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INTRODUCTION

Les biotechnologies de la reproduction suscitent un intérét toujours plus croissant pour
parfaire ’amélioration génétique des races canines. Nombre d’entre-elles s’appuient sur la
procédure de réfrigération de la semence qui permet d’étendre sa viabilité et de I’expédier dans

le but d’inséminer une ou plusieurs femelles qui sont géographiquement distantes du male.

Une fois expédié, le sperme canin, faisant preuve d’une résistance notable face au choc
di au froid, est en général déposé dans les voies génitales de la femelle dans les 48 heures apres
le prélévement. Le maintien de sa qualité représente donc un enjeu majeur. Toutefois, le
refroidissement n’est pas anodin et demeure dommageable pour les spermatozoides, une

réduction de fertilité pouvant en étre la conséquence a court terme.

Leur protection face au froid s’est donc trés vite avérée essentielle. Des milieux de
dilution composés de divers agents, dont des cryoprotecteurs comme le jaune d’ceuf, permettent
d’accroitre leur durée de conservation et de limiter les répercussions du froid. Néanmoins, le
controle de leur composition et de leur qualité sanitaire s’est révélé délicat. La détection des
milieux les plus performants est donc fondamentale pour favoriser au mieux I’échange de

matériel génétique a travers le monde.

De plus, I’évaluation de diverses molécules et 1’¢laboration de nouveaux milieux
deviennent incontournables. La rosiglitazone, une thiazolidinedione utilisée en thérapeutique
antidiabétique chez I’homme, en est la parfaite illustration. D’apres plusieurs études, il
semblerait qu’elle améliore la mobilité des spermatozoides préservés par le froid, notamment
chez le bélier, 1’étalon, le verrat et I’homme. Elle pourrait ainsi, un jour, entrer dans la
composition des milieux de conservation de sperme canin. Aucune étude n’ayant pour I’heure
¢été réalisée sur la semence canine réfrigérée, son évaluation préliminaire en tant qu’agent
rentrant dans la composition des dilueurs permettant le maintien et la survie des spermatozoides

a +4°C chez le chien apparait tout indiquée.

Le but de cette étude est de comparer I’efficacité de différents milieux commerciaux ou
non sur la conservation de la semence canine réfrigérée a + 4°C. Les deux premicres parties de
cette étude se voudront purement bibliographique. La premicre s’attachera dans un premier
temps a décrire I’anatomie et la physiologie du chien male ainsi que les caractéristiques

physico-chimiques et structurelles du plasma séminal et des spermatozoides. La seconde partie
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abordera les méthodes de récolte ainsi que les différentes modalités d’évaluation qualitatives
des spermatozoides. Pour finir, les modalités de la réfrigération et I’intérét des milieux seront

eXposes.

La troisiéme partie de cette ¢tude sera expérimentale. Elle consistera a évaluer neuf
milieux de dilution différents qui seront confrontés a 1’aide d’une analyse de mobilité des
spermatozoides et des parametres cinétiques associés, en prétant une attention particuliére aux

milieux supplémentés en rosiglitazone.

32



33



34



PARTIE 1:

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DE
L’ANATOMIE ET DE LA PHYSIOLOGIE
DU CHIEN MALE
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Les organes génitaux du chien male sont constitués par un ensemble de structures
permettant la production des spermatozoides, leur stockage et leur dépot dans les voies génitales

de la femelle (Noakes et al., 2019).

1) ANATOMIE DE L’APPAREIL GENITAL MALE
a) Les testicules

i) Organisation générale

Les testicules du chien pésent entre 7 a 20 grammes selon la race, tandis que leur taille
varie de 3 a 4 cm. Ils sont pairs, et composés de trois éléments fonctionnels. Le premier
constitue 1’espace interstitiel comptant les vaisseaux sanguins, I’innervation, les vaisseaux
lymphatiques, les cellules de Leydig ainsi que le tissu de soutien conjonctif tandis que la
seconde partie, basale, est composée des cellules de Sertoli et est localisée dans la paroi des
tubes séminiféres. Enfin, est retrouvé ’espace adluminale comprenant les spermatozoides
séparés du reste du testicule par la barricre hémato-testiculaire (Konig et Liebich, 2020 ;

Johnston et al., 2001).

Ils sont situés en région inguinale enfermés dans le scrotum, fine couche de peau peu
poilue faite de glandes sébacées et sudoripares en abondance ainsi que d’une
microvascularisation garante des phénomenes de convection, de conduction et d’évaporation
(Konig et Liebich, 2020 ; Johnston et al., 2001). Cette thermorégulation favorise la déperdition
de chaleur et le maintien d’une température inférieure a celle de I’organisme (Cunningham et

Klein, 2013).

Les testicules sont enveloppés de différentes couches fibreuses et séreuses.
Superficiellement, se trouve le dartos, fascia constitué de fibres musculaires lisses, de collagéne
et de fibres ¢lastiques. La couche sous-jacente est représentée par le muscle crémaster qui
permet en association avec le dartos de modifier la position du testicule dans le scrotum
concourant ainsi également a la régulation thermique. Plus en profondeur se situe la tunique
vaginale composée des deux feuillets du péritoine qui délimitent la cavité vaginale (Johnston et
al.,2001). La tunique albuginée, couche la plus profonde, constitue une capsule de fibres denses

et de tissus musculaires lisses (Konig et Liebich, 2020 ; Noakes et al., 2019).
Le parenchyme est organis¢ en lobules compartimentés qui sont constitués de deux a

cing tubes séminifeéres d’abord droits puis progressivement contournés qui débouchent sur le

rete testis. Ce dernier assure le transit des spermatozoides jusqu’aux canaux efférents d’ou ils
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circulent jusqu’a la téte de I’épididyme (Konig et Liebich, 2020 ; Noakes et al., 2019 ; Johnston
etal.,2001).
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Figure I : Représentation schématique de |’organisation générale de |’appareil reproducteur
du chien male (Konig et Liebich, 2020)
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ii) La vascularisation et I’innervation

La vascularisation artérielle est assurée par les arteres testiculaires spermatiques internes
dérivant de I’aorte caudale. Fortement contournées, elles traversent le canal inguinal dans le
cordon spermatique et circulent a la surface de I’albuginée avant de pénétrer dans le testicule.

Un réseau veineux anastomosé impliqué dans la thermorégulation forme le plexus
pampiniforme. Il établit un transfert de chaleur artérioveineux a contre-courant et assure le
refroidissement du sang artériel. Le sang veineux circule alors vers le cordon spermatique pour
étre drainé par la veine cave caudale (Konig et Liebich, 2020 ; Noakes et al., 2019 ; Johnston

et al.,2001).

L’influx nerveux pénétre dans le testicule par le biais du cordon spermatique. Le nerf
vague et le plexus pelvien délivrent I’influx parasympathique, tandis que I’innervation
sympathique est assurée par le plexus mésentérique caudal et pelvien (Konig et Liebich,

2020 ; Noakes et al., 2019).

b) L’épididyme

L’¢épididyme est un conduit cylindrique de 5 a 8 métres de long. Attaché au testicule, il
correspond a I’abouchement des canaux efférents et est constitué de trois parties : la téte, le
corps et la queue (Konig et Liebich, 2020 ; Noakes et al., 2019). La téte, située au pdle cranial
du testicule, draine directement les spermatozoides issus des tubes séminiféres. Tandis que le
corps longe le testicule dorso-latéralement, la queue, elle, est attachée ventro-caudalement par
le ligament de la queue de 1’épididyme (Konig et Liebich, 2020 ; Noakes ef al., 2019). Son
¢épithélium pseudostratifié est composé de jonctions serrées, complexes multiprotéiques liant le

cytosquelette d’actine, qui forment la barriere hémato-épididymaire (Breton et al., 2019).

