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Résumé :

Le procédé de réfrigération et de congélation altére la qualité du sperme du lapin et
compromet son utilisation a grande échelle. L’optimisation des milieux de conservation
(dilueurs) qui peuvent protéger efficacement les spermatozoides reste ainsi d’une
importance capitale. Ainsi, ’objectif de la présente théese est d’explorer les effets du
cholestérol et de la vitamine, les deux solubilisés dans les cyclodextrine, Cholesterol-
Laoded-Cyclodextrins (CLC), a-Tocophérol-Laoded-Cyclodextrins (TLC) , respectivement,
et la Vitamine C (VitC), et ceci aussi bien dans la conservation par réfrigération a 4°C que
dans la congélation a -196°C dans I’azote liquide. Le sperme a été traité a 4°C avec 2.5mg
CLC, 0.625mg TLC et 0.125mg VitC et par différentes combinaisons (CLC+TLC, CLC+VitC,
TLC+VitC et CLC+TLC+VitC)/80-100million SPZ. Le sperme congelé a été traité avec
0.35mg de B-cyclodextrins (Cdx), 2mg de Cholestérol (Chl), 0.06mg d’a-tocophérol (Toc),
5.4mg CLC, 0.46mg TLC et 2.7+0.23mg CLC+TLC/80-100million SPZ. Nous avons ensuite
analysé la mobilité par un Systeme CASA (Computer assisted semen analysis) et nous
avons mesuré le statut oxydatif du sperme réfrigéré par mesure de la peroxydation
lipidique (TBARS), le pouvoir réducteur du radical ABTS et le pouvoir scavenger a I’égard
du H,0,. Les résultats ont montré que le CLC et TLC améliorent de maniére significative (p
<0,05) les paramétres de motilité apres 24h de conservation a 4°C et en post-
décongélation. La VCL et la VAP du TLC (55.2+#21.1, 31.2%#13.3 pm/s) sont
significativement plus élevées aprés 24h a 4°C en comparaison avec le controle
(VCL 48.5+19.6, VAP 26.4+12.3 pm/s) et la VAP de 48h (25.5+10.5 pm/s) est également
supérieure a celle du contréle (20.9+10 pm/s). Pour la congélation (-196°C), le TLC
augmente significativement la VCL et la VAP comparativement au contréle (31.1+0.9,
13.5+0.5 pm/s vs 23.2+0.8, 10.1+0.5 ym/s). En ce qui concerne le statut oxydative du
sperme réfrigéré, aucune différence significative n’a été notée pour I'ihnibtion de ’ABTS
et du H202, alors que CLC a enregistré au test TBARS (1.7-+0.7 nmol/ml) des valeurs
significativement plus élevées que le contrdle (1.12+0.3 nmol/ml), VitC (0.9+0.2 nmol/ml)
et TLC. En conclusion, nous pouvons retenir que les molécules actives complexées aux
cyclodextrines ont amélioré la qualité du sperme aussi bien en réfrigération qu’en
congélation, en augmentant essentiellement leur solubilité.




Abstract:

The process of refrigeration and freezing deteriorate the quality of rabbit semen and limit
its industrial usage. The optimization of extenders which can protect the spermatozoa is
of capital importance. In this context, The objective of the present thesis was conducted
to explore the effects of Cholesterol-Laoded-Cyclodextrins (CLC), a-Tocophérol-Laoded-
Cyclodextrins (TLC) and Vitamine C (VitC) on the quality of rabbit semen preserved at
4°C for 48h or cryopreserved at -196°C in liquid nitrogen. Rabbit semen was treated at
4°C by 2.5mg CLC, 0.625mg TLC et 0.125mg VitC and by different respective
duals(CLC+TLC, CLC+VitC, TLC+VitC et CLC+TLC+VitC) for 80-100 million spz/ml. the
cryopreserved rabbit semen was treated while equilibration by 0.35mg de B-cyclodextrins
(€dx), 2mg de Cholestérol (Chl), 0.06mg d’a-tocophérol (Toc), 5.4mg CLC, 0.46mg TLC et
2.7+0.23mg CLC+TLC/80-100million SPZ/ml. We analyzed motility by Computer assisted
semen analysis (CASA); and we analyzed oxidative status of refrigerated semen by
measuring lipid peroxidation (TBARS), reduction capacity of ABTS radical and scavenger
capacity towards H,0,. The results showed that both CLC and TLC improved significantly
(p<0.05) the kinematic parameters after 24h of 4°C conservation and after post-thaw. For
example, VCL and VAP of TLC (55.2+21.1, 31.2+13.3 pm/s) were significantly higher after
24h at 4°C comparing with control (VCL 48.5+19.6, VAP 26.4+12.3 pm/s); while VAP of
48h (25.5£10.5 pym/s) was higher than control(20.9+10 pm/s). In cryopreservation, TLC
significantly raise up post-thaw VCL and VAP (31.1+0.9, 13.5+0.5 pm/s vs 23.2+0.8,
10.1+0.5 pm/s). which concern oxidative status of refrigerated semen, no significant
difference was noted concerning ABTS or H202; however CLC showed TBARS (1.7-+0.7
nmol/ml) significantly higher compared to control (1.12+0.3 nmol/ml), VitC (0.9+0.2
nmol/ml) et TLC. for 48h, TLC (1.6+0.7 nmol/ml) and CLC-TLC-VitC (1.56+0.13 nmol/ml)
showed higher MDA concentrations but without significant effect. In conclusion, we
observed that cyclodextrins ameliorate the quality of preserved semen either in
refrigeration or cryopreservation; it would be attributed for higher solubility of
cholesterol and a-tocopherol for trigger actif molecules against membrane deterioration
caused by low temperature chock.

Vi

—
| —



uaidla

G sall Cpeats 2y Lee , deliall a¥laaiul o Gl 5 Y] e Basa (e Al el 5 3l Uidee )
Al ol dagiall Jlee ) o) Casgl 138 Jacantl AalL duaal Lo 5 dsiad) Gl pall ans
o Ol O pieSaIGul) 8 Jaaall J g oS sl o yiuSa i) (8 Jasall Jg il I 8 alasiny
~196° Ao 2 o Jludl Gm g 5l (B odand a5l Aol 48 Baal 4° Aoy (B adaia 3y Y e dag e
Gl calide 1X 5 (VitC)ie 0.125 (TLC) & 0.625,(CLC) &= 2.5 « (°4) 2l @i ¥ e &lse
QLY e wlse . de/inss Osle 100-80 JSI (CLC+TLC, CLC+VitC, TLC+VitC et CLC+TLC+VitC)
, (Toc) Jsud S5 ae 0.06 , (Chl) Jsoied S ae 2 ,(CdX) CninSaslin 2e 0.35 12 (°-196°) el
S n anithy W e/ s> Osle 100-80 JS! CLC4+TLC = 0,23+2,7 5 ,TLC &= 0,46 ,CLC & 5,4
A0l ol iall 3008Y) (5 sive Liad 13X 5 (CASA) LismaeSIl aiie 2o lise ani allaty 4y giall il ol
Of Uiy il iy | H,0,0eS 5Y) 2l A5 Lafi 5,08 5 ABTS Lda gla) 3,8 (TBARS) 0l sl
el aay LYY ) IS 5 2Ll sl (e Aol 24 2a 38 all cilily calide gy JSG 5 Lis 8 TLC 5 CLC
i) (55.2421.1, 31.2£13.3 pm/s) TLC J VAP 5 VCL < dse o g, peandl ¥ QU Jaaws e
&8, (VCL 48.5+19.6, VAP 26.4+12.3 um/s) Lall & jlia °4 da 0 S Laiall (e dela 24 20 gl JS
Led (209410 pum/s) Ll & jlia el Jaay (25.5+10.5 um/s) delu 48 2 VAP yise Sl g
(31.1£0.9, 13.5+0.5 pm/s vs I3Y) 3 VCL, VAP (e IS ef @ilgidse A TLC S sanil) ady
obis by il gl e Jeanti al | 04 3 juall iall 3308Y) (5 siin pady e 4 (23.240.8, 10.1£0.5 pmy/s).
e 1l J& el (1.7-£0.7 nmol/ml) TBARS (s sisar aviil CLC o} JSAL jasy 41 | ABTS, H202
Liall e delu 48 2 TLC O 5, TLC 5 (0.9£0.2 nmol/ml) o oxlis | (1.12£0.3 nmol/ml), Laly
Al sy el @V el CLG-TLCVIC (1.56+0.13 nmol/ml) 5 (1.6+0.7 nmol/ml)
138 a3 dema ol )L s o8 Jagiaall il Baga (g Cuen 38 el (S0 ) o Ul s Glial) b
s Glata Ge anlill R aca Alladl) el 63 el JgasS 55 WYY 5 O yialSH daalil) 203Y1 ) Y1
Lall 50 5al)

vii

—
| —



Liste des abréviations

AAPH : 2.2 0 Azobis(2-Amidino-Propane)

ABTS : 2,2 Azino bis 3-Ethyl benzo
thiazoline -6- Sulpho,ique

AGPI : Acide Gras Poly Insaturés
ALH : Amplitude of Lateral Head

AMVN : 22'-Azobis-2,4-di-Methyl-Valero-
Nitrile

BCF : Beat Cross Frequency
BSA : Bovine Serum Albumine

CASA : Computer Assisted Sperm
Analyser

CAT : Catalase

CDx : les Cyclodextrines

Chl : Cholesterol

CLC: Cholesterol Loaded Cyclodextrine
Cntr : Control

Conc : Concentration

CPA : CryoProtective Agent

D.S.: Degré de Substitution

DMSO : Di Methyl Sulfo Oxyde

DMPO : 5-5 dimethyl Pyrroline N- Oxide
GSH : Gluthathione

GSH-Px : Gluthathione-Peroxydase
H20:2 : Peroxyde d’hydrogene

HO" : Radical Hydroxyle

HOS : Hypo-Osmotic-Swelling test

HP : Hydroxypropyle

Hz: Hertz

IA : Insémination artificielle

—

viii

ICSI : Intra Cytoplasmic Sperm Injection
IP: lodide Propodoum
IVF : Invitro —Fecondation

LBRA : Laboratoire des Biotechnologie
de Reproduction Animale

LIN : Linearity

Le : Radical Lipidique

LOO e : Radical peroxyde
LOOH : Hydroxyperoxyle
LNV : Liquide Nitrogen Vipor
LPC: lysophosphatidylcholine
MDA : MalanDiAldehyde

Meb- : carboxymethyl

Mi : Motilité individuelle

Mm : Motilité massale

MOT : Motilité

MP : Membrane plasmique

NADPH : Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phospahate

NMR : Résonance Magnétique Nucléaire
02°": anion superoxyde
OH : Hydroxyles

ORAC-EPR : Oxyden Radical Absorbance
Capacity by Electron Paramagnetic
resonance

OXPHOS : Phosphorylation oxydative
PC : phosphatidyl-choline

PE : phosphatidyl-ethanolammine

Pl : phosphatidyl-inositole

PL : Phospholipides

—t



PLA:z: Phospholipase A2
PMOT : Motilité Progressives
PS : phosphatidyl-serine

RA : Réaction Acrosomique

RE : Réticulum Endoplasmique
ROO’ : Radical Peroxyle

RO’ : Radical Alkoxyle

RO’ : Radical oxygéne

ROS : Radicaux réactifs oxygénés /
Radical oxygen species

SBE : sulfopropyl
SCA : Sperm Class Analyser
SEM : Scannig Elecronic Microscopy

SM: sphyngomieline

—

SOD : Super-Oxyde-Dismutase
spz : spermatozoide(s)
STR: Straighness

TBARS : Thiobarbituric Acid Reactif
Substances

TEM : Transmission Elecron Microscopy
TLC: Tocopherol Loaded Cyclodextrine
Toc : Tocopherol

VAP: Velocity Average Path

VCL: Velocity CurviLinear

VSL: Velocity Straight Line

Vit-E : Vitamine E

Vit- C: Vitamine C

X : Radical Libre

—t



Liste des figures :

Figure I.1: L’appareil reproducteur du lapin male. (A) : dissection vue dorsale; (B):

Plan SAGITLALE ... e e e e e e e enne e Page 05

Figure 1.2 : Le spermatozoide du lapin : (A), SEM vue globale (x 2600) ; (B), SEM la téte
(x 10000) ; (C) TEM section longitudinale (X 10.600).......cccceeveeruermveerieriieerier e Page 07

Figure 1.3 : Diagramme d’interaction de taux de refroidissement, 'effet de solution, et la

formation de cristaux intra cellulaire..........cooooeor i Page 11

W /W e e e e e b e e e e e e e eae e en e e be e as e e enre e s e e eans Page 12
Figure II.1 : Production des ROS et RNS........uoi i Page 17
Figure II.2 : diagramme de la peroxydation lipidique.......ccccoeeriiniisioeiniin i Page 19
Figure I1.3 : Implication d’'OXPHOS dans la production des ROS............ccverreennne. Page 20
Figure III.1 : La structure des cyclodextrines..........ccoueriieeniercieiesien e e e Page 25

Figure IIL.2 : comparaison de l'activité anti-oxydante par chimiluminescence de «-

tocophérol et a-tocotrienol dans un model de liposome. ........cccoeceervericeirciinienns Page 33

Figure II1.3 : a.) 2D NMR spectre a 29°C, [a-tocopherol] = 10x10-3 mol dm-3, [fMethyl-
CDx] = 10.3x10-3mol dm-3. b.) La structure plausible du complexes 3-CDx-toc....Page 34

Figure IV.1 : Diagramme de I'étude expérimentale..........cccouriernriieiniecinse e Page 41
Figure IV.2 : Graphique du trajet spermatique et motilités analysées par CASA...Page 46
Figure IV.2 : Principe du dosage du malondialdéhyde............ccovniieiniininiiniean. Page 49

Figure V.1.a: L'effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Motilité totale

(MOT) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C.........cceccveruvne. Page 52

Figure V.1.b : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Motilité

Progressive (PMOT) du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a




Figure V.1.2.a:L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Vélocité

Curvilinéaire (VCL) du sperme du lapin aprées 48 heures de réfrigération a 4°C....Page 54

Figure V.1.2.b :L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Vélocité Averege

Path (VAP) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C............... Page 54

Figure V.1.2.c : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Vélocité Straight

Line (VSL) du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a 4°C............... Page 55

Figure V.1.2.d : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur le Pourcentage de

Linéarité (LIN) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C......... Page 56

Figure V.1.2.e : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur le pourcentage de

Rectitude (STR) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C........ Page 56

Figure V.1.2.f: L'effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur I’Amplitude

latérele de la téte (ALH) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a

Figure V.1.2.g : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Fréquence de

Battement (BCF) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C......Page 58

Figure V.1.3: L'effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Viabilité a

L’Eosine-Nigrosine du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a

Figure V.1.4.a: micrographiques de lintégrité acrosomique par Le Trypan-

Figure V.1.4.b: L'effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Viabilité et

I'intégrité acrosomique par Trypan-Blue aprés 48 heures de réfrigération a

Figure V.1.4.c: L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Viabilité et

I'intégrité acrosomique par Trypan-Blue aprés 48 heures de réfrigération a

Figure V.1.5.a: L'effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur le pourcentage de

I'inhibition du radical ABTS apres 48 heures de réfrigération a 4°C........ccc.ccevvunene Page 63

Xi

—
| —



Figure V.1.5.b: L'effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur l'activité de

I'enzyme Catalase (degré de H202 consommé par minute) durant 48 heures a

Figure V.1.5.c: L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur le degré de la

peroxydation lipidique (TBARS) durant 48 heures a 4°C........cccevvrevivinverneerin e Page 65

xii

—
| —



Liste des Tableaux:

L= o)1 o O TP UP TS PRPPROPRRPSR Page 15
Tableau III.1. Quelques propriétés chimiques des cyclodextrines..........cccccceeueuen. Page 25
Tableau IIL.2. Caractéristiques de quelques cyclodextrines modifiés..................... Page 26

Tableau II1.3. : Exemples de déplétion de cholestérol libre par Méthyle-B-CDx....Page 31
Tableau IIL.4. Structure de la vitamine E : tocophérol et tocorienol....................... Page 32

Tableau IIL.5 : Les potentiels du piégeage du radical RO’ des différents complexes des

analogues de la Vit-E en terme de constants “k” par ORAC-EPR.......ccccccvvviirrnnnenn. Page 35

Tableau III.6: L’effet de CLC sur la qualité spermatique préservée en

L2 9T =1 (o) o DR UR Y OPPRURSRPRRRN Page 38

Tableau IIL.7 : I'effet du traitement CLC sur la qualité spermatique du sperme cryo-

(000} 4 1Y) 4= SRR Page 39

Tableau V.1.b : Les moyennes +SEM des parameétres cinématiques du sperme frais

utilisé dans I'expérimentation I (sans vitamine C) (4°C)...cccovrvverierrieeriieniienniinnns Page 51

Table V.2.2 Les moyennes +SEM de l'effet du cholestérol et du I'a-tocopherol sur les

parametres de motilité en post-dégel.........cccviviin i Page 66

xiii

—
| —



Remerciements et Dédicaces ii

Résumés (FR, EN et AR) \%

Liste des abréviations Vi

Liste des figures X

Liste des tableaux xiii

Table des Matiéres xiv
SOMMAIRE

A. Synthese Bibliographique

|5 9Ta oo 10 Uotu (o) o NN RO U PSRRI 1
Chapitre I : La conservation spermatique chez le lapin .........cccocoiiiiiiiiiin s, 4
[.1. Rappel sur la physiologie de la production spermatique .........cccocccuvrrveverierennns 4
[.1.1. L’appareil reproducteur du lapin male..........cccevcvivieniniiiensnines e 4
[.1.2. La spermatogénese chez le 1apin.......cccccviveieiiniieiniien e e 5
[.1.3. Le sperme du Lapin .o...eeecceiein et e e e e s 6
[.1.3.1. Normes et caractériStiqUes ........ccuuvvireerirneiesninsseiesree s e see e 6

[.1.3.2. Morphométrie du spermatozoide lapin ..........cceeeiieiiien s inicen e 7

[.1.3.3. Caractéristiques lipidiques du sperme et du spermatozoide lapin..8

[.2. Les techniques de conservation de la SEMENCe ........cccevvvveriieeriveies e 9

[.2.1. La conservation par réfrigération ...........cccceevieerinsieinnss s e s e 9
| I8 - T o) o V<3 - U U0} o A OO 10
L.2.1.1. PTINCIPE oottt e et e e e e s 10
[.2.2.2. Aents Cry0-ProteCtEULS .......cccoviriririiie e e e e e e 11
[.2.2.3. La VItrification ..o e it e e e e 12
[.3. La conservation spermatique chez le [apin .......ccccooeeriiiiiiiiinisin e 13
[.3.1. La réfrigération du Sperme lapin ..o eoeeresiieenien e e e e e e 13
[.3.2. La congélation du Sperme lapin......cccuueeveirennieinen e s e s e e e 14
Chapitre II. Le stress oxydatif associé a la préservation spermatique...........cceccurvuu. 16
[L.1. Le Stress oXydatif.......ccccoiiiiiininiiinsin e et e e s r e e e 16
[1.1.1. Préambule et définitions.........ccoveeoeereirienie e e 16
[1.1.2. Origine des ROS.... ..ot e e e e e e 16
[1.1.3. Les effets sur la membrane « la peroxydation lipidique »................. 18
I1.2. Le stress oxydatif chez le spermatozoide..........cccccuvivniieiiniinininn e 19
[1.3. Le stress oxydatif lié a la conservation du sperme..........cccccoceeveveiieinennnee 21

[ Xiv ]




[1.4. L'utilisation des antioxydants pour la préservation du sperme................. 22

[1.4.1. Les anti-oxydants non-enzymatique..........cccecoeerueeirienerisenenssee e e 22
[1.1.4.1. Les anti-oxydants enZymatiqQUes..........ccecuererruererrierisieneniesensesennnas 23
Chapitre 1. La CYClodeXIIIN ....vvvvvververvssvessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssrssssersennns 24

[II.1. Structure et propriétés des cyclodeXtrines......ccceveviveriieerienneesiien e 24
[1I.2. Les Complexes d’inclusion a la cyclodextrine..........coooeuenieinienseeeicee e 27
[1L.3. Apergue sur les domaines d’application des cyclodextrines..........c.ccceeunee. 28
[I1.3.1. Les interactions cyclodextrines - membrane plasmique...........cccccuennne 30
[11.3.1.1. La manipulation du cholestérol membranaire.........cc..cceeeerrieernenee. 30
[11.3.2. Les complexes cyclodexrines — tocOphérols..........cocovoeerinnieininiieinen 32
[11.3.2.1. Structure et propriété des tocOphérols.........cccocvrieriviiiiiiniieieiincnns 32
[11.3.2.2. Le complexe cyclodextrines-tocophérols..........cccecvrrveiriiniiiininn e 34

[11.4. Les Application des cyclodextrines dans la biotechnologie spermatique....36

[11.4.1. La CDx pour moduler la capacitation et la fertilisation in-vitro............. 36
[11.4.2. L’utilisation des CDx dans la congélation spermatique..........c..ccvrerne. 37
A). L’utilisation des cyclodextrines non complexeées................cccccoevvevecnnun. 37

B). L'utilisation du Cholestérol-loaded-Cyclodextrins (CLC)....................... 37

B. Partie expérimentale

Chapitre IV. Matériels Et MEthodes ........ccoeiioirii i e 40
[V.1. Cadre et concept de I'6tUde .......cooeeeiieiieiin e e e e e e 40
[V.2. Le plan eXpérimental..........c.ooii i e e e e e e 40

[V.2.a Essai de congélation @ = 196°C .......ccccoiceieiiiinienne s e s e 40
[V.2.b Essai de réfrigération @ 4°C .......ccoceiviinininien e et e 40
IV.3. ANIIMAUX .eeiiiiiii ittt et e e e s e e s s ss e s sn e e re e en e e sne e snn e e snn 42
[V.4. Réactifs et préparation de COMPIEXES .......coeiiiiiieriiir e e e e 42
[.V.4.1. Préparation de Cholesterol-Loaded-Cyclodextrin (CLC) .......c.ccceruenn. 42
[.V.4.2. Préparation de a-Tocopherol-Loaded-Cyclodextrin (TLC) .......cccevenne. 42
IV.5. Collecte et évaluation initiale de Sperme..........ccceccrivevrivnineiisse s e 43
[V.6. Traitements et dilueurs de cOnServation..........ccoueeiveeeiesseeren e 44
[V.7. Méthodes de CONSErvation ..........ccecriieieiieeriee et e e e 45
IV.7.1. La réfrigération @ 4°C ... i st e e st e e e s 45
[V.7.2. La congélation a I'azote liquide (-196°C) ....cceeeiiiieriieeiee e 45
[V.8. Parametres analySEs...... oo ioeiiiie et se e e s sn e e 46
[V.8.1. Evaluation des parametres kinématiques par CASA.......cccoveeevverivernnne 46

XV

—
| —



[V.8.2. Evaluation de viabilité par coloration Eosine Nigrosine.........cc.cccecuern 47

[V.8.3. Evaluation du statut acrosomique par coloration Trypan Blue............. 47
[V.8.4. Evaluation du statut oxydatif totale a I’égard du radical ABTS®+......... 48
[V.8.5. Evaluation de 'activité enzymatique de la catalase..........cccccuvevreernnne 48

[V.8.6. Détermination du taux d’oxydation lipidique par mesure de TBARS... 49

[V.8. Analyse StatiStiQUe ........cueceiiiieiiric e e e 50
Chapitre V. Résultats et diSCUSSION .......ccereriiiiiiie it e e 51
V.1. Résultats de 1a réfrigération (4°C)......cocuruerrieerrier e e e e e 51
V.1.1 L’évaluation de I'effet des traitements sur (MOT) et (PMOT).............. 52

V.1.2 L’évaluation de I'effet des traitements sur les parametres CASA........ 53

V.1.3 L’estimation de la viabilité par Eosine-Nigrosine.........c.ccccecenieriiennnne 58

V.1.4 L'estimation de I'intégrité acrosomique par Trypan Blue................... 59

V.1.5 L’évaluation du stress oxydatif.........ccccceiviiiiiininsn e 63

V.1.5.a Le statut oxydatif total du pouvoir Scavenger radical ABTS+.....63
V.1.5.b Evaluation de I'activité enzymatique de la catalase...................... 63

V.1.5.C La détermination de la peroxydation lipidique par TBARS.......... 64

V.2. Résultats de 1a congélation (-196°C)....ccccevuiriieiriiin et 66
RS T B T ol 0 11 (o) o TR 68
V.31 EN GENATAL.....eeie et et e e e e e e e s 68
V.3.2. Le cholestérol, L'intérét de traiter le sperme lapin avec du CLC........ 71
V.3.3. La Vitamine E, le principal antioxydant membranaire..........c.....c....... 74
V.3.4. L’effets synergique Cholestérol-Antioxydant...........cccevmriiniineiicennne. 76

Conclusion Générale

Références bibliographiques
Annexes

XVi

—
| —



Introduction



a conservation du sperme a basses températures (4°, -196°C)
joue un réle crucial dans le développement des biotechnologies
de reproduction chez les animaux de rente. La réfrigération ou
la cryo-préservation accroit 'lavantage de distribuer un potentiel
génétique économiquement favorable par I'insémination
artificielle; comme elles facilitent le transport sur de longues
distances et la distribution subséquente d’un géniteur de choix,

parfois méme apres ¢a mort (Baily et al., 2000).

Ce potentiel a été observé essentiellement chez les bovins, ou I'insémination
artificielle (IA) a connu un succés et un grand élan d’application; a titre d’exemple, 253
millions de doses de sperme bovin congelé sont produites chaque année dans le monde
(Thibier & Wagner. 2002) et plus de 80% du secteur laitier nord-américain utilise des
doses d’lA réfrigérées ou congelées (Colazo & Mapletoft 2014) et 90% des vaches

finlandaises sont inséminées par du sperme congelé (Alm-Packalén 2009).

