL semblent protéger le sperme contre les dommages du refroidissement en 

s’incorporant dans la membrane plasmique et réduisant sa température de 

transition de phase et en remplaçant les phospholipides perdus ou endommagés 

par le choc de refroidissement [186 ; 7 ; 220].  

Une action synergique entre les phospholipides (spécialement PC) et les protéines 

contenues dans les LDL semble conférer aux cellules spermatiques un double effet 

de « résistance et protection » [108 ; 188].   

Cependant, Les rôles respectifs des protéines et des lipides en interaction avec la 

membrane plasmique ne sont pas encore clairement établis [30].  

5.4.3. Fertilité in-vivo 

Pour évaluer l’efficacité du dilueur à base de 2%LIPO, un essai préliminaire de 

fertilité a été effectué. Sur les 6 chiennes inséminées, 5 ont été confirmées 

gestantes.  

Ce test prémilinaire permet de confirmer que la réfrigération de la semence canine 

dans un dilueur à base de 2% de liposomes pendant 48 et 96H n’interfère pas avec 

la fertilité in vivo.   

Aucune autre conclusion particulière ne peut être tirée à cause du faible nombre de 

chiennes utilisées dans cet essai préliminaire. Un test plus large est requis pour 

pouvoir comparer le taux de gestation entre ce dilueur expérimental et le milieu de 

référence. 

5.4.4. Interactions avec la membrane biomimétique 

L’interaction des LDL avec l’hémi-membrane lorsqu’ils sont utilisés seules semble 

être en faveur d’un mécanisme de protection direct à travers leur incorporation au 

sein de la membrane plasmique du spermatozoïde. Cette observation est en accord 

avec les études précédentes ayant démontré la reconnaissance et la fixation des 
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LDL avec les résidus glycosidiques de la membrane plasmique [11] ainsi qu’avec 

les échanges permanents et irréversibles de lipides mis en évidence entre les LDL 

et la membrane plasmique du spermatozoïde ovin [14], équin [211] et bovin [15].    

Les liposomes seuls ne semblent pas interagir avec la membrane biomimétique à 

cause du fait que la lécithne de JO utilisée contient essentiellement la PC (74.1%) 

et la PE (13.3%) qui sont des phospholipides neutres alors que la fusion avec la 

membrane plasmique requiert la présence de phospholipides chargés 

négativement tel que la PS [209] ou le PG [34] au sein des bicouches liposomiales . 

Notre formulation de liposomes semble agir sans incorporation au sein de la 

membrane plasmique du spermatozoïde. Ils agissent probablement à travers deux 

mécanismes hypothétiques. Le premier est une protection par recouvrement qui est 

une forte association entre les lipides exogènes et les composants de la membrane 

plasmique sans intégration dans cette membrane.  Le mécanisme de protection par 

recouvrement a été décrit pour la première fois par Ricker et al. en 2006 [189] dans 

la cryoprotection du spermaozoïde équin par des liposomes à base de PC de JO et 

aux moyens de la spectroscopie à infra rouge de transformé de Fourier (FTIR) et 

de la microscopie électronique de balayage (SEM). Ces dernières techniques 

peuvent objectiver cette association contrairement à la balance de Langmuir-

Blodgett qui ne peut mettre en évidence que l’incorporation des lipides au sein de 

la membrane plasmique [37]. 

La seconde hypothèse est en faveur d’un mécanisme indirect à travers l’interaction 

avec les composants du dilueur (Lipides, protéines, ions) comme agir par exemple 

en chélateur de calcium (prévenir l’influx de Ca2+). L’interaction des liposomes à 

base de PC avec les composants du dilueur a été décrite depuis longtemps comme 

action protectrice des lipides exogènes [108] et a été récemment mise en évidence 

dans la protection du spermatozoïde équin par des liposomes à base d’une lécithine 

de JO ayant la même composition que ceux utilisés dans notre étude [36]. 

Bien que les LDL et les LIPO sont composés tous les deux de phospholipides, 

(connus pour avoir le rôle clef dans la protection du spermatozoïde), leurs 

mécanismes de protection semblent être différents. Ceci pourrait s’expliquer par le 

fait que les liposomes sont constitués seulement de phospholipides alors que les 
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LDL contiennent d’autres composants comme les protéines qui sont nécessaires à 

la solubilisation des phospholipides et à leur mise en contact étroit avec la 

membrane plasmique (14 ; 108]. Cette synergie entre les lipides et les protéines 

semble favoriser l’interaction des LDL avec la membrane plasmique du 

spermatozoïde. 

Contrairement au plasma séminal bovin chez le taureau [36], le liquide prostatique 

canin ne semble ni interagir avec la membrane de Langmuir-Blodgett lorsqu’il est 

ajouté seul, ni modifier les modes d’interaction des LDL et des LIPO lorsqu’il est 

mélangé à eux. Dans les conditions expérimentales de notre etude, aucune 

conclusion n’a pu être faite à propos se la séquestration d’éventuelles protéines 

liantes. D’autres études semblent nécessaires pour des explorations plus poussées 

(interactions at analyses bio-moléculaire) des différentes fractions de l’éjaculat.   

En résumé, les liposomes (2%) semblent être une alternative viable aux 

lipoprotéines de basse densité (6%LDL) dans la réfrigération de la semence canine. 

Ils préservent 72.55% de spermatozoïdes mobiles et 31.4% progressifs après 96H 

de réfrigération et permettent d’avoir 3 chiennes gestantes sur 4 inséminées après 

48H de réfrigération et 2 chiennes gestantes sur 2 inséminées après 96H de 

réfrigération. Ces deux cryoprotecteurs agiraient suivant deux mécanismes de 

protection différents. Les LDL semblent agir par incorporation dans la membrane 

plasmique alors que les liposomes probablement sans incorporation.  
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CHAPITRE 6 

INTERET DES LIPOSOMES DANS LA CONGELATION DE LA SEMENCE 

CANINE 

6.1. Introduction 

La cryoconservation du sperme interfère avec la fertilité en réduisant la viabilité et 

affectant le statut structural et fonctionnel des spermatozoïdes survivant au 

processus de congélation-décongélation. Le rôle des dilueurs est de protéger les 

spermazoïdes tout au long de ce processus en réduisant la proportion des morts et 

en améliorant la qualité des survivants [5]. 

Beaucoup de chercheurs travaillent sur les cryoprotecteurs afin de développer le 

dilueur le plus efficace [6]. Les cryoprotecteurs peuvent être divisés en agents 

prévenant la formation de cristaux de glace i.e. agent cryoprotecteurs proprement 

dits (essentiellement le glycérol chez le chien) et les agents stabilisants 

membranaires [7] i.e. protecteurs membranaires de refroidissement [8] représentés 

par le Jaune d’œuf (JO) dans la conservation de la semence canine [6].  

Pour pallier aux inconvénients du JO, ce dernier fût remplacé par les LDL qui ont 

prouvé leur efficacité dans la congélation de la semence de taureau [15], de chien 

[17] et de l’étalon [19]. Malgrés cette efficacité, les LDL se sont aussi heurtées à 

des contraintes sérieuses d’ordre technologique et bio-sanitaire, d’où la necessité 

de les remplacer.  

Récemment, les liposomes se sont avérés être une bonne alternative au JO entier 

ou aux LDL dans la conservation du sperme de l’homme [35], l’étalon [36], le 

taureau [37] et le buffle [38]. Il serait intéressant d’explorer leur effet cryoprotecteur 

et leur mécanisme d’action dans la congélation de la semence canine. 

Nous avons montré dans l’étude précédente (Voir chapitre 5) que les liposomes (à 

2%) peuvent remplacer avec succes les LDL dans la réfrigération de la semence 

canine. Nous avons également étudié leur mécanisme de protection spermatique 
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au moyen d’une membrane biomimétique (La balance de Langmuir). Il serait donc 

interessant d’explorer leur intérêt et leur mode d’action lors de la cryoconservation 

du spermatozoïde canin. 

L’objectif du présent travail est de déterminer les éventuels bénéfices et 

mécanismes de protection d’un dilueur à base de liposomes en substitution aux LDL 

dans la congélation du sperme de chien. 

6.2. Matériels et méthodes 

6.2.1. Expérience 1 : Etude des paramètres de mobilité spermatique. 

6.2.1.1. Animaux et prélèvement de semence  

Vingt cinq éjaculats ont été prélevés sur 6 chiens de race Beagle (deux fois par 

semaine), âgés entre 3 et 7 ans appartenant au service de Pathologie de la 

Reproduction, ONIRIS-Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de 

l’Alimentation de la Loire Atlantique, France. Toutes les expérimentations ont été 

conduites conformément aux exigences du comité d’éthique d’Oniris, Nantes. 

La récolte par stimulation digitale a été faite par le même opérateur et en présence 

d’une femelle en chaleur. Seulement la fraction riche en spermatozoïdes a été 

analysée [46].     

6.2.1.2. Evaluation initiale de la qualité spermatique 

Chaque éjaculat a été évalué (mobilité massale et concentration des spz) suite à sa 

collecte pour juger de sa qualité et son aptitude à la congélation. La mobilité 

massale a été appréciée par microscopie selon l’échelle de MILOVANOV et la 

concentration a été mesurée par un photomètre calibré pour le sperme canin 

(SpermaCu®, Minitube, Tiefenbach, Germany) tel que précedemment décrit (Voir § 

5.2.1.1). Seulement les éjaculats ayant une concentration minimale de 200x106 

spz/ml et une motilité massale de 4 et plus ont été inclus dans cette étude.  

6.2.1.3. Préparation des LDL et des liposomes 

L’extraction des LDL a été effectuée selon la technique décrite par MOUSSA et al. 

(2002) [13], protégée par brevet sous le numéro (0100292) et déjà détaillée dans le 
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chapitre 4 (Voir § 4.4.2, Figure 4.3). Les liposomes ont été produits selon la 

technique rapportée par Le GUILLOU et al. (2015) [37] et déjà décrite dans le 

chapitre 5 (Voir § 5.2.1.2.2). 

6.2.1.4. Préparation des dilueurs 

Neuf dilueurs de congélation ont été préparés à partir d’un dilueur de base commun 

(Tris, acide citrique, fructose, antibiotiques and glycérol) par addition de 20% de JO, 

6% LDL ou une des 7 concentrations (v/v) en LIPO (2%, 4%, 6%, 8%, 10%, 15%, 

and 20%) correspondant respectivement aux concentrations (w/v) suivantes: (0.18, 

0.36, 0.55, 0.73, 0.91, 1.37 et 1.82 g/100ml de dilueur). La composition détaillée 

des dilueurs est donnée en Tableau 6.1. 

Ce panel de concentrations en LIPO a été établi par rapport au dilueur de référence 

(6%LDL) qui est l’équivalent de la concentration 6%LIPO en termes de quantité de 

PL [13]. Ainsi, nous avons choisi la concentration 6% LIPO et quelques 

concentrations au dessous (2%, 4%) et au dessus (8%, 10%, 15%, et 20%). 

Le dilueur 6%LDL a été utilisé comme dilueur de référence (contrôle positif) car il a 

été démontré que ce milieu préserve avec efficacité la semence canine [17]. Le 

dilueur à base de 20% JO a été aussi utilisé comme un deuxième contrôle.  

6.2.1.5. Dilution de la semence 

Neuf cryotubes ont été placés dans un bain marie (37°C) et remplis d’un volume 

initial (100µl) de chaque dilueur expérimental. La fraction riche en spermatozoïdes 

de chaque éjaculat (échantillon) a été divisée en 9 aliquotes de volume égal ajoutés 

aux neuf cryotubes. Sur la base de la concentration mesurée sur l’échantillon, le 

volume de chaque dilueur a été ajusté pour avoir une concentration finale de 100 x 

106 spz/ml dans chaque cryotube. 

6.2.1.6. Equilibration, congélation et décongélation 

Les 9 cryotubes sont mis dans une vitrine réfrigérante pendant 1 heure à + 4°C pour 

équilibration, puis remplie manuellement dans des paillettes françaises de 0.25 ml 

(IMV Technologies, Aigles, France). Ces dernières ont été bouchées avec une 

poudre d’alcool polyvinylique et placées horizontalement sur une rampe métallique 
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de congélation maintenue à 4°C pendant 30 min. Les paillettes ont été congelées 

en vapeur d’azote (4 cm au dessus du niveau liquidien de l’azote) pendant 10 min 

puis immergées et stockées dans un container d’azote pendant 24H. Pour la 

décongélation, les paillettes sont immergées directement dans un bain marie (37°C) 

pendant 30 secondes (Voir annexe 06). Chaque lot était analysé 10 min après. 

Avant l’analyse, la semence de chaque lot a été diluée au quart pour obtenir la 

concentration de (25x106 spz/ml) dans une solution EasyBuffer B® (IMV-

Technologies, Aigle, France) et mis à l’étuve pendant 10mn à 37°C.  

6.2.1.7. Analyse automatisée de la semence 

Les caractéristiques de mouvement des spermatozoïdes ont été analysés 

immédiatement après dilution (T0) et 10 min après décongélation au moyen d’un 

analyseur Hamilton Thorn system (HTM-IVOS version 14.0 ; Hamilton Thorne, Inc. 

Beverly, MA, USA) et d’une chambre d’analyse de type (Leja, 20µm Products B.V., 

Nieuw Vennep, Pays-bas). Les paramètres de mobilité (MOT, PMOT, VCL, VSL, 

VAP et ALH) ont été mesurés tel que décrit précédemment (Voir § 5.2.1.4).  
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Tableau 6.1 : Composition des milieux 20% Jaune d’oeuf (JO), 6% LDL, et des différentes concentrations de liposomes.  

PL : Phospholipides ; TRIS : Trihydroxymethyl aminométhane ; QSP : Quantité suffisante pour. 

 Diluers à base de liposomes 6% 

LDL 

20% 

JO Dilueur 2% 4% 6% 8% 10% 15% 20% 

Poudre PL (g) 1.82 3.64 5.46 7.28 9.10 13.65 18.20 // // 

JO (mL) // // 200 

LDL(g) // 16.5 // 

TRIS-Base ( g) 30.26  

Acid citrique (g) 17.00  

Fructose ( g) 12.50  

Glycerol (mL) 32.00  

Streptomycine (mg) 1  

Baytril 10% (mL) 0.8  

QSP Eau (L) 1  
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6.2.1.8. Analyse statistique 

Nous avons utilisé un modèle linéaire à effets mixtes (lme) pour analyser les effets 

du temps (stade d’évaluation) et des dilueurs sur chaque paramètre de mobilité à 

part. Les interactions du temps et des dilueurs sur la mobilité ont été intégrées dans 

ce modèle avec le terme « Time*Extender ». Ce modèle statistique a déjà été décrit 

précedemment (Voir § 5.2.1.5). La significativité a été fixé à P<0.05 et les résultats 

sont donnés en moyennes plus ou moins erreur standard (Moy± SEM). 

6.2.2. Expérience 2 : Etude des paramètres d’intégrité spermatique 

Douze éjaculats ont été récoltés sur les 6 mêmes chiens Beagle de la première 

expérience. Les échantillons répondant aux critères d’inclusion (n=10) ont été dilués 

dans deux milieux à base de 6% LDL (Dilueur de référence) et 6% LIPO puis 

congelés comme décrit précédemment (expérience 1). 

Une analyse d’image de la semence (MOT and PMOT) puis une évaluation des 

paramètres d’intégrité spermatique ont été réalisées. A cet effet, quatre tests ont 

été entrepris comme décrits précédemment et permettant d’évaluer l’intégrité 

acrosomique par le test à la FITC-PSA (Voir § 5.2.2.1), l’intégrité de la membrane 

plasmique par le test hypo-osmotique (Voir § 5.2.2.2) et le test au SYBR14/Iodure 

de propidium (Voir § 5.2.2.3) et finalement l’intégrité d’ADN en utilisant le test à 

l’Acridine Orange (Voir § 5.2.2.4). 

La mobilité (MOT and PMOT) et les caractéristiques d’intégrité ont été évaluées à 

deux moments différents : après dilution (T0) et 10 min après décongélation de la 

semence (T1).  

6.2.2.1. Analyse statistique 

Comme dans la première expérience, les effets du temps ou stade d’évaluation 

(après dilution, après décongélation) et les dilueurs sur chaque paramètre d’intégrité 

spermatique ont été analysés grâce à un lme. Les effets d’interaction entre le temps 

(stade d’évaluation) et les dilueurs sur les paramètres d’intégrité ont été inclus dans 

le modèle lme. La significativité statistique est mise à P<0.05 et les résultats sont 

présentés en moyennes ± SEM (erreur standard de la moyenne). 
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Pour évaluer la corrélation de tous les paramètres d’intégrité simultanément à 

chaque stade d’évaluation de la semence (Après dilution ”T0”, après décongélation) 

Une analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée. Il s’agit d’une 

méthode de statistique descriptive consistant à synthétiser et représenter 

graphiquement l’information contenue dans l’observation de plusieurs variables. 

C’est une analyse multivariée prenant comme variables actives les quatre tests 

(HOS, FITC, SYBR et Acridine orange) et comme variable illustrative le milieu (LDL 

6%, Liposomes 6%).  