¢) Le cordon spermatique

Le cordon spermatique contient les vaisseaux sanguins, les afférences nerveuses, les
vaisseaux lymphatiques, le muscle crémaster ainsi que le canal déférent (Noakes et al., 2019 ;
Johnston et al., 2001). Ce dernier, d’abord alambiqué puis droit, chemine dorso-médialement
au testicule pour rejoindre le cordon spermatique. Il pénétre ensuite dans la cavité abdominale
puis chemine dorsalement a la vessie pour atteindre dorso-médialement la prostate. C’est 1a

qu’il s’ouvre dans 1’urétre pelvien (Noakes et al., 2019 ; Johnston et al., 2001).
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Le canal inguinal est un passage qui relie les anneaux inguinaux profonds et superficiels
et qui représente une solution de continuité entre la cavité abdominale et le testicule a travers

la musculature de la paroi abdominale (Noakes et al., 2019).
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Figure 3 : Représentation d’un testicule de chien. A : testicule droit, vue latérale. B : testicule
gauche, vue médiale (Konig et Liebich, 2020)

d) Glande accessoire : la prostate

La prostate constitue 1’'unique glande accessoire chez le chien. Il s’agit d’une glande
exocrine de 2 a 3 cm de long, qui entoure 1’urétre au niveau du col vésical. Elle est en rapport
dorsalement avec le rectum, ventralement avec la symphyse pubienne et latéralement avec le
bassin, bien que sa position se modifie en fonction de 1’age (Noakes et al., 2019 ; Christensen,

2018 ; Leis-Filho et Fonseca-Alves, 2018 ; Johnston et al., 2001).

Elle est enveloppée dans une épaisse capsule fibro-musculaire (Leis-Filho et Fonseca-
Alves, 2018). Bilobée, elle présente un sillon médian fibreux. Ses deux lobes sont divisés en de
nombreux lobules par des septums conjonctifs. Ils renferment des glandes tubulo-alvéolaires
sécrétrices du liquide prostatique qui se déverse dans ['urétre et se mélange aux spermatozoides
lors de 1’éjaculation en constituant 1’essentiel du volume de 1’éjaculat (Cunningham et Klein,

2013 ; Johnston et al., 2001).

L’irrigation artérielle de la prostate dérive de ’artére pudendale interne. Ce sont les
veines prostatiques et urétrales qui assurent le retour vers la veine iliaque interne. L’ innervation
sympathique est assurée par le nerf hypogastrique qui stimule 1’émission des sécrétions
prostatiques par contraction des fibres musculaires lisses (Leis-Filho et Fonseca-Alves, 2018 ;

Johnston et al., 2001).
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e) L’urétre

L’urétre est un conduit qui assure 1’évacuation de l’urine et du sperme. Il prend
naissance a ’extrémité caudale de la vessie et s’étend jusqu’a I’extrémité du pénis. Il est
classiquement divisé en 2 parties. L urétre pelvien, partie la plus craniale, est composée d’une
région pré-prostatique issue exclusivement des voies urinaires et d’une partie prostatique
caractérisée par 1’abouchement du canal déférent dans la prostate. L. urétre pénien constitue la

seconde partie et chemine ventralement dans le pénis (Konig et Liebich, 2020).

f) Le pénis

i) Organisation générale

Le pénis est de forme cylindrique et mesure de 5 a 15 cm selon la taille du chien
(Cunningham et Klein, 2013 ; Linde-Forsberg, 2001). Il est situé ventralement a I’abdomen et
trouve son origine au niveau de ’arc ischiatique, son extrémité libre s’étendant jusqu’a
I’ombilic (Konig et Liebich, 2020 ; Cunningham et Klein, 2013). De type musculo-caverneux,
il est composé de 3 segments a savoir la racine, le corps, et le gland. La racine est formée des
corps caverneux, formations paires dorsales ainsi que du corps spongieux ventral naissant a la
hauteur du bulbe pénien (Konig et Liebich, 2020 ; Noakes et al., 2019 ; Johnston et al., 2001).

Le corps du pénis, fait suite a la racine. L’urétre pénien y chemine encapsulé dans le corps
41



spongieux (Cunningham et Klein, 2013 ; Johnston ez al., 2001). Le gland, recouvert du prépuce,
qui correspond a I’ouverture de 1’urétre sur I’extérieur, est subdivisé en 2 segments que sont le
bulbe du gland, extension du corps spongieux, et la partie longue du pénis (Konig et Liebich,

2020).

Le pénis du chien contient un os qui facilite 1’intromission et qui représente une
particularité anatomique de cette espece. Il correspond a un remaniement du corps caverneux
et comprend un sillon accueillant I’urétre ventralement (Konig et Liebich, 2020 ; Noakes et al.,

2019 ; Linde-Forsberg, 2001 ; Johnston et al., 2001).
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Figure 5 : Représentation schématique du pénis du chien male (Johnston et al., 2001)

ii) La musculature du pénis

La musculature du pénis comprend trois grands types de muscles a savoir les muscles
striés ischio-caverneux, le muscle lisse bulbo-spongieux et le muscle rétracteur du pénis qui

assure son retour en position physiologique apres le coit (Konig et Liebich, 2020).

iii) La vascularisation et I’innervation

Le pénis est vascularisé par les artéres pudendales internes et périnéales (Johnston et
al., 2001). Le corps caverneux est drainé par la veine pudendale tandis que le corps spongieux
I’est par I’intermédiaire de la veine dorsale du pénis (Noakes et al., 2019). Son innervation
sympathique est assurée par le nerf hypogastrique et son innervation parasympathique est

médiée par le nerf pelvien (Johnston et al., 2001).
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2) PHYSIOLOGIE DE L’APPAREIL GENITAL MALE
a) Le développement
Le développement sexuel démarre tot dans la vie feetale et se caractérise par 1’existence

primordiale d’une gonade bipotentielle indifférenciée (Noakes et al., 2019 ; Johnston et al.,

2001).

Les cellules de Sertoli qui sécrétent 1I’hormone antimiillérienne assurent le
développement de 1’appareil génital et définissent le genre de 1’individu (Gerber et al., 2016 ;
Johnston et al., 2001). D’autres hormones comme la FSH, la T3, I'IGF-1 et I’activine

interviennent également (Yokonishi et Capel, 2021).

Les cellules de Leydig produisent la testostérone qui contribue a la différentiation des
canaux de Wolff en épididyme et en canaux déférents. Une fois convertie en 5-a-
dihydrotestostérone (DHT) par la 5-a-réductase, elle assure la formation de 1’urétre, de la
prostate, et du scrotum ainsi que I’allongement du tubercule génital (Christensen, 2018 ;

Johnston et al., 2001)

Les testicules feetaux se développent caudalement aux reins. Leurs descentes a travers
le canal inguinal s’effectuent passivement sous I’influence des androgénes, de I’insuline-like 3,
et par 'intermédiaire de la régression du gubernaculum testis, au bout du premier mois de vie.
La localisation abdominale d’un ou des deux testicules définit la cryptorchidie (Noakes et al.,

2019 ; Linde-Forsberg et al., 2001 ; Johnston et al., 2001).

La puberté représente la mise en place de ’activité sexuelle et se caractérise par
I’apparition des premiers spermatozoides dans 1’¢jaculat. Les grandes races atteignent souvent
la puberté apres 1 an tandis que les petites races peuvent étre puberes dés 6 mois (Johnston et

al., 2001).

b) La régulation hormonale
i) Les hormones mises en jeu
Les hormones sexuelles sont synthétisées par 1’axe hypothalamo-hypophysaire et les
testicules (Noakes et al, 2019). L’hypothalamus sécréte de fagon pulsatile la GnRH
(Gonadotrophin Releasing Hormon), un décapeptide qui agit sur ’hypophyse antérieure. Cette
derniére, une fois stimulée, libére soit de la FSH (Folliculo-Stimulin-Hormon) soit de la LH

(Luteinizing Hormon) (Chtopik et Wysokinska, 2020 ; Cunningham et Klein, 2013).
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La LH, libérée lors de pulses amples de GnRH, stimule les cellules de Leydig et active
notamment 1’adényl-cyclase, aboutissant a la synthése mitochondriale de testostérone. Cette
derniére soutient la spermatogenése, la maturation épididymaire des spermatozoides ainsi que
le développement des caractéres sexuels secondaires. Dans les cellules de Sertoli et la prostate,
la testostérone est en partie convertie par la 5-a-réductase en dihydrotestostérone dont I’activité

androgénique est accrue (Noakes et al., 2019).