La fertilité du sperme congelé chez le bovin est considéré maintenant comme
satisfaisante et varie entre 65% et 72,6 % (Briand-Amirat et al., 2013). Chez d’autres
animaux d’élevage, la cryo-préservation est loin d’étre une réalité de terrain; le sperme
frais ou réfrigéré (pour une courte durée) reste le plus adéquat et le plus utilisé. Le
sperme cryo-préservé présente -chez plusieurs espéces- une faible fertilité ; le taux de
conception est de 20% chez le mouton (Maxwell et al., 1993), 17-24 % chez la poule (long
& Kulkarni. 2004) et 3,7-9,5 % chez la dinde (Long et al., 2014).

Chez le lapin domestique (oryctolagus cuniculis), 'insémination artificielle a permis
un progrés génétique et de transformer la gestion de Iélevage d’une conduite
individuelle a une conduite en bande. L’ovulation provoquée et 'lA ont permis Ia
synchronisation et la gestion de la production chez la lapine sur un cycle semi-intensif de

42 jours (Gidenne., 2015).




Actuellement, I'lA chez le lapin a I’échelle industrielle est trés réussit en Europe, et
elle se limite a la semence fraiche ou réfrigérée avec une fertilité (79-85%) et prolificité (7
lapereaux/lapine) satisfaisantes (Roca et al., 2000; Martinéz-Paramo et al., 2012). La
cryo-préservation du sperme du lapin est limitée essentiellement a des objectifs
expérimentaux ; I'industrie de I’élevage n’a pas exploité le potentiel du sperme congelé a
cause de la faible fertilité (entre 12 et 70 %) avec une faible prolificité (4,5-5,7
lapereaux/lapine) comparativement a la saillie naturelle (Mocé & Vicente. 2009). En
Algérie, I'utilisation de I'lA est tres faible, les élevages algériens (a caractéres
traditionnels) utilisent principalement de la saillie naturelle. Quelques tentatives d’essais
d’lA —seulement par le sperme frais- étés réalisés par des d’éleveurs passionnés de lapin
pour fin d’augmenter leur production. A notre connaissance, il n’a aucune étude qui a
exploré I'application de la réfrigération ou la congélation sur le sperme du lapin produit

localement.

D’une maniére générale, abaisser la température afin de conserver a long terme la
cellule « spermatozoide » représente un choc avec une atteinte fonctionnelle et modifie
négativement différents paramétres de mobilité, viabilité, morphologie et de fécondité.
La réfrigération affecte I’activité métabolique (Rodriguez-Cil et al., 2015), désorganise les
composants structurels de la membrane plasmique (MP) et réduit la motilité progressive

a moins de 60% sur seulement 48 heures (h) de stockage (Caczarzewicz et al., 2015).

Par ailleurs, La congélation altére la survie des spermatozoides lorsque les
constituants membranaires passent -a des degrés variables- vers une phase solide
(Maderious et al., 2002). Les cristaux de glace formés en milieu interne peuvent lacérer la
membrane, et ceux du milieu externe sont responsables d’un stress hyper-osmotique
important (Walters et al., 2009). Les cryo-protecteurs réduisent 'effet néfaste des ces
cristaux mais restent potentiellement toxiques (Maderious et al., 2002). Aussi, un stress
oxydatif se propage suite a des attaques de radicaux réactifs oxygéné (ROS) en
surproduction dans ces conditions de stockage (Burnaugh et al., 2010); Ceci est encore
plus aggravé lorsque on sait que le spermatozoide a un manque en antioxydants

cytoplasmiques suite a ca différenciation durant la spermatogénese (Watson et al., 2000).




Différentes stratégies sont adoptées pour ’'amélioration de la qualité du sperme du
lapin par I'optimisation de I’environnement de conservation, en exploitant différents
constituants du dilueur (jaune d’ceuf, gélatine, lait) (Mocé et al., 2003, 2005 ; Alvarez et
al., 2004), en choisissant différents cryo-protecteurs perméables ou non a différentes
concentrations (Rosato et al., 2013) ou en ajustant les protocoles et les vitesses de

refroidissement respectives (Chen et al., 1994 ; Salvetti et al., 2005).

D’autres approches s’orientent sur la modification constitutive des éléments
cellulaires et I’apport -d’une maniere directe- a la cellule « spermatozoide » d’éléments qui
consolident sa survie, a I'image du cholestérol et I'intégration de molécules actives contre

le stress oxydatif.

Justement, I'objectif de la présente étude est d’étudier I'intérét de supplémenter le
dilueur de conservation par du cholestérol, comme moyen de renforcement de la
membrane cytoplasmique, de I’acide ascorbique (vitamine C) et de I'a-tocophérol
(vitamine E) comme molécules actives contre le stress oxydatif aussi bien dans la

conservation du sperme du lapin en réfrigération (4°C) qu’en congélation (-196°C).

Les Cyclodextrines ont été proposées pour solubiliser et améliorer la biodisponibilité
du Choléstérol, de I'a-tocophérol et des molécules hydrophobes en général. Dans le présent
travail justement, nous allons exploiter cette caractéristique des cyclodextrines pour
solubiliser le Cholestérol et I'a-tocophérol afin d’optimiser leur effet protecteur. L’approche
expérimentale adoptée est concue afin d’assurer une protection complémentaire de la
cellule spermatique, un renforcement de la membrane cytoplasmique via le cholestérol et

une lutte contre le stress oxydatif via les vitamines E et C.




Chapitre I

La Conservation Spermatique
Chez le lapin
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Chapitre 01 : La conservation spermatique chez le lapin

Le lapin domestique (Oryctolagus cuniculus) est un mammifére lagomorphe de la
famille des liporidaie. 1l est monogastrique herbivore, caecotrophe et présente un
caractére polytoque (portée de 3 a 10 lapereaux) a ovulation provoquée par

accouplement (Garreau et al., 2015).

L.1. Rappel sur la physiologie de la production spermatique :

1.1.1. L’appareil reproducteur du lapin male :

L’appareil reproducteur du male est analogue a celui d’un mammifére ; Il inclut deux
testicules, glandes accessoires, conduits et organe copulateur externe (Figure I.1). Les
testicules (chaque une dans un scrotum) sont le siege de la spermatogénése; de
structure ovoide de 30-35 x 10-15 millimetres (mm) et pesent 1,5-2 grams (g).
L’épididyme, est un conduit qui recouvre chaque testicule ; 1l est formé de trois parties :
la téte, le corps et la queue qui sont le siege de transport et de maturation des
spermatozoides (spz). Il se poursuit par le canal déférent qui traverse un renflement
fusiforme « ampoule différentielle », positionné au-dessus de la vessie (Garreau et al.,

2015).

Les glandes annexes sécrétent les constituants du plasma séminal au moment de
I'éjaculation ; la vésicule séminale bilobée, est placée entre le rectum et la vessie, dont la
partie terminale fusionne avec les ampoules différentielles pour former le canal
éjaculateur qui s'ouvre dorsalement dans I'urétre. La glande vésiculaire s'ouvre dans
['uretre par deux canaux excréteurs. La prostate, oblongue et volumineuse, est située
sous la glande vésiculaire. Les glandes para-prostatiques recouvrent en partie les
ampoules différentielles et, parfois, la vésicule séminale. Enfin, la glande de Cowper,
bilobée, est située postérieurement a la prostate. Le pénis, dépourvu de gland, est
enfermé dans un repli tégumentaire, le fourreau. Il mesure de 3 a 5 cm. Deux glandes
préputiales, sécrétant une substance tres odorante, sont situées en arriére du pénis. Elles
jouent un réle dans le déclenchement de I'ovulation de la femelle en stimulant le réflexe

ovulatoire (Carreau et al., 2015).
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Figure 1.1 : ’appareil reproducteur du lapin male. (A) : dissection vue dorsale ; (B): plan

sagittale. (Garreau et al., 2015 ; Di-Lorio., 2014).

1.1.2. La spermatogénese chez le lapin:

La spermatogénése désigne l'ensemble des divisions et des différenciations
cellulaires qui conduisent, a partir d'une cellule sexuelle de base (spermatogonie), a
produire des cellules haploides nommées spermatozoides. Chez le Iapin, la
spermatogéneése dure 53 jours (Sweirsta et al., 1965). Les spermatogonies (1° ordre) se
divisent par mitose pour produire des spermatogonies (2°™ ordre) et se transforment en
spermatocytes I (2n). Ces derniéres entrent en suite en méiose (I: réductionnel) pour
produire les spermatocytes II (n chromosome); la méiose (Il : équationnel) va produire
les spermatides. La spermiogénése est une différentiation aidée par la cellule de Sertoli

pour transformer chaque spermatide en un spermatozoide (Fortun-Lamothe et al., 2015).
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Le spermatozoide va transiter a travers I’épididyme pour acquérir une maturation
marquée par la condensation finale du noyau, une modification de la forme de
’acrosome, un remaniement de la membrane plasmique, Iobtention d’une motilité
progressive et une capacité fertilisante. Les spermatozoides prélevés directement des
tubes séminiféres sont pratiquement immobiles, alors que les spermatozoides présents
dans la queue de I'épididyme sont susceptibles d'étre fécondants a ~ 90 %. Chez le lapin,
la durée de la maturation épididymaire varie de 8 a 11 jours. Cependant, une nouvelle
population de spermatozoides est projetée chaque 50-54 jours (Sweirsta et al., 1965);

alors que la queue de I’épididyme peut stocker la semence pendant plusieurs semaines.

I.1.3. Le sperme du lapin :

I.1.3.1. Normes et caractéristiques :

Le sperme est un mélange de spermatozoides et de plasma séminal (sécrétions de
’épididyme et des glandes annexes) qui est émis au moment de I’éjaculation. Le tableau

I.1 présente les caractéristiques de la production spermatique selon plusieurs études.

Chez le lapin, la maturité sexuelle est observée généralement vers 5 mois, alors que
la production et la qualité de la semence augmentent durant la 1¥" année et diminuent a
partir de la fin de la 2¢me année. Ainsi, de 23 a 43 semaines, le nombre de spermatozoides
motiles par éjaculat augmente régulierement de 193 a 300 x 106 (Fortun-Lamothe et al.,

2015).

Le génotype des males influence la production spermatique et les caractéristiques
de la semence. Des males d'origine néo-zélandaise et californienne montrent des
différences trés importantes sur les plans quantitatifs et qualitatifs. La grande variabilité
conduit a une faible répétabilité (performances successives d'un male) des performances,
et une difficulté de présélection en début de carriere. Un test pendant 3 a 4 semaines sur
I’aptitude a donner de la bonne semence est essentielle pour écarter ceux qui expriment

une faible production (Fortun-Lamothe et al., 2015).
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Tableau 1.1 : caractéristiques de la semence du lapin

Caractéristiques

Génotype/population Volume ’ Motilité Viabilité Concg)t;ation

(ml) P (%/1-9) (%) milliorr)l/ml)
NZ INRA-1077 (Bencheikh, 1993) 0,7 6,9 7,4 (1-9) 83 575
CAL INRA A1066 (Bencheikh, 1993) 0,6 7 6,7 (1-9) 73 394
NZ Ligné V (Vicente et al., 2000) 0,9 - 81% - 338
NZ Ligné R (Vicente et al., 2000) 0,6 - 73% - 230
Baladi Egypte (Hassanien et al., 2011) 0,56 - 55% - 423
Pop Local DZ (Boulbina, 2011) 0,86 - 7,68 (1-9) 734,9
Pop Locale DZ (Nabi, 2012) 0.68 - 5,1 (59%) - 428,kj9

1.1.3.2. Morphométrie du spermatozoide du lapin :

Le spermatozoide du lapin (Figure 1.2) mesure 50-60 micrometres (um) de

longueur et présente une forme commune aux mammiféres : une téte large et longue de

forme ovoide aplatie (7 x 4 x 0,5 pm) qui contient le noyau et I’acrosome ; et un segment

cylindrique fin composé d’une piéce intermédiaire (8,8 um) qui abrite les mitochondries

et un flagelle (45 a 55 pm) qui est responsable du mouvement (Fortun-Lamothe et al.,

2015). L’acrosome est une grande vacuole qui coiffe et borne les deux tiers de la téte en

avant du segment équatorial ; Il est délimité par une membrane tri-laminaire, et le reste

de la facade de la téte est couvert par une structure supplémentaire de nature protéique

sulfuro-fibreuse pour conférer une grande résistance. (Di-Lorio., 2014). Chez le lapin,

’acrosome présente un épaississement en bourrelet sur I’étendue de I’épaisseur de la

téte.

Figure 1.2 : Le spermatozoide du lapin:

TEM section longitudinale (x 10.600). (Boiti et al., 2005).

(A), SEM vue globale (x 2600); (B), SEM la téte (

—

é
)l

x 10000) ; (C)

—t
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1.1.3.3. Caractéristiques lipidiques du sperme et du spermatozoide du lapin :

La composition lipidique du sperme est d’une importance cruciale car sa
modification est impliquée dans [I’hyperactivation, la capacitaion et la réaction
acrosomique (RA). Le sperme du lapin contient plusieurs fractions (spermatozoides,
plasma, gouttelettes et vésicules) avec un profile lipidique trés variable. Les vésicules (9,5
ng/g de sperme) sont obtenues par ultracentrifugation et les gouttelettes (482 106/ml;
13,3um?; @=4pum) par un gradient de densité Percoll ® ou par Swip-Up (Castellini et al.,
2006).

Les spz représentent la grande partie des phospholipides (PL) totaux (%) (33-38.8%)
(499 pg/109) alors que le plasma séminale, les gouttelettes et les vésicules représentent
48,8%. La concentration de PL total et les types de PL varient selon les procédures de
séparation utilisées ; les principaux étant phosphatidyl-choline (PQ),
lysophosphatidylcholine (LPC), phosphatidyl-ethanolammine (PE), phosphatidyl-serine
(PS), sphyngomieline (SM) et phosphatidyl-inositole (PI). Le cholestérol contenu dans le
sperme brut est de 811pg/10° dont seulement 21 a 23% retrouvés dans les spz (495
HE/10° SpZcentrifuge 3 178 ng/10% SpZpercon). Le rapport PL/CHOL est élevé dans la fraction
SPZcentrifugé (1,13), SPZperco (1,42) et faible dans les gouttelettes (0,64) et les vésicules
(0,35) (Castellini et al., 2006); ceci indique la richesse des particules en cholestérol, qui
probablement agit comme donneur de stérols pour protéger le spz contre les différents

chocs et la RA prématuré.

En effet et a titre d’exemple, le ratio élevé des LPC/PC chez les spzpercon €St associé
avec un taux élevé d’AR spontanée. Cette altération n’a pas réduit le taux de viabilité
mais elle a diminué la réponse a HOST dans cette classe de spz et leurs sensibilité a la
capacitation in-vitro (Castellini et al., 2006). Aussi Mourvaki et al. (2010) a démontré que
les granules prostatiques se caractérisent par la présence d'un autre composé de stérols,
a savoir le desmostérol, qui est le précurseur immédiat du cholestérol. Il existe également
un transfert immédiat de composés de stérols ou de composés lipophiles comme Ia
vitamine E de ces granules aux spermatozoides. Aprés 30 min d’incubation, Castellini et
al. (2012) et Collodel et al. (2012) ont pu réduire significativement la capacitation et la

RA induites par I’ajout de la fraction prostatique (granules) aux spz isolés par Percoll ®.
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I.2. Les techniques de conservation de la semence :

La conservation par réfrigération ou la congélation fournit des avantages
économiques tels que la réduction des frais de transport et d'hébergement des animaux,
’augmentation du gain génétique ainsi qu'une maitrise de la gestion de la reproduction

(Batellier et al., 2001).

1.2.1. La conservation par réfrigération :

Prolonger la durée de vie du sperme a I’état liquide sans impacts sévéres en
comparaison avec la congélation est possible par la diminution de la température du
milieu de conservation a 15-18°C ou a 4-5°C. Ceci est obtenu suite a la diminution de

P’activité métabolique tout en préservant la fertilité (Rodriguez-Gil et al., 2006) .

Plusieurs auteurs ont signalé qu’une basse température décroit le pourcentage des
spz progressifs (PMOT) au dessous de la barre de 60%. Caczarzewicz et al. (2015)
indiquent que PMOT<60% est observé au 6™ jour a 16°C et au 2°™ jour 4 4°C sans étre
accompagné de différences pour les paramétres de la membrane plasmique (par SYBR-
14/PI ou par HOS) ce qui indique que la basse température n’a pas d’effet importants sur

la composition ou ’organisation des composants lipidiques de la membrane.

Parallelement, la faiblesse de la capacité mitochondriale pendant le stockage a
différentes températures est reflétée par une augmentation de la proportion de
spermatozoides présentant un potentiel de la membrane mitochondriale (A¥Wm) faible;
ce qui indique des altérations dans les processus métaboliques dépendants ou régulés

par les spermatozoides (Rodriguez-Cil et al., 2015).

Freitas-Dell” Aqua et al. (2013) ont indiqué chez le cheval que la conservation a 15°C
ou a 4°C pendant 24H présente les mémes indices d’apoptose que celui de la semence
fraiche. Aprés 48 heures, une diminution significative de la qualité apoptotique du
sperme peut déja étre observée, ce qui pourrait étre I'un des facteurs contribuant a la

diminution de la fertilité associée au sperme réfrigéré.
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1.2.2. La congélation:

1.2.2.1. Principe :

Le procédes de congélation inclut des étapes de réduction de température, une

déshydrations cellulaire, la congélation et en fin la décongélation.

Durant la premiére étape, a basses températures, le spz peut avoir des
dysfonctionnements membranaires; en effet chaque élément phospholipidique (PL)
possede son propre degré de transition, et en conséquence de la diminution de la
température, les PL se séparent, migrent et se réarrangent en formant des domaines

d’une membrane morcelée (Maderious et al., 2002).

A des degrés de températures négatives, le spz va engendrer un stress mécanique
par la formation de la glace et un stress de déshydratation. En effet, jusqu'a -5°C, I’eau
intra/extra cellulaire n’est pas congelé mais est plutdt super réfrigéré, cependant a des
degrés de températures plus négatives, l'eau pure est précipitée vers le milieu

extracellulaires sous forme de glace entre -5°a-10°C.

La vitesse de refroidissement est d’une importance cruciale. A des vitesses lentes, le
spz perd I’eau et se déshydrate, mais lorsque les vitesses sont trop rapides, I'eau ne peut
quitter la cellule avec des risques d’observer des cristaux de glace intracellulaires qui
déchireront la membrane. Concomitamment a la formation des cristaux en milieux
externe, 'osmolarité du liquide restant s’accroit excessivement en fur et mesure que la
température décroit. Le spz maintient partiellement I’équilibre de ce stress déshydratant
mais avec une dénaturation des macromolécules, un extréme rétrécissement et parfois

on observe une rupture membranaire irréversible (\Walters et al., 2009).

Le taux de congélation le plus adéquat doigt a la fois étre assez rapide pour
permettre une congélation sans exposer la cellule a des conditions hyper-osmotiques
extrémes, et assez long pour déshydrater la cellule sans la formation des cristaux

intracellulaires (Figure 1.3) (Benson et al., 2012).
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Solution effects injury Intracellular ice formation

s

Cell survival

Orptimal cooling rate

Slow Cooling Cooling Rate Rapid Cooling

Figure 1.3 : Diagramme d’interaction du taux de refroidissement, de I'effet de solution, et

la formation de cristaux intra cellulaire (Benson et al., 2012).

1.2.2.2. Agents cryo-protecteurs :

Les agents cryoprotecteurs (CPA) sont utilisés pour éviter de former des cristaux
intracellulaires en exercant un stimulus osmotique a fin de réduire le volume intra
cellulaire a congelé mais aussi en remplacant I'eau du milieu interne avec un
décroissement de son point de congélation. Les CPA sont classés comme perméables
(Glycérol, éthylene propylene glycol, DMSO) et non perméable (sucrose, trehalose); le
plus utilisé est le glycérol et qui exerce une stimulation osmotique extracellulaire pour
décroitre le volume d’eau intracellulaire. Il remplace également les molécules d’eau, pour

réduire le point de congélation (\Maderious et al., 2002).

Cependant, les CPA restent toxiques et provoquent une altération membranaire. Le
sperme bovin est congelé en utilisant une concentration de glycérol de 4-8%, mais
d’autres especes ne tolérent pas ces niveaux a I'image du sperme du porc qui s’altére a 3%
et la souris a 1,75% (Holts, 2000). Les interactions moléculaires du glycérol altérent la
fluidité des membranes en s’intercalant entre les lipides de la bicouche lipidique avec un
changement de la viscosité du cytoplasme en affectant toutes les réactions
métaboliques et la destruction des liaisons du cytosquelette avec la membrane

(Hammerstedt and Graham. 1992).
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I.2.2.3. La vitrification :

La vitrification est un procédé ou on utilise des vitesses de refroidissement trés
importantes (>1000°C/min) en comparaison avec les protocoles standards (1-10°C/min).
Le milieu extracellulaire ne se cristallise pas, mais il forme plutét une glace amorphe
comme un «vitre», d’ou lappellation de vitrification. Le taux de refroidissement
nécessaire pour vitrifier les solution isotonique est trés élevé (105-10¢°C /min) ; alors que
les solutions additionnées de glycérol ou de propyléne glycol a de fortes concentration

(4-5 Mol) sont vitrifiables a 103°C /min) (Walters et al., 2009).

Parmi les inconvénients de la vitrification est que ces taux de réfrigération élevés
sont difficiles a obtenir en plus de la tolérance osmotique face a des concentrations
excessives en CPA (Fahy & Rall. 2007). Cest pour cela qu’il est recherché d’une part a
augmenter le ratio de la surface sur le volume de la suspension cellulaire avec I'utilisation
des «cryo-loop » pour obtenir un mince film de solution exposé a I'azote liquide; et
d’autre part a séquencer I’ajout de CPA a des doses croissantes. Ainsi, pour atteindre 4M
de glycérol on utilise 8 paliers de concentrations dans environ 30 secondes (Walters et
al., 2009). Le taux de réfrigération adéquat en relation avec la concentration du CPA est

illustré sur la figure 1.4.
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@ 10° 7
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[4]
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10° ' ' T i

T T T
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Figure 1.4 : Le taux de réfrigération adéquat selon la concentration du CPA de 0 a 60%

W/IW (Fahy & Rall. 2007).
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1.3. La conservation du sperme chez le lapin:

1.3.1. La réfrigération du sperme lapin :

Plusieurs approches pour améliorer la réfrigération du sperme du lapin ont été

explorées par plusieurs auteurs. Le tableau 1.2 met en revue les études les plus citées. Il

est a noter —quelque soit la stratégie adaptée- que la qualité spermatique en terme de

motilité, viabilité ou d’intégrité acrosomique ou membranaire est fortement affectée au

dela de 48h de conservation. En effet, Gogol (2013) a montré que la conservation du

sperme du lapin a 15°C par un dilueur commercial (Galap) présente une diminution de

touts les parametres de motilité au bout de 3 jours avec une diminution de la mobilité

(MOT) (de 62,0 aj1 a 36,2 aj3) et de la vitesse VAP (de 71,1 pm/s enj1 a 52,9 ym/s en j3).

Il est observé également une diminution conséquente en contenue d’ATP de 86,5

pmol/10¢ spz enjl a 66,6 pmol/10¢ spz en j3 et qui reste positivement corrélée avec la

les parameétres de motilité suscités (r=0,6 et 0,37, respectivement).

Tableau 1.2 : les résultats de la réfrigération du sperme du lapin

Auteurs Le dilueur T® Durée | MOT PMOT | Viabilité | intégrité | NAR
(%) (%) (%) (%)
Rocaetal. 2000 Tris 15°C | 24h 80 3,5/5 - 85 87
Citric acid 48h 75 3,5/5 - 83 83
Glucose 72h 70 3,25/5 - 78 78
96h 55 2,5/5 - 70 70
Rosato et al., 2011 Gelatine 5°C Oh 89,2 75,8 85,4 86,7 92,4
(Cunigel) 48h 52,5 31,7 64,9 43,0 50,8
120h 35 20 59,3 28,6 34,8
192h 25,8 7,5 36,5 13,3 23,6
Dilorio et al., 2014 Lepus 5°C 24h 45 35 45 40 80
48h 29 20 35 25 75
72h 20 11 28 20 53
Cotarlap 5°C 24h 65 55 68 57 85
48h 50 37 50 42 82
72h 30 24 43 32 65
TCG 5°C 24h 40 22 33 25 70
48h 31 12 22 19 65
72h 12 9 20 15 40
Castellini et al,, 2000 | Vitamines | 5°C (VSL)
E+C 24h Cntr 58,3 29,54 58,30 - -
Vit-E | 64,12 31,14 64,12 - -
Vit-C | 48,10 19,16 48,10 - -
E+C 71,52 28,87 71,52 - -
Mangialli et al., 2012 Lycopene 5°C Cntr 20,6 0,7 46,3 - -
24h | 0.1g/1 | 26,8 0,8 48,7 - -
0.2g/1 37 1,14 56,5 - -
( ]
t 2 )
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1.3.2. La congélation du sperme lapin :

La congélation du sperme du lapin a connue depuis les premiers rapports (Hoagland
& Pincus. 1942) a ce jour une faible utilisation commerciale a cause d’'une mauvaise
qualité de la motilité (<40%) (Tableau I.3) et un résultat moyen de fertilité et/ou de

prolificités ( Mocé et al., 2009).

Les protocoles de cryo-préservation chez le lapin varient d’une maniére importante
entre les différentes études. Cependant, d’une maniére générale, le sperme est dilué a
température ambiante avec un dilueur a jaune d’ceuf a des taux fixe (1:1 a 1:10) avec un
CPA approprié, I’échantillon est ensuite réfrigéré jusqu’a 5°C (pendant 1,5h a 2h) pour
équilibration. Les paillettes conditionnées sont ensuite posées 2 a 10cm au-dessus du
niveau de |’azote liquide pour environ de 10min puis plongées dans I’azote liquide pour

stockage (Mocé et al., 2009).

