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INTRODUCTION GENERALE

Les gametes assurent la préservation des patrimoines génétique des étres vivants et le

passage des caractéres des especes a travers les générations successives, ce phénoméne se
traduit dans le concept de reproduction. Cette derniere nécessite la présence I'ovule de femelle
et les spermatozoides prévues dans le liquide séminal du méle.
Les spermatozoides passent au long des voies génitales féminine pour assurer la fécondation,
cela affecte ses performances. Les méthodes de conservation assurent la préservation des
spermatozoides et en préservant leur performance pour une utilisation optimal en insémination
artificiel.

La conservation a basse température et la congélation des spermatozoides sont des
méthodes privilégiées pour favoriser la diffusion du progres génétique. De plus, la congélation
permet la préservation ex situ de la diversité génétique, La préservation de la diversité génétique
représente actuellement un défi majeur pour garantir la durabilité de I'approvisionnement en
ressources animales destinées a I'nomme et pour préserver la biodiversité (Blesbois et al, 2007).
Malheureusement, pendant la conservation, un stress oxydatif se produit, ce qui entraine une
diminution de [I'efficacité du processus de conservation, notamment au niveau des
spermatozoides.

Le stress oxydatif cause la surproduction d'espéces réactives de I'oxygéne (ERO) est
causée par la chaine de transport d'électrons des mitochondries ainsi que par divers autres
mécanismes. Les ERO se forment lorsque les défenses antioxydantes cellulaires de I'organisme
ne sont pas en mesure de les détoxifier completement, ce qui entraine un stress oxydant. Ce
dernier correspond a un processus d'oxydation cellulaire élevée, résultant de I'action de
plusieurs agents endogenes et exogenes (Boucelha et al. 2014). Tout cela affecte la membrane
cytoplasmique du sperme et sa mort.

En revanche, on a découvert des antioxydants qui réduisent l'oxydation, et parmi ces
antioxydants, on peut citer la vitamine E.

La vitamine E, également connue sous le nom de tocophérol, est un nutriment essentiel
pour le corps humain. Il s'agit d'une vitamine liposoluble et d'un puissant antioxydant. La
vitamine E joue un role important dans la protection des cellules contre les dommages causés
par les radicaux libres, qui sont des moléecules instables produites lors du métabolisme normal
et en réponse a des facteurs environnementaux tels que la pollution et le stress. Elle contribue
également a la santé de la peau, au bon fonctionnement du systeme immunitaire et a la

protection des acides gras essentiels dans le corps. La vitamine E se trouve naturellement dans
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certains aliments, tels que les noix, les graines, les huiles vegetales et les Iégumes a feuilles

vertes (National Institutes of Health - Office of Dietary Supplements).

Les scientifiques ont également recours a des milieux adaptés et excellents pour la
préservation, riches en toutes les nécessités, dont nous pouvons mentionner les liposomes. Les
liposomes sont de petites structures composées de couches lipidiques qui ressemblent aux
membranes cellulaires. Ils sont utilises dans les domaines médicaux et biologiques comme
moyen de préservation et de delivrance de médicaments et d'autres substances biologiques Les
liposomes se composent de deux couches lipidiques entourant une cavité centrale contenant une
substance aqueuse. L'utilisation des liposomes dans les applications scientifiques est renforcée
par leur capacité a charger une variété de substances biologiques et médicamenteuses, facilitant
ainsi leur transfert et leur délivrance aux tissus et organes cibles .Les liposomes sont idéaux
pour améliorer I'absorption et la ciblage des médicaments dans le corps. Ils fournissent une
enveloppe protectrice pour le médicament jusqu'a ce qu'il atteigne le site souhaité, réduisant
ainsi la toxicité et les effets secondaires indésirables. Les propriétés des liposomes peuvent étre
modifiées pour améliorer leur solubilité, leur stabilité et leur permeéabilité (Torchilin VP.

Recent advances with liposomes as pharmaceutical carriers. Nat Rev Drug Discov).

Dans notre travail, nous avons tenté de développer des milieux pour la conservation des
spermatozoides pendant des périodes plus longues. Nous avons également ajouté des
antioxydants a certains de ces milieux. Ces milieux sont basés sur une variation du nombre et
du type de phospholipides. Ils contiennent des proportions variables (jaune d'ceuf, Tris.
liposome et vitamine E) a des concentrations différentes. Nous les suivrons dans le temps pour

évaluer l'efficacité de ces milieux.
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Chapitre |

. Les liposomes

1.1 Définition les Liposome

Les liposomes sont des petites vésicules sphériques dont la paroi est formée d'une ou
plusieurs bicouches, le plus souvent de nature phospholipidique, renfermant un espace interne
aqueux. Leur intérét réside principalement sur la possibilité de vectoriser des substances, soit
par inclusion dans la membrane lipidique, soit par encapsulation dans I'espace interne. Il est
donc possible d'y encapsuler des principes actifs de solubilité trés différente (hydrophile,
amphiphile ou lipophile).

Suite a I’identification de leur structure en 1965 (Bangham et al, 1965), les liposomes
furent d’abord utilisés comme modeles de membranes biologiques. En effet, les membranes
biologiques sont constituées de bicouches lipidiques (phospholipides et cholestérol) et entre-
autres, de protéines et de glucides. Les bicouches de lipides possedent une surface polaire et un
cceur non polaire. Ce dernier agit comme une barriére au passage des ions et aux autres entités
polaires mais représente un environnement favorable pour les molécules non polaires. Ce n’est
qu’au début des années ‘70 que les liposomes furent envisagés en tant que vecteurs de
médicaments par (Gregoriadis et Ryman 1972). Leur intention était alors d’administrer une
enzyme a des patients. Cette approche thérapeutique comportait plusieurs avantages. D’une
part, ’encapsulation de I’enzyme a I’intérieur de membranes lipidique permettait d’éviter le
contact direct entre une protéine étrangere et 1’hote. D’autre part, les liposomes étant
généralement constitués de substances issues des membranes cellulaires (lipides et cholestérol),
ils furent rapidement considérés comme biodégradables, non-toxiques et non-immunogenes
(Gregoriadis, 1976).

1.2 Morphologie des liposomes

Les liposomes sont des systemes constitués de molécules amphiphiles bi caténaires
(deux chaines hydrocarbonées et une téte polaire) dont la représentation schématique est
présentée ci-dessous. Les molécules lipidiques s’organisent selon une certaine conformation
dans I’espace. Une équation permet de rendre compte de ’arrangement et de prédire la

formation d’agrégats en milieu aqueux (Lasic.1998)
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Figure 1; Structures des liposomes

1.3 Les constituants majeurs des liposomes : les phospholipides

1.3.1 Composition des liposomes:

La matiere premiere des liposomes comprend généralement un ou plusieurs
phospholipides, éventuellement un stérol et une substance ionique lorsque les liposomes
souhaités doivent avoir une charge positive ou négative. Les caractéristiques des liposomes
dépendent de leur mode de fabrication et du choix des composants de la bicouche, notamment
des phospholipides, qui influencent fortement la rigidité (ou la fluidité) ainsi que la charge de
la bicouche. Par contre, ils ont I'avantage d'étre atoxiques et facilement dégradés, car ils font

partie des constituants naturels des membranes biologiques. (Lorin, et all 2004).

Les lipides sont des corps gras d’origine naturelle. Les lipides les plus répandus au
niveau des membranes biologiques sont les Glycéro lipides, les sphingolipides et les stérols.
Les phospholipides font partie de la famille des Glycéro lipides. Les glycérolipides sont
construits a partir du glycérol, dont deux fonctions alcool ont été esterifiées par des acides gras
qui forment la zone hydrophobe (apolaire) de la molécule de phospholipide. La troisieme
fonction alcool porte un groupe polaire, qui constitue la téte polaire du lipide. Dans le cas des
phospholipides, il s’agit du groupe phosphate, lui-méme estérifié par différents groupements,
souvent azotes. Les acides gras possedent généeralement 16 ou 18 atomes de carbone et peuvent
comporter une ou plusieurs instaurations, non conjuguées en général. C’est essentiellement la

téte polaire (groupe phosphate dans notre cas) qui va dicter le comportement des différents
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lipides et qui va permettre leur classification ; ainsi, dans le cas des phospholipides (Banerjee
et all 1999) (Large et (2021).

On trouve : la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidylethanolamine (PE), la
phosphatidylsérine (PS)... (Delattre et al ,1993).figure 2 suivant:

Groupement
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ou
Hydrophobe
Acides gras
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Figure 2: Structure de phospholipide.

Trois types particuliers d’arrangement. La micelle normale, la micelle inverse et la vésicule.

Une micelle est un compartiment sphérique fermé constitué¢ d’une couche de surfactant ;
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Selon L’orientation de la partie polaire du surfactant vers L’extérieur ou vers I’intérieur de la

sphere, on définit respectivement les micelles normales et les micelles inverses (Figure 3 et 4)

Eau

M o

LAY

(a) Micelle normale (b) Micelle inverse

LY_LY_J
Queues  Téte
apolaires polaire

Micelle Mmicells imerse bicouche pidique

(c) Phospholipide

Figure 3: Les différents types des compartiments des  Figure 4: Représentation schématique des différents
phospholipides assemblages possibles de phospholipides

I.4 La préparation des liposomes:

La méthode la plus simple et la plus primitive a été préparé par (Bangham et al. 1965)
pour fabriquer des liposomes, elle consiste a évaporer le solvant organique comme le
chloroforme : méthanol (2 : 1) dans lequel sont dissous les lipides, puis a les remettre en
suspension dans un solvant aqueux. Cette méthode appelé 1’hydratation simple. Cette opération
doit se dérouler dans des conditions de température dépendant de la nature du (des) lipide(s)
choisi(s). Aboutir a la formation d’un film composé des phospholipides. Enfin, on place le film
mince dans un milieu aqueux. Dans ce milieu aqueux, le film lipidique s’hydrate et les
phospholipides s’associent de maniere a ne pas exposer leurs chaines acyles au solvant : il en
résulte la formation de bicouches, qui se referment en emprisonnant du solvant. Des bicouches
peuvent enfermer d’autres bicouches de plus petite taille. Ainsi, lors de cette préparation, ce

sont des liposomes MLV qui sont majoritairement produits. (Garnier. 2009)
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Figure 5: Schémas représentatif de la méthode de Bangham.