La FSH sécrétée par pulse faible de GnRH, lie les récepteurs des cellules de Sertoli et
stimule la synthése d’ABP (Androgen Biding Protein) dont I’affinité pour les androgenes est
accrue, favorisant leur concentration dans les tubes séminiféres. Sous I’action de la FSH, la
testostérone est convertie par 1’aromatase en cestrogéne, hormone qui joue un réle notable dans

la résorption des liquides séminiferes (Noakes ef al., 2019).

ii) La régulation hormonale

La testostérone et la dihydrotestostérone entrainent une rétroaction négative sur
I’hypothalamus et I’hypophyse antérieure, diminuant conséquemment la sécrétion de FSH et de
LH. Les cestrogenes, une fois libérés par les cellules de Sertoli régulent également cet axe,
notamment la sécrétion de LH. L’inhibine est une hormone glycoprotéique sécrétée par les
cellules de Sertoli qui régule négativement la libération de FSH, mais qui favorise aussi la
sécrétion de testostérone. L activine, une autre hormone glycoprotéique sécrétée par les cellules
de Sertoli, entraine dans son cas une rétroaction positive sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire

en augmentant la sécrétion de FSH par I’hypophyse antérieure (Cunningham et Klein, 2013).
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Figure 7 : La régulation hormonale du systeme reproducteur du chien male. ABP-T : protéine

de liaison aux androgenes. T : testostérone. E : aestrogenes (Cunningham et Klein,
2013)
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¢) Roles de I’épididyme
i) Organisation fonctionnelle
Trois structures sont couramment distinguées, a savoir le segment initial, contenant des
cellules étroites, la région proximale constituée de la téte et du corps impliqués dans la
maturation des spermatozoides et enfin la région distale composée de la queue de 1’épididyme

qui assure le stockage et le transport des spermatozoides matures (Noakes et al., 2019).

ii) Le transport

Le péristaltisme épididymaire est responsable du transport passif des spermatozoides.

Le temps de transit de la téte a la queue est estimé entre 8 et 14 jours (Noakes et al., 2019).

iii) Le stockage

L’¢épididyme permet le stockage des spermatozoides matures sur une durée qui peut
s’étendre jusqu’a 15 jours. La quiescence et la survie des spermatozoides sont favorisées par le
ralentissement du métabolisme spermatique, 1’acidit¢ et I'hyperosmolarit¢ du milieu

¢pididymaire (James et al., 2020 ; Sullivan et al., 2005 ; Dacheux et al., 2003).

iv) Elimination des cellules défectueuses

La clusterine et 1’ubiquitine, activement sécrétées par I’épithélium épididymaire
marquent les cellules défectueuses et facilitent leur élimination par phagocytose (Gouletsou et

al., 2022 ; Chtopik et Wysokinska, 2020).

v) La protection

L’¢épididyme assure une tolérance vis-a-vis des spermatozoides auto-antigéniques, bien
que des cellules immunitaires y soient néanmoins présentes en association aux béta-défensines
qui en constituent I’immunité innée (Breton et al., 2019). La lactoferrine exerce des fonctions
antibactériennes par chélation du fer et assure en outre des fonctions antimycosiques,
antivirales, anti-inflammatoires et antinéoplasiques (Dacheux et al, 2003). Enfin, la
sulfoxydation des protamines protége la chromatine face aux mutations génomiques
susceptibles de se produire (Noblanc ez al., 2011). A noter que la barriére hémato-épididymaire

renforce la protection du compartiment luminal (Breton et al., 2019).

vi) Role antioxydant

Le métabolisme des spermatozoides s’intensifiant lors de leur maturation,

I’accumulation des espéces réactives de I’oxygene (ROS) telles que 1’anion superoxyde, le
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peroxyde d’hydrogene, le radical hydroxyde, 1’oxyde nitrique et le peroxynitrite est inévitable

(O’Flaherty, 2019 ; Dacheux et al., 2003).

Les spermatozoides y sont particuliérement sensibles en raison de leur composition
membranaire riche en acides gras polyinsaturés. La peroxydation lipidique qui en découle
conduit a une perte de fonctionnalit¢ membranaire considérable. La fragmentation de la
chromatine, la détérioration des protéines de surfaces et du cytoplasme ainsi que la diminution
de la mobilité en association a 1’altération des fonctions mitochondriales sont des répercussions
supplémentaires de I’activit¢ des ROS (O’Flaherty, 2019). Cependant, en faible quantité, ils

demeurent essentiels aux voies de signalisations cellulaires (Breton et al., 2019).

Les anti-oxydants enzymatiques sont représentés par la glutathion-peroxydase (GPx), la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase et les peroxiredoxines. Les systémes non-
enzymatiques correspondent a la vitamine C, E, et D ainsi qu’a la taurine, I’hypotaurine, et
I’albumine, qui assurent le piégeage des ROS (O’Flaherty, 2019 ; Chabory ef al., 2010 ; Vernet
et al., 2004).

vii) Role de sécrétion et de réabsorption des liquides luminaux

L’¢épithélium épididymaire permet un apport d’ions, de nutriments, de solutés, d’eau et
de protéines (Breton et al., 2019 ; Dacheux et al., 2003). Les liquides luminaux issus des tubes
séminiferes sont réabsorbés par 1’épithélium a hauteur de 90 % ce qui assure une remarquable
concentration des spermatozoides, condition impérieuse pour asseoir la fertilité du male (James

et al., 2020 ; Sullivan et al., 2005).

viii) Role dans la maturation

Les processus de maturation seront davantage détaillés dans la partie II traitant de

I’étude du spermatozoide.

d) L’érection et I’éjaculation
i) L’érection
L’érection implique le systéme nerveux central, le systtme endocrinien et le systeme
vasculaire. La flaccidité pénienne est permise par la noradrénaline qui contracte les muscles
lisses de I’artere pénienne et du corps caverneux. Lors de 1’excitation sexuelle, le plexus sacré
parasympathique libére du monoxyde d’azote (NO) qui relache les fibres lisses et augmente la
pression dans les corps caverneux et spongieux. La pression vaginale exercée sur le gland,

parallélement a la compression du muscle ischio-urétral, contribuent aussi a la réduction du
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drainage veineux de retour. A ceci, s’ajoute une compression de la racine du pénis et du bulbe
contre I’arc ischiatique par les muscles ischio-caverneux et bulbo-spongieux (Konig et Liebich,
2020 ; Noakes et al., 2019 ; Cunningham et Klein, 2013 ; Johnston et al., 2001). La stimulation
sympathique sacrée permet la détumescence en stimulant la contraction des muscles lisses des
corps caverneux (Johnston et al., 2001). La pression chute, les corps caverneux et spongieux se
vident tandis que le pénis perd en rigidité puis retourne dans le prépuce au moyen du muscle

rétracteur du pénis (Konig et Liebich, 2020 ; Noakes et al., 2019).

Etat flaccide

Eréction

Figure 8 : Représentation schématique des changements morphologiques du pénis de chien
pendant l'érection (Linde-Forsberg, 2001)

ii) L’éjaculation

L’¢jaculation, se déroule en deux phases et correspond a I’émission saccadée de la
semence pendant 5 a 30 minutes. La premiére, controlée par le systéme nerveux autonome,
implique la sécrétion des glandes accessoires. La seconde, dite de propulsion, est déclenchée
par les contractions du muscle bulbo-spongieux et des muscles lisses qui entourent 1’urétre

(Fontbonne, 2022 ; Noakes et al., 2019).

Il s’agit d’un réflexe spinal sacré ayant pour origine les nerfs sensitifs du gland
empruntant notamment la voie du nerf dorsal pénien. Des fibres efférentes somatiques stimulent
alors la contraction rythmée du muscle bulbo-spongieux faisant progresser le sperme dans
’urétre. Le systéme nerveux autonome prend également part a cette régulation, moyennant une

stimulation dopaminergique et une inhibition sérotoninergique. Associée a ces événements,
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I’orifice vésical se ferme et le sphincter externe de 1’urétre se relache par intermittence (Noakes

et al., 2019 ; Cunningham et Klein, 2013).

La premiére partie de cette étude s'est concentrée sur l'anatomie et la physiologie du

chien male.

La seconde partie abordera la réfrigération de la semence canine. Elle débutera par une
description détaillée de sa composition. Consécutivement, les différentes méthodes de collecte
du sperme canin seront exposées, suivies des techniques d'évaluation quantitative et qualitative.
Pour finir, il sera question de décrire le processus spécifique de réfrigération du sperme de

chien.
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PARTIE 2 :

ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DE LA
REFRIGERATION DE LA SEMENCE
CANINE
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La réfrigération apparait a bien des égards comme une technique de choix pour satisfaire
la préservation de la semence apres recueil. Bien que présentant de nombreux avantages, ses
répercussions ne sont pas anodines, mettant en exergue la nécessité d’étudier ses propriétés et

de suivre ses caractéristiques morpho-fonctionnelles.