Malgré que le spz du lapin est classé dans la catégorie « cold-shock résistant » car il
posséde un ratio cholestérol-phospholipide élevé, il est observé une perte de la viabilité
aprés congélation qui plus associée a la toxicité des cryo-protecteurs qu’au au choc
thermique. Les spz du lapin peuvent fertiliser des oocystes aprés conservation rapide

(Mocé & Vicente, 2002) ou lente (Parrish & Foot, 1986) a 5°C.

Le glycérol reste non adapté pour la conservation du sperme du lapin méme a de
faibles concentrations (Polge et al., 1949 dans Mocé et al.,, 2009). En effet, le spz du lapin
présente un coefficient de perméabilité tres faible (Curry et al., 1995) ce qui incite a

utiliser des CPA a faible poids moléculaire avec une haute perméabilité comme le DMSO.

Récemment, Rosato et al.,, (2013) ont comparé plusieurs CPA, I"albumine, et des
protecteurs osmotiques (sucrose vs trehalose) sur la cryo-préservation et la
vitrification du sperme du lapin. Les résultats obtenus ont montré que le dimethyl-
acetamide (5%) et le DMSO (5 et 10%) présentent les meilleures motilités et les plus
importantes intégrités membranaires. De méme I’ajout du BSA et du sucrose (0,1 et

0,25M) améliore significativement la motilité et I'intégrité de ’ADN.
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Tableau L.3 : Les résultats de quelques protocoles de congélation du sperme chez le lapin

Motilité Statut membranaire
Fertilité
Auteurs Protocol MOT VCL VAP | NAR Intégrité

-30°C/50°C 54 - - 64 - 32
Mocé et al.,, 2003 LNV : 5°C 45’>LNV 10’/50 37 - - 42 - 70
(DMSO 3,5M + Sucrose 0,1M) -30°C /70°C 45 - - 56 - 42

LNV: 5°C 45'>LNV 10’/70°C 37 - - 46 - 77

Fresh 55 78 49 87 - 70,6
Viudes de Castro et al., 2005

-30°C (30min) 40 35 23 45 - 21.7
(DMSO 3,5M + Sucrose 0,1M)

LNV: (5°C 45'>LNV 10’>LN) 35 46 27 33 - 64,2
Rosato et al., 2012 Fresh 91 - - 92 68 -
(DMSO 1,75M + Sucrose 0,05M) LNV: (5°C 45'>LNV 10’'>LN) 27 - - 51 32 -
Rosato et al,, 2013 Fresh 95 - - ) - 84
(Différent CPA) LNV : DMA 5% 22 - - 28 -
LNV DMSO 10% 35 - - 38 -
(5°C90'> 1:145'>LNV 10'>LN)  DMSO+BSA+Sucrose 42 - - 38 77
Vitrification : plongée directe  yitr: DMSO+BSA+Sucrose 2,5 - - 6 12

La qualité du sperme pourrait également étre améliorée si le processus de
congélation comprend une étape de « seeding » pour éviter le super refroidissement. Le
seeding induit une déshydratation des cellules, ce qui réduit significativement la
formation de la glace intracellulaire. Chez le lapin, jusqu’a 66% de spermatozoides mobiles
peuvent étre obtenus aprés décongélation si le seeding mécanique est effectué a -6 °C
par rapport aux échantillons contrdles (47%). En outre, le seeding pourrait provoquer

moins de choc osmotique et thermique (Chen, 1994).
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Chapitre 02 : Le stress oxydatif associé a la préservation

spermatique

I1.1.Le stress oxydatif :

II.1.1. Préambule et définitions :

Le stress oxydatif est un déséquilibre entre la genése des radicaux oxydants ROS
« Reactive Oxygéne Species » et la capacité de la protection anti-oxydante des systémes
biologiques (Pisoschi & Pop. 2015) . La production excessive et rapide des ROS et/ou une
faiblesse de protection entrainent des dommages délétéres sur tous les composants
cellulaires (lipide, protéine et ADN) et exercent une influence négative sur la physio-
pathogénie de plus de 100 maladies différentes (Cardiopathies, Cancers, Alzheimer,

diabéte...) (Pisoschi & Pop. 2015).

Les radicaux libres sont des espeéces chimiques (atomes ou molécules) qui
possedent un ou plusieurs électrons libres (électrons non appariés) sur leur orbite
externe (Cuthrie & Welch 2012). Les radicaux libres induisent leur effet délétére lorsque
ils partage I’électron libre avec une molécule avoisinante en provoquant son oxydation

(Guthrie & Welch 2012).

Parmi les ROS, on reconnait ceux qui sont des radicaux libres, comme, I'anion
superoxyde (02"), le radical hydroxyle (HO"), le peroxyle (ROO") et I’alkoxyle (RO"), et
les autres ROS non radicalaires (non libre) qui sont représentés par le peroxyde
d’hydrogéne (H:0:) et 'oxygéne singulet (Y2 Oz). Le radical hydroxyle (HO") est une
espéce hautement agressive, et reconnu pour son pouvoir oxydant extréme. Le
peroxyde d’hydrogéne est capable d’inactiver les enzymes, oxyder I’ADN et les lipides et
produire d’autres radicaux (HO") en interaction avec les ions métalliques (Pisoschi & Pop.

2015).

I1.1.2. Origine des ROS:

Les radicaux libres peuvent avoir plusieurs origines comme lors des réactions de
détoxification (P450), dans la chaine mitochondriale, lors de I’activité de NADPH oxydase

ou Xanhine Oxydase (Figure I1.1).
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Dans le processus d’aérobie, 'oxygéne est utilisé pour oxyder le carbone et
I’hydrogéne des molécules organiques afin de produire I’énergie chimique ; 'oxygéne est
alors réduit par une série d’étapes en formant des ROS intermédiaires. L’anion
superoxyde (02") est le point axial de cette réaction, il peut étre produit au cours de la
phosphorylation oxydative de la chaine de transport d’électrons mitochondriaux, comme
aussi par les différentes enzymes oxydases (dihydro-nicotinamide-adenine-dinucléotide-
phosphate Oxydase, xanthine Oxydase, cyclooxygenase) (Pisoschi & Pop. 2015).

Oz + e + H*> HO’ H202+ e > HO™ + HO®
HOz" > H*+ 02" HO'+ 2 H*+ e > H20
02"+ 2 H*+ e 2 H202

L’anion super-oxyde prend origine aussi du radical hydroperoxyl (HO:") instable qui
se dissocie a pH physiologique pour donner O2". L’anion super-oxyde est un radical
nucléophile active capable d’attaquer les éléments chargés positivement et interagit avec

les donneurs d’hydrogéne comme les lipides (Pisoschi & Pop. 2015).

Le H202 peut étre généré par n’importe quel systéme qui génére 1’0" car ’anion se
dismute facilement. Une présence d’oxydase (Glucose oxydase, D-animoacid oxydase.)

peut générer directement du H20zou L’ 02"

.y Arginine
“.E:TL;:I I]-t; — Xanthine —NADPH + H*
2 P-450
Mitochondrial ETS or )é:ﬂ'::: BH, | NO Synthase
Hﬁiﬂ'__r HEGI =i id Cit =~ = MNADP+
[FAD] ric ac
o NADFH Oxldase 4= NQ Synthase
z e < Mg or EH, ; ‘NO =— NO donors
NADPH + H* NNFLDF‘ EGD”X \ -=.,_ T
HOCI "‘—/'_"-\— Hzoz . '\(\,
HO  H +Gl F&  oxidized T oNDO-
2 cu" wt c  VitcC
02 + OH < /f ‘NO Gly + CH,O
— gH < m_ H.O Sarcosine
ONOOH LH~ Fe* or Cu* 22 Sar Oxidase
'OH + NO;
-,. H'LOH _ Acetyl CoA Oxldase
Oz—m Ao xis 02 uric Acild OXidase
R \1an¢|1 —>{ Qs dation D-AA Oxidase
Monamines \
0,+H,0 RS A i 0, +H,0
Hemoglobin

Figure IL.1 : Production des ROS et RNS (Fang et al., 2002)
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I1.1.3. Les effets sur la membrane « la peroxvdation lipidique »:

La membrane plasmique n’est qu’une bicouche de phopholipides concue a partir
d’acides gras polyinsaturés (AGPI). Les AGPI interagissent avec I"oxygene pour former des
peroxydes, d’ou le non « peroxydation lipidique ». Une peroxydation est une réaction en
chaine, dont le non contrble, peut mener a la destruction de la structure membranaire

(Shahidi & Zhong 2005).

La peroxydation lipidique est subdivisée en trois étapes: [Iinitiation, la

propagation et la terminaison.

L’initiation démarre avec un radical libre (Xe) qui géneére a partir d’'un substrat
lipidique (LH) un radical lipidique (Le). La réaction est instruite par une abstraction
d’hydrogéne faiblement attaché par un oxydant fort. Le radical alkyl (Le) induit la
formation de diénes conjugués des lipides (Albert & Gerotti. 1985 ; Shahidi & Zhong
2005).

La propagation s’engage en présence d’O, pour former des radicaux peroxydes
(LOOe) et d’autres dérivés oxygénés (radicaux alkoxyles, endoperoxydes, époxydes);
Ces derniers (LOO ) vont réagir avec d’autre AGPI pour abstraire d’autres hydrogéenes en
formant des hydroxyperoxyles (LOOH) et des radicaux lipidiques (Le) d’une maniere

cyclique (Albert & Gerotti. 1985 ; Shahidi & Zhong 2005).

La terminaison survient par épuisement du substrat, la formation de dérivés
stables (alkanes, alcools, cétones, aldéhydes, acides carboxyliques) en exploitant deux
alkyles |/ deux peroxyles, Ou par la réaction avec d’autres substrats antioxydants
(Tocophérol, Ascorbate, glutathione, phénoles) (Albert & Cerotti. 1985 ; Shahidi & Zhong
2005).

La dégradation finale suite a la peroxydation lipidique résulte a la formation d’un
aldehyde de 3 carbon le Malondialdehyde (MDA). Le MDA est généré dans les réactions
horizontales lors de la phase de propagation, ce qui implique la conversion transitoire du
lipide peroxyle (LOOe) en peroxyde cyclique (ressemblant a la prostaglandine) pour
donner le MDA et le dieoic hydroperoxyde (Figure I1.2) (Albert & Cerotti. 1985 ; Shahidi &
Zhong 2005).
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Xe+LH > Le+XH /== > Vi Ve VeV
-|_o

v
Le = diene conjugé V—V | WV —V
E
(.) lene
(Propagation)
= ﬁ\\ =\ /

Le + 02> LOO ¢ | Radical peroxyde |

Sh> o:
LOOe +LH > LOOH + L - VvV

¢| Peroxyde cyclique |

(Terminaison)
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7,
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|M DA| |dieoic hydropeoxyde |

Figure I1.2 : diagramme de la peroxydation lipidique (Albert & Cerotti. 1985).

I1.2. Le stress oxydatif chez le spermatozoide:

Le spermatozoide est une cellule spécialisée concue pour subir un remodelage
membranaire extréme et une hyper-activation de la mobilité hautement dépendante de
I’énergie. D’ailleurs, I’élimination de toutes les organelles (RE, Ribosome, Golgi) et
I"absence de toutes réserves énergétiques (gouttelettes lipidiques, glycogene) rend le spz
hautement dépendant de [I’environnement externe en substrats, enzymes et

antioxydants.

Le spz répond au grand besoin d’énergie par la métabolisation immédiate du
substrat externe sous deux voies : glycolyse et phosphorylation oxydative (OXPHOS).Le

spz exploite les transporteurs «GLUTs» pour faire rentrer le glucoseau milieu
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intracellulaire, ces GLUTs sont localisés sur le flagelle et I'acrosome et changent de
distribution a la réponse au statut de capacitation pour apporter de I’énergie aux sites
des grandes modifications membranaires (Bucci et al., 2010). Linhibition de la voie
OXPHOS provoque un déclin drastique de la mobilité et du contenu en d’ATP (Gibb et al.,
2014 ; Gibb & Aitken. 2016).

Chez le spermatozoide, les ROS peuvent étre générés par deux systémes; une
NADH oxydase au niveau membranaire et une Oxydo-reductase mitochondriale NADH-
dépendant de la voie OXPHOS (Bansal & Bilaspuri. 2011). Des évidences montrent que la
voie OXPHOS a un lien direct avec la génération des ROS, 1-3% de I'oxygéne réduit se
transforme en radical superoxyde (02%) (Haliwell & CGutteridge. 2003). Chez les spz
fertiles, une forte activité OXPHOS est associée a une vélocité élevée, cependant apres
conservation, il est observé une faiblesse d’activité avec un niveau élevé en ROS et en
peroxydation (Gibb & Aitken. 2016) . Les radicaux libres engendrés par un stress oxydatif
vont compromettre les fonctions du spz (Figure I1.1) aussi bien sur le plan membranaire

(peroxydation lipidique) que sur le compartiment nucléaire (Gibb & Aitken. 2016).

Aldehyde adduct
formation (e.g., 4HNE)

|

Mitochondrial damage

Apop;géis

Mutations in

germ line ! Aldehyde adduct
2 | formation (e.g., 4HNE)
: Cell death N
Abortion _ Lip;d Loss of motility
peroxidation I F —
Impaired P
offspring health Loss of fertility = Loss of fertility

Figure I1.3 : Implication d’OXPHOS dans la production des ROS (Gibb & Aitken. 2016) ..
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IL.3. Le stress oxyvdatif lié a la conservation du sperme:

Le stress oxydatif durant la congélation peut étre généré par différents
mécanismes. Chez les cellules somatique préservées a basse température, la production
des ROS est associé a I’activation du NADPH, la cellule en réponse a un stress thermique
va recruter un systeme de sauvetage «cell rescue system (heat choc protein)» et

exploiter une voie énergétique subséquente d’un stress oxydatif (Tatone et al., 2010).

Chez le spz, la viabilité et la motilité des spz sont affectées durant la procédure de
congélation par des altérations physiques (cristaux de glace) et chimiques (CPA),
cependant la production en exces des ROS amplifie la peroxydation lipidique notamment
au niveau de la piéce intermédiaire du spz ce qui indique une source mitochondriale des
ROS (Brouwers et al., 2005); parallélement est observé un niveau bas de la GSH

(Stradaioli et al., 2007).

Les étapes congélation-décongélation lors de la conservation du sperme engagent
le spz a s’adapter aux deux extrémes d’osmolarité (chapitre 1.2), Burnaugh et al. (2010)
ont montré que ce stress osmotique provoque une augmentation de la production de O*
dans des deux conditions hyper et hypo osmotique ; ils montrent aussi que cet exces en
O est accompagné par une augmentation dans I’expression de la phosphorylation

tyrosine indicatrice de capacitation.

Les mécanismes de régulation entre le changement de volume et le stress oxydatif
est attribué a un «cross talk » exploitant les phospolipase A2 (PLAz) qui s’expriment
spécifiquement par le « gonflement » des cellules (Lehtenen & Kinnunen et al., 1995). Ces
PLA2 pourrait activer la NADPH oxydase concomitamment avec I'augmentation de la
génération de I’anion super oxyde I’O2- (Aitken et al., 2006). Ainsi, la voie de signalisation
de MAP kinase/p38 est associé au gonflement cellulaire ; Burnaugh et al. (2010) ont
observé une diminution de la génération de I’anion superoxide lorsque des spz du cheval

sont incubés avec un inhibiteur de la voie MAP kinase avant la cryo6préservation.
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[LE STRESS OXYDATIF ASSOCIE A LA PRESERVATION SPERMATIQUE]

11.4. L'utilisation des antioxydants pour la préservation du sperme:

Plusieurs auteurs ont montré I'intérét de I'utilisation des antioxydants pour la
conservation du sperme (revue de Tariq et al., 2015 ; Amidi et al., 2016). Les stratégies
difféerent entre auteurs selon le type d’antioxydants exploités (enzymatique vs non-

enzymatique) et la voie d’administration (per-os ou mélangé au dilueurs).

I1.4.1. Les anti-oxydants non-enzymatique :

La vitamine E (a-tocophérol) et C (acide ascorbique) sont deux antioxydants non-
enzymatiques utilisés le plus souvent de facon conjointe. La Vit-E (lipo-soluble) permet de
neutraliser la peroxydation lipidique in-situ des membranes biologiques, alors que le Vit-C
(hydrosoluble) a de grande capacité de piéger les ROS et de renouveler la forme inactive

de la Vit-E (Tappel et al., 2011).

Chez I’homme, I'administration per-os de Vit-E (200mg/3mois) est indiqué
comme médication des infertilités (Geva et al., 1996). Chez les mammiferes, plusieurs
auteurs ont démontré I'effet positive de la Vit-E sur la qualité post-congélation chez
différentes espéces, notamment le bovin (O’Flaherty et al., 1997), le porc (Breininger et

al., 2005 ; Satorre et al., 2007, 2012) et bouc (Ansari et al., 2012).

La supplémentassions du dilueur en Vit-C améliore la motilité, l'intégrité
acrosomique et membranaire du sperme chez I’lhumain (Branco et al., 2010), bovin (Dalvit

etal,1998; Huetal,2010) etleloup de mer (Martinez-paramo et al., 2012).

A cause de son hydrophobicité, I'ajout direct dans le dilueur de 'a-tocophérol est
remplacé par un analogue plus hydrosoluble «TROLOX» (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid) qui a un pouvoir élevé de capture des ROS. En
conservation spermatique, le TROLOX a concentrations faibles (0,1-1 mM) a été utilisé

pour son effet protecteur chez plusieurs especes animales (Amidi et al., 2016).

Les concentrations plus élevées (40-200 mM) ont un effet dose dépendant; Chez
’lhomme, I’'ajout de 40 mM avant la congélation améliore la parameétres kinématiques en
post-congélation du sperme (Minaei et al., 2012); 100-200 mM de TROLOX affecte
positivement la qualité membranaire, I’activité mitochondriale et la viabilité du sperme du

porc (Pena et al., 2003).
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[LE STRESS OXYDATIF ASSOCIE A LA PRESERVATION SPERMATIQUE]

D’autres antioxydants non-enzymatiques sont utilisés pour palier au stress oxydant
lors de la cryo-préservation comme le glutathione (GSH) , L-Cysteine; Ergothionine et
sélénium. Le glutathione (GSH) est un thiol impliqué directement dans la neutratlisation
des ROS; le glutathione-peroxydase (GSH-Px) utilise le GSH pour réduire le H202 en H2O.
la supplémentation de dilueurs en GSH améliore le niveau des ROS (Gadea et al., 2011) ;
I'intégrité du ADN (Varghese et al., 2005) et de I’'acrosome (Silva et al., 2011) mais est

sans effet sur la peroxydation et la viabilité des gametes.

La L-Cysteine est un acide aminé contenant un groupe thiol qui peut pénétrer
facilement la membrane et participe dans la biosynthése du GSH. Son réle antioxydant
est alors un piégeage indirect, il permet aussi la stabilisation de la membrane et inhibiteur
de la capacitation (Coyan et al., 2011). La L-Cystein améliore la qualité en post-
décongélation chez le bovin (Biloudou et al., 2001), le mouton (Andreea & stela. 2010),
et le bouc(Bucak & Uysal, 2008) ainsi que la viabilité cellulaire et la structure

chromatique chez le porc (Szczesniak-Fabianczyk et al., 2003).

11.1.4.1. Les anti-oxydants enzymatiques :

La Super-Oxide-Dismutase (SOD) et la Catalase (CAT) sont deux enzymes
majeurs impliquées dans la défense anti-radicalaire. La SOD va convertir ’O2- en H20z et le
CAT transforme le H202 en H20 et O. La source majeur en SOD et CAT est le plasma
séminal mais a cause de sa dilution I’ajout du SOD et CAT dans le dilueur va enregistrer
une amélioration dans la motilité et la viabilité du sperme décongelé, notamment chez le

porc (Rocaetal, 2003).

Le Glutathione peroxydase (GSH-Px) est une enzyme contenant du sélénium qui
agit comme un catalyseur; Le GSH-Px a une bonne activité protectrice sur la motilité et

I'intégrité acrosomique chez le bouc (Roca et al., 2003).
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Chapitre III

La Cyclodextrine



Chapitre 03 : La Cyclodextrine

IIL.1. Structure et propriétés des cvclodextrines :

Les cyclodextrines (CDx) sont des oligosaccharides macrocycliques issus de la
dégradation enzymatique de I"amidon ; ils sont composés de polyméres cycliques d’unité
de glucoside. Les trois cyclodextrines naturelles les plus courantes se composent de 6, 7
ou 8 unités a-D-glucopyranose (en conformation #C1) et dénommées respectivement a-,

B- ou y-cyclodextrine (Figure IIL.1).

Leur structure en trois dimensions apparait sous la forme d’un c6ne tronqué a
’extérieur et cavitaire a I'intérieur; ce cOne présente une partie étroite « face primaire »
et une base large «face secondaire » (Figure IIL.1). Une telle disposition est liée aux
emplacements des hydroxyles (OH) portés sur différents atomes de carbone dénommés
primaires ou secondaires selon leurs orientations vers la partie étroite (OH primaires) ou
large (OH secondaires). Les OH primaires sont portés par le carbone C6 qui se trouve du
c6té le plus étroit (face primaire) tandis que les OH secondaires sont portés par C2 et C3

sur le coté le plus large (face secondaire) (Dodziuk, 2006 ; Castang, 2010).

L’orientation des hydroxyles C2, C3 et C6 confere a la surface extérieur une
propriété hautement hydrophile. La rotation des hydroxyles primaires en C6 diminue le
diametre effectif de la cavité du c6té étroit du cdne, alors que les hydroxyles secondaires
sont en position plus figée. L’'intérieur de la cavité est délimitée par des atomes
d’hydrogeéne portés par les carbones C3 et C5 ainsi que par les atomes d’oxygéne
participant a la liaison glycosidique ce qui lui confére un caractére apolaire hydrophobe.

(Castang, 2010).

Le tableau IIl.1 présente quelques caractéristiques des CDx naturelles. Bien que
toutes les cyclodextrines soient solubles en milieu aqueux, leur solubilité dans I'eau
augmente dans le sens : B- < a- < y-CD. Les CDx sont des molécules excipients (conteneur)
qui pourraient abriter dans leurs cavités différents composés organiques et inorganiques
de différentes charges (+, -, neutre) ou méme radicales. Elles sont largement utilisées
pour solubiliser les molécules hydrophobes dans des solutions aqueuses. Les molécules a

contenir sont en relation avec le diameétre de la cavité.
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Figure IIL.1 : Structure des cyclodextrines (adapté de Dodziuk, 2006).

Tableau III.1. Quelques propriétés chimiques des cyclodextrines (Dodziuk, 2a006)

a-CDx B-CDx y-CDx
Nombre d’'unité glucose 6 7 8
Poids moléculaire 972 1134 1296
Diametre de la cavité intérieur (pm) 500 620 800
Diameétre extérieur (pm) 1460 1540 1750
Volume de la cavité (10 pm3) 174 262 427
Solubilité dans I'eau (t° 25°C, g/100mL) 14,5 1,85 23,2
Tension de la surface (MN/m) 71 71 71
Marges de Température de fusion 255-260 255-265 240-245
Nombre de molécules d’eau dans la cavité 6 11 17

[ =)



Les cyclodextrines peuvent étre modifiées afin d’améliorer leurs propriétés de
complexation ce qui les rend plus appropriées a différentes applications, particulierement
Paugmentation de la solubilité et d’atteindre une grande sélectivité. Les dérivés de
synthese des CDx sont obtenus suite a la substitution des groupes hydroxyles (OH) par
d’autres groupes hydroxypropyle (HP-; R= [CHz-CH(CH3)-O]-H), sulfopropyl (SBE-; R=-
[CH2]4-O-SO3Na) et carboxymethyl-cyclodextrines (Meb-; R= CH3) (Hattori & lkeda,
2006).

Le greffage de ces substituant sur les OH réactionnels (respectivement (a-) 18, (B)
21 et (y) 24) peut étre aléatoire ou bien ciblé. Il est caractérisé par un degré de
substitution (D.S.) moyen qui s’applique sur un seul OH (mono-modification en C6, C2 ou
C3), ou a une substitution des trois groupes OH, appelée la “per-modification”. En effet,
le C6-OH est basique et le plus nucléophile, le C2-OH est acide alors que le C3-OH est le

plus inaccessible a la substitution (Hattori & lkeda, 2006).

Les CDx modifiées sont synthétisées pour obtenir une solubilité aqueuse supérieure
a celle des composés parents, surtout dans le cas de la B-CDx (faiblement soluble), ou
’augmentation du degré de méthylation favorise la solubilisation jusqu’a ce que 2/3 de
tous les groupements hydroxyles soient substitués (Tableau IIL.2). On observe a titre
d’exemple une nette amélioration de la solubilité de 1,85g/100mL (B-CDX naturelle) a

57g/100mL (Dimeb-B-CDx), ce qui représente un gain de plus de 3000%.

Tableau IIL.2. Caractéristiques de quelques cyclodextrines modifiées (Castang, 2010)

Cyclodextrine DS Masse moléculaire Solubilité a 25°C (g/100mL)
Dimeb- B-CD 2 1331 572
Trimeb- 3-CD 3 1429 31a
Rameb- B-CD 1,8 1312 >50p
Crysmeb- B-CD 0,57 1191 22¢
HP- B-CD 0,65 1400 >60P
SBE- B-CD 0,9 2163 >50b
HP-y-CD 0,6 1676 >50b

a(Mosher & Thompson, 2000), P(Loftsson & Duchene, 2007), <(Roquette Fréres, 2006) In : (Castang, 2010)
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II1.2. Les Complexes d’inclusion a la cvclodextrine :

Le fait que les cyclodextrines possédent une structure particuliére et une double
polarité, elles ont permis a des molécules “d’intérét ” lipophiles d’étre encapsulées -
totalement ou partiellement- dans les cavités hydrophobes des CDx. En effet, utiliser les
CDx comme “conteneurs” est une technologie particuliére pour augmenter la solubilité
aqueuse des composés lipophiles et un moyen intéressant qui présente un vaste éventail

d’applications.