Dans la méthode de réversion de phase(Papahadjopoulos, Watkins, 1967),
L'évaporation en phase inverse (EPI) est basée sur la formation de gouttelettes d'eau entourées
de lipides et dispersées dans un solvant organique (en général un volume de phase aqueuse pour
trois volumes de phase organique : 1’éther) pour former une émulsion eau dans huile (des
gouttes d’eau dans lesquelles les lipides s’orientent avec leur téte hydrophile en contact avec
I’eau et leur queue hydrophobe en contact avec 1’¢ther). L’éther est ensuite progressivement
évaporé sous vide ce qui conduit a la formation de liposomes. Les vésicules obtenues sont
principalement uni lamellaires et de grande taille malgré une certaine hétérogénéité des

populations de liposomes vis-a-vis de ces parameétres. (Belala ; 2016)




A ether B éther C
. .

Figure 6 : Formation de membranes lipidiques par réversion de phase.

Une autre méthode est souvent utilisée, c’est la formation des liposomes par élimination
détergent (McConnell, 1977) La dissolution des mélanges de lipides dans un excés de détergent
va permettre de casser ces agrégats et de disperser les lipides dans des micelles. 1l se forme
alors des micelles mixtes lipides-détergent en équilibre avec des monomeres de détergent. Dans
un deuxieme temps le détergent est éliminé, par exemple par dialyse, de facon continue et
contrblée, ce qui conduit & la formation de bicouches mixte lipide-détergent puis de membranes
sans détergent (Lorin et al ; 2004).

-2 -2
)
e 25k T2 T

Micelle Micelle saturée Vésicule saturée Vésicule
détergent-lipides en lipides en détergent

Figure 7: Formation de membrane lipidique par élimination de détergent.
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1.5 Stabilité des liposomes

1. Fluidité membranaire :

La fluidit¢é membranaire est définie comme I’aptitude des phospholipides a se mouvoir
au sein de la membrane (E. Shechter, 2002). Une bicouche phospholipidique dans son état
ordonné type gel présente donc une fluidité plus faible que dans son état désordonné type fluide.
Ainsi, la température influence fortement I’organisation des phospholipides au sein de la
bicouche phospholipidique. Le passage d’un état type gel a un état type fluide pour la bicouche
ou la présence locale de zones désorganisées au sein d’une structure majoritairement organisée
pour la bicouche favorise les phénomenes de fusion entre liposomes. Plus généralement, en cas
de changement de température, une suspension liposomiale sera altérée avec relargage des

principes actifs encapsulés.

2. Agrégation des liposomes
L’agrégation des liposomes en solution est un phénomene inévitable lorsque les
liposomes ne sont constitués que de phospholipides naturels. Cette agrégation est due a
I’existence des forces attractives de van der Waals, ¢’est-a-dire de forces induites a I’extrémité
des phospholipides. Une fois au contact, des phénoménes de fusion (coalescence) entre

liposomes peuvent se produire.

3. Dégradation chimique des liposomes
Les phospholipides sont le si¢ge de deux types de dégradation chimique : I’hydrolyse
de leurs fonctions esters et la peroxydation de leurs chaines insaturées d’acyles [29]. Ces deux
dégradation alterent I’intégrité de la bicouche phospholipidique et peut entrainer la libération
des principes actifs encapsulés. Les conditions (température, cinétique) conduisant a ces

dégradations ne sont pas détaillées.

4. La congélation des liposomes
L’idée de congeler une suspension liposomiale aprés sa formation afin de la conserver
peut sembler avantageuse car la congélation est un processus rapide, semblable a une trempe et
ainsi, on peut penser que la suspension liposomiale n’aurait pas le temps de se dégrader. Elle
serait figée en 1’état. Des exemples de congélation/décongélation sur des suspensions
liposomiales sont présentés dans la littérature (P. Machy et al, 1987, T. Pillot, M. Goethals,
1996).
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Mais a chaque fois, il est souligné que ces cycles de congeélation/décongélation fragilisent la
membrane des liposomes et provoquent une évolution des liposomes : a partir d’une suspension
de SUV, on obtient une suspension de LUV (P. Machy et al, 1987) et, a partir d’une suspension
de MLV, on obtient une suspension de LUV (T. Pillot, M. Goethals, 1996). Ces applications
sont parfois utiles, par exemple, pour augmenter I’efficacité d’encapsulation d’une suspension
de SUV, cette derniére est transformée en une suspension de LUV par des cycles de
congélation/décongélation (P. Machy et al, 1987). Mais la congélation ne permet pas de

conserver une suspension liposomiale en 1’état.

1.6 Applications des liposomes :

Les liposomes furent découverts au début des années 60 (C. Magnanl1998 ; A.
Bangham,1965) et au départ, principalement utilisés comme modéle membranaire pour I’étude
de la structure et des propriétés des membranes biologiques (A. Bangham,1965). De par leur
nature non-toxique, biodégradable, les liposomes furent rapidement reconnus pour leur possible
utilisation comme systémes de délivrance de médicaments (SDM) par voie cutanée, parentérale
ou orale. L’un des avantages des liposomes est qu’ils peuvent encapsuler des composés
hydrophiles ou lipophiles, soit dans [’espace interne aqueux, soit dans la bicouche
phospholipidique ; des composés peuvent également étre intégrés a la membrane

phospholipidique par complexation.

Les premiers essais ne furent malheureusement pas a la hauteur des espérances. Tout
d’abord, la durée de vie des liposomes dans le sang est limitée car le systéme immunitaire

détruit les liposomes au niveau du foie et de la rate par phagocytose.

Substance hydrophobe

Ceeur aqueux

€ o

Elément intégré a la
surface de la membrane

Substance hydrophile par complexation

Figure 8: Schéma d’un liposome avec des substances encapsulées ou complexées.
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Ensuite, lors d’une utilisation par voie entérale, les liposomes sont dégradés en milieu
intestinal par les sels biliaires et les lipases pancréatiques (R. N. Rowland et al, 1980).

Depuis les années 1990, les progrés réalisés dans la formulation des liposomes
permettent, aujourd’hui, de s’affranchir de ces difficultés. Aux liposomes dit « bruts », se sont
substitués des liposomes « furtifs » (entourés de polymeres - polyéthyleneglycol — pour éviter
la phagocytose (D. D. Lasic etal 1991 ; N. Van Rooijen et al ;1980) , des immunoliposomes
(liposomes furtifs auxquels ont été attachés des ligands spécifiques a la surface externe pour
cibler une cellule ou un tissu (J. W. Park,1997) et enfin, des liposomes cationiques (liposomes
furtifs dont la surface interne et externe est chargée positivement afin d’accroitre les interactions
avec les membranes cellulaires et ’ADN (X. Gao et al, 1993 ; J. G. Smith et al,1993). Grace
a leur biodisponibilité accrue et la possibilité de ciblage spécifique, ces nouveaux SDM sont
utilisés pour le traitement du sida (D. D. Lasic,1998 J. Bestman-Smith,2000), du cancer (D.
D. Lasic etal 1991, A. Gabizon et al 1997, D. Lasic, 1998), de la malaria (D. D. Lasic et
al 1991, C. R. Alving,1989), des maladies touchant les poumons, le foie ou la rate( D. D. Lasic
et al 1991), et plus généralement le traitement des maladies infectieuses; la vaccination ( D. D.
Lasic etal 1991 ; J. J. Bergers et al, 1996, S. Gould-Fogerite ,1996) ; le diagnostic (rayons
X, infrarouge) (D. D. Lasic et al 1991) ; la thérapie génique (C. Ropert ,1999).

Enfin, I’ophtalmologie (S. Ebrahim et al,2005). L’application des liposomes
directement sur la peau et la libération de principes actifs pénétrant les tissus permettent des
applications multiples en dermatologie ou cosmétologie .Ainsi, I'utilisation des liposomes
touchent d’autres secteurs que le secteur médical avec des débouchés dans I’industrie textile
(coloration de textiles ou modification de surface(l. S. C. de Sousa, 2010), dans
I’agroalimentaire (encapsulation d’ardme, de nutriments, d’enzymes , encapsulation
d’antibiotiques d’origine naturelle pour le bétail (S. Varona et al ,2011) Les liposomes sont
aussi utilisées en cosmétologie (antioxydants, collagene, etc.) sont en général appliquées
localement sous forme d’émulsion huileuse ou de solution alcoolique. L’huile et 1’alcool
peuvent endommager la peau en cas d’application prolongée. L’encapsulation dans des
liposomes permet de contourner ce probléme (Lasic, 1998 ; Schechter, 2002 ; Redziniak,
2003).

Les applications qui nous concernent le plus est 1’application des liposomes en
cryoconservation, Les liposomes peuvent étre charges d'antioxydants qui entrainent une
augmentation significative de la mobilité totale et progressive des spermatozoides ainsi qu'une
augmentation de la viabilité, de l'intégrité de la membrane plasmique et de l'activité des

mitochondries dans les spermatozoides. En outre, les liposomes peuvent étre chargés avec un
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contenu lié aux lipides pour améliorer I'efficacité de la régénération de la membrane plasmique
pendant le processus de congélation-décongélation des spermatozoides de bélier. Les liposomes
ont été utilisés comme additifs Cryo protecteurs chez plusieurs espéces animales, y compris
1'équidé, le porc et le beeuf (Mehdipour, et al, 2017 ; Belala, 2016).

|.7 Les perspectives et défi de ’utilisation des liposomes

Des chercheurs bien immergés dans les sciences d’intégration de la nanotechnologie a
la médecine font des estimations pour 1’utilisation des nano robot dans les traitements futurs
des maladies, Des nano-robots sont désormais capables d'entrer et d'évoluer dans le corps
humain en atteignant une cible tres petite avec une précision quasi optimale. Dans un futur trés
proche, ils seront capables d'effectuer des actes chirurgicaux simples et des missions
d'exploration. Les procédés de miniaturisation s'améliorent et deviennent de plus en plus
performants. Tout c’est possible grace a ’utilisation des liposomes pour I’encapsulation et le
transport de ces petits agents dans le corps humain (Sidibé et al ,2017) D’autres recherches
ont déja commencé a utiliser ces systémes de transport pour 1’intégration des ARNm chez les
malades ayant des déficiences des hormones/ des certains enzymes ou protéines ou les cas des
vaccination pendant les pandémies (Couvreur, 2022) L’utilisation qui reste toujours I’un des
plus importants pour les études et applications de liposomes sont les propriétés membranaires.
En effet, ils constituent un modéle membranaire qui tente de reproduire la structure et les
propriétés des membranes biologiques. L’avantage de leur utilisation réside dans la possibilité
de moduler les conditions expérimentales pour mettre en évidence 1’influence de certains
facteurs sur les propriétés membranaires. L’effet de parameétres tels que la composition
lipidique, la température, la force ionique, 1’asymétrie lipidique et le pH du milieu peut étre
étudié (Szoka, Papahadjopoulos, 1980; Tonkonog et al. 1982 ; Carrion et al. 1994 ; Nacka
et al. 2001). Les défis de ces études restent toujours le manque des datas autour leurs effets
futurs sur la santé sur les réactions publiques des patients et des personnels gouvernant le
secteur de santé et éthique et toujours les défis technique autour la production des liposomes

destines au Cryo préservation surtouts les couts élevés lors de la préparation.