Cette approche statistique offre la possibilité d’une appréciation plus globale du 

statut d’intégrité du spermatozoïde et de suivre sa variation entre les deux dilueurs 

comparés. Cette approche est justifiée par le fait que chacun des quatre tests 

d’intégrité réalisés reflète une fonction du spermatozoïde nécessaire mais pas 

suffisante seule pour son pouvoir fécondant.  Une exploration globale et simultanée 

de ces fonctions spermatiques renseigne de meilleure façon sur le pouvoir 

fécondant du spermatozoïde (in-vitro).    

Graphiquement, les dilueurs ont été représentés par leurs points moyens et leurs 

ellipses de confiance (95%) dans le premier plan de l’ACP. L’intersection de ces 

ellipses de confiance renseigne sur la présence ou l’absence d’une différence 

significative entre les dilueurs comparés. 

6.2.3. Expérience 3 : Essai préliminaire de fertilité in-vivo. 

Pour cet essai préliminaire, 6 chiennes de race Beagle appartenant au service de 

Reproduction, ONIRIS-Ecole Nationale Vétérinaire, Agroalimentaire et de 

l’Alimentation de la Loire Atlantique, France, ont été utilisées.  

Les cycles oestraux des chiennes ont été suivis au moyens des frottis vaginaux et 

du dosage quantitatif de la progestérone (Mini-Vidas machine, Biomérieux, France). 

L’échographie ovarienne a été parfois utilisée pour objectiver l’ovulation. Deux 

inséminations transcervicales sous vidéo-endoscopie (Voir annexe 3 et § 1.4.2) ont 

été pratiquées à 24H d’intervalle deux jours après que la valeur de la 

progestéronémie ait dépassé les 10ng/ml. Une dose de 200–300x106 spz/ml (8 - 12 

paillettes) a été déposée dans l’utérus. 
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Les éjaculats ayant servi pour le test de fertilité ont été récolté, soumis à l’évaluation 

initiale pour leur aptitude à la congélation puis congelés dans un dilueur à base de 

6% liposomes exactement comme décrit dans les expérimentations précédentes. 

La mobilité de la semence a été contrôlée avant et après congélation par analyseur 

d’image comme précédemment décrit pour s’assurer de sa bonne qualité. Une 

nouvelle analyse automatisée de cette semence a été effectuée juste avant 

insémination et le seuil d’acceptation de cette semence pour I’insémination 

artificielle est 30% de spermatozoïdes mobiles après décongélation.   

Quinze jours après la date d’insémination, un diagnostic échographique de la 

gestation a été réalisé au moyen d’un échographe (Esaote, France) muni d’une 

sonde linéaire de 12,5 Mhz. Si une gestation est confirmée, un suivi périodique est 

observé jusqu’à mise bas.  

6.2.4. Expérience 4 : Etude des interactions avec une membrane biomimétique.  

Dans cette expérience, nous avons utilisé les dilueurs de congélation à base de 

6%LDL, 6%LIPO préparés exactement comme décrit dans l’expérience 1 et le 

liquide prostatique (LP) canin récolté sur 3 chiens Beagle, et le mélange utilisé le 

jour de son prélèvement.   

Le disposotif de la membrane de Langmuir-Blodgett (302LL, Nima Technology, UK) 

a été le même que celui utilisé précédemment pour l’étude des dilueurs de 

réfrigération (Voir § 5.2.3.1) sauf que la sous-phase liquide est composée des 

mêmes constituants du dilueur de congélation (TRIS, acide citrique, fructose, 

antibiotiques et le glycérole) avec les mêmes proportions mentionnées 

précédemment (Tableau 6.1). Ainsi, la sous-phase va mimer la base du dilueur de 

congélation. 

Les trois étapes de l’expérimentation ont été conduites comme décrit 

précédémment (Voir § 5.2.3.2) à la différence que le cryoprotecteur injecté en sous-

phase était à base de 6% de liposomes (congélation) au lieu de 2% (réfrigération) 

et qu’il contenait du glycérol (3.2%). 



104 
 

6.3. Résultats 

6.3.1. Expérience 1 : Etude des paramètres de mobilité spermatique. 

Sur la base des critères d’évaluation initiale mentionées précédemment, 20 sur les 

25 éjaculats récoltés ont été inclus dans cette expérimentation.  

D’après la mobilité totale (MOT), seulement les dilueurs à base de 20% JO 

(27.8±2.8) et 20% LIPO (23.4±2.9) étaient significativement faibles au dilueur de 

référence 6%LDL (36.5±3.1) et seulement les concentrations 4% et 6% LIPO étaient 

au dessus du seuil d’acceptation pour l’insémination artificielle (30% de MOT) 

même si non significativement différentes du dilueur de référence (Figure.1).   

En considérant simultanément la mobilité totale et progressive (MOT et PMOT), 

seulement la concentration 6% LIPO (14.80±1.66) a pu préserver les deux 

paramètres autant que  le dilueur de référence (6%LDL) (18.60±2.07) (p>0.05) 

(Figure 6.2). 

Concernant tous les paramètres de vitesse (VAP, VSL, VCL) et l’ALH, la 

concentration de 6% LIPO est similaire au milieu de référence (p>0.05) (Tableau 

6.2).  

De plus, en prenant le milieu à base de JO comme référence, cette concentration 

(6%LIPO) était beaucoup mieux avec les plus hauts degrés de significativité (p-

value variant entre 0.005 et 0.0001) pour les six paramètres cinétiques suivants 

(MOT, PMOT, VAP, VSL, VCL and ALH). 

Ainsi, si nous considérons simultanément la totalité des paramètres étudiés, 6% 

LIPO semble être la concentration optimale en liposomes. Les expériences à venir 

seront donc réalisées en utilisant cette concentration.  
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Figure 6.1: Effets des dilueurs sur la mobilité totale (MOT) mesurée avec HTM-

IVOS 10min aprés décongélation de la semence canine congelée avec un dilueur 

à base de 6% de lipoprotéines à faible densité (LDL pour low density lipoprotein-

based extender), un dilueur à base de 20% de plasma de jaune d’œuf (EY pour 

egg yolk) et différentes concentrations (2, 4, 6, 8, 10, 15, and 20%) de liposomes 

donnant lieu à différents dilueurs (2LIPO, 4LIPO, 6LIPO, 8LIPO, 10LIPO, 15LIPO, 

2OLIPO respectivement).  

HTM-IVOS: Systeme Hamilton Thorne avec le logiciel IVOS; La ligne rouge 

représente le seuil d’acceptation (30% de MOT) pour l’insémination artificielle; le 

signe en exposant (°) signifie que la valeur tend à être plus faible que le dilueur de 

référence (6%LDL) à (0.05<p<0.06); double asterix (**) signifie que la valeur est 

significativement plus faible que le milieu de référence (6%LDL) à (0.01<p<0.001); 

(n=20). 
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Figure 6.2 : Effets des dilueurs sur la mobilité progréssive (PMOT) mesurée avec 

HTM-IVOS 10min aprés décongélation de la semence canine congelée avec un 

dilueur à base de 6% de lipoprotéines à faible densité (LDL pour low density 

lipoprotein-based extender), un dilueur à base de 20% de plasma de jaune d’œuf 

(EY pour egg yolk) et différentes concentrations (2, 4, 6, 8, 10, 15, and 20%) de 

liposomes donnant lieu à différents dilueurs (2LIPO, 4LIPO, 6LIPO, 8LIPO, 

10LIPO, 15LIPO, 2OLIPO respectivement).  

HTM-IVOS : Système Hamilton Thorne avec logiciel IVOS ; l’asterix (*) signifie que 

la valeur est significativement plus faible que le milieu de référence (6%LDL) à 

p<0.05 (n=20). 
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Table. 6.2 : Moyennes (moy ± SEM) des parameteres de vitesse (VAP, VCL, 

VSL) et de l’ALH d’une semence canine congelée dans 6% de lipoprotéine à faible 

densité (6LDL pour low density lipoproteins), 20% jaune d’oeuf (20EY pour egg 

yolk) et une des différentes concentrations des liposomes (2, 4, 6, 8, 10, 15, 

20LIPO) évaluée 10mn après décongélation par HTM-IVOS 14.0. 

Dilueurs VAP (µm/s) VSL (µm/s) VCL (µm/s) ALH (µm) 

6%LDL 78.11±2.61 61.66±2.04 140.88±3.76 7.12±0.20 

20%EY 76.84±2.83* 61.60±2.57° 132.34±4.34*** 6.92±0.25 

2LIPO 80.83±2.78° 61.13±2.09 151.57±5.37° 7.54±0.28 

4LIPO 78.38±2.41 59.38±2.04 147.66±3.10 7.70±0.21° 

6LIPO 81.45±2.30 63.17±1.97 149.97±3.70 7.55±0.24 

8LIPO 79.79±2.50 60.73±2.26° 147.21±4.44 7.41±0.24 

10LIPO 80.60±3.02 62.54±2.57 144.99±4.00 7.15±0.21 

15LIPO 80.20±2.66 62.32±2.81 145.18±3.26 7.36±0.25 

20LIPO 76.42±3.13* 62.67±3.08° 133.74±3.84*** 6.46±0.24 

VAP : Velocity average pathway ; VSL : velocity straight line ; VCL : velocity 

curvilinear ; ALH : amplitude of lateral head displacement ; asterix (*) signifie que 

la valeur est significalivement plus faible que le dilueurer de référence (6%LDL) à 

0.01<p<0.05 ; triple asterix (***) signifie que la valeur est significativement plus 

faible que le milieu de référence (6%LDL) à p<0.001 (n=20). 
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6.3.2. Expérience 2 : Etude des paramètres d’intégrité spermatique. 

Sur la base des critères d’évaluation initiale mentionées précédemment, 10 sur les 

12 éjaculats récoltés ont été inclus dans cette expérimentation.  

6.3.2.1. Intégrité membranaire et acrosomique  

Les résultats du lme montrent que le dilueur à base de 6% LIPO était 

significativement plus faible que le milieu de référence (6%LDL) dans la 

préservation de l’intégrité membranaire (51.65± 2.3 vs 57.60± 1.6) et acrosomique 

(66.5± 2.42 vs. 72.4± 2.2) après le phénomène de congélation décongélation 

(Figure 6.3).   

L’ACP a confirmé cette observation en montrant graphiquement (Figure 6.4) que le 

statut d’intégrité du dilueur à base de 6%LIPO tend à être plus faible que le dilueur 

de référence et qu’il est influencé particulièrement par la différence de l’intégrité 

acrosomique.  

6.3.2.2. Intégrité d’ADN 

Les taux d’ADN intact dans les dilueurs à base de 6% LIPO et 6% LDL étaient 97.9± 

0.6 vs. 98.8± 0.4 respectivement. Les taux de fragmentation d’ADN ne différaient 

pas significativement entre 6%LIPO (2.1%) et 6%LDL (1.2%).  
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Figure 6.3 : Effets des dilueurs (LDL, LIPO) sur l’intégrité de la membrane (Intact 

PM), l’acrosome (Intact Acros) et l’ADN (Intact DNA) évaluée après décongélation 

de la semence canine congelée dans un dilueur à base de 6% de lipoprotéines à 

faible densité (LDL pour low density lipoprotein-based extender), et un dilueur à 

base de 6% de liposomes (LIPO pour liposome-based extender). 

PM: pour plasma membrane; Acros: Acrosome; HOSt: Hypo-osmotic swelling test; 

SYBR14: Syber14-Propidium Iodide staining; FITC/PSA: Fluorescein 

isothiocyanate –Pisum Sativum Aglutinin test; AO: Acridine-orange staining; 

double asterix (**) signifie que la valeur est significativement plus faible que le 

milieu de référence (6%LDL) à 0.001<p<0.01; triple asterix (***) signifie que la 

valeur est significativment plus faible que le milieu de référence (6%LDL) à 

p<0.001 (n=10). 
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Figure.6.4 : Le premier plan de l’analyse en composantes principale (ACP) pour les 

quatre tests d’integrité spermatique (HOSt, SYBR14/PI, FITC-PSA et Acridine-Orange) de 

la semence canine évaluée après décongélation. Les deux dilueurs sont représentés par 

leurs points moyens et leurs ellipses de confiance à 95% sur ce plan. 

Cette figure montre que : (a) les deux points moyens représentant les deux ilueurs étudiés 

ne sont pas très proches du centre ; (b) les ellipses de confiance, illustrant l’aire de 

probabilité à 95% de la position de chaque point ne tendent pas clairement à se 

superposer et que leurs intersections sont vides. Il est à conclure qu’il existe une 

tendance vers une différence significative entre les deux dilueurs pour la totalité des 

paramètres évalués considérés simultanément. Cette différence est influencée plus par le 

test FITC-PSA. 

6.3.3. Experience 3 : Essai préliminaire de fertilité in vivo. 

Parmi les 6 chiennes inséminées, 4 ont été gestantes et ont donné naissance à des 

chiots vivants et en bonne santé. Les dosages de la progestérone, les dates 

d’insémination artificielle profonde (IAP) ainsi que les résultats de diagnostic 

échographique de la gestation et le nombre de chiots par portée sont présentés 

dans le tableau 6.3. 
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Tableau 6.3 Résultats du dosage de progestérone et d’insémination des six chiennes par une semence congelmée dans un dilueur 
à base de 6% de liposomes. 

Chienne Progesteronémie (ng/ml)/Date 1ère IAP 2ème IAP DG à J15  Mise bas 
Nb de 

chiots 

CERISE 13.46 (26/09/2014) 29/09/2014 // Positif 30/11/2014 4 

IMAGE 12 (10/10/2014) 13/01/2014 14/10/2014 Positif 13/12/2014 2 

BUDE 12.13 (10/10/2014) 12/10/2014 13/10/2014 Positif 13/12/2014 1 

COMETE 8.2 (29/10/2014) 30/10/2014 31/10/2014 Positif 04/01/2015 3 

BUDE2 9.37 (26/05/2004) 26/05/2015 27/05/2015 Négatif // // 

CAPUCINE 

7 (12/06/2015) 

15/06/2015 16/06/2015 Négatif // // 

18.86 (13/06/2015) 

Légende : IAP : Insémination artificielle profonde (intrautérine sous endoscopie), DG : Diagnostic de gestation par echographie 15 
jours après insémination.  
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6.3.4. Expérience 4 : Etude des interactions avec une membrane biomimétique. 

6.3.4.1. Résultats obtenus avec les LDL et les liposomes seuls 

La figure 6.5 montre qu’après injection en sous phase du dilueur à base de 6%LDL 

seul, la pression de surface de l’hémi-membrane augmente progressivement. Ceci 

signifierait que les LDL se sont intégrés dans l’hémi-membrane. 

D’un autre côté, après injection du dilueur 6%LIPO seul, la pression de surface de 

l’hémi-membrane ne montre qu’une très faible variation ce qui signifierait l’absence 

d’intégration des liposomes (Figure 6.5). 

 

Figure. 6.5. Aire de surface relative en fonction du temps pour l’interface couverte de la 

monocouche et formée sur le tampon après injection de 6% de lipoproteines à faible 

densité (6%LDL, courbe bleue) et de 6% de liposomes LIPO (courbe rouge). 

Cette figure représente l’action des 6% LDL seules et des 6% LIPO seules sur la 

monocouche de la balance de Labgmuir-Blodgett. 

 

6.3.4.2. Résultats obtenus avec le liquide prostatique (LP) canin 

La figure 6.6 montre que le LP seul n’interagit pas avec l’hémi-membrane. Quand 

le LP est associé au 6%LDL, la pression de surface de l’hémi-membrane augmente 

signifiant que la combinaison (LDL-LP) interagit avec l’hémi-membrane. Cependant, 
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quand le LP est associé au 6%LIPO, aucune interaction n’a pu être observée avec 

l’hémi-membrane (figure 6.6). 

 

Figure. 6.6. Aire de surface relative en fonction du temps pour l’interface couverte de la 

monocouche (courbe rouge) et formée sur le tampon après injection du liquide prostatique 

canin, d’un mélange de liquide prostatique et de 6% LDL (ratio 10 :1 exprimé en poids) et 

d’un mélange de liquide prostatique et de 6% LIPO (ratio 10 :1 exprimé en poids).  

Cette figure représente l’action du liquide prostatique seul ou combiné avec 6% LDL et 

6%LIPO sur la monocouche de la balance de Labgmuir-Blodgett. 

6.4. Discussion 

6.4.1. Paramètres de mobilité 

Parmi les 25 éjaculats récoltés, 3 ont été exclus pour faibles concentrations, 2 pour 

faible mobilité massale et 20 ont été inclus dans cette étude. 

Le transport du sperme jusqu’au site de fécondation requiert un minimum de 

capacité de mouvement progressif qui peut être compromise dans un grand nombre 

de spermatozoïdes congelés-décongelés. Ainsi, les dilueurs de congélations 

doivent permettre une bonne protection des spermatozoïdes et préservation de leur 

mobilité [5].  
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La supériorité du milieu de référence (6%LDL) sur les milieux à base de 20% JO a 

déjà été démontrée dans la congélation de la semence canine [17] et pourrait 

s’expliquer par les bénéfices de l’extraction des LDL à partir du JO entier [13] ainsi 

que l’élimination consécutive des granules affectant la mobilité spermatique [15]. 

En considérant simultanément la totalité des paramètres mesurés, la concentration 

optimale en liposomes apparait être 6% (i.e. 0.55g/100ml). Elle a pu préserver la 

mobilité aussi efficacement que le dilueur de référence (6%LDL) et beaucoup mieux 

(p<0.05) que le milieu à base de 20% JO. 