Une CDx non complexée ne présente pas une cavité vide, quand elle ne contient
aucune molécule « abritée », il y a au moins une molécule du solvant a I'intérieur de cette
cavité. Dans le solvant “Eau”, Le processus d’inclusion se met en place par remplacement,
dans la cavité des molécules d'eau par des molécules hydrophobes. Malgré que la
compréhension de la force qui dérive la complexation n’est pas totalement cernée, on
sais qu’il n’y a aucun lien covalent formé ou rompu durant le processus ; la seul force qui
stabilise le systeme sont des associations attractives apolaires-apolaires de ‘“Van der
Waals” entre molécule «abritée » et la paroi cavitaire de CDx (Del Valle, 2004). Le
processus de complexation est réversible, les molécules complexées sont en équilibre
avec les molécules libres en solution qui peut étre quantifié par une constante d’équilibre

appelée constante de stabilité.

On parle de complexe 1:1 lorsqu’une molécule invitée interagit avec une molécule
de cyclodextrine. Un complexe 1:2 voire 1:3 est formé si la molécule invitée est de grande
taille et si plusieurs molécules de cyclodextrines peuvent interagir avec elle. Par contre,
un rapport 2:1 est obtenu dans le cas ou la cavité de la cyclodextrine est suffisamment
spacieuse pour accueillir deux molécules. La taille de la cavité et de la molécule invitée
ainsi que leurs caractéristiques jouent un réle important dans le processus de

complexation (Szejtli, 1988).
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II1.3. Apercu sur les domaines d’applications des cyclodextrines :

Parce que on peut varier les substances “d’intérét” et leurs conteneurs appropriés,
les cyclodextrines et leurs complexes présentent d’innombrables formes d’applications
en pharmacologie, cosmétique, industrie alimentaire, chimie, nanotechnologie, culture

cellulaire et autres.

Dans ce sous chapitre, nous exposerons brievement quelques exemples
d’applications de cyclodextrines. Mais surtout, nous nous focaliserons sur les complexes

de deux substances utilisées dans notre travail, le cholestérol et la vitamine E.

Cette technologie peut étre utilisée pour différentes stratégies: afin de stabiliser
des substances sensibles a 'oxydation ou a la lumiere; modifier la réactivité chimique
d’une substance désirée; améliorer la solubilité ; modifier la texture des liquides et
solides ; protéger contre la dégradation microbienne ; masquer les pigments, couleurs et
odeurs non tolérées et constituer un microenvironnement catalyseur d’une réaction

enzymatique (Hattori & Ikeda, 2006).

En formulations médicamenteuses, les drivés de CDx sont applicables comme des
conteneurs fonctionnels a propriétés multiples ; puisque les CDx sont bien tolérables par
la voie orale, faiblement toxiques et résistent a I’acidité gastrique, les CDx améliorent la
solubilité, la stabilité et biodisponibilité des molécules médicamenteuses et servent a
contréler la cinétique de libération du médicament. A titre d’exemple, les B-CDx
méthylées ont été utilisées pour augmenter la biodisponibilité orale de I'ltraconazole,
Tacrolimus, Closporine et PInsuline. Elles peuvent réduire lirritation gastrique du
Piroxicam, et le complexe d’inclusion Degoxine-CDx supprime son hydrolyse acide dans
’estomac. Les CDx sont aussi utilisées pour masquer le gout bitter de quelques anti-
histaminiques (Diphenhydramine, Cetirizine, Epinastine), ou ralentir la photo-
decarboxylation du Benoxaprofen en constituant un microenvironnement alkalin. En
forme solide, les CDx hydroxy-propylées et méthylées inhibent la dégradation thermique
des substances huileuses comme la Prostaglandine-E suite a une faible conductivité

thermique (Uekama et al., 2006).
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Pour contréler la libération du médicament, plusieurs dérivés des CDx ont été
utilisés pour différents objectifs. Le contr6le du profile “taux plasmatique/temps’ aprés
une administration orale est classé en: 1) libération immédiate, 2) retard et 3)
prolongée. Par exemples, les CDx hydrophyles améliorent la libération immédiate des
substances faiblement hydrosolubles comme les prostaglandines, stéroides, les anti-
inflammatoires non stéroidiens, les antidiabétiques et les vitamines liposolubles (Uekama
et al., 2006). On utilise les CDx hydrophobes (éthylées) pour favoriser la libération lente
d’une substance soluble avec une faible demi-vie, la libération d’Isosorbide complexé en
film cutané est ainsi prolongée pour 10h (Hirayama et al, 2001); le complexe
Metroprolol/3-CDx/Ethylcellulose  réduit la posologie a une prise/24h suite a une

formulation d’un gel visqueux dans des tablettes micro-poreuses (Uekama et al., 2006).

Les CDx permettent aussi des formules plus innovantes avec les liposomes en
constituant des micro-ou nano-sphéres polymériques; le concept “ Drug-in-CDx-in-
Liposome” augmente la quantité du principe actif encapsulé dans la partie aqueuse des
liposomes (Singh et al., 2002). Les CDx se présentent aussi dans un systéme dispersé de
billes semi-solides (0.3 a 8 mm) composées de CDx, eau, et huile de soja pour libérer

efficacement les principes actifs lipophiles (Castang, 2010).

Par ailleurs, les cyclodextrines non complexées sont utilisées comme promoteurs
de pénétration (Matilainen et al., 2008). Les CDx méthylées vont altérer les propriétés de
barriére des membranes biologiques par I’extraction de composés lipidiques ou par leur
fluidification, ce qui favorise le passage de substances actives. Leur mécanisme d’action
comme promoteurs d’absorption (a travers I'épithélium respiratoire par exemple)
pourrait également s’expliquer par leur capacité a ouvrir ou perturber transitoirement les

jonctions serrées et donc le passage para-cellulaire (Belhadj Salem et al., 2009).
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I11.3.1 Les interactions cvclodextrines - membrane plasmique :

L’affinité des cyclodextrines aux substances lipidiques a permis de les utiliser pour
manipuler les constituants lipidiques de la membrane plasmique sur différents modeles
cellulaires. Parmi les éléments de la bicouche, le cholestérol a été ciblé a cause de son
importance sur la fluidité et sur le fonctionnement des radeaux lipidique « rafts » et les
voies de signalisation qu’ils assurent. La déplétion de la membrane de son cholestérol
« Cholesterol Efflux » ou bien son enrichissement sont les deux principales applications
des CDx; les cyclodextrines peuvent aussi interagir avec les autres constituants

phospholipidiques ou protéiques.

111.3.1.1. La manipulation du cholestérol membranaire :

L’utilisation des CDx comme un systéme accepteur de stérols a été étudié depuis les
années 90 (Kilsdonk et al., 1995) . En particulier, la B-cyclodextrine apparait plus efficace
pour accepter les stérols a cause de son diamétre approprié. La déplétion est en fonction
du type de CDx, sa concentration, le temps d’incubation, la température et le type
cellulaire. Les Méthyl-B-CDx apparaissent plus efficaces que celles hydroxypropyl-B-CDx,
carboxyméthyl B-CDx, et les sulfates-B-CDx. En effet, aprés 8 heures d’incubation avec
une dose élevée de méthyl- B-CDx (5-10 mM) on provoque une déplétion de 80-90% du
cholestérol des fibroblastes murins, contre environ 50% pour hydroxypropyl-g-CDx
(Kilsdonk et al., 1995); Les cellules vont ainsi perdre leur morphologie, et dans les cas

extrémes vont étre non viables.

Le degré de déplétion en cholestérol peut étre différent entre les types cellulaires
utilisés. Le tableau II.3 montre une grande variabilité malgré I'utilisation d’une dose et
une incubation comparable. La majeure partie du cholestérol est libérée durant les deux

premieres heures d’incubation, puis, un équilibre est atteint.

Dans certaines conditions, une incubation courte (30 min) a faible concentration
(0,5mM) provoque une augmentation en cholestérol cellulaire chez les lymphocyte T et le
fait d’augmenter la durée d’incubation a 60 min inversera le phénomene (Zidovetzki et al

2007).
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Tableau II1.3. : Exemples de déplétion de cholestérol libre par Méthyle-f3-CDx

[MB-CDx]/temps Type cellulaire Déplétion Auteurs

20mM/8 h Mouse fibroblast ~100% Kilsdonk et al., 1995
10 mM/2 h Rod disk membrane ~65% Niu etal., 2002

10 mM/1h Mast cells ~60% Sheets et al., 1999
10mM/1h Arterial rings ~20% Dreja et al.,, 2002

5 mM/8h Mouse fibroblast ~80% Kilsdonk et al., 1995
5mM/2h Aortic endothelium ~90% Levitin et al., 2000
2,5 mM/2h Rat hepatoma ~70% Christian et al., 1997
0,5mM/0,3h Lymphocyte T 2 fois + Fulop et al,, 2001
0,5 mM/1h Lymphocyte T ~30% Fulop et al., 2001

Adapté de Zidovetzki et al, 2007

La B-CDx se comporte aussi comme un « donneur » de cholestérol ou la MB-CD
s’est avérée meilleur que le dérivé hydroxy-propylé (Christian et al., 1997). Les
complexes synthétisés in-vitro de cholestérol:cyclodextrines permettent d’enrichir les

membranes en cholestérol (Yancey et al. 1996).

Les B-cyclodextrines seraient capables d’appauvrir en cholestérol des fractions
de membranes correspondant aux radeaux lipidiques (« raft fractions ») ou non (« non-
raft fractions). L’extraction du cholestérol par les cyclodextrines perturbe I’organisation

de ces microdomaines et interfere avec leur fonctionnalité (Zidovetzki et al., 2007).

L’extraction du cholestérol par les CDx est exploitée pour étudier la fonction des
radeaux lipidiques et des cavéoles membranaires. Ces micro domaines hétérogenes
riches en sphingolipides et cholestérol, auxquels sont également associées des molécules
spécifiques telles que les récepteurs a activité tyrosine kinase (Anderson and Jacobson,
2002), sont impliqués dans la transduction des signaux cellulaires (Pike, 2006 ; Zidovetzki
etal,2007) etjouent de plus un réle essentiel dans divers processus biologiques comme
’apoptose, l'adhésion et la migration cellulaire, les transmissions synaptiques,

I’organisation du cytosquelette (Castagn. 2010).
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II1.3.2 Les complexes cvclodextrines - tocophérols :

I11.3.2.1. Structure et propriété des tocophérols :

La vitamine E (Vit-E) a été découverte suite aux travaux d’Evans et Bishop. (1922)
comme un facteur (X) essentiel pour la reproduction; ensuite, la nomenclature octroyée
est «toco,phér,ol » pour “tokos” (naissance) et “phorein” (avoir quatre) ; le suffix “ol”

indique ¢a nature phénolique (Kamel-Eldin et Appelvist, 1996).

La Vit-E possede deux formes essentielles, tocophérol et tocorienol qui se
compose structurellement d’un noyau chromanol (avec deux anneaux, phénolique et
hétérocyclique) nommé a, 3, y ou & selon le nombre de substitution en méthyle sur le

noyau phénolique et une chaine latérale de 16 atomes de carbone.

Le tocophérol possede une chaine saturée et le tocotrienol possede un noyau

chromanol identique mais une chaine insaturée dans trois positions (tableau I11.4).

La vitamine E se caractérise par un caractére lipophile et un potentiel
antioxydant ; elle représente un inhibiteur efficace de la peroxydation lipidique dans les

membranes biologiques.

Tableau II1.4. Structure de la vitamine E : tocophérol et tocorienol

R1 R2 Nomenclature

CHz CH3 a-tocophérol
CHs H B-tocophérol
H CHz vy-tocophérol
H H  &-tocophérol

R1 R2 Nomenclature

CHs CH3 o-tocotrienol

CHs H B-tocotrienol

H CHs y-tocotrienol

H H §- tocotrienol

Adapté de (Kamel-Eldin et Appelvist, 1996)
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Le caractere antioxydant des tocophérols (Toc) a été relié au transfert de proton
d’hydrogéne du groupe “OH” du Toc-H par un radical pyroxyle (LOO); le transfert
produira un radical Toc’, qui se combine avec un autre radical pyroxyle pour avoir un

produit final non réactif (Mukai et al., 1992).

LOO" + Toc-H = LOOH + Toc’

LOO" + Toc" - produit non radicalaire

En utilisant la chimiluminescence du luminol (éclat bleu) induit par un générateur de
radical pyroxyle (ROO") AMVN (2,2'-Azobis-2,4-di-Methyl-Valero-Nitrile), Susuki et al.
(1993) ont démontré le potentiel antioxydant de I"a-tocophérol et a-tocotrienol dans
un model de liposome. Ces molécules sont capables de désactiver la chimiluminescence
induit par PAMVN par des concentrations respectives de 50nM (a-tocophérol) et 15nM
(a-tocotrienol). lls indiquent aussi que les a-tocotrienols sont plus efficaces sur le

potentiel de piégeage des ROO" que ceux des I'a-tocophérols (Figure II1.2).
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Figure IIL.2 : comparaison de l'activité anti-oxydante par chimiluminescence de a-
tocophérol et a-tocotrienol dans un model de liposome. Le générateur de radical peroxyl
ROO" est AMVN (2,5mM) ; luminol (150pum). a.) 40°c [Vit-E]=25 nM ; b.) 50°C [Vit-E]= 200
nM ; ¢.) 30°C [Vit-E]=5 nM. (Susuki et al. 1993).
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I11.3.2.2. Le complexe cvclodextrines-tocophérols :

La cyclodextrine est une molécule utile pour solubiliser la Vit-E pour augmenter sa
biodisponibilité, mais aussi, pour évaluer le potentiel de piégeage “scavenger” de celle-ci
dans les conditions des milieux aqueux. Sur un plan structurel, Sueishi et al. (2012) ont
suggéré par des mesures de résonance magnétique nucléaire (NMR) que le complexe
d’inclusion du di-méthyl-B-cyclodextrine avec les différents analogues de la Vit-E abrite la
chaine latérale de cette derniére dans la cavité de la CDx; ceci indique que I'effet de la
complexassion est négligeable sur le potentiel antioxydant du noyau chromanol réactif

(Figure II1.3).

L’évaluation du potentiel scavenger du complexe di-méthyl-B-CDx-VitE dans le
milieu aqueux a I’égard du radical oxygéne (RO") par une méthode spectrométrique
ORAC-EPR (Oxygen Radical Absorbance Capacity by Electron Paramagnetic Resonance)
(dont le RO’ est mesuré directement par spin-trap) a démontré un potentiel antioxydant
sous le méme ordre de a- > B- = y- > d-tocophérols que celui des tocophérols non
complexés. Le potentiel de piégeage des complexes 3-CDx tocophérol est comparable

aux complexes avec les tocotrienols (Sueishi et al., 2012) (Tableau IIL5).

les piques sur les spectre H-NMR de chaque
molécules indique la resonance de chaque

1 HyCO OCH;

protons respectifs.
4 CH;  H,C(6)

1 H H-5 Remarquer que les piques des protons H-5, C(6)-H
H- H-3 et C(6)OCH3 des Di-Méthyl-f-CDx sont détecté en
2 croisant avec les piques des protons C(1'- 13")H de

HyCO OCH, k chaine htérak du l'a-tocophérol (cercl pointill).
L —C®OCH,

1 i_f— — C(2)OCH, Les protons de I'anneau chromanol ne se croisent
—— (1) i-Méthvl-B-

d '“h-ﬂ..q_" . pas avec ceux des Di-Méthyl-B-CDx.

1 H-3

Figure II1.3 : a.) 2D NMR spectre a 29°C, [a-tocopherol] = 10x10-3 mol dm-3, [BMethyl-
CDx] =10.3x10-3mol dm=3. b.) La structure plausible du complexes B-CDx-toc.
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Tableau II1.5 : Les potentiels du piégeage du radical RO’ des différents complexes des

analogues de la Vit-E en terme de constants “k” par ORAC-EPR (Sueishi et al., 2012).

Dérivés de

VitE/D-Methyl-B-CDx kaox/kpmpo K/k «-Tocophérol
a-Tocophérol:CD 7,32 +0,30 1,0
-Tocophérol:CD 4,14 + 0,25 0,57
y-Tocophérol:CD 4,96+ 0,42 0,68
6-Tocophérol:CD 2,99 +0,11 0,41
o-Tocotrienol:CD 8,46 £ 0,09 1,16
y-Tocotrienol:CD 3,49 +0,10 0,48
6-Tocotrienol:CD 2,96 +£0,10 0,40

kaox = constant de piégeage du RO’ de I'antioxydant en complexe avec CDx ; kompo = constant de piégeage d’'un spin-
trap DMPO (5,5-dimethyl-pyrroline N-oxide) en complexe avec CDx ; kaox/kpmpo = le rapport de compétition entre
AOx et DMPO ; k/k a-Tocophérol = rapport entre le potentiel de piégeage des différents complexes sur le potentiel de 'a-
tocophérol non complexé. Le générateur du radical RO est AAPH (2,2 0-Azobis(2-amidino-propane)

dihydrochloride) par une irradiation a UV.

En milieu aqueux, et par le biais des complexes a cyclodextrines, les tocophérols et
tocotrienols semblent avoir des potentiels antioxydants comparables. Susuki et al.
(1993)  suggérent sur un model de liposome que les tocotrienols exhiberaient un
potentiel de piégeage significativement plus élevé que les tocophérols. Néanmoins,
selon Sueishi et al., (2012), la comparaison avec I'a-Tocophérol naturel montre que le
complexe avec les CDx n’atténue pas le potentiel anti-oxydant en faveur des dérivés a-

phérol et a-trienol.
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I11.4. Les applications des cyclodextrines dans la biotechnologie spermatique :

I11.4.1. La CDx pour moduler la capacitation et la fertilisation in-vitro:

En biotechnologie spermatique, les cyclodextrines sont utilisées pour moduler la
capacitation et la réaction acrosomique (AR) in-vitro, lequelles sont étroitement liées
avec la déplétion du cholestérol ‘“cholestérol efflux” (Iborra et al., 2000). L’utilisation des

CDx présente 'avantage d’étudier spécifiquement la dynamique du cholestérol-efflux sur

ces phénomeénes, contrairement a I'utilisation classique du fluide utérin ou folliculaire qui
présentent différents voies promotrices de capacitation et d’AR, dont les principaux sont
’albumine, L’HDL et la progestérone. De méme, I'utilisation in-vitro de I’albumine issu du
sérum sanguin bovin (BSA) présente des impuretés lipidiques et la présence d’autres
activateurs d’AR qui peut expliquer des résultats controversés des différentes études
(38% sur 2h (Langlais et al., 1988) ; 5% surde 5 h (Sugkraroek et al., 1991) ;15 % sur 15
h (Benoff et al., 1993). Aussi, I'utilisation de I’héparine ne trouve que peu d’intérét pour
initier la capacitation sur les spermatozoides testiculaires et épididymaires (qui ne
présentent pas les protéines manteaux réactives a I’héparine), alors qu’on peut explorer

par le biais des CDx la capacitation et I’AR dans cette classe.

Iborra et al. (2000) ont montré chez le spz du mouton que le Chl-efflux par f-CDx
est plus rapide (t,, = 10 min) comparé a celui du fluide folliculaire (t,, > 1 h), la déplétion
est dose dépendante (30% a 2 mM B-CDx; 50 % a 4 mM B-CDx) mais seulement un efflux
de 50 a 65 % est capable d’induire la réaction acrosomique ; le fait d’utiliser plus 8 mM (-

CDx n’a aucun effet notable sur le Chl-efflux ni sur ’AR.

Dans la fécondation in-vitro (IVF), la -CDx (1,5 mM) augmente significativement le
taux de fertilisation des oocyste (66% Takeo et al., 2008 ; 70% Kato et al., 2010 ; 80%
Nagao et al.,, 2010) et la capacité d’attachement a la zone pellucide (Parinaud et al.,
2000). Le traitement des spz par CDx s’applique aussi dans I‘Intra-Cytoplasmic-Sperm-
Injection (ICSI). En effet, le fait de I'intromission forcée de la membrane et du contenu
acrosomique (enzymes) d’un spz non capacité dans 'ooplasme du zygote provoquerait
des aberrations chromosomiques chez les embryons. Les MB-CDx (1 mM) réduisent
significativement les taux de ces aberrations de 10,8 % a 4,5 % (Tateno, 2010) et

augmentent la réussite de ICSI (Aguila et al., 2017).
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111.4.2. L'utilisation des CDx dans la congélation spermatique :

A). L'utilisation des cyclodextrines non complexées :

Le potentiel des CDx “non chargées” sur la conservation du sperme est peu étudié.
Cependant, Zeng et Terada. (2000, 2001) ont montré qu’exposer le sperme du porc
aux hydroxypropyle--CDx ou Méthyle-3-CDx durant la phase d’équilibration (3h) a 5°C
augmente significativement les parameétres en post-décongélation avec des effets sur:
1). L’intégrité acrosomique de I'ordre de 40~60% pour 20-40mM HBCD/MBCD, 2). La
motilité a 37°C pendant 2h d’incubation (~44% pour 20mM HBCD/MBCD, 13-16% control),
et 3). Les parametres CASA (VSL: 28 vs 23 pym/s, LIN : 60 vs 53%, STR: 80 vs 74%). Les
deux études (Zeng et Terada. 2000, 2001) ont noté aussi que le fait d’ajouter le
cholestérol (10mM) aux HBCDx/MBCD annule I'effet protecteur que les formes non
complexées ont fournit (L’IA s’est diminuée a 20%, la motilité a 5~14%, VSL a 13 pm/s,

LIN 2 47% et STR a 62%).

Dans le méme sens, Partyka et al. (2016) ont observé chez le coq, que Le
traitement avec 2mg d'HBCD a amélioré —en comparaison avec le CLC (2mg)- (Tableau
I11.6) le pourcentage de viabilité (53,5% vs 43,1%), motilité (23,5% vs 19%), VCL (78,9% vs
59,5%), VSL (29,56% vs 19,8%), VAP (39,6% vs 26,4%) et LIN (37% vs 26.4%) apres
décongélation. Cependant chez le bovin, Lee et al.,, (2016) ont montré des résultats
controversés et ils ont noté que le traitement du sperme sexé par MBCD a
significativement réduit la viabilité (< 20%) et a augmenté les dommages acrosomiques

(entre 20% et 40%) avec plus de vulnérabilité des spermatozoides Y.

B). L’utilisation du Cholestérol-loaded-Cyclodextrins (CLC) :

Les Cdx —‘“conteneur”’- offrent plusieurs intéréts d’application pour enrichir la
membrane spermatique par du Cholestérol (Chl). Le Chl s’interagit avec les chaines gras
des phospholipides (PL) et permet de moduler la fluidité et le maintien d’un arrangement
lamellaire aléatoire, et le fait d’augmenter le ratio Chl/PL élargit la phase de transition et
réduit la perte membranaire lorsque la température décroit (Amann et Pickett, 1987;

Drobnis et al. 1993).
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Pour cette raison,le concept de traiter le sperme par du Cholesterol-Loaded-

Cyclodextrins (CLC) pourrait préserver I'intégrité structurale des spermatozoides et

améliorer leur tolérance aux dommages de la congélation.

Le traitement du sperme par le CLC a été étudié chez plusieurs especes animales
en utilisant différents types de Cdx et a des concentrations diverses. A température
ambiante ou a 37 °C, le CLC améliore la tolérance osmotique et inhibe Ia réaction
acrosomique précoce (Aksoy et al., 2010 ; Serin et al., 2011; Clazar et al, 2000 ). Chez le
cheval, le traitement CLC améliore la durée de réfrigération en préservant une bonne
qualité de motilité et de viabilité (tableau IIL6), et réduit le taux de la réaction
acrosomique incité par le calcium ionophore pour le sperme frais (44 vs 55%) ou

réfrigéré a 4°C (47 vs 68 %) (Hartwig et al., 2014).

En Cryopreservation, plusieurs études (revue par Mocé et al, 2010a) ont montré
que le traitement CLC augmente la teneur en cholestérol des spermatozoides de 2 a 3
fois chez le taureau, et le bélier (Purdy & Graham. 2004b ; Mocé et al., 2010b). L'effet
du CLC sur la motilité, viabilité, et la réaction acrosomique (Tableau IIL.7) est variable
selon les espéces; cependant, la plupart des études rapportent une augmentation des

taux de viabilité de 10 a 20 %.

Tableau I11.6 : L’effet de CLC sur la qualité du sperme conservé en réfrigération

La durée de conservation
Auteurs (mg / 120 x 106 spz)

Parametres 6h 24h 48h 72h
---- 56 vs 50 58 vs 22 39vs15 Torresetal, 2006 (2.5mg)
MOT (%) 78vs 76 66 vs 59 51 vs 41 Crispillo et al, 2011 (3mg)
---- 72 vs 55 65vs 39 ---- Hartwig et al, 2014 (1.5mg)
---- 33vs18 22vs 15 15vs5  Torresetal,2006 (2.5mg)
PMOT (%) 31,8vs 31,6 23,3 vs 21,3 15,4 vs 12 Crispillo et al, 2013 (3mg)
-—-- 43 vs 28 36vs18 ---- Hartwig et al., 2014 (1.5mg)
" § ---- 214 vs 199 216 vs 191 ---- Hartwig et al, 2014 (1.5mg)
6
E ;ﬁ) o Q 86.3 vs 85.7 75,4vs 72,4 67,3vs61.4 ——-- Crispillo et al., 2013 (3mg)
§ < < g 118 vs 105 115 vs 98 Hartwig et al, 2014 (1.5mg)
©
A z ---- 96 vs 83 90 vs 75 -—--- Hartwig et al., 2014 (1.5mg)
o ---- 51vs 39 43 vs 21 30vs13 Torresetal, 2006 (HOST)
Viabiliteé (%) 64.1vs 61.1 57,9vs52,4 48,7 vs 40 Crispillo et al,, 2013 (FITC-PNA)
---- 68 vs 58 64 vs 50 — Hartwig et al., 2014 (IP)
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Le traitement des spermatozoides avec le CLC modifie les caractéristiques de

perméabilité de la membrane et celles-ci élargissent a leur tour les limites de tolérance

osmotique des spermatozoides de toutes les especes étudiées que les spermatozoides

soient soumis a des conditions hypertoniques ou hypotoniques (revue de Mocé et al,

2010a) ce qui explique partiellement la meilleur viabilité.