I1. Vitamine E
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1.1 La définition vitamine E :

La vitamine E C'est I'un des éléments extraits des plantes et les algues et des
champignons (Et la plus grande quantité que nous trouvons dans les huiles végétales) et est
considéré comme un antioxydant important, car c'est un antioxydant. La chimie de la vitamine
E est relativement complexe.

En 1922, H.MEvans avait remarqué que des rats soumis & un régime exclusivement
Lacté avaient perdu leur fonction de reproduction et que celle-ci ne pouvait étre
Restaurée par aucune des vitamines connues a I'époque. Le facteur nutritionnel responsable de
cette carence fut trouvé d'abord dans I'huile de germe de blé puis dans diverses plantes
oléagineuses. Deux composés purs furent caractérisés en1936 et nommeés a- et~ -tocophérols]
(VILKAS, M. (1994).Vitamines mécanismes d'action chimiques (Edition HERMANN. pp
111-152).

11.2 STRUCTURE CHIMIQUE

La vitamine E fait partie de la famille des tocophérols, nom proposé pour la premiére fois en
1936 par Evans et collaborateurs. Ce nom provient du grec tokos pour progeéniture et pherein
pour porter. Cette famille comprend 4substances : 1’a-tocophérol, qui est la vitamine E
proprement dite, le B-tocophérol, le y-tocophérol et le 6-tocophérol.

La nomenclature des molécules de la vitamine E : des tocophérols (T) et tocotriénols (T3). La
commission sur la nomenclature biochimique (International Union of Pure and Applied
Chemistry and International Union of Biochemistry and Molecular Biology Joint Commission
on Biochemical Nomenclature, 1982) Apres finalement donnée terme «vitamine E » pour tous
les dérivés tocophérols et tocotriénols démontrant qualitativement une activité biologique d’a-
tocophérol.

La structure chimique de ces molécules est importante pour la compréhension de la méthode
d’analyse, du métabolisme ainsi que du mode d’action de la vitamine E.

La structure chimique des tocophérols se compose d’un cycle chromanol mono-, di-, ou tri-
méthylé auquel se trouve rattachée une chaine carbonée latérale (chaine phytyle) saturée de 16
carbones (Fernholz, 1938).

Les tocophérols différent entre eux seulement par le nombre et I’arrangement des groupements

méthyles autour du cycle benzéne du noyau chromanol.

E



Substituants des tocophérols R! R? R3 Nom
CHs |CHs |a-tocophérol
H CHs  |B-tocopherol
CHs |CHs  [y-tocophérol
H CHs  |5-tocophérol

Figure9 : Structure et dénomination des quatre tocophérols.

La structure chimique du tocotriénol est également cycles mono-, di- ou triméthylchromanol

avec des chaines carbonées pendantes mais contenant trois doubles A gauche des positions 3,

7' et11'.
Substituants des tocotriénols R1 R? R3 Nom
1 CHs CHs CHs a-tocotriénol
R
HO CHs |H CHs  |B-tocotriénol
R2 07 = = H CHs [CHs  fy-tocotriénol
RB
H H CH3 d-tocotriénol

Figure 10: Structure et denomination des quatre tocotrienols.

Les molécules chiraloes peuvent exister sous différents stéréo-isomeéres, quelques
éléments de chimie permettre de mieux comprendre la notion de chiralité, pour bien étude la
vitamine E. quand la molécule I'a un centre chiral, d. Atome de H. Le carbone est lié a quatre
groupes différents, qui peuvent se présenter en deux groupes. Différentes formes, photo de
I'une d'elles L'autre dans le miroir s'appelle I'énantiomere. La seule différence entre les
énantiomeres est la suivante. Degre de chiralite. Par consequent, ces molécules ont les mémes
propriétés achirales que les points. Point de fusion, point d'ébullition, densité, lls ne peuvent
pas étre séparés les uns des autres en raison de leur solubilité différente, etc. méthodes en
fonction de ces propriétés. Cependant, ils ont des propriétés chirales différentes. Et c'est arrivé
Les enantioméres sont généralement propriétés biologiques exceptionnelles, parce que leur
réponse biologique Des bases attrayantes molécule chirale. Cette particularité est soulignée
Loin. Molécule avec 3 Ainsi, un centre de chiralité peut exister comme Distribué en 8

stéréoisomeres différents Transformer en quatre paires d'énantioméres : RRRSSS, RSR-SRS,
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RRS-SSR, RSS-SRR. R et S sont des regles rectales - Droite - et effrayante - gauche - qui
Voir le sens du mouvement d'horlogerie ou Un mécanisme antihoraire dans lequel des groupes
de centres chiraux sont liés les uns aux autres classé sur la base Numéro atomique (Hart,
1987). Par conséquent, chaque tocophérol est présent dans 8 ou moins. Différents
stéréoisoméres comme la Il a trois centres chiraux en C2 et C4" et C8'. a-tocophérol, etc. RRR,
RSR, RRS, RSS, SRR, SSR, SRS et SSS, Cependant, le seul stéréoisomeére naturel de ceux-
ci est (2R, 4R, 8 R)-a-tocophérol, d. H. RRR-alpha-tocophérol. C’est Il en va de méme pour
les autres tocophérols Il y a donc 32 stéréoisomeres Famille des tocophérols (Tableau I). La
vitamine E est disponible en vente libre Habituellement maintenant soit Forme
stéréoisomerique naturelle du RRR-o-tocophérol Une forme synthétique appelée alpha-
tocophérol tout-racémiqgue ou alpha-tocophérol tout-racémique, qui est un mélange de : A peu
prés le méme montant que le 8 Un stéréoisomeére d'a-tocophérol. De plus, il peut également
contenir de la vitamine E. forme non estérifiée, ou Il existe souvent sous une forme esterifiée.
Les esters de vitamine E sont obtenus par estérification du groupe hydroxyle en position 6 du
cycle. chromanol et acétate, ou Encore une fois avec du succinate, du nicotinate ou du
phosphate. Ces formulaires Plus d'avantages lorsqu'estérifié Stable et résistant a I'oxydation
(Ruperez et al. 2001).

11.3 Le role de la vitamine E :
1. Antioxydant :

e La vitamine E agit comme un ontioxydant en neutralisant les radicaux libres .les
radicaux libres sont des especes réactives d’oxygene qui peuvent causer des dommages
oxydatifs aux cellules .La vitamine E aide a protéger les membranes cellulaires contre
ces dommages (Halliwell B , et Gutteridge JMC ,Free Radicals in Biolgy and
Medicine.2015).

2. Santé cardiovasculaire :

e Des études ont suggéré que la vitamine E peut réduire Le risque des maladies
cardiovasculaires en inhibant I’oxydation des lipoprotéines de basse densité¢ (LDL) et
en réduisant 1’agrégation plaquettaire (Stephens NG,et al .Lancet .1996).

e Cependant, des essais cliniques plus récents n’ont pas montré de bénéfices significatifs
de la supplémentation en vitamine E sur la prévention des maladies cardiovasculaires
(Miller ER, et al .Ann Intern Med .2005).
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3. Systéme immunitaire :

e Lavitamine E joue un role dans le maintien sain en améliorant la fonction des cellules
immunitaires, telles que les lymphocytes Tet les cellules tueuses naturelles (Meydani
SN, et al.J Nutr.2000).

e Elle peut également moduler I’inflammation en régulant la production de cytokines pro-
inflammation (Lee GY, et al.Nutrients.2018).

4. Lasanté de la peau :

e La vitamine E comme un hydratant naturel et peut aider a réduire la sécheresse, les
irritations et les inflammations cutanées .De plus, elle peut favoriser la cicatrisation des
plaies et protéger la peau contre les dommages causés par les rayons ultraviolets du

soleil.

1. Le stress oxydatif

I11.1 La définition stress oxydatif :

Le stress oxydatif est une condition causée par un déséquilibre dans le corps. Génération
d'éléments oxydants et Mécanismes de défense antioxydant (Fig. 11) Ce deséquilibre provient
soit d’une production exagérée d’agents oxydants, soit
D’une altération des mécanismes de défense. Le stress oxydant est initié
Et contribue par ses conséquences multiples touchant les acides
Nucléigues, les protéines ou les lipides a la pathogénie de certaines maladies telles que les
maladies cardiovasculaires, les maladies neuro-dégénératives ou le cancer. Evaluer et enfin
analyser les oxydants, les mécanismes de défense les produits secondaires qui peuvent en
résulter.

La rupture de cet équilibre est multifactorielle. Elle peut étre due a une production
trop forte de radicaux, a une défaillance des systéemes de défense ou alors, a une carence en un
ou plusieurs antioxydants apportés par la nutrition tels que les vitamines ou les oligo-élements.
(LAUSANNE A.R.L., 2010).
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Figure 11: représentation la définition du stress oxydant.

111.2 Conséquences du stress oxydant :

Le stress oxydatif endommage directement les biomolécules telles que :
B. Oxydation des glucides, des lipides, des protéines et des acides nucléiques.