Dans la réfrigération de la semence canine, la concentration optimale en liposomes 

a été 2% (voir chapitre 6). Cette observation signifierait que pour la congélation, la 

concentration en liposomes nécessaire à un effet protecteur est plus importante que 

pour la réfrigération. 

En semence bovine, RÖPKE et ses collaborateurs [34] ont rapporté en 2011 une 

concentration optimale plus faible (0.2g/100ml) quand les liposomes étaient incubés 

avec la semence pendant 24h à 4°C avant congélation (temps d’équilibration : 24H) 

et de 0.4g/100ml quand le temps d’équilibration était de 6H. Cette concentration se 

rapproche de la notre (0.55g/100ml) malgré la différence d’espèces et du protocole 

expérimental (i.e. temps d’incubation avant congélation et technique d’analyse 

spermatique). 

En semence équine, PILLET et ses collaborateurs [36] rapportèrent en 2012 la 

concentration de 0.12g/100ml comme optimum qui est quatre fois plus petite que 

notre concentration chez le chien. Cependant, en plus de la différence d’espèces, 

ces auteurs ont ajouté les liposomes pour remplacer seulement 2% de JO (v/v) dans 

le dileur INRA96 (IMV-Technilogies, Aigles, France) qui contenait déjà les 

phosphocaséinates natives (i.e. fraction cryoprotective du lait) [221]. Cette 

association de deux protecteurs membranaires justifie la concentration réduite pour 

une action optimale.   

La plus forte concentration en liposomes testée (20% i.e. 1.82g/100ml) semble être 

inéfficace avec presque tous les paramètres cinétiques étudiés, affectant 

significativement MOT, PMOT, VAP and VCL. Cette observation est en accord avec 

ce qui a été constaté auparavant dans nos études sur la réfrigération (voir chapitre 
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5). Ceci pourrait être du à un phénomène d’agrégation des liposomes réduisant leur 

efficacité en cryoprotection du sperme comme observé précédemment avec les 

fortes concentrations des LDL (au delà de 10%) en semence bovine [13 ; 15].  

6.4.2. Paramètres d’intégrité spermatique  

Parmi les 12 éjaculats récoltés dans cette expérimentation, 2 ont été exclus pour 

faibles concentrations et 10 ont été inclus dans cette étude. 

L’évaluation de l’intégrité d’ADN est d’une grande importance après congélation-

décongélation du sperme car ce processus de cryoconservation peut affecter 

l’intégrité structurale de la chromatine et par conséquent la capacité du sperme à 

maintenir un développement embryonnaire normal [219]. Les taux de fragmentation 

d’ADN dans les dilueurs à base de 6% LDL et 6% LIPO sont de loin en dessous du 

seuil moyen (6.47%) rapporté comme acceptable dans la cryoconservation de la 

semence canine [103]. Ceci suggère que le dilueur à base de 6%LIPO préserve 

l’intégrité de la chromatine du spermatozoïde canin au même degré d’efficacité que 

le milieu de référence (6%LDL) à travers le processus de cryoconservation.   

Cependant, en ce qui concerne l’intégrité de la membrane plasmique et l’acrosome, 

les faibles résultats obtenus avec le dilueur à base de 6%LIPO pourraient 

s’expliquer par une durée totale d’équilibration (une heure et 30 min dans notre 

protocole) insuffisante aux liposomes pour atteindre l’optimum de leur action 

cryoprotectrice. 

En effet, RÖPKE et al. (2011) [34] ont montré que les liposomes requièrent un temps 

plus long (6H comme minimum) d’incubation avec la semence à 4°C (optimum de 

température) pour assurer une cryoprotection optimale des spermatozoïdes. Le 

GUILLOU et al. (2015) [37] ont démontré que les liposomes (de même composition 

que ceux utilisés dans notre étude) sont beaucoup plus lents que les LDL dans leur 

action cryoprotectrice du spermatozoïde bovin.  

Contrairement au dilueur de congélation, il a été montré dans une étude précedente 

(Voir Chapitre 5) que le dilueur de réfrigération à base de 2% de liposomes est 

capable de préserver les caractéristiques d’intégrité spermatique avec autant 

d’efficacité que le milieu de référence (6%LDL). Ceci s’expliquerait par le fait que la 



116 
 

réfrigération à 4°C permet aux liposomes de rester plus longtemps en incubation à 

4°C avec les spermatozoïdes et atteindre ainsi une action protectrice optimale. Un 

protocole de congélation avec une durée d’équilibration (4°C) de 1.5h ne permettrait 

pas à ces cryoprotecteurs d’atteindre cet optimum. 

Il serait donc intéressant d’explorer cet aspect dans une autre expérimentation en 

allongeant le temps d’équilibration (4°C) jusqu’à 6H afin d’optimiser l’action 

cryoprotectrice des liposomes. 

Néanmoins, cette différence significative observée entre 6%LIPO et 6%LDL pour 

l’intégrité acrosomique surtout ne semble pas être incompatible avec la fertilité in 

vivo, car 4 chiennes ont été gestantes et ont mis bas suite à l’insémination artificielle 

avec un dilueur à base de 6% de liposomes. 

De plus, les valeurs d’intégrité acrosomique obtenues après décongélation avec le 

dilueur à base de 6%LIPO étaient meilleures que celle rapportées en semence 

bovine [190] à la concentration optimale des liposomes (66.5± 2.4 vs. 58.56±8.86), 

même si le protocole est différent.    

6.4.3. Fertilité in-vivo 

Pour évaluer l’efficacité du dilueur à base de 6%LIPO, un essai préliminaire de 

fertilité a été effectué suite à des inséminations artificielles. Sur les 6 chiennes 

inséminées, 4 ont été gestantes et ont mené à terme leurs gestations jusqu’à la 

mise bas de chiots vivants et en bonne santé.  

Certes, ce test de fertilité n’a pas de puissance statistique permettant de conclure à 

un taux de gestation et de mise-bas significatif. Cependant, il permet de confirmer 

que la congélation de la semence canine dans un dilueur à base de 6% de 

liposomes n’interfère pas avec la fertilité in vivo.   

Aucune autre conclusion particulière ne peut être tirée à cause du faible nombre de 

chiennes utilisées dans cet essai préliminaire. Un test plus large est requis pour 

pouvoir comparer le taux de gestation entre ce dilueur expérimental et le milieu de 

référence. 



117 
 

6.4.4. Interactions avec la membrane biomimétique 

Les observations de cette expérimentation sont similaires à celles relatives à la 

réfrigération de la semence canine (dilueur à base de 2% de liposomes) 

probablement parce que l’action protectrice des liposomes commes des LDL 

s’effectue notamment lors du refroidissement (4°C) qui est une étape commune 

dans les deux modes de conservation (rérigération et congélation). 

Les LDL ajoutés seules en sous phase interagissent avec l’hémi-membrane 

suggérant un mécanisme de protection direct par incorporation au sein de la 

membrane plasmique du spermatozoïde. Ceci est en accord avec les études 

précédentes en semence ovine [14], équine [211] et bovine [15]. 

Comme dans la réfrigération, l’absence d’interaction des liposomes avec la 

membrane biomimétique pourrait s’expliquer par la composition lipidique des 

liposomes utilisés dans notre étude qui est en faveur de phospholipides neutres (PC 

et PE du JO) n’ayant pas de propriété fusigène avec la membrane contyrairement 

aux PL chargés négativement tels que la PS [109] ou le PG [34].       

Nos observations concernant le mode de protection spermatique par les liposomes, 

agissant sans incorporation au sein de la membrane, semblent en accord avec les 

deux hypothèses mécanistiques expliquées précédemment en l’occurrence la 

protection par revêtement [189] et la protection indirecte par interaction avec les 

constituants (Lipides, protéines, ions) du dilueur [108 ; 36].  

La différence de mécanismes de protection entre les LDL et les liposomes pourrait 

éventuellement s’expliquer par le fait que les liposomes sont composés 

exclusivement de PL alors que les LDL contiennent des protéines qui solubilisent 

les PL et les mettent en contact étroit avec la membrane plasmique [108 ; 14]. 

Le liquide prostatique n’a interagi ni avec l’hémi-membrane de Langmuir-Blodgett 

ni avec les LDL et les liposomes. Dans les conditions de notre expérimentation, 

aucune conclusion ne saurait être tirée quant à la séquestration d’éventuelles 

protéines liantes. D’autres études sont requises pour de plus amples explorations 

(interactions et analyse biomoléculaires) des différentes fractions du sperme canin.     
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En résumé, les liposomes (6%) semblent être une alternative viable aux 

lipoprotéines de basse densité (6%LDL) dans la congélation de la semence canine. 

Cependant, le protocole de congélation (temps d’équilibration) doit être amélioré 

afin d’optimiser leur action cryoprotectrice. Les LDL semblent protéger le 

spermatozoïde par incorporation dans la membrane plasmique alors que les 

liposomes probablement sans incorporation. 
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CHAPITRE 7 

EFFETS DU TEMPS D’EQUILIBRATION SUR LA QUALITE SPERMATIQUE ET 

INTERACTIONS AVEC LES CRYOPROTECTEURS (LDL, LIPO, PJO) 

7.1. Introduction  

L’équilibration est une étape essentielle dans le processus de congélation du 

sperme. Elle correspond à l’addition du dilueur contenant le cryo-protecteur 

(glycérol) et la mise à 4°C de la semence diluée. Elle permet le remaniement, la 

stabilisation et l’adaptation, de la membrane cytoplasmique du spermatozoïde aux 

basses températures en préparation à la congélation [153]. 

Dans le cadre de la congélation de la semence canine, l’addition du glycérol se fait 

soit, conventionnellement en une seule étape suivie d’une mise à +4°C pendant 1 

à 2 heures selon la plupart des protocoles publiés [142 ; 141 ; 222 ; 223] soit en 

deux étapes pendant un temps global d’1 heure et demi à 2 heures selon d’autres 

[45 ; 155 ; 156 ; 222 ; 157].  

Malheureusement, il y a très peu d’études scientifiques ayant fait varier le temps 

d’équilibration proprement dit chez le chien, exceptés les essais de congélation 

différée après une étape de réfrigération pouvant aller jusqu’à 48 heures [153 ; 158 ; 

159]. 

ENGLAND avait trouvé que le meilleur temps d’équilibration chez le chien est de 

4H [147]. IGNA et ses collaborateurs [162] ont comparé en 2008 plusieurs durées 

d’équilibration dans la congélation du sperme canin allant de 30mn jusqu’à 5heures 

et ont trouvé que le meilleur temps était de 4H. 

LEITE et ses ses collaborateurs [161] ont décrit aussi en 2010 une durée optimale 

d’équilibration de 4H dans la congélation du sperme bovin.  

L’effet protecteur du phénomène d’équilibration à l’égard du spermatozoïde ne se 

limite pas à la température de (+4°C) en soi ou à l’action du cryoprotecteur 

(glycérol), mais implique également les agents stabilisants membranaires contenus 
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dans les dilueurs de congélation notamment le jaune d’œuf et particulièrement les 

lipoprotéines de basse densité « LDL ». 

Les milieux de congélation à base de LDL donnent de bons résultats dans la 

congélation du sperme de taureau [13 ; 15], d’étalon [19] et de chien [17 ; 18 ; 224]. 

Cependant, comme mentionné précédemment (dans les chapitres précédents), les 

LDL poses actuellement divers problèmes, d’ordre technologique, car ne pouvant 

passer à une échelle de production industrielle et d’ordre bio-sanitaire puisque elles 

ne peuvent être stérilisées.  

Des études récentes ont montré la possibilité de substituer LDL par les liposomes 

dans la congélation de la semence équine [36] et bovine [37]. Il a été aussi montré 

dans une étude antérieure (Voir chapitre 5) l’efficacité des liposomes à remplacer 

les LDL dans un dilueur de réfrigération (2% de liposomes) de la semence canine, 

cependant dans les travaux sur le dilueur de congélation à base de 6% de 

liposomes, les résultats d’intégrité spermatique (notamment l’acrosome) étaient 

légèrement inférieurs à ceux obtenus par les LDL (Voir chapitre 6). L’hypothèse 

explicative d’une durée d’incubation (temps d’équilibration) insuffisante (1.5h) à 

atteindre une action cryoprotectrice optimale des liposomes a été émise. Il serait 

donc interessant d’allonger le temps d’équilibration et étudier son effet sur l’efficacité 

du dilueur à base de 6% de liposomes. 

En plus des liposomes, le plasma du jaune d’œuf (PJO) pourait représenter une 

alternative interessante aux LDL. Il est obtenu à partir du jaune d’œuf entier par un 

procédé de fractionnement très simple décrit par MCBEE and COTTERILL en 1979 

[29] et transposé à l’échelle industrielle en 1990 dont brevet Européen enregistré 

sous le numéro 0430757A1 [181]. De plus, le plasma est parfaitement compatible 

avec une stérilisation par ionisation [30]. Le plasma de jaune d’œuf a été recemment 

utilisé pour remplacer le JO entier dans un dilueur de congélation équin (INRA 96®, 

IMV-Technologies, l’Aigle, France) [30] et dans le dilueur classique de congélation 

canin [31]. Cependant, le plasma n’a jamais été tenté en substitution aux LDL chez 

le chien.  

Le présent travail vise deux objectifs. Le premier est d’évaluer l’effet de la variation 

du temps d’équilibration sur les paramètres de mobilité du sperme canin congelé 
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dans trois milieux différents (LDL, LIPO et PJO). Le second est d’évaluer les 

caractéristiques fonctionnels du sperme de chien congelé dans les mêmes dilueurs 

cités précédemment après avoir déterminé le meilleur temps d’équilibration. 

7.2. Matériels et Méthodes  

7.2.1. Expérience 1 : Effets de différents temps d’équilibration au cours du 

phénomène de congélation de la semence canine : «Etude des paramètres de 

mobilité spermatique». 

7.2.1.1. Prélèvement de la semence 

Vingt cinq éjaculats ont été collectés à partir de 7 chiens âgés entre 2 et 7 ans (6 

Beagle du département de pathologie de la reproduction, Oniris-Nantes) et 1 

Malinois appartenant à un particulier). Les prélèvements ont été effectués toutes les 

48 heures minimum et par le même opérateur. Les chiens étaient prélevés par 

stimulation manuelle en présence d’une chienne en chaleur, comme décrit dans les 

expérimentations précédentes (Voir chapitres 5 et 6).  

7.2.1.2. Evaluation initiale de la qualité spermatique 

Chaque éjaculat (fraction spermatique) a été évalué (motilité massale et 

concentration des spz) suite à sa collecte pour sa qualité et son aptitude à la 

congélation. La motilité massale a été appréciée par microscopie selon l’échelle de 

MILOVANOV et la concentration a été mesurée par un photomètre calibré pour le 

sperme canin (SpermaCu®, Minitube, Tiefenbach, Germany) tel que 

précedemment décrit (Voir § 5.2.1.1). Seulement les éjaculats ayant une 

concentration minimale de 200x106 spz/ml et une motilité massale de 4 et plus ont 

été inclus dans cette étude.  

7.2.1.3. Préparation des dilueurs 

7.2.1.3.1. Préparation des LDL et des liposomes 

L’extraction des LDL a été effectuée selon la technique décrite par MOUSSA et al. 

(2002) [13], protégée par brevet sous le numéro (0100292) et déjà décrite dans le 
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chapitre 4 (Voir § 4.4.2, Figure 4.3). Les liposomes ont été produits selon la 

technique rapportée par Le GUILLOU et al. (2015) [37] et déjà décrite dans le 

chapitre 5 (Voir § 5.2.1.2.2). 

7.2.1.3.2. Extraction du plasma de jaune d’œuf 

Le fractionnement du Jaune d’œuf en granules et plasma se fait selon la technique 

publiée par MCBEE and COTTERILL (1984) [29] et décrite précedemment (Voir § 

4.3, Figure 4.3). 

7.2.1.3.3. Préparation des dilueurs 

Trois milieux de congélation ont été préparés à partir d’une base commune 

additionnée soit de 6 % de LDL (témoin), soit 6% liposomes et en fin le troisième 

dilueur est à base de plasma du jaune d’œuf à la concentration de 40% (car 

équivalent de 20% de JO) (Tableau 7.1). 
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Tableau 7.1 : Composition des différents dilueurs pour la congélation de la semence canine. (QSP 1L). 

 LDL 6% (Canifreeze ®) Plasma du JO 40% Liposomes 6% 

Composé Quantité 

Tris (g) 30,26 30,26 30,26 

Acide citrique (g) 17,00 17,00 17,00 

Fructose (g) 12,50 12,50 12,50 

Glycérol (ml) 32,00 32,00 32,00 

Gluthation (g) / / 1,44 

Pénicilline-Streptomycine (UI/g) 106-1  / / 

Pénicilline G sodique (g) / 0,695 / 

Streptomycine sulfate (g) / 1,00  0,10 

Enrofloxacine à 10% (ml) / / 0,80 

LDL (g) 165 / / 

Plasma du JO (L) / 0,400 / 

Poudre de phospholipides (g) / / 5,46 

Eau bi-distillée QSP 1L 
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7.2.1.4.2. Equilibration 

Les 12 cryotubes sont ensuite placés dans une vitrine réfrigérante à + 4°C. 