Chez le porc, le traitement & 12,5Mg/500 x 10° spz ne réduit pas significativement

les valeurs des différents vitesses des gameétes (VCL: 66 vs 75 pm/S) (Tomas et al,

2014). Chez le lapin, le CLC (3mg) améliore significativement la VCL (86,9 vs 72,1 pm/S)

et diminue la LIN (54,6 vs 63,7) (Nishigima et al., 2014).

Tableau II1.7 : I'effet du traitement CLC sur la qualité du sperme congelé

(%) AR! or
MOT (%) Intégrité (%)
L’espéce Auteurs (mg CLC / 120x10¢) Capacitation?
Moreas et al., 2010 (1.5mg) 56 vs 32 -—-- ----
Taureau Purdy et Graham. 2004a (1.5mg) 60 vs 42 55vs 46 ----
Mocé et al., 2014 (2mg) slow freez 78 vs 75 74 vs 62 ----
Mocé et al., 2014 (2mg) rapid freez | 58 vs 34 70 vs 34 ----
Longobardi etal., 2016 (1.5mg) 68 vs 66 87 vs 86 37.8 vs69.6
Buffallo | Rajoriyaetal, 2016 (3mg) -—-- 64 vs 45 33 ps55M
Lone etal, 2016 (3mg) 54 vs 50 60 vs 56 ----
Olivieira et al., 2010 (1,5mg) Similaire 34 vs 20 9vys18
Etalon Pamornsakda et al., 2011 (1.5mg) 72 vs 65 82vs74 63 vs 51 (acrosome intact)
Moraes etal, 2015 (1.5mg) HBCD 69 vs 55 47 vs 28 ----
Mocé et al., 2014 (2mg) slow freez 73 vs 65 46,7 vs 35,4 -—--
Bouc Mocé et al., 2014 (2mg) rapid freez | 33 vs 8.8 15vs3.3 ----
Konyali et al., 2015 (1mg) 67 vs 59 57 vs 44 ----
Salmon et al, 2016 (3mg) 60 vs 40 50vs 21 ----
Mocé et al., 2010b (2mg) 45vs 28 47 vs 24 ----
Bélier Purdy et Graham. 2010 (2mg) 44vs31 15,4vs10,9 ----
Naseer et al,, 2015 (3mg) 38vs 36 49vs 41 25vs75M; 35 vs 65@
Porc Leeetal,2015(1.5mg) | = ----- 75vs 59 10 vs 20M; 35 vs 65@
Lapin Mocé et Graham. 2005 (5mg) 17 vs 14 31vs 33 ----
Nishigima et Al., 2014 (3mg) 29vs 21 ---- ----
Partyka et al, 2016 (HBCD 2mg) 23,5vs21 53 vs 43 ----
Coq Partyka etal, 2016 (1mg) 18 vs 21 40,6 vs 42,9 ----
Partyka etal, 2016 (2mg) 19vs 21 43 vs 43 ----
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Chapitre IV

Matériels & Méthodes



Chapitre 4 : Matériel et Méthodes

IV.1. Cadre et concept de I'étude :

Notre étude a eu comme objectif d’évaluer l'intérét de conserver a basse
température la semence du lapin lorsqu’on supplémente le dilueur de base (TRIS) par
différents traitements (Cholestérol, a-Tocophérol et acide ascorbique). Le cholestérol et
la vitamine E sont présentés sous une forme complexée avec la cyclodextrine nommée

CLC (Cholesterol-Loaded-Cyclodextrin) et TLC (a-Tocopherol-Loaded-Cyclodextrin).

Le choix de la cyclodextrine est lié a son potentiel solubilisant dans les milieux
aqueux afin de rendre le cholestérol et I'a-Tocophérol (faiblement solubles) plus
disponibles pour la cellule « spermatozoide ». Notre hypothése est que ces complexes
excipients apporteront au spermatozoide une stabilité membranaire et des éléments de
protection anti-oxydants pour contrecarrer les dommages liés a la conservation a basse

température.
IV.2. Le plan expérimental :
Nous avons effectué deux essais expérimentaux (Figure IV.1) :

1V.2.a Essai de congélation a - 196°C:

Cet essai été réalisé au laboratoire de reproduction animale, université
Abderrrahmane Mira Bejaia et au Laboratoire de Biotechnologie sur une période allant de
Mars-Avril 2013. Nous avons testé 'effet de la cyclodextrine (Cdx), du cholestérol (Chl) et
de 'a-Tocophérol (Toc) seuls et en association avec les cyclodextrines a savoir CLC, TLC

séparément ou ensemble (CLC/TLC).

1V.2.b Essai de réfrigération a 4°C :

Cet essai été réalisé au Laboratoire de Biotechnologie et de Reproduction Animale
(LBRA) de Pinstitut vétérinaire a I’'Université de Blida 2, et la laboratoire de I'université
de Médéa ; sur une période allant de Janvier-Juin 2017. Nous avons exploré a 4°C I'effet
synergique de I'acide ascorbique (vitamine C: VitC) et des complexes susmentionnés

CLC/VitC, TLC/VitC et CLC/TLC/VitC (Figure IV.1).
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-

Figure IV.1 : Diagramme de I’étude expérimentale.

Mm: Motilité massale; Mi: Motililté individuelle ; VCL: curvilinear velocity (um/s); VAP: average path velocity (um/s); VSL: straight-line
(rectilinear) velocity (um/s); BCF: beat cross frequency (HZ) : average at which curvilinear path crosses the average path. ALH:
amplitude of lateral head displacement (um); LIN: linearity (VSL/VCL); STR: straightness (VSL/VAP) ;

—
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IV.3. Animaux :

Les animaux que nous avons utilisés dans cette étude sont des reproducteurs males
de la population blanche locale. Ils ont été choisis sur la base de leurs ages et leurs
historiques de fertilité prouvée aupres des éleveurs respectifs. Nous avons utilisé un total

de 17 lapins males. Tous les sujets sont sexuellement matures et agés entre 6 et 12 mois.

1V.4. Réactifs et préparation de complexes :

Tous les réactifs utilisés sont obtenus aupres de la compagnie SIGMA-ALDRICH ®

(PROCHIMA- SIGMA - Tlemcen, Algérie).

1.V.4.1. Préparation du Cholesterol-Loaded-Cyclodextrin (CLC):

Le complexe du cholestérol avec la méthyl-B-cyclodextine, nommé CLC (cholesterol-
loaded-cyclodextrins) est préparé selon la méthode décrite par Purdy & Craham, 2004a.
Dans un tube de verre, 1g de méthyl--B-cyclodextine est dissout dans 2mL de méthanol.
Dans un deuxiéme tube de verre, 200mg de cholestérol sont dissouts dans 1mL de
chloroforme. Un volume de 0,45mL de la solution de cholestérol est ajouté et mixé a la
solution de cyclodextrine. Le mélange obtenu est maintenu en agitation durant 24h a
température ambiante a I’abri de la lumiéere. Le solvant est évaporé sous vacuum par
rotation. Un résidu sous forme de poudre cristalline est obtenu et conservé jusqu’au jour

d’utilisation.

Le complexe d’a-Tocopherol avec la méthyl-B-cyclodextine, nommé TLC
(Tocopherol-loaded-cyclodextrins), est préparé avec un ratio molaire 1:1 selon la méthode
de co-évaporation décrite par Koontz et al., 2009. La méthyl-B-cyclodextine (309,11mg)
et 'a-Tocopherol (100mg) sont dissouts dans 50mL d’éthanol. Le mélange obtenu est
maintenu sous agitation durant 24h a température ambiante a I’abri de la lumiere. Le
solvant est évaporé sous vacuome par rotation, un résidu sous forme de poudre

cristalline est obtenu et conservé jusqu’au jour de manipulation.
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IV.5. Collecte et évaluation initiale du sperme :

La collecte du sperme est effectuée par le biais d’un vagin artificiel (IMV, France ®).
Brievement, on introduit une femelle immobilisée bout en train dans la cage du male, et
lorsque ce dernier exprime un comportement sexuel (chevauchement), le vagin artificiel
(préalablement chauffé a 50°C) est orienté (sous son abdomen) pour faciliter
intromission du pénis. Les éjaculats qui présentent de I'urine ou du sang sont écartés et

toute présence de gel est éliminée.

Chaque éjaculat est initialement examiné pour son inclusion dans I’étape de
conservation. La motilité massale (Mm) est examinée selon une grille de notation (de 0 a
9) décrite par Boussit, (1989) et Brun et al., (2002); Une goutte de sperme (sans
étalement) est observée sous microscope au grossissement x100, la notation (annexes)
est basée sur le critere de I'intensité des vagues observées. La motilité individuelle (M)
est évaluée sur une échelle de (de 0 a 4) selon Boussit, (1989) par une observation au
grossissement X400 d’une goute de semence diluée (1:5, diluer TRIS) et mise entre lame
et lamelle; la grille de notation (annexes) de la Mi est basée sur I'estimation visuelle de
type de mouvement des spermatozoides; un pourcentage de motilité est alors

subjectivement attribué.

La concentration (Conc) est estimée (million de spz/mL) en utilisant un comptage
sur la chambre hématimétre de THOMA-Zeiss. Nous avons utilisé les directives du
protocole de travail de SACA.INRA (annexes) et le manuel de WHO, 1999. Un volume de
20pl de semence est utilisé a une dilution finale de 1:200 dans une solution de fixation de
formol a 3,5% (1oml de formol 35% dilué dans un litre de solution NaCl 0,9%); apres
homogénéisation, chaque grille de la chambre est remplie de 10pul de la semence diluée,
une lamelle (24x24mm) est déposée ensuite sur I’hématimétre; aprés 10min la
numération est realisée (au grossissement x100) en duplicata sur les deux grilles et le
comptage (pour chaque grille) est effectué sur les deux colonnes centrales; ne sont
comptées que les tétes de spermatozoides (face ou profile) qui touchent les lignes

inferieurs et droits du quadrillage des grands et petits carreaux de la chambre de THOMA.

Seuls les éjaculats qui présentent une Mm 26/9, Mi 23/9 et un pourcentage de

motilité 260%) sont admis a I’étape de conservation.
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IV.6. Traitements et dilueur de conservation :

Les traitements sont préparés en dissolvant la cyclodextrine, le cholestérol, a-
tocopherole, I’acide ascorbique ou les complexes CLC et TLC dans un dilueur de base
«TRIS » (Roca et al, 2000); ce dernier est composé de Tris (hydroxy-methyl-amino-
methane) (3,025g), d’acide citrique (1,7g), glucose (1,25g), Penicilline G (0,1g), di-hydro-
streptomycine (0,1g), et Eau distillé (QS 100ml).

Le dilueur Tris est considéré comme le control. Toutes les solutions de traitement
ont été préparées préalablement et filtrées par des filtres seringues (0,45um) et
conservées avant usage. Le dilueur de congélation est obtenu par ’ajout le di-méthyl-

sulfo-oxide (DMSO) a un taux de 20%.

% Dans la conservation par réfrigération (4°C) et congélation (-196°C), nous avons
utilisé sept traitements:
1). Le control (Tris) (Cntr) ; 2). B-cyclodextrins (Cdx) (0,71mg/ml) ; 3). Cholestérol (Chl)
(4mg/ml) ; 4). a-tocopherol (Toc) (0,12mg/ml) ; 5). cholesterol-loaded cyclodextrins (CLC)
(10.86 mg/ml) ; 6). a-tocopherol-loaded cyclodextrins (TLC) (0,92mg/ ml) et 7). CLC+TLC

avec une proportion équivalente (v/v).

K/

« Dans le deuxieme partie, ou la vitamine C est considérée, nous avons utilisé huit
traitements:

1). Le control (Tris) (Cntr); 2). CLC (5mg/ml); 3). vitamin C (VitC) (0,25mg/ml); 4). TLC
(1,25mg/ml) ; 5). TLC+VitC (1,25mg + 0,25mg/ml) ; 6). CLC+VitC (5mg + 0,25mg/ml); 7).
CLC+TLC (5mg + 1,25mg /ml) et 8). CLC+TLC+VitC (5mg + 1,25mg + 0,25mg/ml).
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IV.7. Méthodes de conservation :

IV.7.1. La réfrigération a 4°C:

Le protocole de conservation par réfrigération consiste a mettre les semences
traitées dans un réfrigérateur a 4°C. Initialement, le pool de sperme est dilué a
température ambiante par le diluer TRIS a un ratio de 1:5 pour arriver a une
concentration de 80-100 million spz/ml, le pool dilué est ensuite aliquoté (1ml) dans des
tubes a essai pour les traitements respectifs. Chaque aliquote est dilué a un ratio 1:1 (v/v)

araison de 80-100 millions spz /traitement.

Les concentrations respectives pour Cdx, Chl, Toc, CLC, TLC et CLC+TLC sont de :
0,35;4,;0,06;5,4; 0,46 et 2,7+0,23mg/80-100-106 spz.

Les concentrations respectives en présence de la vitamine C pour CLC, VitC, TLC,
TLC+VitC, CLC+VitC, CLC+TLC et CLC+TLC+VitC sont de: 2,5; 0,125 ; 0,625;
0,625+0,125; 2,5+0,125; 2,5+0,625 ; et 2,5+O,625+O,125mg/80-100-106spz.

Le protocole de congélation a I’azote liquide (-196°C) a été établi selon la méthode
décrite par Rosato & laffaldano, (2013). Le pool de sperme est réfrigéré initialement
durant 90 min pour éviter un choc thermique. Ensuite, le pool est dilué a un ratio de 1:5
avec un dilueur de congélation contenant 20% de DMSO et placé a 4°C pendant 45min
pour équilibration. Le pool dilué est ensuite aliquoté sur sept tube et dilué a un ratio 1:1
(v/v) avec respectivement 1). Le control Tris (Cntr),  2). Cdx ; 3). Chl; 4). Toc; 5). CLC;
6). TLC et 7). CLC+TLC. Les aliquotes traités sont mis dans des paillettes de congélation
de 250l (IMV, France ®) et exposés a la vapeur de I'azote liquide (5¢cm au-dessus de la
surface de l'azote liquide) pendant 10min. les paillettes sont ensuite plongées dans
’azote liquide a -196°c. La décongélation est réalisée par immersion des paillettes

congelées dans un bain marie de 50°C durant 10 secondes et la semence est analysée.
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1V.8. Parameétres analysés:

IV.8.1. Evaluation des parametres cinématiques par l’analyse assistée par

ordinateur (CASA) :

Le principe de fonctionnement du CASA (Computer Assisted Sperm Analyser) est
basé sur un microscope couplé a une caméra vidéo a haute résolution. Sur une séquence
vidéo (25 images/s), le logiciel va suivre le trajet (traking) du spermatozoide en

mouvement et mesurer différentes vitesses (Figure IV.2)

Nous avons utilisé un CASA SCA (Sperm Class analyser) 4.0 (Microptic ®, Espagne)
(voir annexes) en suivant les directives de Castellini & lattaiolli, (1999). Brievement, 10l
de semence (dilution finale 1:20-30) sont placés sur une chambre Makler pré-chauffée et
une mise au point est realisée sous un objectif x10 a contraste de phase; plusieurs
champs (3-5) d’observation sont ensuite analysés par le logiciel pour obtenir un
minimum de 200 spz par traitement. Le logiciel est paramétré pour un rythme de
séquences a 16-25/s; la taille de la cellule de 10,5-24um ; une VAP minium de 20pm/s;
une VAP moyenne de 40pm/s; un minimum de 8 points captés sur le trajet du
spermatozoide et un seuil de linéarité de 70%. Les parametres mesurés sont: curvilinear
velocity (VCL, pm/s) ; straight line velocity (VSL, um/s); average path velocity (VAP, um/s);
amplitude of lateral movement of the head (ALH, pm) and beat cross frequency (BCF,
Hertz). Le pourcentage de mobilité totale (MOT) et le pourcentage de mobilité

progressive (PMOT) spermazoides qui enregistrent une VAP > 50um/s et une liniarité

e VoL "y
|

>75%. Gurvilinear
path ‘x_‘

s

Average
path .

1

1

]

]

> VSL = - [

\// P / "‘ T
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Figure IV.2 : Graphique du trajet spermatique et motilités analysées par CASA.
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1V.8.2. Evaluation de la viabilité par coloration Eosine Nigrosine :

L’appréciation de la viabilité est établie a I'aide de la coloration classique
Eosine/Nigrosine (Bamba, 1988). La notion de viabilité (spermatozoide vivant ou mort),
été basée sur I'intégrité membranaire qui dans le cas ou elle laisse pénétrer le colorant
(Eosine) a lintérieur de la cellule cela signifie que la cellule est morte. Ainsi, le
spermatozoide non viable prend la coloration de I’éosine (rose) et les cellules vivantes
restent incolores, la Nigrosine (bleu-violet) constitue le fond de visualisation. Un
échantillon de 10pl de semence est déposé sur une lame et qui sera mélangé avec 1oul de
I’éosine et 10pl de Nigrosine. Un frottis est réalisé et séché a Iaire libre. L’observation de
la lame est faite sous microscope au grossissement x1000 par I’huile d’immersion. La
mesure de la viabilité est réalisée uniquement dans le deuxiéme essai ou I’effet de la

vitamine C est exploré.

1V.8.3. Evaluation du statut acrosomique par la coloration Tryvpan Blue :

L’évaluation du statut de I'intégralité acrosomique est établie selon la méthode de
Kovacs & Foote, (1992) décrite par Polgar et al., 2004. 10 pl de semence sont mélangés
avec 10ul d’une solution de Blue de Trypan a 0,2% et étalés en frottis. Aprés un séchage a
Pair libre, les frottis sont fixés par une solution de fixation (86ml de HCL a 1N; 14ml de
formaldehyde a 37% et 0,2g de rouge neutre). Les frottis sont ensuite colorés par Giemsa
a 7,5% pendant 3,5h a 37°C; un rincage a I’eau courante et a I’eau distillée pendant deux
minutes est ensuite réalisé. Un minimum de 200 spz est analysé au grossissement x1000
avec huile d’immersion. L’observation évalue chaque spermatozoide pour le classer:
1.) spz vivant avec un acrosome intacte ; 2.) spz vivant avec un acrosome endommagé ;

3.) spz mort avec un acrosome intacte et 4.) spz mort avec un acrosome endommagé.

Les spz vivants montrent une région post-acrosomique transparente, alors que les
morts se colorent en bleu foncé. L’acrosome intacte se caractérise par une téte (région
en amant du segment équatorial) colorée en rose avec une coiffe en croissant pourpre;;

I’acrosome endommagé se colore en noir/bleu foncé (voir annexes).
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1V.8.4. Evaluation du statut oxydatif totale a I'’égard du radical ABTS®*:

L’activité anti-oxydante totale des semences est évaluée par la mesure du degré de
piégeage « scavenger » a I’égard du radical ABTS®" on se basant sur la méthode de Re et
al,. (1999). L’ABTS est solubilisée dans I'eau distillée a une concentration de 7 mM. Le
radical cation (ABTS®") est produit en faisant réagir la solution d’ABTS avec du persulfate
de potassium a une concentration finale de 2,45 mM. Le mélange est laissé au repos a
’obscurité et a température ambiant pendant 12-16h avant utilisation. La solution ABTS®*
est ensuite diluée avec de I’eau distillée a une absorbance de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Apres

ajout de 1 ml de la solution ABTS®" a 10 ul de chaque sperme, la lecture est réalisé 6

minutes exactement apreés le mélange initial.

Le pourcentage d’inhibition a 734 nm est calculé comme suit :

(AT - AE) .
% scavenger de ’ABTS = AT X100 AT : Absorbance du témoin

AE : Absorbance de I’échantillon

1V.8.5. Evaluation de l'activité enzymatique de la catalase :

L’évaluation de I’activité de la catalase qui est I’'un des systémes enzymatiques de
protection permet I'analyse du statut oxydatif intracellulaire du spermatozoide. La
mesure est réalisée selon la méthode de (Aebi, 1984) basée sur la disparition de ’'H202

en présence de la source enzymatique (catalase) a 25°C.

|2 H20: » 2H20 + 02‘

Brievement, 20uL du sperme sont additionnés de 1255ul d’un tampon phosphate
avec ajout de 765ul de H202 (54 mM). Le blanc contient 20pl de sperme et 1980opl d’un
tampon phosphate (50 mM, pH 7.0). La diminution de I’H20: est enregistrée a 240 nm a
25°C pendant 60s. Une unité de I'activité de la catalase est définie comme ['activité
nécessaire a la dégradation de 1 ymol de peroxyde d'hydrogene pendant 60s. L’activité

de la catalase est exprimée en termes de pmoles de H202 consommés/min/ml.
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1V.8.6. Détermination du taux d’oxyvdation lipidique par mesure de TBARS :

Les aldéhydes sont des produits secondaires issus de la décomposition des
hydroperoxydes. La mesure des aldéhydes est réalisée par réaction avec Il'acide
thiobarbiturique sous le nom de "Thiobarbituric Acid Reactif Substances" (TBARS) selon

le principe suivant :

OH s N OH HO N SH
” “ﬁ/ A o \ll/
| ""jl\ T N0 > NS > _N
-
HO N SH OH OH
2-Thiobarbituric MDA _
i Amax =532 nm

Figure IV.2 : Principe du dosage du malondialdéhyde

La mesure du MDA est exprimée en TBARS et établie selon la méthode de Buegue,
(1978). Brievement, apres avoir préparé une solution de TCA-TBA-HCL a 15% w/v acide
trichloroacetique, 0,375% w/v acide thiobarbiturique et 0,25N acide hydrochloride, on
mélange dans un tube eppendorf 0,5mL de sperme avec 1mL de TCATBA-HCL. Le mélange
est chauffé a 90°C pendant 30min et une coloration rose est obtenue. Juste apres, les
échantillons sont refroidis dans un bain de glace pour stopper la réaction entre TBA et
MDA. On réalise ensuite une centrifugation a 1000xg pendant 10min. L’absorbance du

surnageant est mesurée a une longueur d’onde de A= 532nm.

La concentration de TBARS (MDA) est calculée en utilisant le coefficient

d’extinction d’MDA selon I’équation suivante :

TBARS [MDA] nmol = Absorbance / 1.56 - 10°M™ cm™
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1V.8. Analyse statistique :

L'analyse statistique des données collectées est effectuée en utilisant le logiciel
STATVIEW ©® (version 5.0) pour Windows™ ; les données analysées sont exprimées en

moyenne * Ecart-type.

Pour comparer les groupes expérimentaux Chl, Toc, CLC et TLC et avec le control Cntr ;

les données sont analysées statistiquement par « one-way ANOVA ».

Les groupes Chl, Toc, CLC et TLC et Cntr sont groupés en une variable nominale et
utilisée comme la variable « d’effet » indépendante. L’analyse ANOVA est suivie par un test a
posteriori PLSD de Fisher afin d’examiner les valeurs des moyennes des variables
dépendantes (PMOT, VAP, VCL, VSL, BCF, ALH, % ABTS, TBARS). Une valeur de p<0.05 est
considérée comme une différence statistiquement significative ; « * = p<0.05 », « ** =

p<0.01» et « *** = p<0.001».
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[RESULATATS & DISCUSSION]

Chapitre 5 : Résultats et Discussion

V.1. Résultats de la réfrigération (4°C) :

Le tableau V.1.a et V.1.b représente respectivement les caractéristiques initiales et
les parametres cinématiques du sperme frais (pool) utilisé dans I'expérience I (sans

vitamine C) avant la réfrigération a 4°C.

La concentration et la qualité visuelle de la mobilité (MOT) du sperme frais ont
montré des résultats satisfaisants proches des valeurs théoriques indiquées par Brun et
al. (2002) pour la méme classe de Mm avec une concentration de 716 - 10¢ spz/ml et

une MOT de 77,4%.

Les paramétres cinématiques du sperme frais ont montré des valeurs moyennes
avec 24% de spz progressifs, une VCL et une VAP de 59,3 et 41,4 ym/s. Les valeurs
cinématiques des échantillons sont similaires aux valeurs de la semence fraiche de
I’élevage industriel (2765 doses) rapportées par Lavara et al. (2005) ; en terme de MOT
(80,5%), VCL (54,8 pm/s), VAP (36,0 um/s), et VSL (26,1 pm/s).

Tableau V.l.a:
La qualité du sperme frais utilisé dans I'expérimentation I (sans vitamine C) (4°C).
Volume (ml) Mm Mi Cn(X109)
>4.8 (pool) 6-8 3-5 683,42

Mm : motilité massale; Mi : motilité individuelle ; %Mot : pourcentage de motilité; Cn: concentration

Tableau V.1.b:
Les moyennes +SEM des parameétres cinématiques du sperme frais utilisé dans I'expérimentatio
I (sans vitamine C) (4°C).

MOT(%) PMOT(%) VCL (um/s) VAP (um/s)  VSL (um/s) LIN (%) STR (%

67,62 24,2 59,3+£0,8 41,4+ 0,6 27,1+£0,6 495+11 63,71
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[RESULATATS & DISCUSSION]

V.1.1 L’évaluation de I'effet des traitements sur les motilités totale (MOT) et

progressive (PMOT).