Toutes ces molécules sont le résultat d'une exposition & des especes réactives de l'oxygéne
(ROE).

Peut causer de graves dommages cellulaires pouvant méme entrainer la mort

Cellules en activant les voies de signalisation apoptotiques. (AITKEN et al., 2006)

I11.3 Les espéces oxygénées réactives (EOR) :

L'oxygene est nécessaire a la vie de certains organismes, notamment les animaux, les
plantes et les micro-organismes, car il contribue a la production du principal facteur d'exécution
de diverses fonctions, a savoir I'énergie (ATP). L'énergie que nous obtenons grace aux
processus d'oxydation (Echange d'électrons).

Lors de ces différentes L'accepteur d'électrons final est I'oxygene. Si le nombre d'électrons est
impair
Lorsqu'il y est transféré, il est converti en dérivés de I'oxygene appelés radicaux libres.
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Oxygene ou espéces réactives de I'oxygene (REO) qui sont toxiques pour le corps. Ces radicaux
libres oxygénés sont des molécules contenant un ou plusieurs électrons

Non appariés (HALLIWELL et al, 1994). Cela provoque une instabilité et peut finir par
accepter ou transférer un autre électron compose, Le degré d'interaction des radicaux est
instable et il n'est pas fixe, ce qui provoque un transfert rapide de I'électron sur une autre
molécule de maniére peu spécifique (HALLIWELL et al, 1994).

111.4 Mécanisme de production des espéces réactives oxygénées (ERO)

La génération de radicaux libres consiste principalement en un clivage homolytique Une
liaison covalente de deux unités, chacune avec un électron, Enlevement ou ajout d'électrons.
Ces especes réactives de I'oxygeéne sont Les différents mécanismes appartiennent généralement
a deux classes : intrinseques et extrinséques (Franco et al, 2008 ; Costa et al, 2014 ; Lushchak
et al, 2014 ; Sies et al 2017).

1. Lessources des EOR :
Il est possible de générer des rayonnements autres que les rayonnements ionisants (rayons
ultraviolets, rayons X, rayons gamma).
Radicaux hydroxyles obtenus directement a partir de I'eau, qui est généralement la principale
source d'ERO
La chaine de transport d'électrons mitochondriale. Production d'agent oxydant
Les neutrophiles et les macrophages sont également des sources importantes d’Enzyme NADH
oxydase (WANG H.J. et al, 2009).

2. Origine endogene des ERO :

La mitochondrie
La mitochondrie est la source majoritaire de production de radicaux libres, Principalement
I’anion superoxyde et ce a travers la chaine respiratoire. Cette production Debute lorsque les
composés NADH et FADH2 sont oxydés libérant ainsi de I’hydrogene et Des €lectrons qui sont
transportés le long de cette chaine conduisant a une réduction de L’oxygéne en H20.

Il arrive qu’il y soit des fuites de certains électrons amenant a formerL’anion superoxyde qui

sous I’action du superoxyde dismutase (SOD) est dismuté en H202 (Li et al, 2013 ; Zorov et
al, 2014 ; Costa et al, 2014 ; Jitschin et al, 2014 ; Lushchak et al, 2014).
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D’autres enzymes mitochondriales sont aussi impliquées dans la génération des ERO, tels que
: la NADPH oxydase, la monoamine oxydase, a-Glycérophosphate déshydrogénase (Zorov et
al, 2014 ; Costa et al, 2014 ; Sies et al 2017). Ce mécanisme de production des ERO est résumé
dans la (figure 12).

oA
ADP+P; ATP

2GSH GSSG

. 2H0 —

Mitochondrial Catalase [
DNA damage \

Outer
mitochondrial
membrane

mitochondrial '
membrane

Matrix

Mitochondrial membrane Intermembrane
damage space

Figure 12; Production mitochondriale de ERO La chaine respiratoire (Leinninger et al, 2006).

L’inflammation

L'inflammation est un processus qui permet également la production d'ERO Lorsqu'il est
stimulé par la présence d'agents pathogénes dans le corps, Activation des enzymes dans la
membrane plasmique des cellules piégeuses Appelée NADPH oxydase, peut utiliser I'oxygene
moléculaire pour former d’importantes quantités d’anions superoxydes (Favier, 2003 ; Beevi

et al, 2007 ;Winterbourn, 2008 ; Costa et al, 2014).

Le peroxysome
Les peroxysomes du foie sont les plus importants de 1’organisme avec une
Production importante d’H202 résultante essentiellement d’une oxydation peroxysomale des

acides gras (Valko et al, 2006 ; Franco et al, 2008 ; Phaniendra et al 2014 ; Costa et al,
2014).
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111.5 Controéle de la production des EOR :
1. Le systeme antioxydant
C’est un réseau de molécules variées qui réagissent entre elles. Elles sont produites par
L’organisme ou apportées par I’alimentation, pour empécher ou limiter les dommages
cellulaires, c’est un systéme de défense de 1’organisme (BEGUEL J.P. et al.,2013).

Systéme antioxydant enzymatique :

Ce sont des enzymes dont la séquence est trés conservée au cours de 1’évolution et qui
Agissent de maniere coordonnée. Parmi les enzymes antioxydants, on cite :

Le superoxyde dismutase (SOD) :

Le superoxyde dismutase est une métalloprotéine qui catalyse la dismutation d’O7°in.
H>0>. Cette réaction peut se produire spontanément, mais s'accumule plus lentement.
Durée de vie O>°. Cela oxyde les composants cellulaires et Produit un EOR beaucoup plus
toxique (GREGORY et al, 1974).
La catalase (CAT) :

La catalase utilise uniquement H.O> comme substrat, Présent a des concentrations

élevées bien au-dela des conditions physiologiques de I'ordre de grandeur de 10-6M (COHEN
et HOCHSTEIN, 1963).

L’H20: qui vient donc d’étre formé par la SOD, peut étre a son tour métabolisé par la
catalase (GPxs). Le déclenchement de leur action respective est en fonction de la concentration
du substrat.

La glutathion peroxydase (GPx) :

Elle existe sous une forme de GPxcytosolique, une forme plasmatique, une forme
gastro-intestinale ainsi qu’une iso-enzyme. Elle est considérée comme une enzyme destructure
tres proche ayant la propriété de réduire les peroxydes (URSINI F. et al. 1999).

La glutathion réductase (GR) :

Contrairement a la catalase, les glutathions peroxydases métabolisent une grandevariété
d’hydro peroxydes (R-OOH) en plus de I’H202. Néanmoins pour certaines formes deGP, (GPx2
et GPx3) le substrat H.O> reste préférentiel. Par contre, la GPx4 est la seule capable d’agir
directement sur les hydroperoxydes de phospholipides (VAN KUIJK et al.1986).
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Figure 13: Régulation de la production d’espéces réactives de I’oxygene (ERO) par les systemes de
défenses antioxydantes( J. Pincemail et al. / Nutrition clinique et métabolisme 16 (2002) 233-239

Les antioxydants non enzymatiques

Antioxydants liposolubles

La vitamine E

La vitamine E est une vitamine liposoluble aux propriétés antioxydantes Conjugaison
de la vitamine C avec le glutathion. Disponible en vrac Une huile végétale, il existe huit formes
dans lesquelles I'alpha tocophérol est le plus actif.

Il peut interagir avec O2™°, H.O> et °OH. La vitamine E fait son travail D’antioxydants
principalement dans les membranes biologiques (TAPPEL et al.1972) Notamment au niveau
de la membrane mitochondriale qui contient de forts taux de vitamine E et qui est riche en
acides gras polyinsaturés cibles du stress oxydant. Une supplémentation en vitamine E limite
la peroxydation lipidique chez des sujets soumis a un stress oxydant comme dans le cas d’une

hypercholestérolémie ou d’un diabéte (DAVlet al, 1999).
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Figure 14: Formule chimique de [’a-tocophérol (DAVI et al, 1999).

Les caroténoides

Les pigments caroténoides sont omniprésents dans la nature et jouent un role
Important pour la cytoprotection des organismes. Caroténoides comme le lycopéne
Et le B-caroténe est des composes biologiques importants qui peuvent inactiver les molécules
excité électroniquement comme I'oxygene dans un processus appelé
Effrayant (Mascioet al. 1991).
Antioxydants hydrosolubles :

La vitamine C

C’est une vitamine hydrosoluble sensible a la chaleur et a la lumiére. Il s'agit de 1'acide
ascorbique et de ses sels, les ascorbates de sodium et de calcium. Elle a un role antioxydant,
Chapitre III LE STRESS OXYDATIF Page 31 Carelle réagit avec 1’02-°, °OH. Elle permet de
limiter les mutations de I’ADN provoquées par un stress oxydant (LUTSENKO et al, 2002).
Elle agit également sur certains hydro peroxydes lipidiques réduisant ainsi la peroxydation
lipidique la vitamine C permet également de régénérer la vitamine E qui a un réle antioxydant
plus important. Elle est elle-méme régénérée par le glutathion a partir de la forme oxydée de
I’acide ascorbique. Cependant a forte dose et en présence d’ions, comme le fer, la vitamine C

peut devenir prooxydante (POLJSAK et al, 2005).
2. Les EOR dans la fonction spermatique:

La présence d’EOR dans une suspension de spermatozoides humains a été¢ détectée

Partie bibliographique Le stress oxydatif 15 pour la premiére fois en 1943 par le fait de la
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présence des leucocytes (MACLEOQOD et al. 1943). En effet, les leucocytes sont une source
importante d’EOR, puisqu’ils sont capables d’en produire principalement sous forme d’02°- &
partir de la NADPH oxydase (BABIOR et al. 1997). Cependant des résultats ultérieurs, avec
des préparations de spermatozoides dans lesquelles les leucocytes ont été éliminés, ont par la
suite démontré que les spermatozoides sont capables de générer eux méme de 1’072° (HENKEL
et al. 1997). Les mécanismes cellulaires responsables de cette formation sont encore mal
connus mais deux sources potenticlles d’O2°- ont été évoquées : une NADPH oxydase

spermatique et les mitochondries.