1) ETUDE DE LA SEMENCE CANINE
a) Les différentes fractions de la semence canine
i) Fraction pré-spermatique
Le sperme est émis sous forme de trois fractions. La fraction pré-spermatique ou urétrale
correspond a la premiere fraction. Elle est émise a hauteur de 0,5 a 5 mL pendant quelques
secondes lors des poussées rapides du male et présente un aspect clair, ne contenant que tres

peu de spermatozoides (Fontbonne, 2022 ; Johnston et al., 2001).

ii) Fraction spermatique

La fraction spermatique est ¢jaculée en moins d’une minute et est émise au goutte-a-
goutte apres les poussées pelviennes du male (Garcia-Véazquez et al., 2016 ; Johnston et al.,
2001). Riche en spermatozoides et d'un volume de 1 & 4 mL, sa concentration varie de 200 a
500.10° spermatozoides/mL (Surmacz et al., 2022). Elle prend un aspect plus ou moins laiteux
selon sa concentration en spermatozoides, renseignant ainsi sur 1’existence d’une éventuelle
oligospermie (concentration anormalement faible) (Aquino-Cortez et al., 2017 ; Johnston et al.,

2001).

Figure 9 : Les 3 phases de la récolte du sperme canin. De gauche a droite, fraction pré-
spermatique (urétrale), spermatique puis prostatique (source internet)
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iii) Fraction prostatique

La durée d’émission de la troisieme fraction ou fraction prostatique, peut prendre
jusqu’a 30 minutes (Fontbonne, 2022 ; Feldman et Nelson, 2004). Puissante et vigoureuse, elle
se produit a I’issue du retournement du male lorsque son pénis pivote de 180°. D un volume
conséquent et pouvant atteindre 80 mL selon les races et les individus, elle constitue pres de 95
% de I’¢jaculat. D’aspect clair, elle est pauvre en spermatozoides (Surmacz et al., 2022 ; Miller

et al., 2020 ; Garcia-Vazquez et al., 2016 ; Johnston et al., 2001).

b) Composition de la semence canine
i) Le liquide prostatique
(1) Définitions
Le liquide prostatique dans lequel baignent les spermatozoides est majoritairement
constitu¢ par les sécrétions prostatiques aqueuses auxquelles s’ajoutent les sécrétions
¢pididymaires. Il se mélange aux spermatozoides au moment de 1’éjaculation pour former le
sperme. Sa pression osmotique de 285 mOsmol le définit comme un milieu isotonique (Miller

et al., 2020 ; Noakes et al., 2019).

(2) Les constituants et leurs roéles
(a) Glucides
Le liquide prostatique canin contient des glucides en faible concentration tels que le
glucose, le fructose, le sorbitol et le mannose (Rodriguez-Gil et al., 2013 ; Rigau et al., 2001 ;

Linde-Forsberg, 2001 ; Bartlett, 1962).

(b) Agents antibactériens

Le zinc d’origine prostatique, exerce une activité antibactérienne (Allouche-Fitoussi et
al., 2020). Sa concentration, comprise entre 10,3 et 120,6 pg/mL, y est plus élevée que dans
n’importe quel autre fluide de I’organisme (Mogielnicka-Brzozowska et al., 2015 ; Johnston et

al., 2001).

(c) Ions

Les ions ont un impact significatif sur 1’osmolarit¢ du liquide prostatique.
Majoritairement composé de chlorure, de sodium, de phosphore et de cuivre, il contient
¢galement du zinc, du fer, du magnésium et du calcium. C’est dans la seconde fraction de
I’¢jaculat que leur concentration est la plus élevée (Noakes et al., 2019 ; Johnston et al., 2001 ;

England et al., 1990).
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(d) Protéines

Il existe plus de 250 protéines dans le liquide prostatique (Aquino-Cortez et al., 2017).
Elles jouent un role crucial dans la maturation, le transport et la survie des spermatozoides dans
les voies génitales de la femelle (Viana et al., 2021 ; Caballero et al., 2012). Les protéines
sécrétoires contenant le domaine fibronectine de type II sont un groupe comprenant les BSP
(Binder of Sperm Protein). Elles participent a la formation du réservoir oviductal et protégent
les spermatozoides en transit dans 1’appareil reproducteur de la femelle. Diverses études
corroborent leur omniprésence chez les mammiféres (Caballero et al., 2012 ; Viana et al.,
2021 ; Bergeron et Manjunath, 2006). Les protéines liant le zinc stabilisent la membrane
plasmique et maintiennent un équilibre entre le zinc libre et le zinc lié favorisant la mobilité des

spermatozoides (Allouche-Fitoussi ef al., 2020 ; Mogielnicka-Brzozowska et al., 2015).

(e) Acides gras

Le liquide prostatique est constitué¢ a 85 % d’acides gras saturés en particulier I’acide
palmitique et I’acide stéarique, et de 15 % d’acides gras insaturés, le plus abondant étant I’acide
oléique. Le cholestérol, entre 8 et 73 mg/dL, y est également présent (Diaz et al., 2014 ; Linde-
Forsberg, 2001).

(f) Enzymes

De nombreuses enzymes sont présentes dans la semence canine. La classe enzymatique
la plus représentée est celle de I’arginine estérase spécifique de la prostate canine (CPSE) (Leis-
Filho et Fonseca-Alves, 2018). Les phosphatases alcalines et acides comptent également parmi
les enzymes identifiées. Elles jouent un role dans le métabolisme glycolytique et participent a

la synthése du fructose (Aquino-Cortez et al., 2017).

(g) Antioxydants

La SOD représente I’anti-oxydant principal, mais la GPx et la catalase sont aussi
présentes. A ces enzymes s’ajoutent des anti-oxydants non-enzymatiques, comme
I’hypotaurine, la carnitine, la mélatonine, les caroténoides, la vitamine C et E (Silvestre ef al.,

2021 ; Del Prete et al., 2018).

(h) Prostasomes

Les prostasomes sont des vésicules extra-cellulaires de 20 a 300 nm de diameétre,
libérées par la prostate. Apres 1’éjaculation, elles fusionnent avec la membrane des

spermatozoides et leur transferent diverses substances, les impliquant directement dans leur
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processus de maturation. Ils affichent également des propriétés antioxydantes et

antibactériennes (Aalberts ef al., 2014).

(i) Cellules

Normalement acellulaire, certains types cellulaires peuvent y étre présents comme des

cellules ¢épithéliales ou des érythrocytes. Les leucocytes peuvent étre présents

physiologiquement jusqu’a 2000 leucocytes/puL. Les bactéries sont retrouvées dans pres de 80

% des échantillons (Greer, 2015 ; Johnston et al., 2001).

(j) Autres

Des cytokines et des hormones comme la prostaglandine impliquée dans I’activation de
la mobilité y sont identifiées (Rodriguez-Gil et al., 2013). L’acide citrique exerce quant a lui

un role tampon et favorise la survie des spermatozoides (Hori et al., 2017).

Tableau I : Résumeé des principales caractéristiques de la semence canine fraiche et selon la
fraction considérée (d’apres Nouri Gharajelar et al., 2016 ; Michael et al., 2009 ; Goericke-
Pesch et al., 2011 ; Bartlett, 1962)

Caractéristiques Premiére fraction Seconde fraction Troisiéme fraction
Durée d’émission 27s 52s 8 min
Volume 0,9 mL 2,6 mL 9,2 mL
pH 6,2 633 635
Concentration 53.10%mL 247.10%/mL 10.10°/mL
Ejaculat entier
pH 7,2
Volume 1 a80 mL
% de mob.ilité > 750
progressive
o ..
% de sp(.ermatozmdes 750,
vivants
% d’anom.alies <20%
morphologiques
Comptage total 0,45 —1,9.10° spermatozoides
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ii) Le spermatozoide et son ultrastructure
(1) Généralités

Les spermatozoides, cellules haploides spécialisées et tres différentiées, ont été décrits
pour la premicre fois par Antoni Leeuwenhoek en 1678 (Bartlett, 1962). Dans 1’espéce canine,
leur longueur est d’environ 70 um (Surmacz et al., 2022). Plusieurs éléments remarquables y
sont distingués. La membrane plasmique assure diverses fonctions notamment dans
I’interaction avec I’ovocyte. La téte contient le noyau et la chromatine condensée ainsi que
I’acrosome. La piéce connective et la piece intermédiaire sont aussi présentes, cette dernicre
contenant les mitochondries. Enfin, le flagelle représente le support de la mobilité¢ (Noakes et

al., 2019 ; Johnston et al., 2001).