Les Figures V.1l.a et V.1.b représentent respectivement les pourcentages de
motilité totale (MOT) et motilité progressive (PMOT) des différents traitements et a

différents temps de réfrigération.

Nous pouvons constater la diminution de la motilité durant la conservation a 4°C et
ceci d’'une maniére significative entre Oh et 48h dans la plupart des traitements. En
comparaison avec le contréle on observe une augmentation sans qu’elle ne soit
statistiquement significative pour la motilité totale (MOT) entre Oh et 48h. A la
différence, le cholestérol-vitamine C améliore le pourcentage de MOT a 48h d’une

maniere significative (P<0.05) pour arrivé a 56,5% (CLC-Vit-C) vs 22,7% (Controdle).

Le pourcentage de motilité progressive (PMOT) n’a pas été significativement
affecté par les traitements a I’exception du CLC qui a enregistré une PMOT

significativement (P<0.05) plus élevé.

au: l _L J‘ i it J~

[ on
B 24h
B :h

40 7
30 7
20 1

10 4

Pourcentage de Motilite Totale (MOT)

Cntr CLC Wit-C R THEE CLC CLC QC-TLC
Vit-C Vit-C TLC Vit-C

Figure V.1.a : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Motilité totale

(MOT) du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative
“p<0.05” entre traitements pour la durée de conservation appliquée)
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[RESULATATS & DISCUSSION]
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Figure V.1.b : ’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Motilité

Progressive (PMOT) du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative
“p<0.05” entre traitements pour la durée de conservation appliquée)

V.1.2 L’évaluation de l'effet des traitements sur les différents parametres

cinématiques mesurés par CASA :

Les parameétres cinématiques CASA sont représentés sur les figures V.1.2.(a-g)
pour VCL, VAP, VSL, LIN, STR, ALH et BCF. Les degrés de comparaisons entre les différents
traitements et les temps sont présentés dans les tableaux en annexes

En terme de vélocité curvilinéaire (VCL) et average-path (VAP) -qui révelent les
trajets (propre et moyen) parcourus par les spz-, nous pouvons observer qu’au bout de
24h de réfrigération, une amélioration significative est observée (P<0.001) dans les
traitements TLC (VCL 55,2+21,1; VAP 31,2+13,3 pm/s) et CLC-TLC (VCL 54,9+20,3 ; VAP
33,9+14,4 uym/s) en comparaison avec le controle (VCL 48,5+19,6 ; VAP 26,4+12,3 pym/s).

Aprés 48h de conservation a 4°C, la VCL ne présente aucune différence significative,
mais la VAP montre des valeurs moyennes significativement (P<0.001) plus élevées dans
TLC (25,5#10,5 pm/s), CLC-VitC (26,6+10,5 pm/s) et CLC-TLC (26+11,8 um/s) en

comparaison avec le controle (20,910 pym/s).
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[RESULATATS & DISCUSSION]
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Figure V.1.2.a: L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Vélocité

Curvilinéaire (VCL) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative
“p<0.05” entre traitements pour la durée de conservation appliquée)
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Figure V.1.2.b: L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Vélocité

Averege Path (VAP) du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative
“p<0.05” entre traitements pour la durée de conservation appliquée)
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[RESULATATS & DISCUSSION]

En terme de vélocité Straight line (VSL) -qui révéle le trajet rectiligne (entres points
de départ et d’arrivé), nous pouvons observer que VitC et CLC-TLC-VitC ont
significativement (P<0.001) amélioré la VSL déja a Oh. Aprés 24h de stockage a 4°C, tous
les traitements ont significativement (P<0.001) amélioré la VSL comparativement au
control. Les traitements qui ont le plus d’effets sont CLC-TLC, CLC-TLC-VitC, CLC, et TLC
(21,8+12,7; 21,16+11,9; 20,8+11,4; 19,5+11,8 pm/s comparativement au contrdle
16,1+£9,7 ym/s). A 48h, la VSL du contrdle est significativement (P<0.001) plus faible
(12,4+8,1 pm/s) en comparaison avec TLC, TLC-VitC, CLC-VitC, CLC-TLC et CLC-TLC-VitC (=
16-19 uym/s).

La linéarité (LIN) et la rectitude (STR) -rapports respectifs du VSL sur VCL et VAP -
sont de bons indicateurs de la mobilité progressive. Les résultats de LIN montrent la
méme tendance avec la VSL, ou la VitC seule en association avec CLC améliore
significativement (P<0.05) la LIN a Oh, 24h et 48h, tous les traitements en association
(TLC-VitC, CLC-VitC, CLC-TLC et CLC-TLC-VitC) améliorent significativement la LIN
(P<0.01). Concernant la progressivité, les traitements ont amélioré le STR a 24h et 48h
comparativement au contrdle. Nous pouvons observer aussi que les traitements en
association (TLC-VitC, CLC-VitC, CLC-TLC et CLC-TLC-VitC) donnent des différences
significatives (P<0.05) pour la STR a 24h et 48h.
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Figure V.1.2.c: L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Vélocité
Straight Line (VSL) du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative
“p<0.05” entre traitements pour la durée de conservation appliquée)
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Figure V.1.2.d : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur le Pourcentage de

Linéarité (LIN) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C : contréle (Cntr),
cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et les associations
CLC, TLC et Vitamine C; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative “p<0.05” entre
traitements pour la durée de conservation appliquée)
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Figure V.1.2.e : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur le pourcentage de

Rectitude (STR) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C : Contréle (Cntr),
cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et les associations
CLC, TLC et Vitamine C; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative “p<0.05” entre
traitements pour la durée de conservation appliquée)
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En termes de d’ALH et BCF, nous pouvons observé que les traitements vitaminiques
(VitC, TLC et TLC-VitC) ont réduit significativement les valeurs ALH au début de la
réfrigération (1,8+0,9; 1,8+0,8; 1,8+0,8 um respectivement vs contréle 1,9+0,9 pym).
Apres 24h, les traitements CLC et TLC augmentent les valeurs de la ALH (2,3+0,9 vs
contréle 2,0+0,8 pym) d’une maniére significative et ceci par rapport a la plus part des
traitements; la valeur moyenne du traitement CLC-VitC (2,0+0,8 pm) est diminuée d’une
maniere similaire au contréle. Par ailleurs, la conservation jusqu'a 48h montre une
augmentation des valeurs ALH par rapport a Oh dans la majorité des traitements utilisés ;
a ce moment on remarque que le traitement CLC est significativement plus important

(2,24+0,8 pm) que le contrdle (1,98+0,6 um).

Les valeurs de BCF n’affichent aucune différence significative a OH. Cependant, les
traitements CLC et CLC-TLC augmentent le taux de BCF a 24h de conservation (13,3+4,4;
13,6+4,2 vs contréle 12,2+4,7 hz) d’une maniere significative. A 48 h on remarque que les
traitements CLC-ViC et CLC-TLC augmentent significativement la BCF en comparaison

avec le controle a Oh et 24 h.
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Figure V.1.2.f : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur PAmplitude latérale

de la téte (ALH) du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative
“p<0.05” entre traitements pour la durée de conservation appliquée)
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Figure V.1.2.g: L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Fréquence

de Battement (BCF) du sperme du lapin apres 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative
“p<0.05” entre traitements pour la durée de conservation appliquée)

V.1.3 L’estimation de la viabilité par Eosine-Nigrosine :

La Figure V.1.2 montre le pourcentage de viabilité estimée par la coloration Eosine-
Nigrosine des spermatozoides conservés par réfrigération pendant 48h a 4°C. La viabilité
totale est estimée a 79,8+8,3% (0Oh), 76,2+12,8% (24h) et 77,2+9,9% (48h). L’analyse
statistique ne montre aucune différence significative entre les traitements avec des
complexes a la cyclodextrines (CLC, TLC) et par la vitamine C (Vit-C) et ceci sur les

différentes périodes de conservation.

Malgré I’absence de signification statistique, on peut noter que I’association entre la
vitamine C et le cholestérol et I'a-tocophérol (TLC/Vit-C; CLC/Vit-C) montre -surtout a
48h- une diminution de viabilité par rapport au control. On observe aussi une légere
amélioration de la viabilité avec le temps concernant les traitements CLC et TLC allant de

73,2% (24h) a 81,4% (48h) et de 74,7% (24h) a 81,4% (48h), respectivement.
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Figure V.1.3 : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Viabilité a

L’Eosine-Nigrosine du sperme du lapin aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE).

V.1.4 L’estimation de I'intégrité acrosomique par Trypan Blue :

La Figure V.1.3.a montre des images micrographiques de I’évaluation de I'intégrité
acrosomique par la méthode Trypan blue. Le spermatozoide vivant (Live) montre une
région post-équatoriale non colorée (transparante), et lorsqu’il est coloré en blue foncé,
le SPZ est considére mort (Dead). L’acrosome intégre se démarque en un croissant rose,
un acrosome endommagé en couleur lavande; la perte de I’lacrosome donne une nuance

grise a larégion pré-équatoriale de la téte.

Les résultats du Trypan-blue ont montré que les SPZ du lapin préservent leur
intégrité acrosomique durant les 48h de conservation a 4°C. Le pourcentage total des spz
Live-Intact est de 70,9+4.5% (Oh); 74,8+8,9% (24h) et 72,2+8,9% (48h) ; cependant aucun
effet significatif des différents traitements n’a été observé (Fig. V.1.3.b). La sous

population Live-Dammaged et Live-Missed n’a affichée qu’un faible pourcentage.
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La Figure V.1.3.c montre que les spz morts n’ont pas une tendance a préserver
P’intégrité de leurs acrosome. La majorité des spz morts se caractérise par un acrosome
Missed (18,5+5,9%). Les spz dead-intact ne représentent qu’un faible pourcentage
(1,7£2,4%), et qui est significativement élevé dans le traitement CLC/TLC a 24h. D’autre
part, le traitement TLC/Vit-C a oh présente significativement un faible pourcentage
(15,8+3,7%) en comparaison avec Vit-C (26,3+2,5%), CLC/Vit-C (24,3+3,2%), CLC/TLC
(23,4+2,9%) et CLC/TLC/Vit-C (24,1+8,8%).
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Figure V.1.4.a : micrographies de I'intégrité acrosomique par Le Trypan-Blue.
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Figure V.1.4.b : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Viabilité et

I'intégrité acrosomique par Trypan-Blue aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:
Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE)
(A) Live-Intact ; (B) Live-Dammaged ; (C) Live-Missed
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Figure V.1.4.c: L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur la Viabilité et

P'intégrité acrosomique par Trypan-Blue aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C; (Moy+SE).
(A) Dead-Intact ; (B) Dead-Dammaged ; (C) Dead-Missed
(abc = différence entre traitements) (* = différence entre oh, 24h, 48h)
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V.1.5 L’évaluation du stress oxvdatif :

V.1.5.a Le statut oxydatif total par mesure du pouvoir d’inhibition a

I'égard du radical ABTS°*:

La Figure V.1.5.a démontre une augmentation du pouvoir inhibiteur (scavenger) a
’égard du radical ABTS au cours de la conservation du sperme. Aucune différence
significative n’a été notée entre 0, 24 ou 48h de conservation. Par rapport a la
comparaison entre traitement, on note une amélioration du pouvoir inhibiteur en

comparaison avec le control.

V.1.5.b Evaluation de l'activité enzymatique de la catalase :

La Figure V.1.5.b montre une évaluation relative de I'activité de I’enzyme catalase
évaluée par la mesure du H202 consommé sur une minute. Les résultats montrent une
surproduction d’H202 dans les traitements VitC, TLC et TLC-VitC aprés 24h de
conservation. Aprés 48h, les traitements vitaminiques surtout CLC-VitC augmentent
activité de la Catalase par rapport au contréle. Cependant, I’analyse statistique ne

démontre aucun effet significatif.
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Figure V.1.5.a: L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur le

pourcentage de I'inhibition du radical ABTS aprés 48 heures de réfrigération a 4°C:

Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et
les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE).
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Figure V.1.5.b : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur I'activité de

I’enzyme Catalase (degré de H202 consommé par minute) durant 48 heures a 4°C:
Contréle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et

les associations CLC, TLC et Vitamine C ; (Moy+SE).

V.1.5.C La détermination de la peroxydation lipidique par mesure du
TBARS :

La Figure V.1.5.c montre la concentration du produit de peroxydation lipidique
MDA, mesuré par TBARS. Au début de la conservation (0h), les résultats montrent que les
différents traitements ont des niveaux de peroxydation lipidique semblables. A 24h de
conservation, le traitement CLC enregistre un niveau de peroxydation (1,7-+0,7 nmol/ml)
lipidique significativement plus élevé en comparaison avec le contréle (1,12+0,3
nmol/ml), VitC (0,9+0,2 nmol/ml) et TLC. Cependant, a 48h, les traitements TLC (1,6+0,7
nmol/ml) et CLC-TLC-VitC (1,56+0,13 nmol/ml) enregistrent les concentrations en MDA les

plus élevées méme si elles sont statistiquement non-significatives.
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Figure V.1.5.c : L’effet du cholestérol, a-tocophérol et Vitamine C sur le degrés de la

peroxydation lipidique (TBARS) durant 48 heures a 4°C:
Controle (Cntr), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC), a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC), Vitamine C (Vit-C) et

les associations CLC, TLC et Vitamine C; (Moy+SE). (abc = différents lettres indiquent une différence significative

“p<0.05” entre traitements pour la durée de conservation appliquée)
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V.2. Résultats de la congélation (-196°c) :

Le tableau V.2.1 représente les caractéristiques initiales du sperme frais utilisé dans
I'expérience II. Les valeurs moyennes pour le volume et la concentration étaient
inférieures aux valeurs observées par Brun et al. (2002) mais dans la méme gamme de
motilité de masse (Mm=26) , (volume (0,67), concentration (716 - 10° spz)
respectivement). La motilité du sperme utilisé (Mm et Mi) a montré un score moyen (6,7

et 2,9) avec des pourcentages de motilité acceptables.

Table V.2.1:
Les moyennes +SEM des parametres du sperme frais utilisé en expérience IL
(n=5) Volume Mm Mi % Mot Cn(X1069)
0.42 £ 0.49 6.7 £0.2 2.95+0.16 78.3 £2.78 468.98 + 27.77

Mm : motilité massale; Mi : motilité individuelle ; %Mot : pourcentage de motilité; Cn: concentration

Les effets du cholestérol et de I'a-tocophérol sur la motilité totale (MOT) et la
motilité progressive (PMOT) en post-décongélation sont présentés dans le tableau V.2.2
et dans la figure V.2.1. En Comparaison au contrdle, les résultats ont montré que la
complexation du cholestérol et de I'a-tocophérol avec la B-cyclodextrine (CLC et TLC)
présentent des valeurs plus élevées mais non significatives pour la MOT et la PMOT. La
méme tendance a été observée en comparant le CLC et la TLC au cholestérol (Chl) ou a
I'a-tocophérol (Toc) non complexée. En revanche, le Chl et Toc ne présentaient aucun

effet observable comparativement au contréle.
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Figure V.2.1: L’effet du cholestérol et I’a-tocophérol sur la motilité totale (MOT) et

la motilité progressive (PMOT) du sperme du lapin apres décongélation :

contréle (Cntr), B-cyclodextrines (Cdx), cholestérol (Chl), a-tocophérol (Toc), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC),
a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC) et I"association CLC & TLC (CLC+TLC) ; (Moy+SEM).

Les effets du cholestérol et de I'a-tocophérol sur les parametres cinématiques aprés
décongélation sont présentés sur le tableau V.2.2 et dans la figure V.2.2. Les vitesses
curviligne (VCL), vitesse moyenne du trajet (VAP) et vitesse linéaire (VSL) des spz ont été
significativement améliorées (p <0,05) par CLC en comparaison avec le contrdle. De plus,
les cyclodextrines chargées en a-tocophérol (TLC) ont augmenté de maniere significative
les différents parametres (p <0,05), y compris VCL, VAP et VSL. L'amplitude du
déplacement latéral de la téte (ALH) et de la fréquence du battement croisé (BCF), sont

significativement plus élevées (p <0,05) pour CLC et TLC par rapport au témoin. Aucun

Table 2

Les moyennes +SEM de I'effet du cholestérol et du I'a-tocopherol sur les parameétres de motilité en post-dégel.
Parameter Cntr Cdx Chl Toc CLC TLC CLC+TLC
™ (%) 24,2 + 3,3 206+1,5 234+19 237+12 275+71 31,7+125 358%127
PM (%) 6,6+15 4,7+1,8 6,5+2,1 58+1,6 9,6 6,5 12,4+9,5 13,17
VCL 23,2+0,82 23,2+1,0a 24,1+09 24+102 308+1,2> 31,1+09b> 31,8+0,9b
(hm/s)

VAP 10,1 +0,52 10,2+0,72 10,3+0,6 10,3+0,6a 13+0,6> 13,5+0,5bc 14,6 +0,5¢
(um/s) a

VSL 53+04-a 57+0,6« 55%052 56+052 7,3x04b 7,1 £ 0,3bc 7,8 £ 0,4b
(hm/s)

ALH (pum) 1,3+0,04 1,3+0,05= 1,4+0,04 1,4+0,042 1,7+0,056 1,8+0,04bc 1,8 + 0,04¢

a

BCF (Hz) 1,6 £0,102 1,3¥0,09e  18+0,12= 15+0,11» 24+0,13> 25%0,10>p 2,7+0,10P

abcLes valeurs avec des letters différentes sur la méme ligne indiquent des différences significatives (P<0.05). TM: totalmotility; PM:

progressivemotility; VCL, curvilinear velocity; VAP, average path velocity; VSL, straight-line velocity; ALH, amplitude of lateral head
displacement; BCF, beat-cross frequency.
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effet significatif n'a été enregistré lorsque le cholestérol (Chl) et I'a-tocophérol (Toc) sont
utilisés sans complexation. Lorsque CLC ou TLC sont simultanément ajoutés au sperme
(CLC + TLC), une amélioration des parametres cinématiques est observée avec cependant

aucune différence signifiante (P <0,05) pour VCL, VAP, VSL, ALH et BCF.
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Figure V.2.1: ’effet du cholestérol et I’a-tocophérol sur curvilinear velocity (VCL) ;
straight line velocity (VSL) ; average path velocity (VAP); amplitude of lateral
movement of the head (ALH) and beat cross frequency (BCF) du sperme du lapin
aprés décongélation :

controéle (Cntr), B-cyclodextrines (Cdx), cholestérol (Chl), a-tocophérol (Toc), cholesterol-loaded-cyclodextrins (CLC),
a-tocophérol-loaded-cyclodextrins (TLC) et I'association CLC & TLC (CLC+TLC) ; (Moy+SEM).
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V.3. Discussion :

V.3.1. En Général :

La conservation du sperme a basses températures offre plusieurs avantages a la
filiere de la production animale. La réfrigération (15 a 04°C) et la congélation (-196°C)
répondent a des objectifs respectifs d’'un stockage du sperme a moyen terme (48h a 96h)
et a long terme (plusieurs années). L’utilisation différée du sperme —avec succés- accroit

le gain commercial notamment des lignées a fort potentiel génétique.

Les basses températures représentent cependant un choc thermique qui va nuire a
la structure, viabilité et fécondité des spermatozoides. Ainsi, I'utilisation d’un tel procédé
a grande échelle —chez plusieurs espéces domestiques- représente un enjeu industriel

majeur.

Chez le lapin, le sperme frais pour I'insémination artificielle doit réalisé dans les
meilleurs délais apres la récolte ; il est connu que 'incubation du sperme du lapin a 37°C
engendre une déplétion rapide de la motilité allant de 80 a 20 % seulement au bout de 4
heures (Dilorio et al. 2014). La réfrigération (15 et 04°C), elle, permet de préserver une
bonne qualité et fertilité mais seulement pour 24 h (Roca et al. 2000 ; Echegaray-Torres et
al. 2004). Le sperme du lapin est considéré par plusieurs auteurs comme « cold-choc-
Resistant » (résistant au choc thermique) mais I’allongement de la réfrigération pour plus
de 72h reste problématique avec une diminution significative de la motilité (<40%) et de

Pintégrité du spermatozoide (<50%) (Rosato et al. 2011).

D’autre part, la congélation chez le lapin est caractérisée par des résultats modérés
en termes de fertilité et/ou de prolificités (Mocé et al., 2009) et une nette détérioration
de la qualité cinématique (ex :VCL 46 vs 78 pym/s) (Viudes de Castro et al., 2005) apres
décongélation notamment aprés incubation subséquente a 37°C (Dilorio et al., 2014) ce

qui implique 'usage du sperme le plus vite possible aprés décongélation.
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Il est aussi admis quem le choc thermique provoque des altérations a la membrane
plasmique. Amener le sperme a 4°C expose le spermatozoide a une désorganisation
structurelle de la bicouche de phospholipides (Maderious et al., 2002). Le traitement et le
passage a -196°C expose aussi le spz a la toxicité des CPA (agents cryoprotectants). Le
choc mécanique, due a la formation des cristaux de glace, reste aussi un évenement a
tolérer en raison du passage par des extrémes osmotiques (hyper/hypo) liés a la

congélation-décongélation (Benson et al., 2012).

Durant le processus de conservation, le spz produit de la chaleur conséquemment a
P'utilisation de I’ATP ce qui génére une surproduction d’espéces oxydantes (ROS) et qui -
aggravent le statut vital du spz par la peroxydation des lipides membranaires et des

altérations nucléaires sévéres (Tatone et al., 2010).

Parmi les différentes stratégies retenues pour améliorer la qualité du sperme

réfrigéré ou congelé, nous avons retenu dans la présente thése d’apporter directement

au spz des éléments réactifs nécessaires a sa membrane plasmique a savoir le cholestérol
et les antioxydants (a-tocophérol et acide ascorbique) ; ceci permettra d’une part de
consolider sa structure (cholestérol) et d’autre part, la protéger simultanément contre les

attaques oxydatives des ROS.

Nous avons utilisé un procédé de complexation pour le cholestérol et I’ a-
tocophérol avec une molécule cage bipolaire « la Méthyl-B-Cyclodextrines », et ceci afin
de solubiliser le cholestérol et "a-tocophérol (hydrophobes) dans le dilueur de base de

conservation.
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Notre hypothése stipule que ces complexes, CLC (cholesterol-loaded-Cyclodextrin)
et TLC (Tocopherol-loaded-Cyclodextrin) vont libérer au contacte de la membrane- leurs
contenues « actifs », et les insérer dans la bicouche phospholipidique. Les traitements
vont alors renforcer la membrane, par 'ajout du cholestérol, et la préserver du stress

oxydatif par le tocophérol.

V.3.2. Le cholestérol, et I'intérét du CLC pour le sperme lapin:

Le cholestérol est un composant important de la membrane plasmique. Le ratio
cholestérol: phospholipides conditionne la capacité des spermatozoides -de différentes
especes- a résister au choc thermique. Les espéces a ratio faible (taureau, bélier, porc et
cheval) sont considérées comme « cold chock sensibles » (sensibles au choc thermique),
alors que celles au ratio élevé (lapin, homme, chien) sont dites « cold-chock-résistants »
(sensibles au choc thermique) (Mocé et al., 2010a) . Ainsi, plusieurs études ont montré
que le traitement du sperme de différentes espéces par le cholestérol, particulierement
complexé a la cyclodextrine CLC, apporte une amélioration de la viabilité et de la motilité
des gametes (Purdy et Graham. 2010 ; Crispillo et al., 2013 ; Hartwig et al., 2014 ; Mocé et
al., 2014 ; Salmon et al., 2016).

Les spermatozoides du lapin présentent un ratio cholestérol : phospholipides élevé
(0,88) (Watson. 1981). Ainsi, selon Mocé et al., (2005), traiter un sperme initialement
riche en cholestérol n’apportera aucun effet sur sa qualité aprés conservation.
Cependant, la présente étude -dans sa partie réfrigération- montre que le CLC a amélioré
significativement la motilité progressive PMOT, VAP et LIN aprés 24h par rapport au

control.
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D’une maniére similaire, plusieurs auteurs indiquent I'intérét du CLC a 4°C chez
plusieurs espéces. Le travail de Aksoy et al., (2010) montre —chez le lapin- que le CLC
augmente la tolérance osmotique du sperme frais, mais aussi il apporte une protection a
4°c et inhibe la réaction acrosomique prématurée. Torres et al.,, 2006 et Crispilho et al.,
2013 montrent également que le CLC augmente la motilité et la viabilité apres 24 et 48 h.
Cependant, il n’a aucun effet sur la viabilité, I'intégrité de I'acrosome ou le pouvoir
scavenger de la catalase (envers H202). Seule la peroxydation lipidique est améliorée

apres 24 h de conservation a 4°C.

Le CLC a 4°C a été surtout étudié chez le cheval; Glazzar et al., 2009 montrent que le
CLC augmente la perméabilité membranaire et Torres et al., 2006, Cresppillo et al., 2013
et Hartwig et al., 2014 indiquent que les sperme du cheval traité par le CLC protége la
mobilité totale et progressive, et la viabilité est plus élevée apres 24 et 48 h a 4°C.
Cependant, peu d’études ont analysé I’effet du CLC sur le statut oxydatif, a ’expeption de

Naseer et al., 2015 chez le mouton.

En congélation, malgré la richesse initiale du sperme du lapin en cholestérol cela ne
le protege pas contre les effets déléteres. Ceci été particulierement documenté Mocé &
Vicente (2009). De méme, le sperme humain congelé enregistre des trés faibles résultats
Mocé & Vicente (2009) malgré la présence du caractére cold-choc résistant et un ratio

cholestérol : phospholipide élevé similaire a celui du lapine.