3. Les EOR : une nécessité pour les spermatozoides :
a. Roéle dans la compaction de ’ADN :

Le spermatozoide contient une enzyme appelée GPx4 ou PHGPX,qui est une glutathion
peroxydase active contre les phospholipides peroxydas .Cette enzyme ,qui dépond du sélénium,
est associée aux mitochondries et a la chromatine des spermatozoides matures (GODEAS et
al,1997).pour son activité ,I’enzyme a besoin d’un accepteur d’électrons, qui peut étre de

I’H202, des acides gras hydroperxydés ou des phospholipides hydroperoxydés .

Ces composés peuvent étre générés a partir de 1’O. Le NADPH oxydase du
spermatozoide produit des O, qui sont ensuite transformés en H202 par la SOD. Cette réaction
contribue a la compaction de ’ADN en facilitant le pontage des protamines grace a L’enzyme

GPx4 (WEIR et ROBAIRE, 2006).

b. Role dans la capacitation :

La capacitation est un processus qui prépare les spermatozoides a la réaction
acrosomique nécessaire pour la fécondation de I’ovocyte .Cette préparation implique plusieurs
événements, tels qu’un influx d’ions calcium, une augmentation de PH intracellulaire et
I’AMPc .1l existe une forte corrélation entre la production des espaces réactives de 1’oxygeéne

(EOR) et ce processus (LAMIRANDE et O’FIAHERTY, 2008).

c. Activation de la motilité :

L’activation de la motilité résulte a la fois d’une augmentation du PH et d’une élévation
de I’AMPc intracellulaire .Les espéces réactives de 1’oxygene (EOR) sont capables de réguler
le niveau d’AMPc a I’intérieur de la cellule. De plus, des études ont démontré que 1’exposition
des gametes males aux EOR provoque une augmentation intracellulaire de I’AMPc par le biais

d’un mécanisme inhibé par la SOD (ZHANG et ZHENG, 1996). Par conséquent, il semble
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que les EOR jouent un role dans I’activation de la motilité en induisant I’AMPc, bien que les

mécanismes cellulaires impliqués ne soient pas encore connus.

4. Les EOR et leurs effets déléteres sur le spermatozoide :
a. Peroxydation lipidique :

La premiére indication des effets néfastes des EOR sur les spermatozoides a été montrée
en 1979 (JONES et al. 1979). Ces auteurs ont observés une corrélation entre la peroxydation
lipidique de la membrane plasmique des spermatozoides humains et la perte sévére de leur
motilité¢, L ’exposition des gametes males aux EOR induit une perte de leur motilité qui est
directement corrélée au niveau de peroxydation lipidique de la membrane des spermatozoides
(GOMEZ et al, 1998). L’addition de I’a-tocophérol, qui a une capacité antioxydante
importante notamment en empéchant la peroxydation lipidique, induit la restauration de la
motilité spermatique ce qui montre que cette peroxydation est bien a 1’origine de cette perte de
motilité (SULEIMAN et al, 1996). Cette peroxydation lipidique par exposition des gametes
males a I’ERO ne modifie pas seulement la motilité des spermatozoides mais agit également
sur I’intégrité¢ fonctionnelle de la membrane plasmique des spermatozoides. En effet, cette
peroxydation empéche également la fusion du spermatozoide a I’ovocyte et la réaction

acrosomique (AITKEN et al. 1989).

b. Dommages oxydatifs de ’ADN :

Le stress oxydant est capable de causer des dommages aussi bien sur I’ADN
mitochondrial que nucléaire des spermatozoides (SAWYER et al, 2003). Le génome
mitochondrial est particulierement vulnérable aux attaques oxydatives. L’ADN nucléaire des
cellules germinales est cependant plus résistant que celui des cellules somatiques aux
dommages oxydatifs. Expérimentalement, un plus haut niveau d’irradiation est nécessaire pour
engendrer des dommages a I’ADN des gaméetes males comparés aux autres cellules

(MCKELVEY-MARTIN et al, 1997).

5. Systeme de défense du spermatozoide :

La compaction dense de ’ADN du spermatozoide et son faible volume cytoplasmique

limitent sa capacité a contre les attaques des radicaux libres.

Cependant, les spermatozoides sont équipés de certains composés antioxydants tels que

la glutathion réduit, I’acide ascorbique et la vitamine E. Des études chez le rat ont montré une

E



présence plus elevée de la vitamine E sur les spermatozoides de la téte de queue de 1’épididyme
(TRAMER et al. 1998). Des enzymes antioxydants telles que GPx1, GPx4 et la glutathion

réductase sont également présentes dans les spermatozoides (ALVAREZ et STOREY,

1989).La CU-Zn SOD est exprimée dans 1’épididyme, sécrétée et capable de se lier aux

spermatozoides. La catalase est également présente sur les spermatozoides, mais seulement

chez certaines espéces, et son expression reste faible.
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Figure 15: Représentation schématique de quelques mécanismes de protection de [’embryon in VivO

contre le stress oxydatif.
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La biotechnologie de la cryoconservation des spermatozoides

IV.1 Le sperme animal :
C’est un fluide organique expulsé du corps lors de 1’¢jaculation contenant les
spermatozoides secrétés par les organes sexuels males (Girod et Czyba, 1997).

Lespermatozoides représentent 20 % et le liquide séminal 80% du volume de I’éjaculat.
IVV.2 La composition du sperme animale :

1. Leliquide séminal :
Les spermatozoides éjaculés baignent dans un plasma séminal issu des sécrétions des cellules du

tractus génital male. (Blesbois et Brillard, 2005).

2. Le spermatozoide :
Une cellule autonome hautement spécialisée. Le spermatozoide est la seule cellule programmée

pour vivre hors de L’organisme qui la produit.

Selon Dacheux, (2001) ; Knobil et al (1988). Le SPZ comporte trois principales parties qui sont

o Latéte
e La piéce intermeédiaire
e Le flagelle (Eddy et al : 2003).
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Figure 16: Schéma d’un spermatozoide mature avec microscope electronique.*

3. Laspermatogénese :
L’activité sexuelle a un effet stimulant sur la production de spermatozoides, car elle augmente la
sécrétion de testostérone, une hormone qui stimule la spermatogenése (Castonguay, 2018 ;
Barret, 2011).

4. L’infertilité masculine :
Des statistiques récentes indiquent que I’infertilité, définie comme I’incapacité a
concevoir apres un an de rapports sexuels non protégés, affecte environ 10 a 15% des couples.
L’homme est impliqué dans plus de 50% des cas (WHO, 1999; Sharlip et coll., 2002).

V.3 Le concept de cryoconservation :

La cryoconservation correspond a la préparation des cellules ou des tissus en vue de leur
stockage pour un usage ultérieur. Le stockage généralement est fait a une température inférieure
a - 80 degré. Cette procédure permet la conservation des cellules pendant une longue période et
I’utilisation doit étre précédée par un réchauffement a la température ambiante. Ce processus a
pour but de stopper les réactions biochimiques dans la cellule. Les spermatozoides de
mammifere sont les premiéres cellules a étre congelés avec succes dans les années 50. (Mazur et
al 1984).

! Stevens A. et Lowe J. Histologie humaine. Traduction frangaise de la 2’ édition anglaise.
Editeurs: De Boeck université. 1997, 408p.
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1. Le principe de la cryoconservation du sperme :
La cryoconservation du sperme implique le stockage du sperme a des températures
inférieures a zéro c'est-a-dire la congélation tant qu'il n'est pas possible de garder le
spermatozoide a la température du corps vu de la mobilité cellulaire importante si I'on suit cause

d'une activité métabolique intense.

2. Pourquoi la cryoconservation de la semence ?

La cryoconservation du sperme contribue a I'amélioration génétique par lI'insémination
artificielle, élimine les barriéres géographiques dans I'application de I'insémination artificielle
(1A) et soutient la préservation des races menacees, et donc la conservation de la biodiversité.
(Baril et al 1988 Gavin-Plagne, L. (2018).

La cryoconservation est associée a des dommages au niveau de la membrane cellulaire,
du cytosquelette, de I'ADN et des mitochondries en raison de la production d'especes réactives de
I'oxygéne (ERO), qui affectent la santé et la sécurité des cellules. (Saadeldin et al, 2020).

3. Les methodes de conservations de la semence :
A. La réfrigération des semences :
L’insémination avec la semence fraiche repose sur 1’utilisation des semences conservées
a15°C ou a 4°C (pendant 10h) pour inséminer les femelles en cestrus. Cependant, la fertilité de

la semence est meilleure apres conservation a 15°C. (Fatet et al., 2008) et (Belkasmi, 2018)

Pour le sperme réfrigéré, immédiatement apreés la récolte, le sperme est dilué dans un bain-marie
maintenu a 35-37°C (Magistini, 1990). Les dilueurs ont un pH proche de celui du plasma
séminal, apportent des eléments nutritifs et contiennent des substances tampon, des antibiotiques
et des Cryo protecteurs ; ces derniers protégeant les spermatozoides des effets de la congélation
et de la décongélation. La vitesse du refroidissement doit étre contrélée et adaptée a la

température de conservation. (Palmer 1984)
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B. La congélation de la semence :
La méthode de congélation utilise I’azote liquide dans laquelle la semence est conservée a -
196°C. Cette conservation est rendue possible grace a I’action Cryo protectrice de certains
produits tels que le glycérol. Cette méthode permet de conserver les semences pendant plusieurs
années si le niveau d’azote est régulicrement respecté. Cependant la conservation du sperme
s’accompagne généralement d’une baisse du taux de fertilité) et les taux de réussite de I’IA ne
seront jamais similaires a la reproduction naturelle, puisqu’il semble que le pouvoir fécondant
des spermatozoides diminue légérement au cours de la conservation (LITIM & BEREKSI,
2011), (F. Castonguay, 2018).