(2) La membrane plasmique

La membrane plasmique est une bicouche phospholipidique, interface entre le milieu
intra-cellulaire et extra-cellulaire. Elle joue un réle crucial dans la régulation de 1’équilibre
osmotique. Fraichement é&jaculés, les spermatozoides sont transférés de 1’environnement
¢pididymaire hyper-osmotique (420 mmol/kg) au liquide prostatique iso-osmotique (330
mmol/kg) puis a I’environnement iso-osmotique des voies génitales de la femelle (Lucio et al.,
2017 ; Karger et al., 2014). Ce stress osmotique génere un déplacement intracellulaire d’eau et
conduit & la modification du volume cellulaire, principe sur lequel repose le processus

régulateur du volume cellulaire (Tsikis et al., 2018 ; Karger et al., 2014).

Sa composition repose sur d’importantes quantités de glycérophospholipides, de
phospholipides et de cholestérol. Ce dernier renforce la rigidité membranaire et lui procure une
perméabilité élevée. Néanmoins, la présence accrue d’acides gras polyinsaturés (AGPI) comme
I’acide docosahexaénoique lui confére davantage de souplesse. Cette abondance majore
toutefois la sensibilité face aux ROS de par son caractere réduit (Chlopik et Wysokinska, 2020
; Lucio et al., 2017 ; Angrimani et al., 2017).

De nombreuses et diverses protéines transmembranaires y sont enchassées. Certaines
sont des récepteurs, d’autres des canaux ioniques ou bien des protéines enzymatiques
(Gouletsou et al., 2022). Des protéines non-transmembranaires assurent un soutien structurel

en lien étroit avec le cytosquelette (Tapia et al., 2012).
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(3) La téte

Dans la téte, le noyau haploide occupe une surface considérable (Chtopik et
Wysokinska, 2020 ; Noakes et al., 2019). L’acrosome recouvre la face antérieure du noyau et
se divise en un segment antérieur correspondant a la coiffe et un segment postérieur équatorial
(Noakes et al., 2019 ; Aalberts et al., 2014 ; Toshimori, 2003). Il s’agit d’un appareil de Golgi
modifi¢ dont I’exocytose enzymatique notamment d’acrosine permet la lyse du cumulus
ovocytaire lors de la fécondation (Chtopik et Wysokinska, 2020 ; Tulsiani et al, 1998).
L’acrosome contient ¢également diverses molécules impliquées dans 1’interaction

ovocyte/spermatozoide (Toshimori, 2003).

(4) La picce connective et la piéce intermédiaire

La piéce connective comprend le centriole proximal et médial qui synthétisent le
cytosquelette et I’axonéme garant de 1’initiation du mouvement flagellaire (Toshimori 2003).
L’axonéme est formé de neuf paires de microtubules périphériques et d’une paire centrale
entourée d’une gaine. Les microtubules A et B sont constitués respectivement de 13 et 9
filaments de tubuline. A la surface de chaque doublet sont réguliérement espacés des bras de
dynéine internes et externes dotés d’une activit¢ ATPasique. Les paires de microtubules sont
reliées entre elles par la nexine qui assure le maintien de la structure, tandis que des ponts
radiaires lient les doublets périphériques et le doublet central (Hermo et al., 2010 ; Jouannet et

Serres, 2013).

La piece intermédiaire est constituée d’une gaine de 5 a 7 um de long, riche en
mitochondries disposées de marniere hélicoidale. Cette gaine encercle 9 fibres denses de
longueurs variables fixées aux doublets microtubulaires axonémaux (Hermo et al., 2010 ;
Jouannet et Serres, 2013). L’axonéme qui se poursuit dans I’intégralité du flagelle est également

enveloppé au sein de cette gaine (Jouannet et Serres, 2013).
(5) Le flagelle

Le flagelle de 50 um de long en moyenne, est le support de la mobilité. 11 fait suite a la
picce intermédiaire et est constitué de la piece principale et de la piece terminale (Surmacz et
al., 2022 ; Noakes et al., 2019 ; Escalier et Touré, 2012 ; Jouannet et Serres, 2013). La piece
principale est associée a la piéce intermédiaire par 1’annulus. Sa richesse en fibres denses décroit
distalement. Elle contient une gaine fibreuse formée de deux demi-anneaux liés entre eux par
des fibres longitudinales. Au sein de la piéce terminale, seul I’axonéme persiste (Chtopik et

Wysokinska, 2020 ; Escalier et Touré, 2012).
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Figure 10 : Ultrastructure du spermatozoide canin. A : aspect microscopique. B :
ultrastructures de la téte et de la piece connective. C : ultrastucture de la piéce principale et
du flagelle. D : axonéme flagellaire (Noakes et al., 2019)
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¢) Le fonctionnement du spermatozoide
i) Le métabolisme
Le spermatozoide présente une forte activité métabolique essentielle a sa survie, sa
mobilité ainsi qu’au bon fonctionnement de la pompe Na*/K* ATPase qui module le gradient

¢lectrochimique membranaire (Silva et Gadella, 2006).

Le glucose est le principal substrat énergétique du spermatozoide, bien qu’il métabolise
aussi d’autres hexoses, tels que le fructose, le sorbitol et le mannose (Chlopik et Wysokinska,
2020 ; Rodriguez-Gil, 2006). Ces sources d’énergie sont présentes dans le liquide spermatique
en faible quantité ainsi que dans ’appareil génital de la femelle (Rodriguez-Gil, 2006). De ce
fait, les spermatozoides n’entrent en contact avec les sources glucidiques que postérieurement

a I’¢jaculation (Rigau et al., 2001).

La glycolyse anaérobie et la phosphorylation oxydative, sont préférentiellement mises
a profit selon le besoin énergétique et les conditions physico-chimiques (Chtopik et
Wysokinska, 2020). Les protéines de transport membranaires du glucose et du fructose, les
GLUT et les SGLT, assurent 1’acquisition des substrats énergétiques par la cellule. Le
transporteur GLUT-3 présent en région médiane du spermatozoide dispose d’une forte affinité
pour le glucose, tandis que celle de GLUT-5 qui est présent en région péri-acrosomale est plus
marquée pour le fructose ce qui implique I’existence de voies distinctes pour métaboliser le

glucose et le fructose (Mueckler, 1994).

La glycolyse est une chaine de réactions enzymatiques qui se produit dans la piéce
principale. L’hexokinase phosphoryle le glucose en glucose-6-phosphate qui, avec le concours
de diverses enzymes, est converti en pyruvate puis en Acétyl-CoA. Ce dernier favorise, dans le
cycle de Krebs, 1’¢laboration du potentiel réducteur comme le NADH (nicotinamide adénine
dinucléotide réduit) utile a la phosphorylation oxydative (Chlopik et Wysokinska, 2020). En
conditions anaérobies, le pyruvate est plutdt réduit en lactate pour subvenir dans une moindre
mesure a la demande énergétique. Quand bien méme la glycolyse ne génére que 2 molécules
d’ATP, le sperme fraichement ¢jaculé en contient 90 % d’origine glycolytique (Silva et Gadella,
2006). En effet, divers travaux suggerent notamment chez la souris, que la glycolyse est une
voie majeure de fourniture en ATP et que la phosphorylation oxydative mitochondriale ne

constitue pas une nécessité absolue pour asseoir la fertilit¢ du male (Mukai et Okuno, 2004).

La phosphorylation oxydative, source principale de production d’ATP, se déroule dans

les mitochondries de la pi¢ce intermédiaire. L’oxydation des liaisons moléculaires entraine un
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important dégagement d’énergie qui permet le fonctionnement de I’ ATP-synthase générant une

trentaine de molécules d’ATP (Chtopik et Wysokinska, 2020 ; Garcia-Vazquez et al., 2016).

Tout au long de son existence, le spermatozoide traverse distinctement deux phases
métaboliques. Dans un premier temps, il connait une période de maturation caractérisée par un
déplacement progressif. C'est une phase anabolique, qui se distingue par une activité
métabolique glycolytique et lipidique de faible intensité assurant une accumulation d’énergie

(Santoro et al., 2020).