Le sperme du lapin présente un faible ratio de phospholipides polyinsaturés:
saturés (Gliozzi et al., 2009) ce qui lui conféere une perméabilité intermédiaire et nécessite
plus de temps pour I"étape d’équilibration avec les cryoprotectants (CPA) ce qui pourrait

expliquer sa vulnérabilité.
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Durant la congélation, nous avons observé une amélioration des parametres
cinématiques sans améliorer le pourcentage de MOT et PMOT, ceci est similaire aux
résultats de Aksoy et al., (2010) qui montrent une augmentation de la tolérance
osmotique chez le lapin par CLC. Flan et al., 2000 indiquent qu’il y a une relation étroite
entre la tolérance osmostique et la survie des gametes apres congélation. La congélation
du sperme du chien (riche en cholestérol) par le CLC, n’a pas amélioré aussi les MOT et
PMOT mais avec plutdt un effet positif sur les parametres cinématiques (Belala et al,

2016).

Il semble que le cholestérol inséré dans la membrane plasmique par complexation
avec les cyclodextrines permet une diminution de la fluidité suite a la sur-charge en
cholestérol avec en conséquence une moindre perte en phospholipides. Dans ce sens,
Dilorio et al. (2014) indiquent que la perte en phospholipides explique directement la
perte de la viabilité. Dilorio et al. (2014) estiment que le traitement LDL pourrait

remplacer les phospholipides lors de la rupture durant la congélation.

Les effets du cholestérol sur un spermatozoide riche en cette molécule n’a pas été
largement étudié en intégrant les ratio des phospholipides. D’autres perspectives
s’ouvrent ainsi a ’lhorizon notamment par le fait que 'usage des cyclodextrines seules
reste inefficace pour améliorer les paramétres de motilité aprés congélation. Le pouvoir
« cholestérol-efflux » (arrachage du cholestérol de la membrane) des cyclodextrines sur
les spermatozoides de lapin semble amoindri par sa richesse en cholestérol. Ces
observations concordent avec celles rapportées par Mocé et al. (2005) qui montrant que
les spz de lapin traités par les cyclodextrines seules ne présentent pas des taux de survie
diminués aprés congélation. Ces observations pourraient étre liées au caractére le
richesse de la membrane en cholestérol ou aussi a la présence de granules prostatique
riche en stérol naturelles connus sous le nom de modulateur du cholestérol efflux

(Castellini et al., 2012 ; Collodel et al., 2012).
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V.3.3. La Vitamine E, le principal antioxydant membranaire :

Etant donné que les spermatozoides perdent la majorité des antioxydants
cytoplasmiques au cours des stades de spermiogenese, la vitamine E (Tocophérols) reste
le systéme intégré le plus important dans la membrane contre les dommages
peroxydatifs. Supplémenter I'a-tocophérol aux dilueurs de sperme pourrait ainsi étre une

solution efficace contre les ROS.

Dans notre étude, nous avons proposé les cyclodextrines pour solubiliser I'a-
tocophérol dans le dilueur de base dans le but d'optimiser I'effet antioxydant de I'a-
tocophérol. Le traitement par la vitamine E est réalisé par des formes de tocophérols
direct ou d’analogues « Trolox, a notre connaissance I'utilisation de la complexée d'a-
tocophérol «TLC» n'a jamais été étudiée auparavant dans les diluants de sperme
mammiféres. L'inclusion de I'a-tocophérol dans les cyclodextrines assurerait une
insertion progressive de |'a-tocophérol dans la membrane et constituerait une alternative

a la supplémentation nutritionnelle.

L’ajout aux dilueurs de la vitamine E a été exploré chez plusieurs espéces animales
notamment en congélation du sperme du porc. L’équipe de ’école vétérinaire de Buenos
Aires, d’Argentine ont montré I’effet bénéfique dans plusieurs rapports; Breininger et al.,
(2009) et Sattore et al., (2007, 2012) ,indiquent que la vitamine E a 200pug/ml protege le
sperme de la peroxydation aprés 2h d’incubation a 37°C post-décongélation; elle
augmente la motilité et diminue le profile de phosphorylation tyrosine associé a la
capacitation. Chez le bovin, Mutha Rao et al., 2012 rapportent une motilité élevé et une

peroxydation faible chez les groupes traité par 0.3mg/ml de Vitamine E.
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Chez le cheval, Almeida et Ball. (2005) concluent que les succinates de I'a-
tocophérol sont plus efficaces que I’a-tocophérol sur la conservation de la motilité a
37°C. Mendez et al., 2012 indiquent que I'ajout de 400pg/ml de vitamine E augmente la
motilité et réduit la production du MDA dans le sperme du porc durant 72h de

conservation a 15°C.

Dans la présente étude, Nous avons observé que I'a-tocophérol préchargé dans les
B-cyclodextrines augmente la motilité des parameétres cinématiques apres 24h a de
conservation a 4°C et améliore la VAP aprés 48h. De méme, dans la congélation, ce
complexe a amélioré les parameétres de motilité vraisemblablement did a la préservation
des biomembranes de la peroxydation lipidique. Cependant les concentrations en MDA

sont plus élevées dans le traitement de vitamine E sans ¢a soit statistiquement significatif.

Chez le lapin, l'effet de I'a-tocophérol (Vitamine E) sur le sperme a été exploré
exclusivement via une complémentation nutritionnelle (Castellini et al. 2000); les auteurs
ont augmenté de 1,9 fois la quantité de vitamine E dans le sperme frais et de 2,19 fois
dans le sperme stocké a 5 ° C par une supplémentation alimentaire en a-tocophérol.
Cependant, cet enrichissement n'a pas amélioré les caractéristiques de mobilité des
spermatozoides mais a réduit seulement I'oxydation des lipides membranaires pendant le

stockage.
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V.3.4. L’effets synergique Cholestérol-Antioxydant :

Nous avons dans ce travail testé I’association du cholestérol avec des antioxydants.
Nous avons utilisé individuellement la vitamine C dans la conservation a 4°Cet les
résultats montrent une amélioration de quelques parameétres cinématiques,
particulierement la VSL avec une réduction de la ALH apres 24h et 48h. Nous avons aussi
associé la vitamine C et/ou Vitamine E avec le cholestérol, et nous avons observé pour
quelques parameétres un effet synergique, notamment pour le CLC-TLC-VitC dans les

parameétres cinématiques et le CLC-VitC dans le pourcentage de la mobilité globale.

Cependant, nous n’avions retrouvé aucune amélioration par I’association des deux
vitamine TLC et VitC. Ceci est en désaccord avec des résultats antérieurs qui indiquent
Peffet synergique de la combinaison Vitamine E-Vitamine C (Martinez-Paramo et al. 2012
(poisson)), (Castellini et al. 2000, Youcef et al., Najjar et al., 2013 (Lapin)). Lafalsi et al.
(2011) indiquent que la combinaison des différents antioxydants n’apparait pas comme
plus efficace que [I'utilisation individuelle, avec méme une réduction significative du

pourcentage de viabilité.

En congélation, nous avons observé la méme synergie entre le cholestérol et les
antioxydants. Lorsque les spermatozoides sont traités simultanément avec CLC et TLC,
un effet additif était observé indiquant probablement une double protection contre les

dommages membranaires et les |ésions oxydatives durant la cryoconservation.
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Conclusion générale :

Le présent vise a explorer de nouvelles voies d’amélioration de la conservation du
sperme du lapin aussi bien a court terme a 4°C, qu’a long terme par congélation a -196°C.
Quatre molécules ont été utilisées, les méthyle-B-Cyclodextrines pour solubiliser les
molécules actives lipophiles, «le cholestérol » composé essentiel a I'intégrité de la
membrane cytoplasmique et les vitamines E et C connues pour leur réle majeur dans la

lutte contre le stress oxydatif.

Les cyclodextrines sont apparues comme efficaces dans I'amélioration de la
solubilité du cholestérol et de I'a-tocophérol exprimé par une meilleure protection des de
la mobilité des spermatozoides par les complexes utilisés. Les cyclodextrines permettent
de délivrer les molécules actives directement a la membrane plasmique par une meilleure
miscibilité dans les dilueurs de conservation usuellement utilisés. Ceci permet une
amélioration des qualités cinématiques et structurelles du sperme aussi bien en

réfrigération qu’en congélation.

Les résultats ont montré que le CLC et TLC améliorent de maniere significative (p
<0,05) les parametres de motilité apres 24h de conservation a 4°C et en post-
décongélation. La VCL et la VAP du TLC sont significativement plus élevées apreés 24h a
4°C en comparaison avec le contrdle ; de méme, la VAP de 48h est également supérieure.
Pour la congélation (-196°C), le TLC et TLC/CLC augmentent aussi significativement les

parametre cinématique en poste-congélation.

En ce qui concerne le statut oxydative du sperme réfrigéré, aucune différence
significative n’a été notée pour I'ihnibtion de ’ABTS et du H202, alors que les tratitement

TLC ou TLC)Vit-C enregistrent des taux de TBARS significativement les plus bas.
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Plusieurs perspectives intéressantes s’ouvrent a I’horizon pour mieux expliquer les
observations du présent travail. Ainsi, il serrait judicieux d’étudier la capacitation et la
réaction acrosomique des spermatozoides conservés de la sorte, tout en explorant plus
profondément le le profile antioxydant par une analyse plus profonde en intégrant: la
SOD, la Gluthaion peroxydase et le potentiel mitochondrial, en intégrant les marqueurs

liés a ’lapoptose.

Il serait également intéressant d’étudier I’effet du CLC et TLC sur plusieurs variantes
de protocoles de conservation en intégrant I'effet des différentes concentrations,
différentes périodes de conservation, synergie avec d’autres molécules (jaune d’ceuf,
LDL, liposome) ou d’autres procédés incluant l'usage de la centrifugation, du Percoll
gradient et du Swiming-up. En fin, a des études fertilité in-vivo et in-vitro permettront de
statuer sur P'apport réel de ces procédés de conservation dans I'amélioration des

productions.
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Caractéristiques spermatiques des différents types génériques

Auteurs Circonstances  Génétiques  Caractéristiques de semence
De I'étude Ph Volume Mm  Mi Cn TSE MSE Anom
Crimella et al. (1992) New zealand 7.52 0,66 1.84 - - - - -

Californien 737 065 1,87 - - - - -

Burgandy 745 078 173 - - - - -

Carmagnola 7.33 0,67 1,52 - - - - -
Faible différence p= 0,05

Virag et al. (1992) Collecte/sem +2  NZ (1) - LI2EM o 476383262 - - 1077
SN NZ (g) - 089% . s5pg9thkp gohtk - 14,695k
Cn=densité (1-  NZ(h) - 088% . s5p71'=kp 78t - 11,398
5) Californien(k) - 1,29 - s52,85%h297% . - 9.69¢
Mi en %,
P=0.01
Bencheikh, (1993)  Collecte 2 Al077 69 071 737 383 574 378 - -
gjcfsem
P<0,01 A2066 7.04 059 668 364 394 229 - -
Wk ok L ik L ok
Al varino, (2000) M en % Black&Tan - 068 - 54 976 - - 19
Différences NZwhite - 097 - 66 3096 - - 11
considéréesala  NZ red - 08 - 49 217 - - 27
variabilité Germanpied - 1,51 - 71 5025 - - 14
individuelle, giant
Vicente etal (2000)  Collecte 2 Lignée V. - 09 -  81* 338 302" - B
ejelsem Lignée A - 09 -  §* 257" 231° - 1
Mien % (SCA) LignéeH - 09 - 80° 381* 327° - 4b
P<0.05 Lignée R - 06" -  73% 230" 140° - 4*
Brun et al. (2002) Collecte 2 1601(A) 7.23° 068 32,5 72.1° 441" 208% 217 -
gjc/sem 2066 (B) 738 0,67 239" 66.6° 412° 265° 182° -
Souches INRA (AB) 725" 061" 259" 69,5° 524 338° 234" -
Mm=%ejavec  (BA) 7.19® 071* 51,5 75 554° 394 296" -
Mm élevée
Mi en %
Garcia-Thomas et al. (2006b)Collecte 2 Lignée C 7.8 - 32 32 - - - 144
gjc/sem CR 78 - 32 32 - - - 108
Mm 1-5 ; Mi 0- RC 78 - 33 3.1 - - - 143
5 LignéeR 7.4 - 29 33 - - - 89
P<0.05
Brun er al. (2006) Collecte 2 Ligné L 694 06 678 763 634 368 302 -
gjc/sem Lignée H 6,93 046 646 758 738 336 290 -
Mi en % s b oW s W ns ns -
ok
<0,01,***<0,001
Hassanien et al (2011) Collecte 2 Rex - 0545 - 51917 4151722411163 24.3°
ejefsem New zealand -  0,57° - 54,55° 416,7°237,5°129.5" 213"
Mi en % Californien - 062° - 59.89" 454.1°281,5%168.6° 19.5°

P<0,05 Bal.adi red - 0,56 - 5541 4233 237° 131.3° 20:2"
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Figure : Evaluation de frottis par coloration de Bleu de Trypan Polgar et al., 2004

1. Mort avec acrosome intacte ; 2. Vivant avec acrosome intacte ; 3. Vivant, acrosome intacte mais flagelle endommaggé ; 4.
Vivant avec acrosome endommagé ; 5. Vivant mais absence d’acrosome ; 6. Mort avec acrosome endommaggé ; 7. Mort mais

absence d’acrosome
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Test PLSD de Fisher pour VCL Test PLSD de Fisher pour VCL

Effet : Milieu Effet : Milieu

Niveau de significativité : 5 % Niveau de significativité : 5 %

Eclaté par : Temps de Refrégiration Eclaté par : Temps de Refrégiration

Céllule : 0h Céllule : 24h

Diff. moy.  Diff. crit.  Valeur p Diff. moy.  Diff. crit.  Valeur p

1.CNTR, 2.CLC 1,836 2,142 ,0929 1.CNTR, 2.CLC -4,346 2,643 0013 S
1.CNTR, 3.VitC =717 2,073 ,4980 1.CNTR, 3.VitC -3,498 2,851 ,0162| S
1.CNTR, 4.TLC 2,554 2,106 ,0174 | S 1.CNTR, 4.TLC -6,696 2,955 <,0001 [ S
1.CNTR, 5.TLC+VitC 2,840 2,101 ,0081| S 1.CNTR, 5.TLC+VitC -3,338 3,091 ,0343 | S
1.CNTR, 6.CLC+VitC -1,441 2,074 1734 1.CNTR, 6.CLC+VitC ,666 2,576 ,6121
1.CNTR, 7.CLC+TLC -2,191 2,042 ,0355 | S 1.CNTR, 7.CLC+TLC -6,430 2,957 <,0001| S
1.CNTR, 8.CLC+TLC+VitC 1,629 1,987 ,1081 1.CNTR, 8.CLC+TLC+VitC -3,736 2,733 ,0074 | S
2.CLC, 3.VitC -2,553 2,044 ,0144 | S 2.CLC, 3.VitC ,848 2,571 ,5181
2CLC 4.TLC ,718 2,077 ,4980 2.CLC, 4.TLC -2,350 2,686 ,0863
2.CLC, 5.TLC+VitC 1,004 2,072 ,3423 2.CLC, 5.TLC+VitC 1,007 2,835 ,4860
2.CLC, 6.CLC+VitC -3,277 2,045 ,0017 | S 2.CLC, 6.CLC+VitC 5,012 2,262 <,0001| S
2.CLC, 7.CLC+TLC -4,027 2,012 <,0001 | S 2.CLC, 7.CLC+TLC -2,084 2,688 ,1285
2.CLC, 8.CLC+TLCHVitC -,207 1,957 ,8354 2.CLC, 8.CLC+TLCHVitC ,610 2,439 ,6239
3.VitC, 4.TLC 3,271 2,007 ,0014 | S 3.VitC, 4.TLC -3,198 2,891 ,0302| S
3.VitC, 5.TLC+VitC 3,557 2,002 ,0005 | S 3.VitC, 5.TLC+VitC ,160 3,030 9176
3.VitC, 6.CLC+VitC -,724 1,973 4721 3.VitC, 6.CLC+VitC 4,165 2,502 ,0011| S
3.VitC, 7.CLC+TLC -1,474 1,939 ,1364 3.VitC, 7.CLC+TLC -2,932 2,893 ,0470 | S
3.VitC, 8.CLC+TLC+VitC 2,346 1,882 ,0146 | S 3.VitC, 8.CLC+TLC+VitC -,238 2,664 ,8612
4.TLC, 5.TLC+VitC ,286 2,035 ,7831 4.TLC, 5.TLC+VitC 3,358 3,128 ,0354 | S
4.TLC, 6.CLC+VitC -3,995 2,007 <,0001| S 4.TLC, 6.CLC+VitC 7,363 2,620 <0001 S
4.TLC, 7.CLC+TLC -4,745 1,974 <,0001 | S 4.TLC, 7.CLC+TLC ,266 2,995 ,8617
4.TLC, 8.CLC+TLCHVitC -,926 1,917 ,3440 4.TLC, 8.CLC+TLC+VitC 2,960 2,774 ,0365| S
5.TLC+VitC, 6.CLC+VitC -4,281 2,002 <,0001 | S 5.TLC+VitC, 6.CLC+VitC 4,005 2,772 ,0046 | S
5.TLC+VitC, 7.CLC+TLC -5,031 1,969 <,0001 | S 5.TLC+VitC, 7.CLC+TLC -3,092 3,130 ,0528
5.TLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC -1,211 1,912 2143 5.TLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC -,397 2,919 ,7895
6.CLC+VitC, 7.CLC+TLC -,750 1,940 ,4486 6.CLC+VitC, 7.CLC+TLC -7,096 2,622 <,0001| S
6.CLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC 3,069 1,882 ,0014 | S 6.CLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC -4,402 2,366 ,0003 | S
7.CLC+TLC, 8.CLC+TLC+VitC 3,819 1,847 <,0001| S 7.CLC+TLC, 8.CLC+TLC+VitC 2,694 2,776 ,0572

;z: P;?Ii:e Fisher pour VCL Test PL§I.J de Fisher pour VSL

Niveau de significativité : 5 % Effet:Milieu

Eclaté par : Temps de Refrégiration vaea’u de .5|gn|f|cat|vute :S,A. .

. Eclaté par : Temps de Refrégiration
Céllule : 48h ; . ) Céllule : Oh
Diff. moy.  Diff.crit.  Valeur p Diff. moy.  Diff. crit. ~ Valeur p

1.CNTR, 2.0LC ATral 39501 (03831S 4 o\ir20LC 1946] 1938 0491]s
1.CNTR, 3.VitC 1,710 4334|4392 1.ONTR, 3VitC 2074|1876 0303 S
1.ONTR 4.TLC 3341]  3775] 0828 1.ONTR, 4.TLC 250 1905] 7072
1.ONTR, 5.TLC+VitC 1434 3,950 4765 1.CNTR, 5.TLCHVIC 8a3|  1.901 3850
1.CNTR 6.CLC+VIC -3.226] 8676] 085 1.CNTR, 6.CLCHVitC 1,212 1.877] 2086
1.ONTR, 7.CLC+TLC -526| 3860 7892 1.ONTR, 7.CLG+TLC 569| 1847|5460
1.CNTR, 8.CLC+TLCHVItC 821 4,092 16940 1.CNTR, 8.CLC+TLCHViItC -1,106 1,798 2279
2.CLC 3.vitC 2464| 3527 1707 2.CLC, 3.VitC 4020 1850 <0001] S
2.CLC, 4TLC 833] 281 5613 2.CLC, 4TLC 1,696 | 1,880 0770
2.CLC, 5.TLC+VitC 2,740 3,042 0774 2.0LG, 5.TLCHVItC 1,103 1875 2489
2.CLC, 6.CLC+VitC ,949 2,678 4873 2.CLC, 6.CLCHVitC 734 1,850 4370
2.CLC, 7.CLC+TLC 3,648 2,925 ,0145| S 2.CLC, 7.CLC+TLC -2,515 1,821 0068 | S
2.CLC, 8.CLC+TLC+VitC 4,995 3,225 ,0024 | S 2.CLC, 8.CLC+TLC+VitC -3,051 1,770 0007 | S
3.VitC, 4.TLC -1,631 3,330 ,3368 3.VitC, 4.TLC 2,324 1,816 ,0121| S
3.VitC, 5.TLC+VitC 276 3,527 8781 3.VitC, 5. TLC+VitC 2,917 1,811 ,0016 | S
3.VitC, 6.CLC+VitC -1,516 3,218 ,3557 3.VitC, 6.CLC+VitC 3,286 1,786 ,0003| S
3.VitC, 7.CLC+TLC 1,184 3,426 ,4981 3.VitC, 7.CLC+TLC 1,505 1,755 ,0928
3.VitC, 8.CLC+TLC+VitC 2,531 3,685 ,1782 3.VitC, 8.CLC+TLC+VitC ,968 1,703 ,2650
4.TLC, 5.TLC+VitC 1,907 2,811 ,1836 4.TLC, 5.TLC+VitC ,593 1,842 ,5281
4.TLC, 6.CLC+VitC ,116 2,413 ,9252 4.TLC, 6.CLC+VitC ,962 1,816 ,2992
4.TLC, 7.CLC+TLC 2,815 2,684 ,0399 | 8 4.TLC, 7.CLC+TLC -,819 1,786 ,3689
4.TLC, 8.CLC+TLC+VitC 4,162 3,008 ,0067 | S 4.TLC, 8.CLC+TLC+VitC -1,356 1,735 ,1256
5.TLC+VitC, 6.CLC+VitC -1,792 2,678 ,1896 5.TLC+VitC, 6.CLC+VitC ,369 1,812 ,6894
5.TLC+VitC, 7.CLC+TLC ,908 2,925 ,5427 5.TLC+VitC, 7.CLC+TLC -1,411 1,782 ,1204
5.TLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC 2,255 3,225 ,1704 5.TLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC -1,948 1,730 ,0273| S
6.CLC+VitC, 7.CLC+TLC 2,700 2,544 ,0376 | S 6.CLC+VitC, 7.CLC+TLC -1,781 1,755 ,0468 | S
6.CLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC 4,047 2,884 ,0060 | S 6.CLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC -2,318 1,703 ,0077 | S
7.CLCHTLC, 8.CLC+TLC+VitC 1,347 3,115 ,3964 7.CLC+TLC, 8.CLC+TLC+VitC -,537 1,671 ,5288
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Test PLSD de Fisher pour VSL
Effet : Milieu

Niveau de significativité : 5 %

Eclaté par : Temps de Refrégiration
Céllule : 48h

Test PLSDde Fisher pour VSL
Effet : Milieu

Niveau de significativité : 5 %

Eclaté par : Temps de Refrégiration

Diff. moy.  Diff. crit. ~ Valeur p Céllule :24n Diff. moy.  Dif. crit.  Valeur p
1.ONTR, 2.CLC -3,064 1912 0017 'S 1.CNTR, 2.CLC -4,742 1,467 | <0001 S
1.CNTR, 3.VHC 1976 2098) 0648 1.CNTR, 3.VitC 2983 1582|0002 S
TONTR 4TLC -4,248 1,828 <0001|S 1LONTR, 4.7LC 3479 Te40| <0001] s
1.ONTR, 5.TLC+VitC -4,967 1912] <o0001|S 1.ONTR, 5.TLOHC 3,054 1715 0005 s
1.CNTR, 6.CLCViRC -53%01 17801 <0001}S 4 onrR B.oLCHViC 4,056 | 1,430 <0001 s
1.CNTR, 7.CLC+TLC -4,666 1,869 <0001|S 1.ONTR. 7.CLC+TLC 5732 T6a1] <0001] S
1.CNTR, 8.CLC+TLGHVtC -6,592 1981 <0001|$S 1.ONTR, 8.CLCHTLCHVIC 5,056 1517] <0001| S
20LC, 3.viC 10881 1707 2116 2.CLC, 3VitC 1759 1427]  o157]s
20LC,4TLC A184] 1361|0882 2.CLC, 4TL.C 1263 1490|0968
2.CLC, 5.TLCHVItC -1,903 1,473 0113 s 2.0LC, 5TLCHVIIC 1688 1573 0354 s
2.CLC, 6.CLCHVitC -2,266 1,296 ,0006 | S 2.0LG, 6.CLCHVIC 686 1255 2841
2.CLC, 7.CLC+TLC -1,602 1,416 ,0266 | S 2.CLC, 7.CLCHTLC ~.990 1,492 1933
2.CLC, 8.CLC+TLCHViC -3,528 1,561 <0001|S 2.CLC, 8.CLCHTLCHVIC 314 1,354 6489
3.VitC, 4TLC -2,272 1,612 ,0058 | S 3VitC, 4.TLC 4% 1,604 5442
3.VitC, 5.TLCHVitC -2,991 1,707 ,0006 | S 3.ViG, 5.TLGHVIC o7 1,681 9343
3.VitC, 6.CLCHVitC -3,354 1,558 <,0001|S 3.ViC, 6.0LCHVItC 1,073 1,389 1298
3.VitC, 7.CLC+TLC -2,689 1,659 00151 8 3.VitC, 7.CLC+TLC -2,749 1,606 ,0008 | S
3.VitC, 8.CLC+TLC+VitC -4,616 1,784| <0001|S 3.VitC, 8.CLC+TLCHVitC -2,073 1,478 ,0060 | S
4.TLC, 5.TLC+VitC - 719 1,361 ,3005 4TLC, 5.TLC+VItC 426 1,736 ,6307
4.TLC, 6.CLCHVitC -1,082 1,168 ,0694 4.TLC, 6.CLCHVItC - 577 1,454 4366
4.TLC, 7.CLC+TLC -418 1,300 5286 4.TLC, 7.CLCHTLC 2,253 1,662 0079 S
4.TLC, 8.CLC+TLC+VitC -2,344 1,456 ,0016 | S 4.TLC, 8.CLC+TLCHVitC -1,577 1,540 0447 S
5.TLCHVItC, 6.CLC+VitC -,363 1,296 5828 5TLCHVitC, 6.CLCHVItC 1,003 1,538 2015
5.TLCHVItC, 7.CLC+TLC 301 1,416 6767 5TLC+VitC, 7.CLC+TLC 2,678 1,737 0025 s
5.TLCHVIC, 8.CLCHTLCHVitC -1,625 1,561 0413 | S 5.TLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC -2,003 1,620 0154 s
6.CLCHVitC, 7.CLC+TLC 664 1,232 ,2903 6.CLC+VItC, 7.CLC+TLC -1,676 1,455 0240 s
6.CLCHVitC, 8.CLC+TLCHVitC -1,262 1,396 ,0763 6.CLC+VitC, 8.CLC+TLCHVItC -1,000 1,313 11354
7.CLCHTLC, 8.CLCHTLCHVitC -1,927 1,508 0123 s 7.CLC+TLC, 8.CLCH+TLC+ViC 676 1,541 13899