A l’issue de chacun des 4 temps d’équilibration testés (30 mn, 1H, 3H et 6H), les 

paillettes 0.25 ml (IMV Technologies, Aigles, France) correspondantes sont 

remplies manuellement avec les différents milieux testés et sont ensuite bouchées 

avec de la poudre d’alcool polyvinylique. Les paillettes sont posées horizontalement 

sur une rampe métallique à + 4°C pendant 30 mn avant la congélation. 

7.2.1.4.3. Congélation-décongélation: 

Les paillettes ont été congelées en vapeur d’azote (4 cm au dessus du niveau 

liquidien de l’azote) pendant 10 min puis immergées et enfin stockées en container 

d’azote pendant 24H. Pour la décongélation, les paillettes ont été plongées 

directement dans un bain marie (37°C) pendant 30 secondes (Voir illustrations à 

l’annexe 05). Chaque lot a été analysé 10 min après. Avant l’analyse, la semence 

a été diluée jusqu’à la concentration de (25x106 spz/ml) dans la solution EasyBuffer 

B® (IMV-Technologies, Aigle, France). 

7.2.1.5. Analyse automatisée de la semence décongelée 

Les caractéristiques de mouvement des spermatozoïdes ont été analysées 

immédiatement après dilution avant la congélation (T0) et 10 min après 

décongélation au moyen d’un analyseur Hamilton Thorn system (HTM-IVOS 

version 14.0; Hamilton Thorne, Inc. Beverly, MA, USA) et d’une chambre d’analyse 

de type (Leja, 20µm Products B.V., Nieuw Vennep, Pays-bas). Les paramètres de 

mobilité (MOT, PMOT, VCL, VSL, VAP et ALH) ont été mesurés tel que décrit 

précédemment (Voir § 5.2.1.4 & annexe 06).  

7.2.1.6. Analyse statistique  

Pour l’expérience 1, nous avons utilisé un modèle linéaire à effets mixtes (lme) pour 

analyser les effets du temps (durée d’équilibration) et des dilueurs sur chaque 

paramètre de mobilité à part. Les interactions du temps et des dilueurs sur la 

mobilité ont été intégrées dans ce modèle avec le terme « Time*Extender ». Ce 
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modèle statistique a déjà été décrit précedemment (Voir § 5.2.1.5). La significativité 

a été fixée à P<0.05 et les résultats sont donnés en moyennes plus ou moins erreur 

standard (Moy± SEM). 

7.2.2. Expérience 2 : Comparaison de trois milieux à 6H d’équilibration dans la 

congélation du sperme canin : « Etude des paramètres fonctionnels des 

spermatozoïdes ». 

12 éjaculats ont été récoltés à partir de 6 chiens Beagle appartenant au Service de 

Pathologie de la Reproduction d’Oniris, Nantes (âgés entre 2 et 7 ans). 

L’évaluation initiale, la dilution et la congélation de la semence sont réalisées de la 

même manière que pour la première expérience à l’exception du temps 

d’équilibration qui a été fixé à 6 heures suite aux résultats de la première expérience.  

7.2.2.1. Evaluation des caractéristiques fonctionnelles et de l’intégrité des 

spermatozoïdes 

Pour les paramètres d’integrité spermatique, quatre (04) tests ont été réalisés 

comme décrits précédemment et nous ont permis d’évaluer l’intégrité acrosomique 

par le test à la FITC-PSA (Voir § 5.2.2.1), l’intégrité de la membrane plasmique par 

le test hypo-osmotique (Voir § 5.2.2.2) et le test au SYBR14/Iodure de propidium  

(Voir § 5.2.2.3) et finalement l’intégrité d’ADN en utilisant le test à l’Acridine Orange 

(Voir § 5.2.2.4). 

Les caractéristiques d’intégrité ont été évaluées à trois moments différents :  

 Juste après dilution avant la mise en équilibration (T0), 

 à la fin des 6 heures d’équilibration (T1), 

 10 minutes après décongélation (T2).   

7.2.2.2. Analyse statistique  

 Pour l’expérience 2, en utilisant le logiciel « R », nous avons dans un premier 

temps appliqué un modèle linéaire à effet mixte (lme, voir § 5.2.1.5) pour objectiver 
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l’existence ou non d’une interaction entre les trois milieux de congélation étudiés et 

les trois étapes d’analyses durant le processus de congélation/décongélation. 

Ensuite nous avons utilisé une analyse de variances « ANOVA » à mesure répétée 

en comparant entre eux les trois milieux et ce pour chaque test fonctionnel 

indépendamment. Cette ANOVA a été complétée par une analyse en composantes 

principales (ACP, voir § 6.2.2.1) pour étudier les variations entre les trois milieux 

(LDL 6%, Liposomes 6% et Plasma de jaune d’œuf) et les quatre tests fonctionnels 

(HOS, FITC, SYBR et Acridine orange) simultanément afin de mieux interpréter les 

éventuelles différences significatives entre les milieux. 

La significativité a été fixée à P<0.05 et les résultats sont donnés en moyennes plus 

ou moins l’écart type (MOY±ET). 

7.3. Résultats 

7.3.1. Expérience 1 : Etude des paramètres de mobilité spermatique. 

Sur les 25 éjaculats prélevés, 20 ont été exploités pour cette étude et 5 exclus. 

Les paramètres de mobilité de la semence fraiche  sont présentés  dans le tableau 

7.2. 

Tableau7.2: Etude des différents paramètres de mobilité de la semence fraîche (T0) 
(n=20).  

Concentration 

(x106spz/ml) 

MOT 

(%) 

PMOT 

(%) 

VCL 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VAP 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

349,1 

±123,16 

76,40 

±11.77 

63,30 

±16,17 

184,32 

±22.87 

110,78 

±23,69 

123,66 

±23,27 

7,71 

±0,66 

Aucune interaction significative n’a été démontrée lors des tests statistiques. C’est 

pour cela qu’aucun couple TEMPS/MILIEU ne sera retenu. 

7.3.1.1. Mobilité totale (Pourcentage des spermatozoïdes mobiles) 

7.3.1.1.1. Comparaison des trois milieux de congélation pour chaque temps 

d’équilibration 

 Les moyennes des pourcentages de spermatozoïdes mobiles en fonction du 

milieu et de la durée d’équilibration sont représentées dans le tableau suivant : 
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Tableau 7.3. : Moyennes des pourcentages des spermatozoïdes mobiles après 

décongélation à T0 + 10 min 

 30mn 1h 3h 6h 

LDL 6% 32,3±2,53 42,7±2,28 53,1±2,73 58,9±3,02 

LIPO 6% 28,4±2,08 36,1±2,28 46,1±2,91 54,4±3,24 

PJO 40% 34,9±3,09 40,5±2,68 47,1±2,19 55,4±2,24 

Pour chacune des quatre durées d’équilibration, nous allons voir s’il existe des 

différences significatives entre les trois milieux. Pour cela nous utilisons le modèle 

linéaire à effets mixtes et comparaisons multiples. 

 

Tableau 7.4. : Mise en évidence de différences significatives entre les trois milieux 

pour une durée d’équilibration de 30 minutes sur les pourcentages de mobilité 

après décongélation à T0 + 10 min 

30 min LDL 6% LIPO 6% PJO 40% 

LDL 6%    

LIPO 6% NS   

PJO 40% NS p=0,01  

Pour une durée de 30 minutes d’équilibration on constate une différence 

significative entre le milieu liposomes à 6% et le milieu plasma de jaune d’œuf à 

40% en faveur de ce dernier. 
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Tableau 7.5. : Mise en évidence de différences significatives entre les trois milieux 

pour une durée d’équilibration d’une heure sur les pourcentages de mobilité 

après décongélation à T0 + 10 min 

1 H LDL 6% LIPO 6% PJO 40% 

LDL 6%    

LIPO 6% NS   

PJO 40% NS NS  

Pour une durée d’une heure d’équilibration, les tests statistiques nous indiquent qu’il 

n’y a pas de différence significative entre les milieux. 

Tableau 7.6. Mise en évidence de différences significatives entre les trois milieux 

pour une durée d’équilibration de trois heures sur les pourcentages de mobilité 

après décongélation à T0 + 10 min 

3 H LDL 6% LIPO 6% PJO 40% 

LDL 6%    

LIPO 6% p=0,05**   

PJO 40% p=0,05** NS  

Pour une durée de trois heures d’équilibration il y a une différence très significative 

entre le milieu LDL à 6% et les deux autres milieux en faveur du milieu LDL à 6%.  
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Tableau 7.7. Mise en évidence de différences significatives entre les trois milieux 

pour une durée d’équilibration de six heures sur les pourcentages de mobilité 

après décongélation à T0 + 10 min 

6 H LDL 6% LIPO 6% PJO 40% 

LDL 6%    

LIPO 6% NS   

PJO 40% NS NS  

Pour une durée de six heures d’équilibration, les tests statistiques nous indiquent 

qu’il n’y a pas de différence significative entre les milieux. 

7.3.1.1.2. Comparaison des quatre temps d’équilibration pour chaque milieu de 

congélation 

 De la même manière, nous étudions pour chaque milieu l’existence ou non 

de différences significatives entre les quatre durées d’équilibration. 

Tableau 7.8. Mise en évidence de différences significatives entre les quatre temps 

d’équilibration pour le milieu LDL 6% sur les pourcentages de mobilité après 

décongélation à T0 + 10 min 

LDL 6% 30 min 1 h 3 h 6 h 

30 min     

1 h p<0,05**    

3 h p<0,05*** p<0,05**   

6 h p<0,05*** p<0,05*** NS  

Pour le milieu LDL6%, on constate qu’il existe des différences significatives entre 

les différents temps d’équilibration sauf entre trois heures et six heures. La figure 

7.1 nous montre que plus la durée d’équilibration augmente et meilleurs sont les 
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résultats de mobilité. La différence est hautement significative entre une heure et 

six heures en faveur de six heures. 

Tableau 7.9. Mise en évidence de différences significatives entre les quatre temps 

d’équilibration pour le milieu Liposomes 6% sur les pourcentages de mobilité 

après décongélation à T0 + 10 min 

LIPO 6% 30 min 1 h 3 h 6 h 

30 min     

1 h p=0,04    

3 h p<0,05*** p<0,05**   

6 h p<0,05*** p<0,05*** p=0,02  

Pour le milieu Liposomes 6%, il existe des différences significatives entre toutes les 

durées d’équilibration. Remarquons que la différence est hautement significative 

entre une heure et six heures en faveur de cette dernière. 

Tableau 7.10. Mise en évidence de différences significatives entre les quatre 

temps d’équilibration pour le milieu Plasma de jaune d’œuf sur les pourcentages 

de mobilité après décongélation à T0 + 10 min 

PJO 40% 30 MN 1 h 3 h 6 h 

30 min     

1 h NS    

3 h p<0,05*** P=0,02   

6 h p<0,05*** p<0,05*** p<0,05**  

Pour le milieu plasma de jaune d’œuf, il n’y a pas de différence significative entre 

30 minutes et une heure d’équilibration, par contre pour toutes les autres durées il 



131 
 

existe des différences significatives. Il y a encore des différences hautement 

significatives entre une heure et six heures d’équilibration en faveur de six heures. 

7.3.1.2. Mobilité progressive (Pourcentage des spermatozoïdes progressifs) 

7.3.1.2.1. Comparaison des trois milieux de congélation pour chaque temps 

d’équilibration 

 Les moyennes des pourcentages des spermatozoïdes progressifs en 

fonction du milieu et de la durée d’équilibration sont représentées dans le tableau 

suivant : 

Tableau 7.11. Moyennes des pourcentages des spermatozoïdes progressifs après 

décongélation à T0 + 10 min 

 30mn 1h 3h 6h 

LDL 6% 22,8±2,06 31,9±2,30 39,4±2,77 45,7±3,29 

LIPO 6% 19,7±1,79 26,4±2,28 34,5±3,13 39,5±4,11 

PJO 40% 24,1±2,28 29,3±2,35 35,3±2,44 41,3±2,44 

Pour chacune des quatre durées d’équilibration, nous allons voir s’il existe des 

différences significatives entre les trois milieux. Pour cela nous utilisons le modèle 

linéaire à effets mixtes et comparaisons multiples. 

Tableau 7.12. Mise en évidence de différences significatives entre les trois milieux 

pour une durée d’équilibration de 30 minutes sur les pourcentages de mobilité 

progressive après décongélation à T0 + 10 min 

30 M LDL 6% LIPO 6% PJO 40% 

LDL 6%    

LIPO 6% NS   

PJO 40% NS p=0,03  
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Pour une durée de 30 minutes d’équilibration on constate une différence 

significative entre le milieu Liposomes 6% et le milieu plasma de jaune d’œuf en 

faveur de ce dernier. 

Tableau 7.13. Mise en évidence de différences significatives entre les trois milieux 

pour une durée d’équilibration d’une heure sur les pourcentages de mobilité 

progressive après décongélation à T0 + 10 min 

1 H LDL 6% LIPO 6% PJO 40% 

LDL 6%    

LIPO 6% NS   

PJO 40% NS NS  

Pour une durée d’une heure d’équilibration, il n’y aucune différence significative 

entre les trois milieux. 

Tableau 7.14. Mise en évidence de différences significatives entre les trois milieux 

pour une durée d’équilibration de trois heures sur les pourcentages de mobilité 

progressive après décongélation à T0 + 10 min 

3 H LDL 6% LIPO 6% PJO 40% 

LDL 6%    

LIPO 6% p=0,01   

PJO 40% p=0,04 NS  

Pour une durée de trois heures d’équilibration, on constate que le milieu LDL 6% 

permet d’avoir un pourcentage de mobilité progressive significativement supérieur 

à ceux des milieux Liposomes 6% et plasma de jaune d’œuf. 
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Tableau 7.15. Mise en évidence de différences significatives entre les trois milieux 

pour une durée d’équilibration de six heures sur les pourcentages de mobilité 

progressive après décongélation à T0 + 10 min 

6 H LDL 6% LIPO 6% PJO 40% 

LDL 6%    

LIPO 6% p=0,04   

PJO 40% NS NS  

Avec une durée d’équilibration de six heures, on remarque une différence 

significative entre le milieu Liposome 6% et le milieu LDL 6% en faveur de ce 

dernier. 

7.3.1.2.2. Comparaison des quatre temps d’équilibration pour chaque milieu de 

congélation 

Intéressons-nous à présent à l’existence ou non de différences significatives entre 

les quatre durées d’équilibration pour chaque milieu. 

Tableau 8.16. Mise en évidence de différences significatives entre les quatre 

temps d’équilibration pour le milieu LDL 6% sur les pourcentages de mobilité 

progressive après décongélation à T0 + 10 min 

LDL 6% 30 MN 1 h 3 h 6 h 

30 MN     

1 h p<0,05**    

3 h p<0,05*** p=0,02   

6 h p<0,05*** p<0,05*** NS  

Pour le milieu LDL 6%, on constate qu’il existe des différences significatives entre 

les différents temps d’équilibration sauf entre trois heures et six heures. La figure 

7.1 nous montre que plus la durée d’équilibration n’augmente, meilleurs sont les 
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résultats de mobilité progressive. La différence est hautement significative entre une 

heure et six heures en faveur de cette dernière durée. 

Tableau 7.17. Mise en évidence de différences significatives entre les quatre 

temps d’équilibration pour le milieu Liposomes 6% sur les pourcentages de 

mobilité progressive après décongélation à T0 + 10 min 

LIPO 6% 30 min 1 h 3 h 6 h 

30 min     

1 h NS    

3 h p<0,05*** p=0,02   

6 h p<0,05*** p<0,05*** NS  

Pour le milieu Liposomes 6%, il existe des différences significatives entre toutes les 

durées d’équilibration sauf entre 30 minutes et une heure ou entre trois heures et 

six heures. Remarquons que la différence est hautement significative entre une 

heure et six heures en faveur de cette dernière. 

Tableau 7.18. Mise en évidence de différences significatives entre les quatre 

temps d’équilibration pour le milieu Plasma de jaune d’œuf sur les pourcentages 

de mobilité progressive après décongélation à T0 + 10 min 

Plasma  30 min 1 h 3 h 6 h 

30 min     

1 h NS    

3 h p<0,05*** p=0,02   

6 h p<0,05*** p<0,05*** p=0,03  

Pour le milieu plasma de jaune d’œuf, il n’y a pas de différence significative entre 

30 minutes et une heure d’équilibration, par contre pour toutes les autres durées il 
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existe des différences significatives. Il y a encore une différence hautement 

significative entre une heure et six heures d’équilibration en faveur de six heures. 

De tout ce qui précède et comme le montre bien la figure 7.1 on voit que pour la 

mobilité totale et progressive, qui demeure le paramètre reconnu comme étant 

déterminant dans les critères décisionnels de l’insémination artificielle, la durée 

optimale d’équilibration est six heures quel que soit le milieu (LDL 6%, Liposomes 

6% ou plasma de jaune d’œuf).  

 

Figure 7.1: Effets des différents temps d’équilibration (30mn, 1H, 3H and 6H) sur les valeurs après 

décongélation de la mobilité totale (MOT) et progressive (PMOT) de la semence canine congelée 

dans trois dilueurs (LDL, LIPO, PJO). 

“a, b, c, d”: des lettres différentes signifient une difference significative à p< 0.05, *: p < 0.001 (n = 

20). 

Plus le temps d’équilibration augmente et meilleurs sont les résultats des 

pourcentages de spermatozoïdes mobiles et progressifs dans chacun des trois 

milieux étudiés. La durée d’équilibration de 6H diffère de façon hautement 

significative (p<0,001) par rapport à 30 mn et une heure d’équilibration. 