La seconde phase se caractérise par un métabolisme catabolique qui consiste en une
maturation fonctionnelle du spermatozoide, ou il entre progressivement dans le processus de
capacitation. Les réserves accumulées en phase anabolique sont alors mises a profit et les voies
métaboliques glycolytiques et lipidiques s'intensifient. Les triglycérides diminuent tandis que

les réactions de B-oxydation et I'activité de I'enzyme lipase augmentent (Santoro et al., 2020).

E‘ Noq capacité :] [ _Capacité 7]
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csKks | GePD | | et
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< ’Triglycie'ride's_’ ) _>1 C ;?'.pxy@tioh: D l - t'lr'rigl,\;rides:if)l ¢ B-oxydation )1
< Actite ipasiaue > |  actvts pasiaus > 1

Métabolisme anabolique Métabolisme catabolique avec

accumulant de I'énergie dépense énergétique

Figure 11 : Représentation schématique du métabolisme des spermatozoides non capacités et
capacités. GSK3 : glycogene synthase kinase 3. G6PDH : glucose-6-phosphate
déshydrogénase. GSA: glycogene-synthase (Santoro et al., 2020)
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ii) Le mouvement flagellaire

Libération Formation
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Figure 12 : Mécanisme du glissement microtubulaire (Lisboa et al., 2021)

La mobilité du spermatozoide est soutenue par le mouvement flagellaire qui dépend de
son statut énergétique (Rigau et al., 2001). Elle se caractérise par une succession d’ondulations
prenant naissance en regard de la piece connective et progressant vers la piéce terminale. Cette
ondulation résulte de cycles successifs de fixations et de détachements des bras de dynéines
d’un doublet de microtubules sur les doublets adjacents. Ceci permet de générer une force
suffisante et contribue a la courbure progressive du flagelle. Le relachement de la dynéine sur
le microtubule nécessite 1’hydrolyse de ’ATP par les dynéines-ATPases dont ’activité est
modulée par le pH, I’ATP, I’ADP, le Ca2" et la phosphorylation oxydative (Noakes et al., 2019
; Santi et al., 2013 ; Jouannet et Serres, 2013). A noter que les fibres denses accroissent la force

engendrée et régulent la courbure flagellaire (Hermo ef al., 2010 ; Jouannet et Serres, 2013).

d) La spermatogénése
i) Définitions
La spermatogenese permet la production des spermatozoides immatures a partir des
cellules-souches diploides qui se divisent par mitose puis par méiose. Des conditions
particulicres sont requises comme le maintien d’une température testiculaire inférieure de 6°C
a la température corporelle (Cunningham et Klein, 2013). Sa durée est de 62 jours chez le chien

(Johnston et al., 2001).
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ii) Considérations histologiques

Histologiquement, les tubes séminiféres sont organisés en trois compartiments. Le
compartiment interstitiel est formé de tissus conjonctifs collagéniques, fibroblastiques et des
cellules de Leydig (Santos ef al., 2010). Le second compartiment, constitue la lame basale
entourée de cellules contractiles myoides et de fibroblastes. Le compartiment luminal, composé
des cellules de Sertoli et des cellules germinales, est le lieu de déroulement de la
spermatogenese (Noakes et al., 2019). Les cellules somatiques de Sertoli sont cylindriques,
occupent toute I’épaisseur épithéliale et leur noyau basal contient une chromatine réticulée
(Santos et al., 2010). Des complexes de jonctions serrées sont présents entre elles et forment la
barriére hémato-testiculaire qui sépare physiquement le tube séminifére en un compartiment
basal et un compartiment luminal. Les spermatogonies, petites cellules rondes de 20 pm de
diametre, présentent un faible cytoplasme et se localisent proche de la lame basale

(Cunningham et Klein, 2013 ; Santos et al., 2010).

Figure 13 : Histologie du testicule. In : tissu interstitiel. Lc : cellules de Leydig. T : tubes
seminiferes. Sp : spermatozoides formés. Bm : membrane basale. Sg : spermatogonie. Sc :
cellules de Sertoli. Ps : spermatocytes primaires. St : spermatides (Noakes et al., 2019)
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Figure 14 : Représentation schematique de [’histologie des tubes séminiferes canins
(Johnston et al., 2001)

iii) Déroulement de la spermatogénése
(1) La spermacytogénése

La spermacytogénése correspond a I’¢élaboration des spermatides a partir des cellules

germinales spermatogoniales qui se multiplient préalablement par mitoses pour concevoir une

réserve de cellules primordiales. Elle débute par la division mitotique des cellules

spermatogoniales de type A (2n) en spermatogonies de type B (2n), puis en spermatocytes

primaires (2n) qui passent du compartiment basal au compartiment luminal. Ces derniers se
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différencient a leur tour en spermatocytes secondaires (n) puis en spermatides (n) a I’occasion
des deux divisions de méiose. Des ponts cytoplasmiques intercellulaires subsistent en raison

d’une cytodiérese incomplete (James et al., 2020 ; Johnston et al., 2001)

(2) La spermiogénese et la spermiation
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Figure 15 : Formation des spermatozoides dans les cryptes des cellules de Sertoli (Noakes et

al., 2019)

Mitochondries

Au cours de la spermiogénese, les spermatides se différencient en spermatozoides
immatures. L’acrosome se forme a partir de ’appareil de Golgi puis s’allonge au-dessus du
noyau tandis que la synthése enzymatique s’accentue (Cunningham et Klein, 2013 ; Tulsiani et
al., 1998). Le flagelle émerge plus tardivement et s’étend a partir des centrioles. Le cytoplasme
est progressivement phagocyté par les cellules Sertoli, bien qu’une gouttelette contenant le
cytoplasme résiduel persiste en région flagellaire (James et al., 2020 ; Noakes et al., 2019 ;
Hermo et al., 2010 ; Toshimori, 2003 ; Johnston et al., 2001). Les mitochondries adoptent leur
position définitive dans la piéce intermédiaire, pendant que I’axonéme, les fibres denses, la
gaine fibreuse, le cytosquelette et la picce de connexion sont assemblées (Tulsiani ez al., 1998).
Enfin, le noyau s’allonge tandis que la chromatine se condense (Allouche-Fitoussi ef al., 2020).
A ce stade, les spermatozoides immatures ont acquis leur morphologie définitive (James et al.,

2020 ; Noakes et al., 2019 ; Johnston et al., 2001). La spermiation marque le détachement des
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spermatozoides de 1’épithélium et leur libération dans la lumiére des tubes séminiféres (James

et al., 2020).

e) La maturation des spermatozoides dans les voies génitales méles

i) Généralités

Les spermatozoides libérés dans les tubes séminiféres sont immatures, immobiles et
demeurent incapables de féconder un ovocyte. Pendant une douzaine de jours, ils transitent dans
I’épididyme pour y étre maturés notamment dans la téte et le corps puis stockés (James et al.,
2020 ; Noakes et al., 2019 ; Luvoni et Morselli, 2017). Considérant I’absence de transcription
nucléaire, les spermatozoides immatures sont enticrement dépendants de I’environnement
¢pididymaire pour leur maturation (Gervasi et Visconti, 2017). Dans la téte de 1’épididyme,
grace a une quantit¢é modérée de ROS, la chromatine se condense par sulfoxydation des
protamines permettant une compaction maximale de I’ADN (Noblanc ef al., 2011 ; Drevet,

2006 ; Vernet et al., 2004).

ii) Maturation membranaire

La modification du protéome membranaire repose sur la sécrétion protéique des cellules
principales qui s’associe a leur phosphorylation et a leur protéolyse. De plus, les
¢pididymosomes, vésicules sécrétées par les cellules principales de 1’épididyme, assurent un
transfert protéique membranaire supplémentaire au contact des spermatozoides notamment en
cas de stress oxydatif (James et al., 2020 ; Noakes et al., 2019 ; O'Flaherty, 2019 ; Gervasi et
Visconti, 2017 ; Aalberts et al., 2014 ; Toshimori, 2003). L’incorporation de sucres modifie la
membrane, un bon exemple étant 1’acide sialique dont I’ajout favorise le phénomeéne de
capacitation (Gervasi et Visconti, 2017). L’action des glycosidases sur les glycanes est non
négligeable (Toshimori, 2003). Le rapport cholestérol/phospholipides diminue et fluidifie la
membrane, mais constitue un facteur sensibilisateur face aux dérivés oxygénés (Gervasi et
Visconti, 2017). Les lipides peuvent également étre adsorbés a la surface des spermatozoides
par ’intermédiaire des prostasomes et des épididymosomes (Sullivan et Saez, 2013 ; Leahy et