4. Les étapes de conservation de sperme :
A. Lacollecte du sperme :

Les géniteurs sont préparés et collectés sur des males castres, les femelles étant
déconseillées pour des raisons sanitaires et de sécurité. La préparation sexuelle comprend une
phase d’attente passive pendant laquelle le taureau se conditionne en sentant le boute en train
(réaction de Flehmen), en le l1échant, posant la téte sur la croupe et essayant de le chevaucher.
Apres un temps variable selon les individus arrive la préparation active pendant laquelle le
taureau est autorisé a chevaucher mais pas a donner le coup de rein. Cette pratique permet
d’augmenter la quantité de semence récoltée et sa qualité. Apres un nombre de fausses montes
adapté au taureau, la semence est collectée a 1’aide d’un vagin artificiel. Niemann et

Wrenzycki, (2018) ; Gérard, et al, P. (2008)

B. L’évaluation de sperme (Spermogramme) :
Le spermogramme est une €tude stricte du sperme qui revét le volume, 1’aspect, I’odeur,
le pH, la mobilité des spermatozoides, le nombre de spermatozoides ainsi que leur vitalité. Dans
la section suivante il ne sera fait mention que des éléments les plus importants a savoir la

mobilité et la numération. (Baril et al. 1993)
Une fois collecté, le sperme est transmis au laboratoire pour but d’apprécier :

e Levolume : (Parez et Duplan, 1987)
e La viscosité de sperme : (Bjorndahl. et al ,2010).

e Couleur de I'¢jaculat : Parez et Duplan (1987)
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e Le pourcentage de gametes mobiles (Parez et Duplan,1986).

e Le pourcentage des gametes anormaux (Baril et al 1993)

e La concentration en spermatozoides

C. Ladilution :
Apreés évaluation, la semence est diluée dans un milieu salin contenant du glycérol (Cryo
protecteur), avec ou sans jaune d’ceuf. L’ajout d’antioxydante augmente in vitro les parameétres
de vélocité des spermatozoides et pour certains taureaux ameliore la fertilité in vivo (Gérard et
al, 2008).

IV.4 Facteurs influant la qualité et la fertilité de la semence aprés conservation
1. Les dommages cellulaires liés a la congélation et au refroidissement

Pour comprendre les dangers sur la cellule lors de la cryoconservation et comment les
protocoles de congélation fonctionnent de fagon influencant la fécondité des semences
congelées, il est nécessaire d'examiner les événements intracellulaires et extracellulaires qui
surviennent dans les cultures de cellules animales pendant le processus de congélation (Aswood-
Smith, M. J., 1980 ; Farrant, J., 1989) La réfrigération initiale de la température ambiante a
0°C ralentit le métabolisme cellulaire, interrompant rapidement le transport actif et la pompe
ionique. Cette interruption n‘'endommage généralement pas la cellule si le milieu de culture est
osmotiquement équilibré. Lorsque le refroidissement se poursuit (0° a —20°C), des cristaux de
glace commencent a se former dans I'environnement extracellulaire, ce qui augmente la
concentration en solutés du milieu de culture. De ce fait, I'eau commence & sortir des cellules
pour aller dans le milieu extracellulaire partiellement congelé, ce qui initialise le processus de

déshydratation et de rétrécissement cellulaires. (Ryan, J; Shannon et Macy 1973).

Lorsque le processus de refroidissement est rapide, des cristaux de glace intracellulaires se
forment avant la fin du processus de déshydratation cellulaire. Ces cristaux de glace déchirent les
membranes et les organelles cellulaires et entrainent la mort de la cellule pendant le processus de
décongélation. Lorsque le processus de réfrigération est lent, I'eau libre intracellulaire est
expulsée de la cellule par la force osmotique, entrainant une deshydratation et un rétrécissement
complets de la cellule. Ceci peut également entrainer une mort cellulaire mais il n'existe pas de

consensus sur les mécanismes impliqués. (Mazur ; 1984).
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Les contraintes physiques du rétrécissement cellulaire peuvent provoquer quelques dégats,
entrainant une perte de membrane irréparable et une perturbation du cytosquelette et des
organelles. Les concentrations élevées en solutés dans le milieu extracellulaire non congelé
(essentiellement de I'eau salée) peuvent également provoquer des dégats. Ces solutés attaquent
les cellules par I'intérieur et I'extérieur, endommageant la membrane et provoguant un
déplacement du pH et une dénaturation générale des protéines. Cependant, lorsque la vitesse de
refroidissement est suffisamment lente pour empécher la formation de glace intracellulaire, mais
suffisamment rapide pour éviter les effets de déshydratation graves, les cellules peuvent survivre
aux processus de congélation et de décongélation. La zone ou fenétre de survie est facilement
observable chez de nombreuses bactéries ou autres procaryotes, mais pour la plupart des cellules
eucaryotes, elle est inexistante ou trés difficile a trouver sans utiliser d'agents Cryo protecteurs.
Ces agents ont peu d'effet sur les dommages causés par une congélation rapide (formation de
cristaux de glace intracellulaires), mais préviennent ou diminuent généralement les dommages
dus a la congélation lente (déshydratation et rétrécissement). La température finale de
conservation est également critique pour réussir une cryoconservation. Pour stopper entierement
I'norloge biologique, les températures de conservation doivent étre maintenues en -130 (Mazur,
P., 1984).

2. Lasusceptibilité des spermatozoides au stress oxydatif :
Au cours de la conservation, les spermatozoides produisent des super oxydes, en particulier le
peroxyde d’hydrogéne H202, I’ion super oxyde O2- et I’oxyde nitrique (NO) (Aitken et Baker
2004, Chatterjee et Gagnon 2001 ; Koppers et al 2008). Ces super oxydes provoquent une
diminution de la mobilité par I’inhibition de la production d’ATP par les mitochondries et une
altération de la membrane plasmique par peroxydation des lipides membranaires. La
supplémentation des milieux de conservation avec des antioxydants permet de limiter les effets
négatifs des super oxydes (Maxwell et Stojanov 1996, Maxwell et Watson 1996 ; Koppers et
al 2008).

La peroxydation des lipides Chez les mammiféres, la membrane plasmique des spermatozoides
est nettement différente de celle des cellules somatiques en ce qui concerne sa composition
lipidique. La membrane plasmique contient des niveaux élevés d’acides gras poly-insaturés. Ces

lipides sont responsables de la fluidité des membranes (Sanocka D, et Kurpisz M. 2004).
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Lorsque les niveaux de ROS sont élevés, ils dégradent les acides gras polyinsaturés, provoquant
une cascade de réactions chimiques aboutissant a la peroxydation des lipides. La peroxydation
des lipides dans le sperme peut entrainer une destruction de pres de 60 % des acides gras, d’ou

une altération des propriétés membranaires du spermatozoide.

Les spermatozoides sont équipés de mecanismes de défense antioxydants et sont susceptibles
d'éteindre les DRO protégeant ainsi les cellules gonadiques et les spermatozoides matures des
dommages oxydatifs. Cependant, dans des conditions pathologiques, la production incontrdlée
des dérives dépasse la capacité antioxydante du plasma séminal entrainant un stress oxydatif
(Feki, et al 2003).

La génération de dérivées actives peut se produire comme une conséquence normale du
métabolisme oxydatif ou peut résulter de mécanismes spécifiques au sein de types cellulaires
particuliers, tels que I'explosion oxydative des leucocytes. Ce déséquilibre peut entrainer des
dommages a la structure des cellules et des macromolécules telles que les composants de la

membrane plasmique, les protéines et I'ADN (Martinez et al, 2009).

Le stress oxydatif est aussi connu pour affecter 1’intégrité du génome des spermatozoide : il peut
provoquer des brisures simple ou double brin d’ADN (Aitken et Krausz, 2001), et oxyder des
bases azotées de I’ADN (Kodama et coll., 1997). Malheureusement, dans les techniques de
reproduction médicalement assistées, ces effets ne peuvent étre détectés avant la fécondation ; ils
peuvent méme se voir amplifiés lorsque les spermatozoides sont préparés pour I’injection intra

cytoplasmique de spermatozoides (ICSI) (Lopes et al, 1998)

3. Méthodes d’améliorations de la qualité de la semence :
Les agents Cryo protecteur : Les agents Cryo protecteurs sont ajoutés dans les diluants afin de
protéger les spermatozoides durant la congélation. L’agent Cryo protecteur le plus efficace et le
plus utilisé est le glycérol ; agent perméant, il peut donc pénétrer et diffuser a I’intérieur des

cellules.

Il abaisse la température de nucléation de 1’eau a I’intérieur de la cellule, ce qui diminue les
risques de formation des cristaux de glace intracellulaire qui est létale pour les cellules. (Watson,
1981 ; Holt WV. 2000)
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Les agents antioxydants_: Les DRO sont génerés durant la cryoconservation causants des
dommages cellulaires causés par le déséquilibre entre la production d'espéces réactives de
I'oxygene (DRO) et la diminution des mécanismes antioxydants. Pour contrer les effets néfastes
des DRO. On ajoute des antioxydants comme 1’tocophérol (vitamine E), I'acide ascorbique
(vitamine C), I'acide urique, la taurine et les thiases. L’acide urique, la taurine et les thiols
(Nichi, M. 2003).

IV.4 Le Vitamine E et I’optimisation de la fertilité masculine :

La vitamine E a été utilisée chez le lapin, le bélier et le sanglier. Lapin, le bélier et le
sanglier pour améliorer la qualité du sperme, Afin d’améliorer la qualité des spermatozoides
congelés, des antioxydants peuvent étre ajoutés aux diluants. La vitamine E, la catalase,
I’acrobate de sodium, 1’hydroxy toluéne améliorent le pourcentage de spermatozoides motiles

suivant leur degel (Castellini et al, 2002 ; Hatamoto et al, 2006).

Il est important de noter que la réduction des radicaux peroxyles lipidiques en hydro
peroxydes meéne a I’oxydation de 1’alpha-tocophérol en radical tocophéroxyle. Le recyclage de
I’alpha tocophérol s’effectue par la vitamine C, capable de régénérer un tocophérol actif a partir
du radical tocophéroxyle, permettant de maintenir a un niveau constant la capacité antioxydante
de I’alpha-tocophérol. De cette fagon, I’alpha-tocophérol peut étre fonctionnel contre les RLO, et
ce, a de faibles concentrations (Buettner, 1993).