Test PLSD de Fisher pour VAP

Test PLSD de Fisher pour VAP Effet : Milieu
Effet : Milieu Niveau de significativité : 5 %
Niveau de significativité : 5% Eclaté par :Tgemps de Refrégiration
Eclaté par : Temps de Refrégiration Céllule : 24h
Céllule : Oh Diff. moy.  Diff. crit.  Valeur p

Diff. moy. _ Diff. crit. _ Valeur p 1.ONTR, 2.CLC 3944]  1689] <0001] S
1.ONTR 2.0L.C 2544| 1753] 0045]8 1.ONTR, 3.VitC 2997| 1822| 0013 S
1.CNTR, 3.VitC 2,274 1,697 ,0086 | S 1ONTR 4TLC 719 1888] <0001] S
1.ONTR 4TLC 678| 1724|4444 1.ONTR, 5.TLG+VitC 3201| __1,975] __0011]s
1.CNTR, 5.TLGHVIC 16431 17201 0611 1.ONTR, 6.CLC+VitC 2459| _1,646| _ 0034|S
1.CNTR, 6.CLC+VitC -,584 1,698 5002 1ONTR, 7.0LGHTLG 7502 1890] <o0001]s
e e e N e e
2.CLC, 3.VitC -4,818 1,673| <0001 s 20LC,3.viC 47 1,643 2567
2.CLC,4.TLC 1,872 1,700 0310 s 2ac4me =175 1716 3759
2.0L0. 5TLOWIC 001 1696 2978 20LC,5TLCwViIC 653 1,812 4799
2.0L0. 6.CLOHViC EXTT 674 0003 | s 2.CLC, 6.CLCHVItC 1,484 1,446 0442 s
2.0L0, 7.0LOHTLC 704 67| <o0o1]s 2.CLC, 7.CLC+TLC -3,558 1718]  <0001] s
201G, 8.CLOHTLOWIC 852 Te0z| <o001] s 2.CLC, 8.CLC+TLCH+VitC -,945 1,559 2347
3.VitC, 4.7LC 2947| 1643] o00a|s ~ SViG4TLC 7221 18481 0677
3.VItG, 5.TLCHVIC 3017  1639] <o001|s  SViIGSTLOWIC 294 19361 7660
3.VItC, 6.CLCHVIC 1690 1615] o403|s  VIGEOACWIC 538l 15091 5099
3.VIC, 7.CLCHTLC 055 1.588 9461 3.VitC, 7.CLC+TLC -4,505 1,849 <0001 S
3.VitC, 8.CLCHTLCHVIC 967| 1540|2185 3.VItG, 8.CLCHTLCHVIC 1892] 1,702| 0294]8
4.TLG, 5.TLCHVILC o7 1666 2534 4.TLC, 5.TLCHVItC 1,428 1,999 1614
4TLC, 6.CLCHVIC 1.256 1,643 1339 4.TLC, 6.CLCHVItC 2,260 1,674 0082 S
4TLC, 7.CLC+TLC -2,892 1,616 ,0005 | S 4.TLC, 7.CLC+TLC -2,783 1,914 0044 | S
4.TLC, 8.CLC+TLCHViC -1,980 1,569  0134]s 4.TLC, 8.CLC+TLC+VItC =170 1,773 8511
5.TLC+VitC, 6.CLC+VitC -2,227 1,639 ,0078 | S 5.TLC+VitC, 6.CLC+VitC ,832 1,772 ,3575
5.TLC+VitC, 7.CLC+TLC -3,863 1612 <0001 S 5.TLC+VitC, 7.CLC+TLC -4.211 2,000 <0001fS
5.TLC+VitC, 8.CLC+TLC+VitC -2,951 1,565 ,0002 | S 5.TLC+VitC, 8.CLC+TLCHVitC -1,598 1,865 ,0931
6.CLCHVItC, 7.CLC+TLC -1,636 1,588 0435 | S 6.CLCHVitC, 7.CLC+TLC -5,042 1,676 | <0001 S
6.CLCHVItC, 8.CLCHTLCHVIC -724 1,541 3573 6.CLCHVIC, 8.CLC+TLCHVItC -2,429 1,512 0016 | S
7.CLC+TLC, 8.CLC+TLCHVitC 912 1,512 ,2369 7.CLCH+TLC, 8.CLC+TLCHVItC 2,613 1,774 ,0039] S
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SUMMARY

The present study aimed to investigate the effect of cholesterol and
a-tocopherol, loaded in cyclodextin, on motility of cryopreserved rabbit
semen. Rabbit sperm was collected from seven mature bucks. The pooled
sperm was initially evaluated and then submitted -prior freezing- to
seven dilution treatments. The control aliquot was diluted with Tris-
based extender; the six others were treated with Tris-based extenders
containing: B-cyclodextrins, cholesterol, a-tocopherol, cholesterol-loaded
B-cyclodextrins, a-tocopherol-loaded B-cyclodextrins or a treatment of
both complexes. Kinematic motility parameters were assessed by a computer
assisted semen analyzer system before and after conventional freezing-
thawing process. The results showed that both cholesterol and a-tocopherol
complexed to B-cyclodextrins improved significantly (p<0.05) the post-thaw
kinematic parameters. However, no significant effect was recorded when
complexes were simultaneously combined. In conclusion, the present results
revealed that the most significant impact on rabbit cryopreserved sperm was
observed when cholesterol and a-tocopherol were loaded in cyclodextrins.

Keywords : Cyclodextrins, Cholesterol, a-Tocopherol,
Cryopreservation, Semen, Rabbit.

RESUME

Intérét delavitamine E et du cholestérol préchargé dans des cyclodextrines
sur la motilité du sperme congelé du lapin

La présente étude a comme objectif détudier beffet du cholestérol et de
Pa-tocophérol, chargé dans des cyclodextines sur la motilité du sperme
congelé du lapin. Le sperme a été collecté a partir de sept males matures.
Les éjaculats ont été regroupés sous forme de mélanges puis dilués dans
sept traitements différents. Le témoin est un dilueur a base de Tris et
les six autres ont été traités avec des diluants a base de Tris contenant :
B-cyclodextrines, cholestérol, a-tocophérol, B-cyclodextrines-cholestérol,
B-cyclodextrines-a-tocopherol, ou une  association (v/v) des deux
derniers complexes. Les parametres de motilité ont été évalués par un
systeme informatique danalyse de semence avant et aprés le processus de
congélation-décongélation. Les résultats ont montré que le cholestérol et
l'a-tocophérol complexés améliorent de maniére significative (p <0,05) les
parameétres de motilité aprés décongélation. Aucun effet significatif na été
enregistré lorsque les deux complexes ont été simultanément utilisés. En
conclusion, les présents résultats ont révélé que I'impact le plus significatif
a été observé lorsque le cholestérol et I'a-tocophérol sont chargés dans les
cyclodextrines, probablement par l'augmentation de leur solubilité.

Mots-clés : Cyclodextrines, Cholestérol, a-Tocophérol,
Cryopreservation, Sperme, Lapin.

Introduction

Rabbit artificial insemination (AI) is usually performed
with fresh or cooled semen stored for a short time period
[20, 28], while rabbit cryopreserved sperm has been
limited essentially to experimental purposes due to lower
fertility/prolificacy outputs [23]. During cryopreservation,
alterations in sperm cell integrity are observed and attributed
to intracellular ice formation, toxicity of cryoprotectants,
osmotic stress and to oxidative damages [36].

Poly-unsaturatedfattyacidsand cholesterol/phospholipids
ratio are determinant factors in sperm cell membrane fluidity
and resistance to cold-shock [2, 15]. Semen in cold shock-
sensitive species (boar, bull, ram or stallion) expresses low
cholesterol/phospholipids ratio level, while semen in cold
shock-resistant species (rabbit, human) exhibits higher level
ratio with more polyunsaturated fatty acids [10, 24]. During
cryopreservation, lipids are subjected to intense peroxidation
process through reactive oxygen species (ROS) causing
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consequently sperm motility alterations and low fertilizing
outputs [14]. Since spermatozoa lose cytoplasmic defenses
through spermatogenesis, the antioxidant protection is barely
handled by membrane antioxidant system. Vitamin E is the
major natural lipid-soluble antioxidant acting as a scavenge
system of peroxyl radicals and breaks the propagation of
peroxidation chain reaction [12].

Several strategies have been proposed to minimize cryo-
injuries either by adjusting sperm cell environment (diluents,
protocols) or by modifying sperm cell membrane composition
essentially through dietary supplementation. In this respect,
previous reports demonstrated that supplementation of
vitamin E to rabbit diet (> 200 mg/kg) increases significantly
a-tocopherol level in fresh semen [8-9]; Being so, the
susceptibility of semen to oxidation, expressed by the amount
of thio-barbituric acid reactive substances (TBARS), showed
a high negative correlation with a-tocopherol intake (-0,8)
and its seminal level (-0,9).
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Cyclodextrins are cyclical oligosaccharides with a
hydrophobic interior core expressing high affinity to guest
lipophilic molecules such as cholesterol and a-tocopherol
and a hydrophilic enclosure, increasing its solubility in
semen extenders. Using cholesterol-loaded cyclodextrin
(CLC) treatment for cold-sensitive sperm to a high threshold
could improve gametes cryosurvival rates [24]. Semen pre-
treatment with CLC has been used successfully to insert
cholesterol into cell membranes [25-27, 37] in a view to
improve sperm resistance to cold shock. Similarly, it has
been shown that semen pre-treatment with a-tocopherol
has demonstrated positive effects on post-thaw motility,
viability and oxidation protection in boar [4, 30-31] ; ram
[13,32] ; fish [6] ; dog [21] and human cryopreserved semen
[33]. In rabbit, in our knowledge, there is no previous report
concerning the interest of extender supplementation with
antioxidants, especially a-tocopherol. We hypothesized
that preloading a-tocopherol in cyclodextrins will increase
its solubility and will consequently enhance rabbit sperm
motility through fighting against oxidative stress.

On the basis of the presented background, the current
study aimed to investigate the interest of a double protection
on post thawed rabbit sperm motility using simultaneously
cholesterol and a-tocopherol, both preloaded in cyclodextrins
to increase their solubility in semen extenders.

Materials and methods

REAGENTS AND PREPARATION OF TREATMENTS
COMPLEXES

All reagents used were from Sigma-Aldrich Company
(Prochima Sigma — Tlemcen, Algeria).

Cholesterol loaded methyl-B-cyclodextrins complex
(CLC) was prepared as described previously by Purdy and
Graham [27].In a glass test tube, 1g of methyl-B-cyclodextrins
was dissolved in 2ml of methanol. In a second glass test tube,
200mg of cholesterol was dissolved in 1ml of chloroform. A
0.45ml portion of the cholesterol solution was added to the
cyclodextrins solution and mixed. The obtained mixture was
maintained under stirring for 24h at room temperature and
shielded from light. The solvent was then evaporated under
vacuum by rotary evaporation and the residue was kept in a
desiccator.

a-tocopherol loaded Methyl-p-cyclodextrinscomplex
(TLC) was prepared in 1:1 molar ratios (a-tocopherol:methyl-
B-cyclodextrins) by co-evaporation method. The methyl-p-
cyclodextrins (309.11 mg) and a-tocopherol (100mg) were
dissolved in 50ml of ethanol. The obtained mixture was
maintained under stirring for 24h at room temperature and
shielded from light. The solvent was then evaporated under
vacuum by rotary evaporation and the residue was kept in a
desiccator [17].
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SEMEN TREATMENT AND PROCESSING
Preparation of treatment and freezing extenders

A Tris based extender was used to prepare treatment
and freezing solutions. Tris extender contained: Tris
(hydroxymethylaminomethane) (3.025g), citric acid (1.7g),
glucose (1.25g), Penicillin G (0.1g), dihydrostreptomycin
(0.1g), and distilled water (QS 100ml). The freezing extender
was obtained by adding dimethylsulfooxide DMSO (20%) to
Tris based extender, representing the control treatment. The
tested treatments were: 1). Control (Cntr); the six treatments
prepared using Tris extender and their concentrations were
determined as follows: 2). f-cyclodextrins (Cdx) (0.71mg/
ml); 3). cholesterol (Chl) (4mg/ml); 4). a-tocopherol (Toc)
(0.12mg/ml); 5). cholesterol-loaded cyclodextrins (CLC)
(10.86 mg/ml); 6). a-tocopherol-loaded cyclodextrins (TLC)
(0.92mg/ ml) and 7). CLC+TLC with equal proportion (v/v).
All solutions were filtered by syringe filter (0.45um) and
stored at 4°C until used.

Sperm collection, evaluation and cryopreservation

Seven mature local population rabbit bucks were used as
sperm donors during a period of two months. The bucks were
housed in individual cages; water and food were provided ad-
libitum. Semen samples were collected by artificial vagina
and gel plugs were removed immediately after collection.

Semen ejaculates from each buck were examined for
volume and masse motility (0-9) [3, 5]. Individual sperm
motility was assessed subjectively at 400x magnification
to arbitrary score progressive motility (0-4) and estimate
motility percentage [28]. Concentration was estimated using
a Thomas-Zeiss cell chamber (final dilution 1:200). Only
sperm collection with a mass motility score over six (=6),
progressive motility score over three (=3) and subjective
motility percentage over sixty percent (>60%) were pooled
and allocated to cryopreservation treatments.

Cryopreservation protocol was addressed according
to Rosato and Laffaldano [29]. Semen pools were initially
cooled at 5°C for 90 minutes to minimize cold-chock damage,
then diluted to a ratio 1:5 in Tris buffer containing 20%
dimethylsulfooxide (DMSO). The pools were placed at 5°C
for 45 mn for equilibration. Pools were then split and diluted
to a ratio 1:1 (v/v) with the seven treatments extenders ;
including the control (Tris buffer), the treated semen was
packaged in 250yl plastic straws and frozen by exposure
to liquid nitrogen vapor (5 cm above the liquid nitrogen
surface) for 10 minutes. The straws were then plunged into
liquid nitrogen at -196°C for one hour. Sperm samples were
thawed by immersing the straws in a water bath at 50°C for
10 seconds.

Sperm motion characteristics were determined before
freezing and after thawing using sperm class analyser SCA
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4.0 (Microptic® spain). Briefly 10yl drop of sperm was placed
onto a pre-warmed Makler chamber. A minimum of 200
cells, using at least three microscopic fields were measured
using the previously established parameters: Frame to frame
rate: (16-25/s); cell size (min/max): (10,5/24 pm?); Low
VAP (20pm/s); Medium VAP (40um/s); [7, 18]. The sperm
parameters recorded were: curvilinear velocity (VCL, um/s);
straight line velocity (VSL, um/s); average path velocity (VAP,
pm/s); amplitude of lateral movement of the head (ALH,
um) and beat cross frequency (BCE Hertz).The overall
percentage of motile spermatozoa (TM), and the percentage
of spermatozoa with a progressive motility (PM) i.e., cells
with an average path velocity > 50 um/s and straightness >
75%.

STATISTIC ANALYSIS

The statistical analysis was performed using StatView
© statistical program (version 5.0). Values are presented as
means * standard error of the mean (SEM). Comparisons
between percentages of motility and sperm kinematic
parameters were analyzed by one-way analysis of variance
(ANOVA), followed by Post-hoc Fisher’s test. A P- value
<0.05 was considered to be statistically significant.

Results

FRESH SPERM CHARACTERISTICS

Table 1 represents the initial characteristics of fresh
sperm used in the experiment. Mean values for volume and
concentration were lower than values observed by brun et
al,, [5] within the same range of masse motility (Mm=>6) ;
(respectively: volume (0.67), concentration (716 - 10° spz))
[5]. The motility of the used sperm (Mm and Mi) showed

a medium score (6.7 and 2.9) with an acceptable motility
percentages.

EFFECT OF CHOLESTEROL AND a-TOCOPHEROL ON POST
THAW SPERM MOTILITY PARAMETERS

Total motility (TM) and progressive motility (PM)

The effect of cholesterol and a-tocopherol on post-thaw
total motility (TM) and progressive motility (PM) are set
out in table 2 and represented in figure 1. Compared to the
control, the results showed that cholesterol and a-tocopherol
complexation with B-cyclodextrin (CLC and TLC) presented
higher but not significant difference on post-thaw total (TM)
and progressive motility (PM). The same tendency was
observed when comparing CLC or TLC to cholesterol (Chl)
or a-tocopherol (Toc) alone. In contrast, cholesterol (Chl) and
a-tocopherol (Toc) presented no observable effect compared
to the control. When CLC and TLC where concomitantly
associated (CLC+TLC), no significant improvement on post
thaw TM and PM was observed compared to the control or
to CLC and TLC alone.

50
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FIGURE 1: Effect of cholesterol and a-tocophérol on total motility (TM)
and progressive motility (PM) of rabbit semen after thawing in:
Control (Cntr), B-cyclodextrins (Cdx), cholesterol (Chl), a-tocopherol
(Toc), cholesterol-loaded cyclodextrins (CLC), a-tocopherol-loaded
cyclodextrins (TLC) and CLC and TLC association (CLC+TLC),
(Mean + SEM).

(n=5) Volume Mm % Mot Cn(X10°)
0.42 +0.49 6.7 +0.2 2.95+0.16 78.3 +£2.78 468.98 £ 27.77
Mm : masse motility ; Mi : individual motility ; %Mot : percentage of motility ; Cn: concentration
TaBLE I: The mean + SEM values of fresh rabbit sperm parameters.

Parameter Cntr Cdx Chl Toc CLC TLC CLC+TLC
™ (%) 242 +33 206+ 1.5 234+19 23.7+1.2 275+7.1 31.7£12.5 358 +12.7
PM (%) 6.6+ 1.5 47+18 6.5+2.1 58+ 1.6 9.6 £ 6.5 124£9.5 1317

VCL (um/s) 23.2+0.8° 23.2+1.0° 24.1+0.9* 24 +1.0° 30.8 +1.2° 31.1+09° 31.8£0.9°
VAP (pm/s) 10.1 £0.5° 10.2+0.7*° 103 +0.6* 10.3 £0.6* 13+0.6° 13.5+ 0.5 14.6 £ 0.5¢
VSL (um/s) 53+04"° 5.7£0.6* 55+0.5® 56+0.5° 7.3 +£0.4° 7.1 £0.3% 7.8+0.4°
ALH (um) 1.3 +£0.04*° 1.3+0.05*° 1.4 +£0.04* 1.4 +£0.04° 1.7 £ 0.05° 1.8 £ 0.04% 1.8 £ 0.04°

BCF (Hz) 1.6 £0.10* 1.3£0.09° 1.8 £0.122 1.5+0.11° 2.4+0.13° 2.5+0.10° 2.7+0.10°

abcValues in rows with different letters differ significantly (P<0.05). TM: total motility; PM: progressive motility; VCL, curvilinear velocity; VAP, average path
velocity; VSL, straight-line velocity; ALH, amplitude of lateral head displacement; BCE, beat-cross frequency. Control (Cntr), B-cyclodextrins (Cdx), cholesterol
(Chl), a-tocopherol (Toc), cholesterol-loaded cyclodextrins (CLC), a-tocopherol-loaded cyclodextrins (TLC) and CLC and TLC association (CLC+TLC).

TaBLE II: The mean + SEM effect of cholesterol and a-tocopherol on post-thaw sperm motility parameters.
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Kinematic parameters (VCL, VAP, VSL, ALH, BCF)

The effect of cholesterol and a-tocopherol on post-thaw
kinematic parameters are set out in table 2 and represented
in figure 2. Compared to the control, curvilinear velocity
(VCL), average path velocity (VAP) and straight line velocity
(VSL) of post thawed sperm were significantly improved (p
< 0.05) by CLC. Also, a-Tocopherol-loaded cyclodextrins
(TLC) enhanced significantly (p<0.05) post-thaw kinematic
parameters including VCL, VAP and VSL. The amplitude of
lateral head displacement (ALH) and beat-cross frequency
(BCF), where significantly (p<0.05) higher in CLC and TLC
compared to the control. No significant effect was recorded
when cholesterol (Chl) and a-Tocopherol (Toc) are used
without complexation.
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FIGURE 2: Effect of cholesterol and a-tocopherol on curvilinear velocity
(VCL) ; straight line velocity (VSL) ; average path velocity (VAP);
amplitude of lateral movement of the head (ALH) and beat cross
frequency (BCF) of rabbit semen after thawing in: Control (Cntr),
B-cyclodextrins (Cdx), cholesterol (Chl), a-tocopherol (Toc), choles-
terol-loaded cyclodextrins (CLC), a-tocopherol-loaded cyclodextrins
(TLC) and CLC and TLC association (CLC+TLC). (abc: P<0.05),
(Mean + SEM).

When CLC and TLC are simultaneously added to
semen (CLC+TLC), an enhancement effect on kinematics
parameters was observed with significant difference (P<0.05)
compared to control concerning VCL, VAP, VSL, ALH
and BCE. However, no improvement was observed when
compared to CLC or TLC alone.

Discussion

The aim of the current study was to investigate the
interest of cholesterol and a-tocopherol (vitamin E) as
complementary molecules to improve post thawed rabbit

NABI (I.) AND COLLABORATORS

sperm motility. Cyclodextrins was proposed to solubilize
and enhance bioavailability of hydrophobic components
into aqueous solutions. Through the present study, it is
presumed that cholesterol and a-tocopherol could work in a
complementary manner; cholesterol by reinforcing the sperm
cell membrane and facing consequently cold shock injuries,
while a-tocopherol ensures an antioxidant protection over
the phase transition stress.

Cholesterol is an important structural component of
spermatozoal plasma membrane. Cholesterol:phospholipids
ratio may establish differences among mammalian species
toward sperm cold-chock resistance [24]. Rabbit spermatozoa
presents high Cholesterol:phospholipids ratio (0.88) [35] and
consequently only few studies investigated the interest of
cholesterol on post-thaw motility. Mocé et al., [22] reported
no CLC effect on rabbit semen cryopreservation, however,
Aksoy et al. [1] found that CLC enhanced osmotic tolerance
in fresh rabbit semen and inhibited premature acrosome
reaction in liquid storage at 4°C. Despite that Aksoy et al.
[1] did not cryopreseved rabbit sperm treated by CLC, the
improvement of post-thaw kinematic parameters of our
study would be associated to Aksoy et al. [1] findings ; in fact,
when osmotic tolerance of cells are increased this improves
their cryotolerance.

In the present experimental, treatment with cyclodextrins
alone was ineffective on most of post-thawed sperm
motility parameters. Cyclodextrins cholesterol-efflux force
appeared to be canceled in rabbit sperm, these findings are
in concordance with those reported by Mocé et al.,, [22]
demonstrating that rabbit sperm treated with cyclodextrins
alone do not show depressed cryosurvival rates, but exhibit
similar cryosurvival rates to untreated sperm. These
observations could be related to the already cholesterol-rich
membrane and probably also to the presence of rich-sterol
prostate granules known as cholesterol efflux modulator [10,
11].

As spermatozoa discard and lose the majority of
the cytoplasmic antioxidants during the final stages of
spermatogenesis, vitamin E remains the most liposoluble
and naturally membrane’s integrated system of defense
against peroxidative damage. Alternatively, supplementing
a-tocopherol to sperm extenders would constitute an
effective alternative against cryo-produced ROS [4, 6, 20].
In rabbit sperm, effect of a-tocopherol (Vitamin E) on
sperm was explored but exclusively through nutritional
supplementations [8, 9]; Castellini et al. [8], particularly,
increased 1.9 fold the amount of vitamin E in fresh semen
and 2.19 fold in 5°C stored semen by 4 fold a-tocopherol
dietary supplementation. However, this enrichment did
not improve spermatozoa characteristics but only reduced
membrane lipid oxidation during storage. In the current
work, direct incorporation of a-tocopherol presented
also no improvement effect on motility parameters. In
contrast, previous studies on other animal species, using
the same tocopherol derivate, reported a positive impact

Revue Méd. Vét., 2017, 168, 4-6, 87-92



VITAMIN E AND CHOLESTEROL ON MOTILITY OF RABBIT SEMEN 91

on cryopreserved sperm motility and lipid peroxidation,
especially in boar [31] and sea bass [20].

Cyclodextrins was majorly proposed to solubilize
a-tocopherol in a view to enhance the suppressive effect
of a-tocopherol on lipid oxidation [34], in our knowledge;
the use of this complexed form of a-tocopherol has never
been investigated in rabbit semen diluents. In our study,
a-tocopherol preloaded in P-cyclodextrins
significantly post thaw motility in the same manner as
when using CLC treatment. cyclodextrins a-tocopherol
inclusion would ensure a gradual release of a-tocopherol
and constitute a short cut of nutritional supplementation
with more efficiency on gametes motility. The protective
effect of a-tocopherol is presumably due to preserving bio-
membranes from lipid peroxidation [16].

enhances

When sperm was concomitantly treated with cholesterol
and a-tocopherol, both preloaded in cyclodextrins, an
additive effect was observed compared to CLC and TLC
indicating probably a dual protection against membrane
damages and oxidative injuries during cryopreservation.

In conclusion, cyclodextrins appeared as effective in
improving cholesterol and a-tocopherol solubility in semen
extenders and represent an interesting alternative to enhance
post-thaw kinematic parameters.
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