Gadella, 2011 ; Dacheux et al., 2003).
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Figure 16 : Modeéle d'interaction entre les épididymosomes et les spermatozoides en cours de
maturation épididymaire (O’ Flaherty, 2019)
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Figure 17 : Mode d'action suggérée des prostasomes et des épididymosomes dans le tractus
génital male et femelle (Aalberts et al., 2014)
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iii) Modifications morphologiques

Aprés migration vers 1’extrémité flagellaire, la gouttelette cytoplasmique est résorbée
par les cellules claires de I’épididyme, puis excrétée au moment de I’¢jaculation (James et al.,
2020). L’acrosome se positionne au-dessus de la membrane nucléaire et son volume s’amenuise
(Varesi et al., 2013). Les ROS notamment le peroxyde d’hydrogéne, induisent la sulfoxydation
des protéines structurales nucléaires, acrosomales et de la piéce intermédiaire ce qui affine la

morphologie spermatique (Noblanc et al., 2011).

iv) Modification de mobilité

La mobilité progressive, acquise suite au passage dans la queue de I’épididyme, définit
un déplacement rectiligne dans une direction précise par un battement flagellaire de faible

intensité (James et al., 2020 ; Jouannet et Serres, 2013).

La concentration ¢élevée en zinc ainsi que le pH acide de 1’épididyme, maintiennent
cependant les spermatozoides dans un état quiescent. Les premiers battements flagellaires ne
sont initiés qu’a la faveur d’une alcalinisation, les cellules principales de la queue de
1’épididyme excrétant alors des bicarbonates au moment de 1’éjaculation. A ceci vient s’ajouter
le mélange des spermatozoides au liquide prostatique alcalin. L’hypo-osmolarité qui s’y
associe, permet le fonctionnement de la pompe Na'/H" qui favorise 1’alcalinisation intra-
cellulaire. Ce phénomene, en association a I’action de I’adényl-cyclase sur I’ATP, augmente
les taux d’APMc a I’origine de ’initiation du glissement axonémique (Lisboa ef al., 2021 ;
Allouche-Fitoussi et al., 2020 ; Cooper, 2011). Les prostasomes stimulent également la mobilité
progressive par un transfert moléculaire et par fixation du zinc libre (Mogielnicka-Brzozowska

et al., 2015).

v) Acquisition de la capacité fécondante

A TP’issue de la maturation, la fécondation est rendue possible par 1’acquisition de
facteurs de liaisons a la zone pellucide comme la protéine du récepteur du ZP3 ovocytaire

(James et al., 2020).

f) Le transport dans les voies génitales males

Une fois que les spermatozoides ont quitté 1’épithélium séminifére, ils sont transportés
jusque dans 1’épididyme ou leur acheminement se fonde sur le péristaltisme rythmé de

I’épididyme, la ciliature cellulaire favorisant également leur progression. Stockés dans la queue
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de I’épididyme, ils cheminent dans le canal déférent et dans 1’urétre jusqu’a la sortie du pénis

lors de I’¢jaculation (James et al., 2020 ; Noakes et al., 2019 ; Cunningham et Klein, 2013).

g¢) La maturation des spermatozoides dans les voies génitales de la femelle
i) La capacitation
Dans D’appareil génital de la femelle, les spermatozoides acquic¢rent un schéma de
mobilité hyperactivée, la capacité a subir la réaction acrosomique et développent I’aptitude a
fusionner avec la membrane ovocytaire (Aalberts et al., 2014 ; Linde-Forsberg, 2001). Les
spermatozoides qui ne sont pas capacités sont incapables de se lier aux protéines ovocytaires

ZP3 (Tulsiani et al., 1998).

Divers remaniements membranaires se produisent apreés dépot de la semence dans les
voies génitales de la femelle. Une élimination des protéines épididymaires et prostatiques se
produit en association a 1’action des glycosaminoglycanes de la femelle qui sont responsables
d’une perte protéique substantielle supplémentaire. Les ROS en faible quantité sont impliqués
dans la signalisation cellulaire de la capacitation. Le peroxyde d’hydrogene, 1’anion superoxyde
et 'oxyde nitrique permettent en ce sens 1’oxydation des groupements thiols. Les chaines
oligosaccharidiques sont aussi remaniées ce qui facilite la fixation des spermatozoides a la zone
pellucide. Tous ces événements sont déterminants dans la capacitation car ils permettent
I’exposition des sites de fixation des protéines ZP3 (Allouche-Fitoussi et al., 2020 ; Noblanc et

al., 2011 ; Thibault et Levasseur, 2001).

ii) L’hyperactivation de la mobilité

L’hyperactivation qui se définit comme le passage d’une mobilité progressive a un
mouvement rapide asymétrique de grande amplitude et multidirectionnel, permet aux
spermatozoides de quitter le réservoir oviductal, lieu d’acquisition de I’hyper-mobilité (Santi et
al., 2013 ; Linde-Forsberg, 2001). La force développée permet leur déplacement dans
I’environnement visqueux des voies génitales féminines et soutient le franchissement du
cumulus ovocytaire (Allouche-Fitoussi et al., 2020 ; Aalberts et al., 2014 ; Santi et al., 2013 ;
Thibault et Levasseur, 2001).

Sous [l’influence de [D’alcalinisation extra-cellulaire et de 1’hyper-polarisation
membranaire, le canal calcique CatSper s’ouvre, augmentant la concentration calcique intra-
cellulaire en association a la mobilisation des réserves présentes dans les organites (Aalberts et
al., 2014 ; Jouannet et Serres, 2013). L’augmentation calcique stimule la production d’AMPc

puis I’activation de la Protéine Kinase A (PKA) qui phosphoryle la tyrosine, permettant
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I’acquisition d’une mobilité hyperactivée par accélération du glissement microtubulaire
axonémique (Delgado-Bermudez et al., 2021 ; Allouche-Fitoussi ef al., 2020 ; Aalberts et al.,
2014 ; Santi et al., 2013 ; Rodriguez-Gil et al., 2013 ; Michael et al., 2009 ; Thibault et
Levasseur, 2001). Une importante quantité¢ d’ATP, obtenue par 1’intense activité glycolytique,
est requise (Le Couazer et Bencharif, 2021). A noter que la faible concentration en zinc du
tractus féminin favorise 1’hyper-activation (Allouche-Fitoussi et al., 2020). De plus, le dépdt
des spermatozoides dans le tractus génital de la femelle permet leur entrée en contact avec les

sources €nergétiques qui promeut l'activation de ce processus (Rigau et al., 2001).
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Figure 18 : Mécanisme de la mise en place de l'hyperactivation de la mobilité (Lisboa et al.,
2021)

iii) La réaction acrosomique

Lors de la liaison a I’ovocyte, la fusion du domaine membranaire apical et pré-équatorial
avec la membrane externe de I’acrosome mene par afflux calcique a I’exocytose de son contenu
(Noakes et al., 2019 ; Aalberts et al., 2014 ; Linde-Forsberg, 2001). La progestérone dont le
récepteur est exposé par I’élimination protéique, en association a I’interaction des protéines ZP3
ovocytaires avec leurs récepteurs spermatiques, contribue a 1’afflux calcique (Aalberts et al.,
2014). Des enzymes hydrolytiques comme la hyaluronidase ou I’acrosine sont libérées, ce qui
assure la lyse du cumulus oophorus ainsi que la dissolution locale de la zone pellucide (Noakes

et al., 2019 ; Thibault et Levasseur, 2001). Une seconde interaction se produit avec la protéine
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ZP2, consolidant I’attache du spermatozoide et permettant sa pénétration oblique dans la zone

pellucide, conduisant par la suite a la fusion des gametes (Thibault et Levasseur, 2001).
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Figure 19 : Représentation de la réaction acrosomique des spermatozoides canins (Source :
Internet — vetopsy.fr)
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Figure 20 : Résumé des changements opérés lors de la maturation dans les voies génitales du
male et de la femelle. 1 : spermatozoide. 2 : perte de la gouttelette cytoplasmique. 3 :
condensation de la chromatine. 4 : adsorption membranaire de protéines. 5 : adhésion des
protéines du liquide prostatique. 6 : oxydation du cholestérol. 7 : agrégation des protéines
epididymaires. 8 : Migration des lipides membranaires (Leahy et Gadella, 2011)
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2) LE RECUEIL DE LA SEMENCE CANINE
a) Les conditions

i) Conditions animales

Le male doit étre seul dans la piéce sans aucun autre individu, bien qu’une chienne
muselée en cestrus de méme race et de méme gabarit puisse €tre présente pour stimuler le male
et améliorer la qualité de 1’éjaculat. Sa présence ne doit cependant pas étre contre-productive.
Il est possible de stimuler le male par voie olfactive en utilisant un écouvillon imprégné des
sécrétions d’une femelle en cestrus et conservé au congélateur (Greer, 2015 ; Feldman et Nelson,
2004 ; Johnston et al., 2001). D’un point de vue sanitaire, le male ne doit pas avoir uriné avant
le prélévement et requiert un statut indemne de brucellose. S’il est timide, le laisser s’acclimater
quelques minutes pour qu’il s’habitue a I’environnement de collecte peut étre judicieux (Greer,

2015 ; Goericke-Pesch et al., 2011).