Pour cette durée de 6H d’équilibration, il n’existe pas de différence significative entre 

les trois milieux étudiés à l’exception d’une différence à la limite de la significativité 

(p=0.04) entre les liposomes et le milieu de référence (LDL) pour la mobilité 

progressive. 
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7.3.1.3. Les autres paramètres de mobilité (VCL, VSL, VAP et ALH) 

Les valeurs des paramètres de vitesse après décongélation ne montrent pas de 

différences significatives entre les différentes durées d’équilibration étudiées 

(Tableau 7.19). Les résultats d’ALH ont tendance à diminuer en fonction du temps 

d’équilibration et ce pour les 3 milieux testés.  

Tableau 7.19. Moyennes des paramètres de vitesse (VCL, VSL, VAP) et de 

l’amplitude latérale des mouvements de la tête (ALH) des spermatozoïdes canins 

congelés dans trois milieux différents (LDL, LIPO et Plasma du jaune d’oeuf) 

évalués dix minutes après décongélation.  

  VCL (µm/s) VSL (µm/s) VAP (µm/s) ALH (µm) 

6%LDL 

30mn 170,8±5,43a 90,26±4,43a 103,4±4,27a 7,55±0,17a 

1H 168,0±4,76a 93,77±4,63ab 106,1±4,27ab 7,30±0,16ab 

3H 164,2±4,81a 95,92±4,38ab 109,4±4,11b 7,08±0,17b 

6H 160,7±4,11a 98,37±4,63b 110,0±4,45b 6,90±0,13b 

6%LIPO 

30mn 169,6±5,97a 87,43±5,12a 101,0±4,90a 7,49±0,19a 

1H 169,0±6,04a 91,33±5,46a 104,3±5,25a 7,34±0,18ac 

3H 155,4±4,76b 92,50±5,17a 104,2±4,94a 6,86±0,14b 

6H 155,3±5,77b 92,12±5,61a 104,2±5,52a 6,97±,015bc 

EY 

Plasma 

30mn 156,4±3,00a 83,39±3,56a 95,90±3,22a 7,07±0,12a 

1H 155,7±3,64a 89,53±4,07ab 101,3±3,78a 6,89±0,14a 

3H 156,0±4,58a 90,28±3,44ab 101,9±3,44a 6,79±0,15a 

6H 155,1±4,32a 91,39±3,67b 103,9±3,42b 6,85±0,13a 

Dans la même colonne et pour le même dilueur, des lettres différentes signifient une difference 

significative à  p < 0.05, (n = 20). 
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7.3.2. Expérience 2 : Etude des paramètres d’intégrité spermatique. 

Sur les 12 éjaculats prélevés, 10 ont été exploités pour cette étude et deux éliminés. 

Aucune interaction entre les trois étapes du phénomène de 

congélation/décongélation et les trois milieux de conservation n’a été démontrée 

statistiquement. Les trois milieux réagissent de la même manière suivant les trois 

étapes étudiées (après dilution, après 6H d’équilibration et après décongélation). 

7.3.2.1. Résultats présentés par tests d’intégrité spermatique 

7.3.2.1.1. Test hypo-osmotique (HOSt) 

Les moyennes des pourcentages de spermatozoïdes à membrane flagellaire 

intègre obtenues par le test de HOS pour les trois milieux et les trois étapes du 

processus de congélation/décongélation sont représentées dans le tableau 

suivant : 

Tableau 7.20. Moyennes des pourcentages de spermatozoïdes à membrane 

flagellaire intègre obtenues par le test de HOS pour les trois milieux dans les trois 

étapes du phénomène de congélation/décongélation 

 
Post-

dilution 

Post-

équilibration 

Post-

Décongelation 

LDL 6% 85 ± 5,73 82,2 ± 5,14 62,6 ± 13,1 

LIPO 6% 80,9 ± 9,17 80 ± 5,36 58 ± 11,7 

PJO 

40% 
85,1 ± 4,49 81,9 ± 4,84 64,4 ± 11,8 

7.3.2.1.2. Test FITC PSA 

Les moyennes des pourcentages de spermatozoïdes à acrosome intègre obtenues 

par le test FITC PSA pour les trois milieux et les trois étapes du phénomène de 

congélation/décongélation sont représentées dans le tableau suivant : 
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Tableau 8.21. Moyennes des pourcentages de spermatozoïdes à acrosome 

intègre obtenues par le test FITC PSA pour les trois milieux dans les trois étapes 

du phénomène de congélation/décongélation 

 
Post-dilution Post-

équilibration 

Post-

Décongelation 

LDL 6% 83,6 ± 3,14 81,2 ± 3,73 79,4 ± 5,21 

LIPO 6% 78,7 ± 3,72 75,3 ± 4,15 74 ± 6,08 

PJO 40% 81,5 ± 3,34 80 ± 3,50 76,2 ± 4,53 

7.3.2.1.3. Test SYBR 14/Iodure de propidium 

Les moyennes des pourcentages de spermatozoïdes vivants obtenues par le test 

SYBR 14 pour les trois milieux et les trois étapes du phénomène de 

congélation/décongélation sont représentées dans le tableau suivant : 

Tableau 8.22. Moyennes des pourcentages de spermatozoïdes vivants obtenues 

par le test SYBR 14 pour les trois milieux dans les trois étapes du phénomène de 

congélation/décongélation 

 
Post-dilution Post-

équilibration 

Post-

Décongelation 

LDL 6% 81,5 ± 4,21 75,7 ± 7,43 63,6 ± 7,22 

LIPO 6% 78,3 ± 3,50 73,8 ± 7,38 57,9 ± 7,89 

PJO 40% 81,6 ± 4,60 75,1 ± 6,94 64,8 ± 5,30 

7.3.2.1.4. Test Acridine Orange 

Les moyennes des pourcentages de spermatozoïdes à ADN natif obtenues par le 

test Acridine Orange pour les trois milieux et les trois étapes du phénomène de 

congélation/décongélation sont représentées dans le tableau suivant : 
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Tableau 8.23. Moyennes des pourcentages de spermatozoïdes à ADN natif obtenues par 
le test Acridine Orange pour les trois milieux dans les trois étapes du phénomène de 

congélation/décongélation  

 
Post-

dilution 

Post-

équilibration 

Post-

Décongelation 

LDL 6% 99,5 ± 0,82 99,1 ± 1,07 98,9 ± 1,33 

LIPO 6% 99,4 ± 1,00 98,7 ± 1,25 98,5 ± 1,80 

PJO 

40% 
99,6 ± 0,75 98,7 ± 1,62 98,7 ± 1,42 

7.3.2.2. Résultats présentés par temps d’évaluation 

7.3.2.2.1. Caractéristiques fonctionnelles évaluées après dilution (T0) 

 

Figure 7.2. Intégrité membranaire, acrosomique et de l’ADN après dilution d’une 
semence canine congelée dans trois dilueurs. “a, b”: des letters différentes signifient une 

difference significative à p< 0.05.  (n=10)  

 Pour les tests fonctionnels HOSt, SYBER14/PI et AO, il n’existe pas de différence 

significative (p>0,05) entre les trois milieux étudiés. Cependant, le test FITC-PSA 

montre que le milieu LDL est significative supérieur (p<0,05) au milieu à base de 

liposomes (83,6 ± 3,14 vs 78,7 ± 3,72 respectivement). 
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7.3.2.2.2. Caractéristiques fonctionnelles évaluées après équilibration (6H) 

 

Figure 7.3. Intégrité membranaire, acrosomique et de l’ADN après 6H d’équilibration 

d’une semence canine congelée dans trois dilueurs. “a, b”: des letters différentes 

signifient une difference significative à p< 0.05.  (n=10)  

Il n’existe pas de différence significative (p>0,05) entre les 3 milieux étudiés pour 

les tests HOSt, SYBER14/IP et l’AO après 6H d’équilibration. Par contre, le test 

FITC-PSA montre une différence significative (p<0,05) entre le milieu à base de 

liposomes et les deux autres milieux (75,3 ± 4,15 vs 81,2 ± 3,73 vs 80 ± 3,50 pour 

LIPO, LDL et PJO respectivement).  

7.3.2.2.3. Caractéristiques fonctionnelles évaluées après décongélation 

 

Figure 7.4. Intégrité membranaire, acrosomique et de l’ADN après décongélation d’une 
semence canine congelée dans trois dilueurs. “a, b”: des letters différentes signifient une 

difference significative à p< 0.05.  (n=10)  
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Il n’existe pas de différence statistiquement significative (p>0,05) entre les 3 milieux 

testés pour les tests hypo-osmotique et l’AO après décongélation. Cependant, elle 

est statistiquement significative pour le SYBER14/IP (p<0,05) entre le milieu à base 

de liposomes et le milieu à base de plasma du jaune d’œuf (57,9 ± 7,89 vs 64,8 ± 

5,30 respectivement) et pour le test FITC-PSA entre le milieu liposomes et le milieu 

de référence (LDL) (74 ± 6,08 vs 79,4 ± 5,21 respectivement).  

7.3.2.2.4. Etude de la variation du statut fonctionnel entre les milieux par 

combinaison simultanée des quatre tests d’intégrité 

Au-delà des différences significatives que nous avons pu constater à l’application 

du modèle linéaire, qui prenait en compte les quatre tests de fonctionnalité de 

manière indépendante, nous avons comparé ces quatre mêmes tests avec les trois 

milieux en même temps grâce à une ACP en prenant comme variables actives les 

quatre tests (HOS, FITC, SYBR et Acridine orange) et comme variable illustrative 

le milieu (LDL 6%, Liposomes 6% et Plasma de jaune d’œuf). 

La figure 7.5 montre que l’intersection des ellipses de confiance à 95% n’est pas 

vide. Nous pouvons donc considérer qu’il n’y a pas de différence significative entre 

les trois milieux et ce après la dilution, après six heures d’équilibration et après 

décongélation. 
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(5a) : Après dilution (5b) : Après six heures d'équilibration 

 

(5c) : 10mn après décongélation 

 

Figure 7.5. Le premier plan de l’analyse en composantes principale (ACP). 

Représentation schématique des ellipses de confiance de l’analyse à 

composante principale pour les trois milieux et les quatre tests (HOSt, 

SYBR14/PI, FITC-PSA et Acridine-Orange) d’évaluation de la fonctionnalité du 

spermatozoïde canin juste après dilution (5a), après six heures d'équilibration 

(5b) et après décongélation (5c). 

  



143 
 

7.4. Discussion 

Dans cette section, nous allons prsenter la discussion des résultats des paramètres 

de mobilité (expérience1) et d’intégrité (expérience1) spermatique. 

7.4.1. Etude des effets du temps d’équilibration sur les paramètres de mobilité après 

décongélation 

Parmi les 25 éjaculats prélevés dans la première expérience, 20 ont été retenus 

pour l’étude et 5 exclus. Deux sont éliminés avant congélation à cause d’une faible 

mobilité massale, et d’un pourcentage des spermatozoïdes mobiles inférieur à 60% 

et trois en raison d’une faible concentration (inférieure à 200x106spz/ml). 

7.4.1.1. Pourcentage de spermatozoïdes mobiles et progressifs. 

La durée d’équilibration de 6 heures s’est avérée la meilleure car elle a donné les 

plus fortes proportions de spermatozoïdes mobiles et progressifs après 

décongélation. La motilité totale est largement supérieure à la limite acceptable pour 

une insémination artificielle (30%). 

Le pourcentage des spermatozoïdes mobiles montre des différences hautement 

significatives (p<0,001) entre la durée de six heures et celle d’une heure 

d’équilibration: (LDL 6% : 58,9% vs 42,7%; LIPO 6% : 54,4% vs 31,9%; PJO : 

55,4% vs 40,5%). Le pourcentage de spermatozoïdes progressifs après 

décongélation diffère également de manière significative entre six heures et une 

heure d’équilibration: (LDL 6% : 45,7% vs 31,9% ; LIPO 6% : 39,5% vs 26,4% % ; 

PJO : 41,3% vs 29,3%).  

Une équilibration de 3 heures donne également une meilleure mobilité qu’une durée 

d’1 heure (p<0,05), mais reste significativement plus faible que six heures (p<0,05), 

sauf pour le milieu de référence (LDL) où trois heures semblent suffire pour donner 

un résultat comparable.  

La durée d’une heure d’équilibration, semble être dans les conditions de notre étude 

légèrement insuffisante pour avoir une bonne mobilité spermatique en post-

décongélation. 
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OKANO et ses collaborateurs [153] ont démontré en 2004 que lorsque les 

spermatozoïdes canins sont réfrigérés à +4°C dans un premier milieu ne contenant 

pas de glycérol (entre 1 et 3H), le temps d’équilibration dans un deuxième dilueur à 

base de glycérol ne sera pas long pour avoir une bonne qualité spermatique après 

décongélation. Inversement, si les spermatozoïdes ne sont pas préalablement 

réfrigérés, tel le cas de notre protocole, la durée d’une heure d’équilibration aura 

comme conséquence après décongélation une qualité spermatique insuffisante par 

forte proportion de spermatozoïdes morphologiquement anormaux. Cela a été 

également observé sur le sperme du bélier [225].  

En effet, une heure d’équilibration sans réfrigération préalable serait une période 

insuffisante pour décroitre la température des spermatozoïdes jusqu’à +4°C avant 

congélation, ce qui les expose à un changement brusque de température expliquant 

la détérioration de la qualité spermatique [226], ou encore à une stabilité insuffisante 

des membranes. 

Les plus mauvais résultats (p<0,05), de pourcentages de spermatozoïdes mobiles 

et de progressifs sont obtenus pour une durée d’équilibration de 30 mn par rapport 

à 1 heure sauf pour le milieu à base de plasma de jaune d’œuf (p>0,05). La durée 

de 30 mn d’équilibration serait insuffisante pour avoir une bonne qualité 

spermatique après décongélation [217].  

En effet, il semble que le prolongement de la durée d’équilibration jusqu’à 3 heures 

et mieux encore 6 heures fait augmenter de manière significative les pourcentages 

de spermatozoïdes mobiles et progressifs en post-décongélation. Ceci est en 

accord avec les résultats d’ENGLAND (1992) [147], d’IGNA et al. (2008) [162] et de 

LEITE et al. (2010) [161] qui ont décrit une durée d’équilibration optimale de 4H 

dans la congélation du sperme canin et bovin respectivement, sauf que 

contrairement aux résultats de cette expérience, IGNA et ses collaborareurs [162] 

ont rapporté une décroissance des paramètres de mobilité de la semence congelée-

décongelée lorsque le temps d’équilibration a été étendu à 5 heures. Les autres 

auteurs n’avaient étudié des temps d’équilibration supérieurs à 4H. 

L’amélioration des paramètres de mobilité après décongélation observée à 

l’allongement de la durée d’équilibration ne saurait s’expliquer par le temps de 



145 
 

pénétration du Cryo-protecteur (glycerole) à l’intérieur du spermatozoïde, car il a été 

clairement démontré que sa pénétration dans le milieu intracellulaire est rapide (15 

– 30mn) et ne requiert pas plus que le temps minimal évalué dans cette étude [81 ; 

153]. De plus, le glycérol, outre son action cryo-protectrice recherchée pendant la 

congélation, a un effet délétère et déstabilisant sur la membrane et la concentration 

employée dans les dilueurs serait le compromis entre son effet toxique et son action 

cryo-protectrice  [81 ; 150]. 

L’effet bénéfique de l’équilibration à +4°C pourrait être attribué d’une part aux 

remaniements et réarrangements de la membrane cytoplasmique du 

spermatozoïde permettant son adaptation aux basses températures en augmentant 

sa résistance à la congélation « cryotolérance » [153], et d’autre part, à l’action 

protectrice des agents dits « stabilisants membranaires » contenus dans les 

dilueurs (LDL, liposomes et PJO).  

7.4.1.2. Amplitude latérale des mouvements de la tête du spermatozoïde (ALH) 

Ce paramètre cinétique (ALH) reflète l’hyper-activation des spermatozoïdes, mais 

aucun seuil ou intervalle de référence n’est établi. Il est exploitable par suivi 

d’évolution et non par interprétation d’une valeur isolée, différemment avant et après 

décongélation. Une amélioration des valeurs de ce paramètre après congélation 

possède une valeur prédictive de la gestation après insémination intra-utérine avec 

du sperme humain congelé [227 ; 228]. Par contre une décroissance de ces valeurs 

avant congélation pourrait signifier un retardement de l’hyper-activation et donc de 

la réaction acrosomique des spermatozoïdes ce qui est compatible avec la 

préservation de l’intégrité de l’acrosome.   

En effet, les résultats de l’ALH obtenus au cours de ce travail, à T0 et à la fin de 

l’équilibration tendent à diminuer. Ceci pourrait traduire un effet bénéfique du 

prolongement du temps d’équilibration sur le retardement de l’hyper-activation des 

spermatozoïdes avant congélation et la préservation de leur intégrité acrosomique.  
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7.4.1.3. Les autres paramètres cinétiques de vitesse (VAP, VSL et VCL) 

Les valeurs des paramètres de vitesse après décongélation ne montrent pas de 

différences significatives entre les différentes durées d’équilibration étudiées. Ces 

résultats sont discordants par rapport aux pourcentages de spermatozoïdes 

mobiles et progressifs que ce soit en comparant les durées d’équilibration ou les 

milieux étudiés entre eux. A l’état actuel de nos connaissances, ces paramètres ne 

semblent pas être exploitables pour l’évaluation de la qualité spermatique dans le 

cadre de la cryoconservation de la semence canine par manque de valeur prédictive 

sur les paramètres de la fertilité in vivo [78 ; 227 ; 228 ; 229].  