In vitro, I’addition de vitamine E au milieu de préparation des spermatozoides permet de
réduire les dommages oxydatifs causés par la centrifugation (Aitken et Clarkson, 1988) ; ceci
se traduit par une augmentation de leur capacité a fusionner avec les ovocytes de pellucides de
hamsters (Aitken et coll., 1989). L’ajout de tels antioxydants, seuls ou en combinaison, serait
associee a une diminution de la production de RLO dans le sperme; cependant, ceci ne semble
pas bénefique a la motilité des spermatozoides et pourrait méme induire des dommages a leur

chromatine (Donnelly et coll., 1999)

La nanotechnologie d’encapsulation peut étre appliquée pour protéger les antioxydants (qui sont
le Vitamine E dans ce cas-1a) de la dégradation par contact direct de facteurs externes tels que la
lumiere, I'oxygéne et les produits chimiques, la chaleur et la pression. Cette technologie peut
également accroitre la solubilité et la stabilité des antioxydants, ce qui leur confere une meilleure
biodisponibilité dans les fluides biolog.
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Chapitre 11

Introduction

Notre objectif est d'essayer de conserver la semence dans différents milieux (Tris, jaune
d'ceuf, les liposomes et la vitamine E). E. La partie pratique de notre travail s’est déroulée au
niveau du laboratoire de biologie animale du bloc N° : 12 au sein de I’université A.MIRA /
Bejaia.

Nous avons utilisé du sperme épididymaire provenant de trois testicules ovins différents,

pour lesquels les conditions d’¢levage.

Les milieux de liposomes et la vitamine E ont été préparés au Centre de Recherche en
Biotechnologie(CRPT) dans le cadre de notre recherche. Le CRBT est un institut spécialisé situé
a Constantine, en Algérie, dédié a la recherche et au développement dans le domaine de la

biotechnologie.

l. Matériel et méthodes

I.1. La collecte du sperme épididymaire :

I.1.1. Protocole expérimental :

D. Le matériel :

- Le testicule.

- Lame pistoré.

- Une seringue.

- un épindorff.

- du papier aluminium.

- du papier absorbant.

- des gants en latex.

- un stérilisateur.

- Nacl (Chlorure de sodium 0,9%) ou TRIS.
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Figure 17: les équipements utilisés pour I’extraction du sperme.

E. La méthode de la collecte :

Isolation de 1’épididyme Pour la collecte du sperme €pididymaire, nous suivons les étapes
suivantes :

e Nous commengons par laver soigneusement le testicule avec de I'eau courante a température
ambiante, afin d'éliminer les résidus de sang. Ensuite, nous I'essuyons avec du papier absorbant
et le plagons sur du papier aluminium.
¢ Ensuite, nous retirons la membrane externe du testicule avec précaution.
¢ Nous procédons ensuite a la séparation délicate de I'épididyme en veillant a éviter toute
blessure.
¢ Une fois I'épididyme séparé, nous localisons le canal déférent qui y est attaché. Nous lavons a
nouveau I'épididyme avec de I'eau pour nous assurer d'éliminer complétement tout résidu de sang
pouvant contaminer le sperme lors de la collecte.

e Enfin, nous plagons I'épididyme sur du papier afin de le nettoyer soigneusement. Il est
important de suivre ces étapes avec précaution pour garantir une collecte efficace et de qualité du
sperme épididymaire.
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Figure 18: le testicule et 1’épididyme.

F. La collecte de sperme
¢ Nous remplissons une seringue avec du NaCl ou un tampon TRIS et nous introduisons dans la
lumiere du canal déféerent.
¢ Nous réalisons une incision au niveau de la queue épididymaire a l'aide d'une lame
préalablement stérilisée.
¢ Nous placons un tube a centrifuger gradué au niveau du point d'incision.
¢ Nous vidons tout doucement le contenu de la seringue jusgu'a ce que I'épididyme se gonfle et

que le sperme commence a s'écouler dans le tube a centrifuger de collecte

Figure 19 : étapes de collecte de
spermatozoides.
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.2 L’analyse du sperme collecté :
1.2.1 Analyse macroscopique :

Elle consiste a analyser :

e La couleur de la semence par observation a I’ceil nu.

e Le volume par lecture directe sur 1’épindorff. Analyse microscopique :

La motilité massale : Le mouvement du sperme peut étre observé en observant une goutte de
sperme avec un microscope optique au grossissement x10.

L'étude de la motilité massale du sperme a permis de détecter des notes allant de 0 a 5.

Tableau 1 : Détermination de la note de motilité massale de la semence.

Note Aspects du mouvement
0 Immobilité totale
1 Mouvements individualisés
2 Mouvements trés lents
3 Motilité massale générale de faible
amplitude
4 Motilité massale rapide, sans tourbillons
5 Motilité massale rapide, avec tourbillons

Figure 20: Analyse microscopique de sperme.

1.2.2 La concentration et les parametres de mobilité
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L’analyseur informatique du sperme (CASA), est utilisé pour la mesure de concentration et des
paramétres de mobilité notamment :

1. Le pourcentage de spermatozoides mobiles.

2. Les différentes vitesses de progression : VCL (curviliner velocity), VSL (velocity straight
line), VAP (velocity average pathway), ALH (amplitude of lateral head displacement).

3. Le pourcentage de spermatozoides statiques.
4. Le pourcentage de spermatozoides rapides.

5. Le pourcentage de spermatozoides progressifs.

Figure 22: photo de la mobilité de sperme.

1.3 La préparation des solutions
1. Protocole de préparation du dilueurs Tris :
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Equiper 50 ml de TRIS :
e 1514 gdu TRIS (L -&- phosphatidylcholines).
e 0,625 g de fructose comme apport nutritif.
e 0,85 g d’acide citrique pour régulariser le PH et I’osmolarité.

e 0,05 g Streptomycine Sulfate Solt.

e 0,034 g de la pénicilline (antibiotique) pour lutter contre une éventuelle contamination.
e 50mldeTRIS

Figure

25: la machine de rotavapoteur. Figure 26 : étape d’agitation.

2. Protocole de préparation du Liposome et la vitamine E :
¢ Phase organique : solvant (12,5 éthanol). -Peser 125mg lécithine dans 12,5ml éthanol +20,83
CHL +2,5mg.
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e Phase liquide : TRIS (0,25ml).
e Injection dans la phase liquide en agitation 2500 tours / min.
e Extraction 1’éthanol par rotavapteur.

3. Protocole de préparation du jaune de I’ceuf :

0,5 ml du jaune d’ceuf avec 2,5 ml de Tris, bien mélanger et centrifuger pendant 10 min.

Préparation des milieux de conservation :

e Le controle (TRIS) :

Yade spermatozoides + %de Tris (100 pl de sperme +400 pl de Tris).

e Le jaune d’ceuf 100 pL de spermatozoides + 400 pL de jaune d’ceuf.

e Les liposomes et la vitamine E - Liposomes et vitamine E 1%. - Liposome et vitamine E 0,5%.

- Liposome et vitamine E 0,25%. - Liposome et vitamine E 0 ,1%.

e Le jaune d’ceuf
100 pL de spermatozoides + 400 pL de jaune d’ceuf.
e Les liposomes et la vitamine E (Les concentration déferont)
- Liposomes et vitamine E 1%.
- Liposome et vitamine E 0,5%.
- Liposome et vitamine E 0,25%.

- Liposome et vitamine E 0 ,1%.

Figure 27 : concentration des liposomes et la vitamine E.
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Préparation des échantillons (traitement, sperme) : Nous avons utilisé 1 volume de
sperme pour 3 volumes de traitement et nous avons pris le milieu Tris buffer comme controle.
Une premiére analyse est réalisée avec le CASA pour I’ensemble des 4 milieux a TO juste apres
la préparation des échantillons et & température ambiante. Le sperme est ensuite mis a 4°C pour

conservation et analysé aprés 24h et 48h et 62 h.

Figure 28: les milieux de conservation.
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CHAPITRE Il

l. Résultats

Diagramme 01 :

La figure 29 représente les valeurs de la VSL en fonction du temps de conservation dans

les différents traitements utilisés.

Au temps 0 : On observe une grande différence entre les milieux de conservation en termes de
pourcentage. Le liposome 0,5% présente le pourcentage le plus élevé, avec un taux de plus de
30%. Il est suivi par le liposome 0,25% avec un taux de 27%, puis le liposome 0,1% avec un taux
de 24%, et enfin le liposome 0,1% avec un taux de 22,5%. On constate également que la valeur du
jaune d'ceuf est meilleure que celle du Tris, et que la séquence est la suivante : liposome 0,5% <

jaune d'ceuf > Tris.

Au temps 1 : Une différence apparait dans les ratios de I'effet des liposomes sur les VSL. Le
liposome 0,1% présente le pourcentage le plus élevé, suivi du liposome 0,25% avec un pourcentage
notable. Ensuite, le jaune d'ceuf occupe la quatrieme position, suivi du Tris. On remarque

également une proportionnalité entre les liposomes 1% et 0,5%.

Au temps 2 : Le liposome 0,1% se positionne en téte avec le pourcentage le plus élevé, suivi du

jaune d'ceuf et du liposome 0,25%. Les liposomes 1% et 0,5% suivent ensuite.

Au temps 3 : Le liposome 0,1% maintient son avantage, suivi du Tris avec des proportions presque

égales. Les liposomes 0,5%, 0,25% et 1% suivent ensuite.
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Figure29 : Histogramme représentant les valeurs de la VSL en fonction du temps de
conservation dans les différents traitements utilisés.

Diagramme 02 :

La figure 30 représente les valeurs de la VCL en fonction du temps de conservation dans les

différents traitements utilisés.

Au temps 0 : Le liposome 0,5% présente le pourcentage le plus élevé avec une grande différence
par rapport aux autres milieux de conservation. Ensuite, on observe le liposome 1%, le liposome
0,25%, le liposome 0,1%, et enfin le jaune d'ceuf. On remarque également une diminution de

I'effet du Tris.

Autemps 1 : Il y a un changement radical par rapport au temps 0. Le liposome 0,1% affiche le
pourcentage le plus élevé, suivi du jaune d'ceuf, puis du Tris. Les liposomes 0,25%, 1% et 0,5%

suivent respectivement.

Au temps 2 : Le liposome 0,1% conserve sa stabilité et son efficacité, suivi par le Tris, le jaune

d'ceuf, le liposome 0,25%, le liposome 0,5%, et enfin le liposome 1%.