7.4.2. Comparaison des paramètres de mobilité entre les trois milieux étudiés 

Les différences dans les résultats de mobilité obtenus entre les trois milieux étudiés 

tiennent à leurs compositions qualitatives qui diffèrent par les agents de stabilisation 

membranaire (LDL, LIPO, PJO).  

Ainsi, les milieux à base des LDL et du PJO ont des valeurs de mobilité très proches 

ce qui s’expliquerait par leur composition très proche car le plasma contient 85% 

des LDL et 15% de livétines [27]. Cependant, la légère supériorité des LDL 

s’expliquerait par un degré de pureté élevé de la fraction protectrice (97% selon 

MOUSA et al. (2002) [13] contrairement au plasma qui en plus des livétines pourrait 

contenir encore des éléments du jaune d’œuf capables d’inhiber la mobilité, en 

l’occurrence le reste des granules ou des lipoprotéines de haute densité (HDL) qui 

sont responsables de l’inhibition de la respiration des spermatozoïdes [10 ; 172 ; 

173). 

Par ailleurs, les liposomes semblent préserver la mobilité avec autant d’efficacité 

que les LDL même si leurs mécanismes de protection semblent différents. En plus, 

quels que soient les modes d’action des LDL et des liposomes, leur bénéfice semble 

augmenter avec l’allongement du temps de contact avec la membrane du 

spermatozoïde et cela de façon similaire entre elles d’où l’amélioration des 

paramètres de mobilité au fur et à mesure de la durée d’équilibration observée dans 

notre étude. Pour les liposomes, ce constat est en accord avec les travaux de 

RÖPKE et al. (2011) [34] sur le sperme bovin.  
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7.4.3. Comparaison des paramètres d’integrité spermatique entre les trois milieux 

étudiés. 

Parmi les 12 éjaculats récoltés dans l’expérience 2 concernant les paramètres 

d’integrité, 2 ont été éliminés à cause de faibles notes de mobilité massale à la 

récolte et 10 ont été inclus dans cette étude. 

7.4.3.1. Intégrité de la membrane plasmique du spermatozoïde (HOSt) 

L’évaluation de l’intégrité membranaire flagellaire ou fonctionnelle par le test hypo-

osmotique (HOSt) montre une absence de différence significative entre les trois 

milieux étudiés (p>0,05) aux trois temps d’évaluation (après dilution, après 6H 

d’équilibration et 10mn après décongélation) ce qui semble démontrer que les 3 

dilueurs (LDL, LIPO et PJO) préservent dans les mêmes proportions l’intégrité 

membranaire flagellaire des spermatozoïdes canins tout au long du processus de 

cryoconservation. 

7.4.3.2. Intégrité de la membrane plasmique du spermatozoïde (SYBR14/PI) 

Les résultats d’exploration de l’intégrité membranaire cytoplasmique ou structurale 

du spermatozoïde par le test (SYBR14/PI) ne montrent aucune différence 

significative (p>0,05) entre les 3 milieux testés (LDL, Liposomes et Plasma du jaune 

d’œuf) sauf une faible différence entre le dilueur à base de Liposomes et celui à 

base de plasma du jaune d’œuf (p=0,03). Cependant, tout comme le plasma de 

jaune d’œuf, les liposomes ne montrent aucune différence significative avec le 

milieu de référence (LDL6%) et que cette différence entre les liposomes et le plasma 

pourrait s’expliquer statistiquement par la faible variance des valeurs de ce 

paramètre ayant causé la surestimation d’une faible différence. Donc, un autre test 

statistique est necessaire pour trancher au sujet de la significativité de cette 

différence. 

Le milieu à base de 40% de plasma de JO préserve l’intégrité membranaire dans 

les mêmes proportions et sans différence significative avec le milieux de référence 

(LDL 6%) (62,6 vs 64,4, p<0.05) ; (63,6 vs 64,8, p<0.05) respectivement pour HOSt 

et SYBR14/IP. Ceci s’expliquerait par le fait que le mécanisme de protection des 
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spermatozoïdes est identique entre ces deux milieux car attribué à la même fraction 

cryoprotectrice (LDL) même si cette dernière a un degré de pureté plus faible dans 

le plasma de jaune d’œuf [27].   

7.4.3.3. Intégrité de l’acrosome 

Pour la préservation de l’intégrité acrosomiale, la seule différence significative 

(p<0,05) observée lors de la première approche statistique (lme) est entre les 

liposomes et le milieu de référence (LDL). Néanmoins, cette différence était déjà 

présente juste après la dilution de la semence avant même que les dilueurs n’aient 

eu le temps d’agir et ne serait donc pas attribuable aux dilueurs. Elle pourrait aussi 

traduire une différence surestimée à cause d’une faible variance. Une autre analyse 

statistique s’impose donc avant de conclure à la significativité de cette différence. 

Les résultats d’intégrité de l’acrosome (FITC/PSA) sont très proches de ceux 

obtenus en 2008 par BENCHARIF et ses collaborateurs (79,4% vs 81.3%) dans 

leurs travaux de mise au point du dilueur de congélation à base de 6% LDL 

(Canifreez®) qui est notre milieu de référence [17]. Cependant, ils diffèrent 

beaucoup à la hausse de ceux rapportés par DIAZ et al. (2014)  pour les trois milieux 

étudiés « 79.4% vs 23.72% », « 76.2% vs 30,53% » et « 74% vs 20.54% » 

respectivement pour LDL, Plasma et liposomes. Ces différences de résultats 

reflètent probablement des différences de techniques d’analyses tout en précisant 

que la technique utilisée dans les travaux de ces auteurs (Easykit Viabilité-

Acrosome analysé par Easycyte II Mini®, IMV-Biotechnologies, l’Aigle, France) 

n’est pas encore adaptée à la semence canine (validée pour semences bovine, 

équine et porcine), d’où éventuellement la variation des résultats. En effet, nous 

avions obtenu avec la même technique des résultats préliminaires (non publiés et 

non présentés dans cette thèse) discordants par rapport aux techniques classiques 

de colorations à fluorescence (Résultats non publiés).  

7.4.3.4. Intégrité de l’ADN 

Les taux de fragmentation d’ADN dans les milieux LDL, LIPO et PJO (1,1%, 1,5% 

et 1,3% respectivement) reflètent un excellent statut structural de la chromatine 
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suivant les critères de classification de la semence humaine [102] et sont largement 

en dessous de la moyenne (6,47%) associée à l’effet de la cryoconservation sur le 

sperme canin [103]. 

En plus, l’exploration de l’intégrité d’ADN n’a révélé aucune différence significative 

entre les trois milieux étudiés (p>0,05) aux trois temps d’évaluation. Ceci signifierait 

que ces trois milieux préservent dans les mêmes proportions l’intégrité d’ADN des 

spermatozoïdes canins tout au long du processus de cryoconservation. 

7.4.3.5. Variation du statut fonctionnel global entre les milieux 

Devant les différences significatives apparues lors de l’application du modèle 

linéaire à effets mixte sur les paramètres d’integrité spermatique entre les dilueurs 

étudiés et notamment entre le milieu à 6% de liposome et le milieu de référence 

(LDL 6%), Le recourir à une analyse statistique multivariée pour trancher sur la 

significativité de ces différences a été réalisé.  

Ainsi, une analyse en composantes principales (ACP) a été entreprise pour 

comparer les trois milieux de congélation (LDL, LIPO, PJO) en combinant de façon 

simultanée les quatre tests fonctionnels. Cette approche statistique a permis donc 

d’apprécier de façon plus globale et plus significative la variation de la fonctionnalité 

spermatique entre les milieux étudiés. Ceci est justifié par le fait que chacun des 

quatre tests traduit une fonction du spermatozoïde nécessaire mais pas suffisante 

à son pouvoir fécondant. Une exploration globale et simultanée de toutes ces 

fonctions du spermatozoïde reflète (in-vitro) certainement mieux son pouvoir 

fécondant.  

En effet, cette approche statistique a permis de démontrer que quelle que soit 

l’étape du phénomène de congélation-décongélation (après dilution, après 6h 

d’équilibration et 10 min après décongélation), il n’existe pas de différence 

significative entre les trois milieux étudiés (LDL, PJO et LIPO). Ceci signifie que ces 

derniers préservent de façon satisfaisante et similaire entre eux l’intégrité 

membranaire, acrosomique et d’ADN des spermatozoïdes canins tout au long du 

processus de congélation-décongélatio (6h d’équilibration).  
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Pour les LDL et par conséquent le plasma de jaune d’œuf, les différents schémas 

mecanistique de protection spermatique ont été présentés en détails dans les 

chapitres précédents (Voir § 4.4.4 & § 6.4.4) et certaines hypothèses semblent être 

en accord avec l’incorporation des LDL au sein de la membrane plasmique tel que 

montré prédemment avec la balance de Langmuir (Voir § 6.3.4.1 & § 6.4.4) ainsi 

que par Le GUILLOU et ses collaborateurs (2015) [37] sur la semence bovine. 

Pour les liposomes, les différentes hypothèses expliquant le mécanisme de 

protection du spermatozoïde ont été présentéés dans les chapitres précédents (Voir 

§ 4.5.5 & § 6.4.4) et concordent avec un mécanisme d’action s’opérant sans 

incorporation au sein de la membrane plasmique tel que suggéré par l’absence 

d’interaction avec la monocouche de la balance de Langmuir (Voir § 6.3.4.1 & § 

6.4.4). Ce mode de protection est en accord avec les études récentes en semence 

équine [36] et bovine [37]. 

En résumé, le prolongement de la durée d’équilibration (Optimum 6H) peut 

améliorer les paramètres de mobilité et les caractéristiques d’intégrité fonctionnelle 

des spermatozoïdes canins congelés dans les milieux à base de liposomes et 

plasma du jaune d’œuf en substitution aux LDL. 

Les liposomes (6%) et le plsama de jaune d’œuf (40%) semblent être deux 

alternatives très interessantes aux LDL (6%) dans la congélation de la semence 

canine.   
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DISCUSSION GENERALE 

Le jaune d’œuf entier a été utilisé depuis plus de 60 ans comme additif aux dilueurs 

de réfrigération et de congélation de la semence. Dans la conservation du sperme 

canin, il est le protecteur membranaire de choix contre le refroidissement. 

Cependant, en raison de ses multiples inconvénients apparrus après toutes ses 

années d’utilisation (effet toxique des lipoprotéines de haute densité « HDL », risque 

de contamination microbiologique du dilueur ….), il fût remplacé avec succés par sa 

fraction cryoprotectrice représentée par les lipoprotéines de basse densité (LDL).  

Les LDL sont extraites du JO selon le protocole publié par MOUSSA et ses 

collaborateurs en 2002 [13] et qui a fait l’objet d’un brevêt d’invention déposé 

conjointement par l’Ecole Nationale Vétérinaire et l’INRA de Nantes. Ce 

cryoprotecteur a prouvé son éfficacité dans la réfrigération et la congélation de la 

semence bovine [13 ; 15 ; 16], ovine [20] et equine [19]. 

Chez le chien, les travaux de BENCHARIF et ses collaborateurs (2008) [17] ont 

permis de mettre au point un dilueur à base de 6% de LDL commercialisé sous nom 

de Canifreeze® (IMV-Technologies, Aigle, France). Lors de la congélation, ce 

dilueur a prouvé son efficacité à préserver les paramètres de mobilité et d’integrité 

spermatique ainsi que la fertilité in-vivo [17] mais aussi dans le cadre de la 

réfrigération [18] de la semence canine avec un autre milieu qui est la Canixcell® 

commercialisé par (IMV-Technologies, Aigle, France)..    

Malgrés cette efficacité, les LDL se sont heurtées à quelques obstacles dans leur 

fabrication (protocole d’extraction non transposable à l’échelle industrielle) ainsi 

qu’à des contraintes sur le plan sécurité sanitaire (incompatibilité aux procédés de 

stérilisation). Leur substitution est devenue donc plus que necessaire et la 

recherchce d’éventuelles molécules de remplacement fût l’objet de beaucoups 

d’études dernièrement.  
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Dans le cadre d’essai de substitution des LDL, notre travail de thèse a pour objectif 

d’explorer l’intérêt de deux différentes molécules, à savoir les liposomes, 

assemblage moléculaire de phospholipides et le plasma du jaune d’œuf naturel.  

Intérêt des liposomes dans la réfrigération et la congélation de la semence 

canine. 

Contrairement aux LDL, les liposomes sont fabriqués de façon totalement 

industrielle selon un procédé basé essentiellement sur l’extrusion. Ils ont de 

nombreux avantages sur les LDL et peuvent être incorporés dans des dilueurs 

clairs, chimiquement définis, semi-synthétiques, facilement stérilisables et prêts à 

l’emploi. 

Il a été démontré dans cette thèse que les liposomes à 2% lors de la réfrigération 

et à 6% lors de la congélation de la semence canine, sont capables de préserver 

avec autant d’efficacité que les LDL à 6% (dilueur de référence) les paramètres de 

mobilité et d’integrité spermatique et qu’ils n’ont aucune incompatibilité avec la 

fertilité in-vivo.  

Les liposomes à base de phospholipides de jaune d’œuf sont donc une alternative 

viable pour le remplacement des LDL dans les dilueurs de réfrigération et de 

congélation de la semence canine. 

Cependant, nos premiers résultats avec le dilueur de congélation à base de 6% de 

liposomes ont suggéré que les liposomes n’étaient pas aussi efficaces que les LDL. 

L’objectif était alors d’optimiser ce nouveau dilueur pour améliorer son action 

cryoprotectrice. 

Optimisation de l’action cryoprotectrice des liposomes : Agir sur le temps 

d’équilibration  

Le jaune d’œuf entier semble être néfaste avec l’augmentation du temps 

d’équilibration sans doute à cause d’un contact prolongé avec les fractions toxiques 

(HDL) qui contrebalancent les bienfaits de sa fraction cryoprotectrice « LDL » [15]. 

Donc, les dilueurs classiques à base de JO étaient utilisés chez le chien avec une 

durée globale d’équilibration n’excédant généralement pas les 2h [153].  
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Après substitution des LDL au JO dans les dilueurs de congélation chez le chien 

[17 ; 224], le protocole de cryoconservation est resté inchangé observant une durée 

d’équilibration d’une heure et demi.  

Ainsi, dans notre première expérimentation sur la congélation comparant les LDL et 

les liposomes (Voir chapitre 6) nous avons appliqué le protocole de congélation 

classique avec 1.5h d’équilibration et les liposomes se sont avérés relativement 

moins éfficaces que les LDL pour certains traits de l’’integrité spermatique (integrité 

membranaire et surtout de l’acrosome).  

L’hypothèse explicative qui a été alors émise est, que la durée d’incubation des 

spermatozoïdes au contact des liposomes (4°C) était insuffisante à assurer une 

action cryoprotectrice optimale car il a été montré que les liposomes requièrent une 

durée plus longue (6 h comme minimum) d’incubation à 4°C avec le sperme bovin 

avant congélation pour avoir une action protective optimale [34] et qu’ils sont 

beaucoup plus lents que les LDL dans la protection du spermatozoïde bovin [37]. 

En effet, cette hypothèse a été vérifiée dans l’expérimentation ayant suivi en 

prolongeant la durée d’équilibration jusqu’à 3H (minimum) et 6H (maximum) ce qui 

a permis d’améliorer la qualité spermatique après décongélation (tous paramètres 

confondus) aussi bien pour les LDL que les liposomes (Voir Chapitre 7). Ce constat 

est en accord avec les études récemment publiées sur la congélation de la semence 

bovine dans des nouveaux dilueurs à base de liposomes [34 ; 37]. Nos résultats 

(Voir Chapitre 7) ont suggéré également que les liposomes ont une action plus lente 

que les LDL tel que rapporté recemment dans la congélation de la semence bovine 

[37]. 

Contrairement au protocole de congélation de la semence canine (Le temps 

d’équilibration), celui de la semence bovine n’a pas posé problème après 

substitution des LDL [15] et même des Liposomes [37] au JO car la durée globale 

d’équilibration avant congélation est classiquement d’environ 4 heures (3,4 heures). 

Ce temps est donc compatible avec une action optimale des LDL et des LIPO selon 

les résultats de notre étude sur la variation du temps d’équilibration (Voir Chapitre 

7). 
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Par ailleurs, il est à signaler que, contrairement à la congélation (Voir Chapitre 6), 

nos résultats sur la réfrigération aux liposomes (Voir Chapitre 5) avaient montré 

d’emblée une efficacité comparable entre les dilueurs à base des LDL et des 

liposomes. Ce constat s’expliquerait par le fait que le protocole de réfrigération 

favorise une incubation prolongée dans le temps des spermatozoïdes avec les 

liposomes (à 4°C) en faveur d’une action de protection optimale contre le choc de 

refroidissement.  

Possibilité d’optimisation de l’action cryoprotectrice des liposomes : Agir sur leur 

composition lipidique !  

Il est bien connu que l’action (efficacité) des liposomes dépend des propriétés 

physiques et chimiques des lipides contenus dans les bicouches liposomiales [34 ; 

104] et que la modulation de leur composition (formulation en phospholipides) 

pourrait optimiser leur action cryoprotectrice. Il est donc important de noter que nos 

résultats ne renseignent donc que sur la formulation en phospholipides des 

liposomes utilisés dans nos travaux (74% phosphatidylcholine « PC »; 13.1% 

posphatidylethanolamine « PE »). Ainsi, il serait intéressant d’explorer les éventuels 

bénéfices d’autres formulations lipidiques incluant particulièrement les PL chargés 

négativement comme la phosphatidylsérine « PS » [7 ; 209] et le 

phosphatidylglycérol « PG » pour leurs propriétés fusigènes et leur capacité 

d’interagir avec les régions chargées de la membrane plasmique du spermatozoïde 

[34] et d’encapsuler (i.e. incorporer) du cholestérol dans les liposomes pour son 

action stabilisante [7 ; 35].  

Intérêt du plasma naturel dans la congélation de la semence canine. 

En plus des liposomes, il a été démontré sur la base des paramères de mobilité et 

la fertilité spermatique in vitro que le plasma du jaune d’œuf naturel ajouté à la 

concentration de 40% est autant efficace que le dilueur de référence (LDL à 6%) 

dans la cryoconservation de la semence canine.  

Nous avons montré la possibilité d’obtenir le même degré d’efficacité des LDL en 

réduisant leur procédé d’extraction analytique décrit par MOUSSA et al. (2002) [13] 

à sa première étape de fractionnement du JO en plasma et granules. Il s’agit d’un 

procédé très simple et rapide évoqué pour la première fois par BURLEY and COOK 
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(1961) [28] puis décrit en détail par MCBEE and COTTRILL (1979) [29], permettant 

d’obtenir le plasma à partir du JO entier à travers deux simples centrifugations.  

Cependant, les LDL résultant de ce dernier procédé sont dans un état impure car 

toujours mélangées avec des glycoprotéines globulaires (i.e. α,β and γ-Livétines). 

Nous nous attendions à ce que cet état d’impureté allait se retentir négativement 

sur l’action cryoprotectrice, mais le dilueur à base de 40% de PJO était aussi 

efficace que le milieu de référence (6%LDL). Ceci signifierait que les livétines n’ont 

aucun effet délétère sur la motilité et l’integrité spermatique après décongélation. Il 

serait donc sans intérêt pratique de purifier le plasma à travers une précipitation au 

sulfates d’ammonium (solution saturée à 40%) comme décrit par MOUSSA et al., 

(2002) [13]. Ceci présente un risque de contamination par les sulfates d’amminium 

si leur élimination par ultrafiltration à travers des membranes de dialyse ne se fait 

pas convenablement [31]. 

Il semble que la fraction la plus nocive du JO à éliminer est les granules contenant 

les lipoprotéines de haute densité (HDL : pour High Density Lipoproteins), qui 

inhibent la respiration des spermatozoïdes [15]. Il est sans doute indispensable 

d’utiliser les LDL pures à des fins de recherche, mais il serait plus intéressant au 

plan pratique d’utiliser le PJO au lieu des LDL en ayant la même efficacité 

cryoprotectrice. 

A propos de la concentration, d’emblée la concentration de 40% a été choisie dans 

l’expérimentation car elle correspond à la concentration de 20% de JO. En effet, le 

fractionnement du JO commence par une dilution 1:1 (v/v) dans une solution saline 

ce qui augmente le volume au double par rapport au volume initial du JO. Ceci 

signifie que la concentration 40% (v/v) de PJO est l’équivalent de 20% (v/v) de JO. 

Elle est aussi approximativement équivalente à la concentration (w/v) de 6% LDL 

exprimée en matière sèche selon les tables de composition du JO rapportées par 

ANTON et al. (2003) [177] (20%EY = 1.72g PL/100ml ; 8%LDL= 1.72g ; 6%LDL= 

1.29g). Ainsi, nous retrouverons la même quantité en LDL dans les dilueurs à base 

de 20% de JO, 40% de PJO et 6% LDL, d’où les résultats similaires entre ces 

dilueurs observé dans notre étude. 

Par contre, CORCINI et al. (2015) [31] ont utilisé d’emblé le PJO à 20% dans la 

congélation de la semence canine et ont rapporté des résultats satisfaisants ce qui 
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est en contraste avec nos observations. Il nous parrait donc interessant de 

comparer à l’avenir plusieurs concentrations du plasma. 

Comparé aux LDL, le PJO naturel a les avantages d’être compatible avec certains 

traitements physiques tels que la stérilisation par ionisation [30] et son procédé de 

fractionnement analytique (de laboratoire) décrit par MCBEE and COTTRILL en 

1979 [29] a pu être transposé à l’échelle industrielle 11 ans apres par la société 

laitière de l’ouest (actuellement Epi Bretagne Oeufs) dont la technique a fait l’objet 

d’un dépôt de brevet Européen sous le numéro 0 430 757 A1 [181]. Il représente 

donc (à côté des liposomes) une autre alternative viable pour le remplacement des 

LDL permettant la fabrication industrielle et le transport des dilueurs en toute 

conformité avec les normes de biosécurité.  

Au vue des résultats interessants obtenus avec le plasma naturel,  nous voulions 

tenter la possibilité d’un traitement de lyophilisation afin d’optimer sa forme et 

obtenir un plasma (lyophilisé) beaucoup plus stable et compatible avec nombreuses 

applications industrielles et commerciales. Cependant, la contrainte du temps nous 

a empêchés de réaliser cette expérimentation dans le cadre de notre travail de 

thèse. Il serait donc intéressant à l’avenir d’explorer cette piste.  

Mécanisme de protection spermatique par les LDL, le PJO et les LIPO. 

Mecanismes de protection spermatique par les LDL 

Même s’il n’est pas encore parfaitement élucidé, le mécanisme de protection 

spermatique par les LDL s’éclaircit de plus en plus en faveur d’une action mixte 

(directe et indirecte) incluant les échanges de lipides avec la membrane plasmique 

du spermtozoïde et la séquestration des facteurs (protéines) capacitants du plasma 

séminal chez le bovin. 

En effet, il a été suggéré que les LDL protègent les cellules spermatiques en 

s’incorporant au sein de la membrane plasmique et remplaçant les phospholipides 

perdus ou endommagés à cause du choc thermique et aussi en réduisant la 

température de transition de phase de cette membrane [186 ; 7; 220). Ce 

mécanisme est en accord avec notre constat d’une incorporation des LDL au sein 

de la membrane biomimétique (balance de Langmuir-Blodgett). 
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Il a été également évoqué que les LDL s’associent avec la membrane plasmique en 

formant un film protecteur à sa surface lui conférant ainsi une protection et une 

stabilisation pendant la cryoconservation. Dans ce phénomène de recouvrement 

une action de synergie entre les phospholipides (spécialement la 

Phosphatidylcholine) et les protéines contenues dans les LDL semble être 

impliquée en offrant aux spermatozoïdes une double action de « résistance et 

protection » [108 ; 188 ; 189]. Cependant, les rôles respectifs des protéines et des 

lipides en interaction avec la membrane plasmique ne sont pas encore clairement 

établis [30].  

Mecanismes de protection spermatique par le PJO 

Le PJO est en général composé essentiellement des LDL [231] et son action 

cryoprotectrice leur est certainement attribuable et ses mécanismes de protection 

spermatique seraient expliqués par toutes les hypothèses présentées ci-dessus. 

Même si ce dernier n’est pas aussi pur que les LDL, l’action bénéfique des 

lipoprotéines de faible de densité compensent l’action délètère des HDL et des 

granules. 

Mecanismes de protection spermatique par les liposomes : 

Selon nos résultats sur la semence canine et avec la membrane modèle de 

Langmuir, le mécanisme d’action des liposomes semble être en faveur d’un 

mécanisme indirect s’opérant sans intégration au sein de la membrane plasmiquie 

plasmique.  

Ceci est en accord avec les quelques travaux recemment publiées [34 ; 36 ; 37]. 

Ces auteurs ont utilisé diverses techniques d’exploration biophysiques [Balance de 

Langmuir-Blodgett, la spectroscopie infra rouge à transformée de Fourier (IRTF) et 

la cryo-microscopie électronique (cryo-EM)] pour étudier l’interaction des liposomes 

avec la membrane plasmique. Ils n’ont pu mettre en évidence aucun contact direct 

entre les LIPO et la membrane plasmique du spermatozoïde. 

Nous ignorons s’il existe un contact quelconque avec la membrane plasmique non 

perceptible par les méthodes employées jusque là dans l’évaluation du 

comportement de la membrane à l’égard des liposomes (Protection par 
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recouverement) [189]. Il serait intéressant d’utiliser à l’avenir le marquage 

fluorescent pour objectiver un éventuel échange de lipides.  

Les LDL et les liposomes : quelles similitudes et quelles différences ? 

L’idée d’employer les liposomes (assemblage moléculaire biomimétique) dans la 

conservation de la semence est venue de leur similitude avec les LDL, fraction 

cryoprotectrice du jaune d’oeuf. Ces deux molécules se composent essentiellement 

de phospholipides, principe actif de la cryoprotection spermatique. 

Les liposomes utilisés dans nos travaux étaient conçus comme des molécules 

destinées à mimer la fraction cryoprotectrice du JO (JO-like) sans ses 

inconvénients. Ils se composent donc des mêmes phospholipides et aux mêmes 

proportions que dans le jaune d’œuf (fabriqué à partir de la lécithine de jaune d’œuf). 

Ainsi nous nous attendions au même mécanisme de protection spermatique que les 

LDL.  

Cependant, les résultats de nos travaux de thèse ont suggéré que les mécanismes 

de protection sont différents entre les deux substances. Cette différence 

s’expliquerait éventuellement par le fait que les LDL ont une composition 

moléculaire beaucoup plus complexe que l’assemblage moléculaire des PL 

représenté par les liposomes.  

En effet, les LDL contiennent en plus des PL, des constituants protéiques 

(Apoprotéines) qui semblent avoir un rôle à jouer dans l’action cryoprotectrice. Il a 

été avancé depuis longtemps [108 ; 14] que les apoproteines sont nécessaires à 

solubiliser des phospholipides et les mettre en contact étroit avec la membrane 

plasmique.  

En revanche, les lipides exogènes (liposomes) employés en cryoconservation de 

semences ne possèdent pas de fraction protéique capable d’assurer la même action 

que les apoprotéines. Il a été montré dans les travaux de DELEUUW et ses 

collaborateurs (1993) [14] que l’albumine du sérum bovin (BSA, pour sérum 

albumine bovine) ajoutée aux liposomes peut jouer ce rôle de solubilisant et 

favoriser le contact avec la membrane plasmique. 
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En plus des phospholipides et des fractions protéiques, les LDL contiennent du 

cholestérol qui semble jouer un rôle dans la stabilisation de la membrane plasmique. 

L’incorporation du chlestérol dans les lipides exogènes (Liposomes) pourrait 

améliorer leur action cryoprotectrice [7 ; 35].  

Mécanisme de protection identique entre congélation et réfrigération ? 

Les résultats de notre exploration biophysique pour l’étude mécanistique des LDL 

et des liposomes ont donné strictement les mêmes résultats indifféremment du 

mode de conservation de la semence canine (réfrigération vs congélation). 

Cette similitude pourait s’expliquer par le fait que les lésions spermatiques les plus 

redoutables (irréversible) s’opére pendant le refroidissement des spermatozoïdes 

en passant de 37 à 0°C [5 ; 6], une étape commune entre le processus de 

réfrigération et de congélation de la semence. Donc, les protecteurs de 

refroidissement (LDL et LIPO), comme leur nom l’indique d’ailleurs, protègent les 

spermatozoïdes contre ces lésions irréversibles en agissant de la même manière 

en réfrigération ou en congélation.  

Ce constat s’expliquerait également par le fait que l’action protectrice de ces 

molécules atteint son optimum par incubation avec les spz à 4°C [34] qui est une 

température commune entre la réfrigération et l’équilibration (avant congélation) de 

la semence.  

Cependant, nous ignorons si ces protecteurs de refroidissement et stabilisants 

membranaires puissent avoir d’autres actions protectrices lors du precessus de 

cryoconservation qui ne soient pas applicables au contexte de réfrigération. 

D’autres explorations mécanistiques semblent être necessaires (avec d’autres 

approches biophysiques que la balance de Langmuir-Blodgett) pour élucider cet 

aspect.      

Le rôle des secretion des glandes annexes (PS et LP) dans le mécanisme de 

protection ?  

Aux deux hypothèses mécanistiques des LDL citées plus haut s’ajoute une 

troisième stipulant que les LDL protègent les spermatozoïdes par séquestration des 

protéines BSP (i.e. agents capacitants) qui se fixent aux phospholipides (choline) 
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de la membrane suite à l’éjaculation en stimulant l’efflux du cholestérol et des 

phospholipides de cette membrane. La séquestration de ces agents capacitants 

présents dans le sperme est une action protectrice réduisant au minimum la 

modification de la membrane plasmique du spermatozoïde [33]. 

Ce schema mécanistique proposé par BERGERON et MANJUNAH en 2006 [33] a 

été récemment vérifié pour les liposomes dans la congélation du sperme de taureau 

[37], mais n’a pas pu être confirmé chez le chien dans nos études lors de la 

réfrigération (Voir Chapitre 5) et la congélation (Voir Chapitre 6). En effet, nous 

avons noté une absence d’interaction entre le liquide prostatique canin et la 

membrane biomimétique (balance de Langmuir-Blodgett).  

Cependant, ce résultat obtenu par un modèle de membrane biomimétique n’est pas 

obligatoirement transposable à l’échelle biologique et ne signifie pas 

necessairement l’absence d’une interaction avec la membrane du spermatozoïde. 

Il n’exclut donc pas de façon certaine ce phénomène de sequestration d’éventuels 

protéines (ou facteurs) liantes à action capacitante comme chez beaucoup d’autres 

espèces de mimmifères [232]. En ce sens, des protéines homologues telles que les 

protéines liantes à l’héparine (HBP pour Heparin Binding Proteins) [3] ainsi que 

d’autres facteurs tels que les vésicules membraneuses encores appelées 

epidydimosomes [233 ; 234] ont été caractérisés dans le plasma séminal du chien 

même si les fonctions des premières et les origines des derniers n’ont pu être mis 

clairement en évidence. Il serait donc interessant d’explorer au plans 

biomoléculaire, biochimique et biophysique (balance de langmuir) les différentes 

fractions spermatiques du chien pour apporter plus d’aclaircissements à cet aspect. 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

CONCLUSION 

Dans cette thèse, les lipoprotéines de basse densité (LDL) ont pu être remplacées 

par les liposomes dans les dilueur de réfrigération et de congélation du sperme 

canin en préservant les paramètres de mobilité et les caractéristiques d’intégrité 

fonctionnelle (membrane, acrosome et ADN) des spermatozoïdes et sans aucune 

interférence avec la fertilité in vivo. Nous avons obtenu des valeurs de mobilité 

largement supérieures au seuil de 30 % exigé pour l’insémination artificielle dans 

l’espèce canine. 

 

En effet, la semence canine a pu être réfrigérée (4°C) pendant 4 jours et congelée 

(-196°C) grace à des dilueurs à base respectivement de 2% et de 6% de liposomes 

(fabriqués à partir de phospholipides de jaune d’œuf) avec autant d’efficacité que le 

milieu de référence (6%LDL).  

 

Contrairement aux LDL, les liposomes ont l’avantage de pouvoir être integrés dans 

des dilueurs clairs, chimiquement définis, semi-synthétiques, facilement 

stérilisables et prêts à l’emploi.  Ils semblent être alors une alternative viable aux 

lipoprotéines de basse densité dans les dilueurs de réfrigération et de congélation 

de la semence canine.  

 

Par ailleurs, les LDL ont pu également être remplacés par le plasma du jaune 

d’œuf dans la congélation de la semence canine. Un dilueur à base de 40% de 

plasma du jaune d’œuf naturel a permis de préserver les paramètres de mobilité et 

de fertilité in-vitro tout au long du precessus de cryoconservation de la semence 

canine avec autant d’efficacité que le dilueur de référence (6% LDL).  

 

Par apport aux LDL, le plasma de jaune d’œuf présente l’avantage d’une 

compatibilité avec le procédé de stérilisation par ionisation et d’une méthode de 

préparation facile (au plan analytique) et transposable à l’échelle industrielle. Il 
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semble donc présenter (en plus des liposomes) une deuxième alternative aux LDL 

dans la congélation de la semence canine.  

L’allongement de la durée d’équilibration peut améliorer les paramètres de 

mobilité et les caractéristiques d’intégrité fonctionnelle des spermatozoïdes canins 

congelés-décongelés dans les milieux à base des LDL, du plasma du jaune d’œuf 

et notamment des liposomes. La meilleure durée d’équilibration pour les trois 

milieux étudiés est de 6 heures comparée à une durée conventionnelle d’une heure 

et demi.  

 

Le mécanisme de protection de la membrane plasmique du spermatozoïde serait 

différent entre les LDL et les liposomes. En effet, indifféremment du mode de 

conservation de la semence, (réfrigération et congélation), les LDL semblent agir à 

travers l’incorporation au sein de la membrane plasmique alors que les liposomes 

agiraient probablement sans incorporation.  