Au temps 3 : Le liposome 0,1% maintient sa stabilité en affichant le pourcentage le plus élevé,
suivi du Tris. On observe une baisse significative du pourcentage de jaune d'ceuf, tandis que les

liposomes 0,25%, 0,5% et 1% convergent avec des ratios similaires.
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Figure 30: Histogramme représentant les valeurs de la VCL en fonction du temps de

conservation dans les différents traitements utilisés

Diagramme 03 :

La figure 31 représente les valeurs de la linéarité en fonction du temps de conservation dans les

différents traitements utilisés.

Au temps 0 : On observe un pourcentage élevé de la linéarité dans le milieu contenant 0,1% de
liposome, suivi du liposome 0,25%, puis du Tris, du jaune d'ceuf, du liposome 0,5%, et enfin du

liposome 1%.

Au temps 1 : On remarque une stabilité de I'activité des liposomes 1% et 0,25% pour la lignée 2,
suivis du jaune d'ceuf. Les liposomes 0,5% et 1% présentent des ratios trés proches, tandis que

I'effet du Tris diminue.

Au temps 2 : On observe une diminution de I'effet du liposome 0,1% par rapport au liposome
0,25%. Le Tris et le jaune d'ceuf montrent également une diminution d'activité, tandis que les

liposomes 0,5% et 1% maintiennent un effet similaire
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Au temps 3 : Le jaune d'ceuf conserve son effet intact, tandis qu'on observe une légére diminution
de l'activité des liposomes 1%, 0,5%, 0,25% et 0,1%. Le Tris se positionne apres les liposomes

0,5% avec une valeur similaire.
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Figure 31: Histogramme représentant les valeurs de la linéarité en fonction du temps de

conservation dans les différents traitements utilisés.

Diagramme 04 :

La figure 32 représente les pourcentages des spermatozoides progressifs rapides en fonction du

temps de conservation dans les différents traitements utilisés.

Au temps 0 : On observe que le milieu contenant 0,25% de liposome est tres efficace par rapport
aux autres milieux a base de liposomes. Il est suivi par le jaune d'ceuf et le Tris, qui montrent un

effet similaire au liposome 0,5%, puis vient le liposome 1%, et enfin le liposome 0,1%.

Au temps 1 : Au temps 1, on remarque un changement radical dans les résultats. Le liposome a
0,1% montre un effet notable apres la congeélation, avec un pourcentage proche de celui du
liposome a 0,25%.
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Au temps 2 : L'activité du liposome 0,1% reste significative, suivie du Tris, puis du jaune d'ceuf.

Les autres milieux montrent une activité négligeable.

Au temps 3 : On constate que I'effet du liposome 0,1% sur la motilité des spermatozoides persiste

avec la méme intensité, suivi du Tris. Les autres milieux n'ont pas d'effet notable.
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Figure 32 : Histogramme représentant les pourcentages des spermatozoides progressifs rapides

en fonction du temps de conservation dans les différents traitements utilisés.

Diagramme 05 :

La figure 33 représente les pourcentages des spermatozoides progressifs en fonction du temps de
conservation dans les différents traitements utilisés.

Au temps 0 : Le milieu contenant 0,25% de liposome présente l'effet le plus élevé, suivi du
liposome 0,1%, du jaune d'ceuf et du Tris. On observe un effet plus faible pour le liposome 0,5%
et le liposome 1%.

Au temps 1 : Apres un certain laps de temps, on constate que le liposome 0,1% commence a avoir

un effet sur la mobilité des spermatozoides, tandis que le liposome 0,25% maintient son effet éleve.
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On observe une diminution de 1'efficacité du jaune d'ceuf et du Tris, suivis du liposome 1%, puis

du liposome 0,5%.

Au temps 2 : Le milieu contenant 0,1% de liposome conserve son efficacité, suivi du Tris, puis

du liposome 1%, du jaune d'ceuf, et enfin du liposome 0,5%.

Au temps 3 : L'effet du milieu contenant 0,1% de liposome persiste avec la méme intensité, suivi

du Tris. Les autres milieux présentent des effets presque négligeables.
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Figure 33: Histogramme représentant les pourcentages des spermatozoides progressifs en

fonction du temps de conservation dans les différents traitements utilisés.
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Il. Discussion

Il est connu que l'utilisation des milieux de conservation pour le sperme avant la
réfrigération/congélation permet de préserver la motilité des spermatozoides et d'augmenter
les chances de survie lors du processus de congélation. Ainsi, le choc thermique, le stress
oxydatif et la formation des cristaux de glace sont les principales causes de la diminution de la
fécondité du sperme par rapport au sperme frais. Plusieurs auteurs ont également montré une

réduction de la cinétique des spermatozoides.

Nous avons donc utilisé trois milieux différents : le jaune d'ceuf, le milieu TRIS et un
milieu liposomique contenant de la vitamine E. Les résultats obtenus montrent que le milieu
liposomique a un effet protecteur sur les spermatozoides apres une conservation a froid
pendant 24 heures, puis 48 heures, et enfin 62 heures. Cela est évident dans les 5 diagrammes
qui présentent les parameétres de la cinétique du sperme épididymaire bovin : TO, T1 (aprés 24
heures de conservation), T2 (apres 48 heures) et T3 (apres 62 heures). Le milieu contenant les
liposomes a systématiquement donneé les meilleurs résultats en comparaison avec le jaune
d'ceuf et le milieu TRIS. Ces résultats sont en accord avec ceux de Kumar et al. (2015), qui
ont prouvé que l'utilisation du jaune d'ceuf (la Iécithine) est efficace en cryoconservation, mais
moins efficace que l'utilisation des liposomes. L'étude de Taouzinet et al. (2021) montre
également que l'utilisation du milieu liposomique augmente la survie des spermatozoides par
rapport au milieu TRIS. Une autre observation concerne la capacité du milieu de conservation
contenant les liposomes a maintenir une cinétique élevée des spermatozoides apres la
conservation a froid (T1, T2 et T3) par rapport aux deux autres milieux. Cette observation
peut s'expliquer par I'effet antioxydant de la vitamine E. Taouzinet et al. (2021) ont montré
I'intérét de la solution liposomique chargée en vitamine E. En effet, I'étude de la cinétique de
libération des liposomes a montré une amélioration significative de la solubilité de la vitamine
E, atteignant 99% apres 48 heures. Les résultats obtenus montrent une meilleure viabilité et
une vitesse de déplacement accrue du sperme réfrigéré a 4 °C pendant 48 heures dans un
milieu contenant nos solutions liposomiques. Ce phénomeéne est présenté dans le schéema ci-
joint illustrant la cinétique de libération de la vitamine E. Une autre explication peut étre
donnée, comme proposée par les auteurs (Kose, G.T. ; Arica, M.Y. et Hasirci, V., 1998 ;
Purdy et Graham, 2015) ou il a été suggéré que les liposomes, avec leur contenu en
phospholipides et en acides gras saturés et insaturés, peuvent fusionner avec la membrane

plasmique des spermatozoides et atténuer les dommages causés par I'exposition a I'oxygene et
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par le processus de congélation-décongélation. En ce qui concerne l'utilisation des différentes
concentrations de liposomes, nous avons utilisé les concentrations suivantes de maniére
consécutive : 0,1 %, 0,25 %, 0,5 % et 1 %. Tous les diagrammes montrent que la cinétique
apres conservation des SPZs est meilleure dans le milieu liposomial chargé en vitamine E

avec une concentration de liposomes de 0,1 %

CONCLUSION

L'objectif de cette recherche est de vérifier I'efficacité d'un systeme de vecteur, le liposome
encapsulant la vitamine E, destiné a la supplémentation du milieu de conservation spermatique
a 4 °C pendant 24, 48 et 62 heures. La vitamine E est un antioxydant qui peut étre utilisé pour
lutter contre les effets du stress oxydatif, en particulier ceux observés au niveau des cellules
spermatiques lors de la cryoconservation. Les liposomes sont utilisés comme moyen de
protection des spermatozoides contre le froid. Nous avons comparé ce systéme innovant a un
milieu de conservation TRIS et au jaune d'ceuf. Dans notre étude, nous avons évalué l'efficacité
de notre solution liposomiale en utilisant un test de motilité spermatique apres cryoconservation
sur du sperme animal. Les résultats obtenus montrent une meilleure viabilité et une vitesse de
déplacement du sperme réfrigéré a 4°C par rapport au jaune d'ceuf et au milieu TRIS. Cela

s'explique par la présence simultanée de la vitamine E, sa solubilisation et sa stabilisation, ainsi
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que la présence de liposomes pour réparer les dommages causés a la membrane cellulaire par
la cryoconservation. Les différentes concentrations des milieux liposomiaux (0,1 %, 0,25 %,
0,5 % et 1 %) montrent que la concentration optimale de liposomes dans le milieu de
conservation cryo-spermatique est de 0,1 %. Ce résultat ouvre la voie a la détermination des

raisons et des conséquences de ces observations.
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Résumé

Lorsque les spermatozoides sont soumis a des températures extrémement basses lors de la
conservation cela peut entrainer des dommages cellulaires. Cependant, I'incorporation de
liposomes peut aider a minimiser ces dommages. Les liposomes peuvent agir comme une
barriere physique entre les spermatozoides et les conditions extrémes de conservation. De plus,
les liposomes peuvent encapsuler des substances protectrices telles que la vitamine E. Justement
I’objectif du présent travail est d’utiliser la vitamine E incorporée dans des liposomes pour la
déliver a des spermatozoides ovins conservés a 4°C. Les différentes concentrations des milieux
liposomiaux (0,1 %, 0,25 %, 0,5 % et 1 %) ont montré que la concentration optimale de
liposomes dans le milieu de conservation est de 0,1 %.

Abstract

When sperm are subjected to extremely low temperatures during storage this can lead to cell
damage. However, the incorporation of liposomes can help minimize this damage. Liposomes
can act as a physical barrier between sperm and extreme storage conditions. In addition,
liposomes can encapsulate protective substances such as vitamin E. The objective of this work
is to use vitamin E incorporated into liposomes to deliver it to ovine sperm stored at 4°C. The
different concentrations of the liposomal media (0.1%, 0.25%, 0.5% and 1%) showed that the
optimal concentration of liposomes in the preservation medium is 0.1%.
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