 

PERSPECTIVES 

Optimisation de la composition des liposomes: 

Au vu de nos résultats et ceux déjà obtenus par d’autres chercheurs ayant travaillé 

dans le passé ou récémment sur les liposomes, et après avoir contribué à optimiser 

l’efficacité du dilueur à base de liposomes en prolongeant la durée d’équilibration 

avant congélation, nous voulions enchaîner en explorant la possibilité d’optimiser 

encore plus ces liposomes en incluant dans leur formulation des phospholipides 

chargés négativement  pour favoriser plus d’interactions avec la membrane 

plasmique et en incluant aussi du cholestérol pour plus de stabilisation 

membranaire. Par faute de temps, nous n’avions pas pu réaliser ces travaux dans 

le cadre de cette thèse, et nous pensons qu’il serait très interessant d’explorer à 

l’avenir ces pistes.  

Toujours dans le cadre d’optimisation des dilueurs à base de liposomes, et afin  de 

s’afranchir totalement des produits d’origine animale (protéines et lipides) dans leurs 
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compositions, il nous semble très intéressant de comparer à l’avenir des 

formulations à base de lécithines extraites de JO à des lécithines végétales. 

Il est vrai que dans le passé, les essais sur les lécithines végétales n’ont pas été 

courônés de succés, mais récemment, des résultats très encourageant ont été 

publiés notamment en incluant du cholestérol. Ceci justifie des explorations plus 

poussées sur cette piste prometeuse au plan de sécurité sanitaire.    

Le plasma du jaune d’œuf (PJO) : 

Optimisation de la concentration du PJO : 

Nous avons montré que la concentration 40% du PJO naturel, équivalente à la 

concentration de 20% de JO était efficace dans la protection de spermatozoïde 

canin, cependant, à notre connaissance aucune étude n’a eu pour objectif de 

comparer plusieurs concentrations de plasma. Il nous semble donc interessant à 

l’avenir d’explorer cet aspect.  

Optimisation de la forme du PJO (Possibilité de lyophilisation): 

Le plasma du jaune d’œuf naturel représente un grand intérêt et beaucoup 

d’avantage par rapport au LDL natives au plan de facilité et rapidité de préparation 

et surtout pour sa compatibilité au traitement de stérilisation par ionisation. 

Cependant, la forme liquide du plasma naturel et la necessité de le conserver à 4°C 

continue à représenter une limitation à son utilisation et stockage à l’échelle 

industrielle. Ainsi, si une forme lyophilisée du PJO pourrait être obtenue sans 

altération des propriétés cryoprotectrices, elle offrirait certainement les avantages 

d’une conservation de longue durée, une manipulation plus aisée et de nombreuses 

autres applications industrielles et commerciales. 

Equilibration-Glycérol : 

Optimisation de l’action cryoprotectrice des liposomes (3-6h d’equilibration): 

Dans une optique d’intégration de nos résultats dans une démarche d’optimisation 

du protocole de cryoconservation de la semence canine, nous pensons qu’il faut 
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adapter les protocoles aux particularités des dilueurs utilisés et notamment le choix 

des cryoprotecteurs. 

Certes, il n’existe pas de protocole de cryoconservation fixe chez le chien, car les 

étapes de ce protocole dépendent du type de cryoprotecteur utilisé. Comme il est 

difficile de fixer un protocole à cause des variations entre les laboratoires en matière 

de choix des cryoprotecteurs et leurs concentrations. 

Cependant, il nous semble important d’arrêter les grandes lignes protocolaires de 

cryoconservation de la semence canine avec des différentes variantes en fonction 

du type de cryoprotecteur utilisé, notamment une durée d’équilibration de 3 – 6 

heures pour les dileurs à base de LDL et Liposomes. 

Optimisation du protocole de congélation (24-48h d’équilibration): 

Au vue des résultats obtenus avec 6h d’équilibration, il nous semble interessant 

d’explorer à l’avenir une durée d’équilibration de 24-48h, notamment avec une 

concentration plus basse en glycérol. Cela ouvre une persepective d’envoie de 

semence à des labos spécialisés pour la congélation sous une durée 

d’acheminement postal moyenne (24 – 48 heures). 

La semence pourra donc être congelée immédiatement à sa reception.    

Optimisation de la concentration en glycérole : 

Dans l’expérimentation sur le temps d’équilibration, nous avions procédé à une 

étude factorielle (4X3) en croisant 4 temps d’équilibration (30min, 1h, 3h et 6h) avec 

3 différents dilueurs (LDL, PJO, LIPO) résultant ainsi à 12 tests expérimentaux. 

Comme nous avions utilisé dans cette étude des éjaculats individuels (afin de 

prendre en considération l’effet individuel « chien » dans le modèle statistique 

linéaire à effets mixtes), nous devions diviser chaque éjaculat (≈ 1ml, beagle) en 12 

aliqotes. Il était donc non envisageable de faire varier un troisième facteur tel que 

la concentration du glycérol, car comparer seulement deux concentrations aurait 

augmenté le nombre d’aliquotes carrément à 24 par éjaculat (factoriel 4x3x2).   
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Cependant, nous avions choisi d’utiliser une concentration faible de glycérole 

(3.2%) pour éviter ses effets toxiques notamment représenté par le temps de 

contact avec les spermatozoïdes dans notre protocole pouvait atteindre 6h.  

La contrainte de temps nous a empêchés d’enchaîner avec une nouvelle 

expérimentation dans le cadre de cette thèse. Ainsi il nous parrait interessant 

d’explorer à l’avenir la possibilité d’optimiser la concentration du cryoprotecteur 

proprement dit (glycérol) en étudiant les effets de leurs éventuelles interactions avec 

les stabilisants membranaires (LDL, Liposomes) sur les paramètres fonctionnels et 

structuraux des spermatozoïdes.        

Mécanisme d’action des LDL et des liposomes: 

Exploration des secretions des glandes annexes et leurs éventuelles interactions 

avec les LDL et les liposomes: 

Au vue des études récentes sur les propriétés des secretions des glandes annexes 

du chien et leurs implications dans le pouvoir fécondant des spermatozoïdes, il 

serait intéressant d’explorer à l’avenir le plasma seminal (SP) et le liquide 

prostatique (LP) aux plans moléculaire, biochimique et biophysique. L’objectif est 

d’une part de caracteriser les proteines liantes au sperme (homologues des BSP 

protéines chez les bovins) et determiner leurs rôles dans les différents évenements 

de la reproduction chez le chien et d’autre part d’étudier leurs éventuelles 

interactions avec les LDL et les liposomes (A la recherche d’une éventuelle 

sequestration de ces protéines par les LDL et les liposomes à l’instar du sperme 

bovin). 

Marquage fluorescent des phospholipides liposomiaux: 

La membrane de Langmuir-Blodgett (membranaire biomimétique) est une approche 

biophysique interessante dans l’étude mécanistique des cryoprotecteurs (LDL et 

Liposomes). Cependant, il serait interessant de la renforcer à l’avenir dans 

l’exploration des éventuelles échanges de lipides entre les liposomes et la memrane 

plasmique par des techniques de marquage fluorescent des phopholipides 

contenus des les bicouches liposomiales. 
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Test de fertilité in vivo: 

Pour évaluer l’efficacité des nouveau dilueurs à base de liposomes, outre les 

charactéristiques fonctionnelles et structurales des spermatozoïdes (fertilité in 

vitro), il est indispensable d’éffectuer des tests de fertilité in vivo à travers des 

inséminations artificielles de chinnes. Dans le présent travail, on a effectué deux 

tests préliminaires sur 6 chiennes chacun afin de vérifier la compatibilité de nos 

nouveaux dilueurs de réfrigération (2% liposomes) et congélation (6% liposomes) 

avec la fertitlité in vivo. Cependant, le faible effectif de femelles utilisées empêchait 

toute comparaison entre ces nouveaux dilueurs et le milieu de référence par contre, 

ces milieux ont prouvé qu’ils n’interfèrent pas avec la fertilité. Il est necessaire 

d’élargir l’effectif et faire des essais cliniques randomisés permettant de conclure à 

des taux de gestation et de mise-bas statistiquement significatifs afin de pouvoir 

comparer ces paramètres entre les dilueurs expérimentauxl (liposomes 2% et 6%) 

et le milieu de référence (LDL 6%). 

En ce même sens, il serait également interessant d’effectuer des tests de fertilité in-

vivo avec du sperme réfrigéré et congelé dans un dilueur à base de plasma de 

jaune.    
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APPENDICE 

ANNEXE 1 

LISTE DES ABREVIATIONS 

Spz : Spermatozoïde   

MP : Membrane Plasmique 

Tris : Trihydroxymethylaminomethane 

JO: Jaune d’oeuf  

LDL: Lipoprotéines de basse densité (pour Low Density Lipoproteins) 

LIPO : Liposomes 

PJO : Plasma de jaune d’œuf 

PL : Phospholipide 

PC : Phsphatidylcholine 

PE : Phosphatidylethanolamine 

PS : Phosphatidylserine 

ROS : Pour Reactive Oxygen Species  

IAP : Insémination Artificielle Profonde 

MOT: Motilité totale (%) 

PMOT: Motilité progressive (%) 

VCL: Vitesse linéaire du spz (Pour Velocity curvi-linear, µm/s) 

VSL: Vitesse progressive du spz (Pour Velocity straight-line, µm/s) 

VAP: Vitesse à trajectoire lissée du spz (Pour Velocity average pathway, µm/s) 

ALH: Ampliture latérale de déplacement de la tête du spz (µm) 

BCF: Fréquence de battement de cil du spz (Pour Beat cross frequency, Hz) 

HOSt: Test hypo-osmotique (Hypo-osmotic swelling test) 

FITC-PSA: Fuorescein Isothiocyanate – Pisum sativum agglutinin 

IP: Iodure de propidium 

AO: Acridine-orange 

QSP : Quantité suffisante pour 

LP : Liquide prostatique 

PS : Plasma séminal 

 

 



 

ANNEXE 2 

TECHNIQUE DE PRELEVEMENT DE LA SEMENCE CANINE 

D’après BENCHARIF, 2009. 

 

 

 

Figure.1. Technique de récolte du sperme canin fractionnée en trois étapes : (a) : 
Récolte de la fraction urétrale, (b) : Récolte de la fraction epididymaire, (c) : Récolte 
de la fraction prostatique. 

 

 

Figure.2. Matériel de récolte du sperme 
(a) : cône de récole en caoutchouc, 

(b) : tubes de prélèvement. 

 

Figure.1.3. Les trois fractions de 
l’éjaculat canin : (a) : pré spermatique 

(urétrale), (b) : spermatique 
(epididymaire), C : post spermatique 

(prostatique). 

 

 

 



 

ANNEXE 3 
TECHNIQUE D’INSEMINATION INTRA-UTERINE 

D’après DAVIDSON, 2007 ; THOMASSEN and FARSTAD, 2009. 

 



 

ANNEXE 4 

EVALUATION INITIALE DE LA QUALITE SPERMATIQUE  
(Partie expérimentale)

 
  



 

ANNEXE 5 

TECHNIQUE DE CONGELATION ET DE DECONGELATION DE LA SEMENCE  
(Partie expérimentale) 

 

 

  



 

ANNEXE 6 
TECHNIQUE D’ANALYSE D’IMAGE AUTOMATISEE DE LA SEMENCE 

(Partie expérimentale) 

 

 



 

ANNEXE 07 
PROTOCOLE DU TEST FITC-PSA 

(Partie expérimentale) 

Préparer une solution mère de FITC-PSA à 50µg/ml. 

FITC-PSA 
50µg/ml 

5 mg 2.5 mg* 2 mg* 0,5 mg* 

PBS 100 ml 50 ml* 40 ml* 10 ml* 

Aliquoter en micro tubes de 1ml et mettre à - 24°C. 

Protocole (technique) de coloration «FITC/PSA » : 

 Déposer 5 µl de semence décongelée sur l’extrémité d’une lame de verre, étalée 

ensuite avec une autre lame pour effectuer un frottis.  

 Laisser sécher à l’air. 

 Tremper les lames  pendant 15 minutes dans un bain de méthanol à 100% 

(éventuellement filtré dans un filtre à 0,45µm).  

 Laisser sécher à l’air,  

 Laisser incuber avec une solution de 200 µl de FITC-PSA (50 µg/ml) dans du PBS 

pendant 10 minutes à température ambiante dans une chambre sombre et humide.  

 Rincer les lames à l’eau distillée pour éliminer l’excès de colorant. 

 Tremper pendant 15 minutes dans un bain d’eau distillée.  

 Laisser sécher à l’air. 

 Stocker les lames à + 4 °C avant observation au microscope à fluorescence. 

 Compter 200 spz et procéder au classement. 

 Interprétation des résultats : 
Les spermatozoïdes observés (n=200 spermatozoïdes/lame) sont classés en :   

 Spermatozoïdes à acrosome intact : Si l’acrosome est fluorescent,  
 Spermatozoïdes à acrosome rompu : Si l’acrosome n’est pas fluorescent. 

 
 

Olypmus BX43 Microphotographie du test FITC-PSA 



 

ANNEXE 8 

PROTOCOLE DU TEST HYPO-OSMOTIQUE 
(Partie expérimentale) 

PREPARATION DE LA SOLUTION HYPO OSMOTIQUE 100 M.OSMOL 

Préparer une solution hypo-osmotique à 100 mOsmol/l en  mélangeant dans 100 

ml  d’eau distillée 75 mM de fructose et de 25 mM de tri- citrate de sodium. 

Fructose 13.5g/L 0.9g 

Trisodium citrate 7.35g/L 0.5g 

Eau distillée QSP 100ml 

Mesurer l’osmolarité (100 mosmol) 

Stocker à 4°C. 

PROTOCOLE (TECHNIQUE) DU TEST HYPO-OSMOTIQUE: 

 Déposer 25 µL de semence décongelée dans un tube Eppendorf,  

 Rajouter 25 µl de solution hypo-osmotique (100 mOsmol/l)   

 Laisser incuber pendant 60 min à 37 °C,  

 Déposer 15 µl de la solution sur une lame et faire un frottis, 

 Observer au microscope à contraste de phase, 

 Compter 200 spz. 

Interprétation : (Voir la grille d’interprétation ci-dessous d’après Jeyendran, 1984 

puis Elgland et Plummer, 1993)  

Ce test simple permet de reconnaître les spermatozoïdes vivants qui réagissent à 

la solution hypo-osmotique par un gonflement et/ou un enroulement du flagelle (b-

g) par rapport aux morts qui ne sont pas modifiés (a). 

 

NB/ Attention, ne pas confondre sous microscope le spz (f) avec le spz (a).   

(a) (b) (c) 



 

ANNEXE 09 
PROTOCOLE DU TEST A L’ACRIDINE-ORANGE 

(Partie expérimentale) 
 

A. PREPARATION DES SOLUTIONS NECESSAIRES A LA COLORATION ACRIDINE ORANGE: 

 

Préparer une solution mère d’acridine Orange à 6µg/ml : 

Acridine Orange 
06µg/ml 

6 mg 0,6 mg* 

PBS 1L 100 ml* 

Stocker cette solution  mère à 4°C. 

 

Préparer les trois solutions suivantes : 

Solution TNE à pH=7.4 : 

Tris HCL 0.01M 0.08g 

NaCl 0.15M 0.44g 

EDTA 1mM 0.02g 

Eau PPI QSP 50ml 

 

Solution au triton pH=1.2 

Triton 0.1% 0.05ml 

NaCL 0.15M 0.44g 

Eau PPI QSP 50ml 

HCL 0.08 N (à diluer) Ajuster le pH 

 

Solution d’Acridine Orange pH=6 : 

Acridine Orange Solution mère à 6µg/ml 250µl 

Acide citrique 0.1M 1.05g 

Na2HPO4 0.2M 2.68g 

Disodium EDTA 1mM 0.02g 

NaCl 0.15M 0.44g 

Eau PPI QSP 50ml 

Stocker ces solutions à 4°C. 

  



 

B. PROTOCOLE DE COLORATION ACRIDINE ORANGE (SUITE): 

 Déposer 150 µL de semence dans un tube à hémolyse contenant 4 mL de PBS 

préchauffé dans un bain marie à 37°C.  

 Centrifuger  à 500xg durant 10 minutes.  

 Récupérer 100 µL du culot et remettre en suspension dans 100 µL de solution de 

TNE.  

 Ajouter 400 µL de solution de Triton au mélange semence/TNE et laisser pendant 

30 secondes.  

 Ajouter 1,2mL de la solution Acridine Orange (protéger le tube de la lumière avec 

du papier aluminium).   

 Laisser incuber pendant 5 minutes à température ambiante.  

 Déposer 10 à 15 µL de solution finale sur une lame, couvrir avec une lamelle puis 

lutter avec du vernis à ongle.  

 Observation au microscope à fluorescence. 

 Compter 200 spz et classer en deux groupes. 

Interprétation 

Le résultat est lu en fonction de l’émission fluorescente du spermatozoïde. Une 

fluorescence verte signe une fixation à de l'ADN natif (double brin), et une 

fluorescence rouge une fixation à de l'ADN dénaturé (mono brin). Le taux de 

dénaturation est évalué par le rapport entre la proportion de spermatozoïdes 

émettant une fluorescence rouge et la population totale de spermatozoïdes 

(fluorescences verte + rouge). 

 

 

Olypmus BX43 Microphotographie du test à l'acridine-orange 

 



 

ANNEXE 10 
LA BALANCE DE LANGMUIR-BLODGETT 

(Partie expérimentale) 
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