Figure 21 : Recours a une femelle pour stimuler le male (Greer, 2015)

ii) Conditions matérielles

Des cones collecteurs atraumatiques sont recommandés. Les gants a base de latex ou
tout instrument de collecte en contenant sont proscrits, le latex étant nocif pour les
spermatozoides. Le lubrifiant, souvent nuisible, ne doit pas non plus entrer en leur contact a
I’exception de certains agents non-spermicides comme la glycérine en faible quantité. Le
matériel doit étre stérilisé et exempt de moisissures, de poussieres et de résidus chimiques.
Avant utilisation, un ringage a 1’eau distillée est préconisé pour éliminer les restes de produits
désinfectants spermicides. Le matériel, y compris les tubes de centrifugation, doivent étre
préalablement réchauffés a + 37°C. Diverses molécules comme les prostaglandines, la GnRH

et ’hCG (hormone Chorionique Gonadotrope) peuvent étre administrées pour obtenir un
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¢jaculat de meilleure qualité. Si I’animal présente une quelconque affection ou une douleur le
jour du prélévement, il faut s’assurer qu’elle ne nuise pas a 1I’obtention d’un éjaculat de qualité
et y remédier. La semence recueillie doit étre manipulée avec le plus grand soin et les tubes
doivent étre correctement identifiés avec le nom de I’animal et la date du prélévement

(Fontbonne, 2022 ; Greer, 2015 ; Johnston et al., 2001).

Figure 22 : Manchon plastique dédié au prélevement de la semence canine (Greer, 2015)

iii) Conditions humaines

Le nombre de personnes présentes doit étre minimis¢ et limité. Le port de la blouse
blanche qui intimiderait le male doit étre évité (Fontbonne, 2022). L’opérateur qui réalise le

prélevement doit étre toujours le méme (Greer, 2015).

iv) Conditions environnementales

L’environnement de collecte doit étre calme et confortable, le sol antidérapant et propre
(Johnston et al., 2001). Des tapis imbibés des odeurs d’une femelle peuvent étre employés pour
stimuler le male et améliorer le confort de 1’animal et de I’opérateur (Greer, 2015). La surface

de la piece doit étre restreinte (Fontbonne, 2022).
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Figure 23 : Récolte de semence dans un environnement idéal (Greer, 2015)

b) Méthode de prélevement

i) Généralités

Bien que I’électro-¢jaculateur soit décrit, le recueil manuel est la technique la plus
utilisée (Johnston et al., 2001 ; Bartlett, 1962). L’opérateur doit se munir d’un vagin artificiel
lubrifi¢ au bout duquel est fixé un tube a centrifuger. La premicre fraction présentant une
contamination bactérienne accrue et la troisiéme fraction étant peu concentrée, il est préférable
de procéder a la séparation des trois fractions en changeant de tube entre chacune d’elles. En
effet, leur mélange entraine une dilution des spermatozoides et réduit leur mobilité et leur
viabilité. En cas de mélange indésirable, une dilution dans une solution saline suivie d’une
centrifugation est utile pour accroitre la concentration de 1’échantillon (Noakes ef al., 2019 ;
Goericke-Pesch et al., 2011 ; Kutzler, 2005 ; Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et al., 2001).
Différentes études démontrent que la qualité du sperme est améliorée si la récolte n’est pas plus
fréquente que tous les 2 a 5 jours, les spermatozoides maturant plus longtemps (Noakes et al.,
2019 ; Feldman et Nelson, 2004 ; England, 1999). Lors de repos sexuel prolongé, la qualité
décroit néanmoins, des débris cellulaires et des spermatozoides moribonds ou morts

s’accumulant (Kustritz, 2007 ; England, 1999).

ii) Méthode de récolte

Le male est contenu fermement au moment du prélévement. Le prépuce est tout d’abord
rétracté puis le cone collecteur est placé au niveau de la verge de sorte que 1’écoulement dans

le tube se fasse sans entrer en contact avec le matériel de récolte. L’érection est obtenue par
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massage des bulbes érectiles par 1’opérateur agenouillé a coté du male. La masturbation est
susceptible de provoquer une détumescence précoce chez certains chiens. Le pénis est maintenu
fermement et des pressions sur les bulbes et la verge sont effectuées pour simuler les
contractions des lévres vulvaires et du vagin (Fontbonne, 2022 ; Kutzler, 2005 ; Johnston et al.,

2001).

Figure 24 : Recueil manuel de semence chez un chien male (Noakes et al., 2019)

La premicre fraction est émise au moment des poussées pelviennes du male en une
cinquantaine de secondes (Fontbonne, 2022 ; Noakes et al., 2019). L’émission de la fraction
riche en spermatozoides s’amorce lorsque les poussées pelviennes cessent. Bien qu’elle ne dure
que quelques secondes, 1’opérateur peut continuer la collecte tant qu’elle est d’aspect trouble
(Noakes et al., 2019 ; Feldman et Nelson, 2004). Afin de maintenir 1’érection, la pression en
arriere des bulbes érectiles doit étre maintenue (Fontbonne, 2022). La transition vers une phase
plus claire marque le passage a la troisiéme fraction (Feldman et Nelson, 2004). Son ¢jection
rythmique et puissante se produit pendant la phase de verrouillage aprés que le male se soit
entierement retourné et que son pénis soit orienté horizontalement a 180°, mimant la position

des deux partenaires lors de la saillie (Johnston et al., 2001). Ce processus préserve 1’érection,
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accroit le volume ¢&jaculé et favorise la propulsion de la semence vers I'utérus (Feldman et
Nelson, 2004 ; Johnston et al., 2001). Délétere pour la conservation au froid de la semence, elle
doit étre jetée apres récolte. Toutefois, en cas d’insémination artificielle a 1’aide de sperme
fraichement recueilli, elle peut étre conservée. En effet, la phase urétrale est déposée dans les
voies génitales en premier lieu, suivie de la phase spermatique puis prostatique (Noakes et al.,

2019 ; Fontbonne, 2022).

A Dissue de I’¢jaculation, la pression est relachée et le cone est délicatement retiré

(Kalkan et Ucar, 2022 ; Kutzler, 2005 ; Johnston et al., 2001).
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3) EVALUATION DE LA SEMENCE CANINE

Le spermogramme ¢évalue les propriétés macroscopiques et microscopiques des
spermatozoides tandis que le spermocytogramme examine leurs caractéristiques

morphologiques (Fontbonne, 2022).

a) Généralités sur ’examen de la semence canine

L’évaluation est effectuée immédiatement apres recueil de la fraction spermatique. Elle
doit étre maintenue a 37°C. Le microscope doit étre équipé d’une platine chauffante et
d’objectifs 4x, 10x, 40x et 100x. Les lames ainsi que les colorants doivent étre réchauffés au
préalable (Noakes et al., 2019 ; Feldman et Nelson, 2004). Une attention particuliere doit étre
portée sur les résultats, une réduction qualitative artéfactuelle pouvant découler d’un repos
sexuel prolongé, de prélévements trop fréquents ou bien d’erreurs de manipulation, et mener a
considérer a tort un animal comme peu fertile (Vazquez et al., 2016 ; Kustritz, 2007 ; Johnston
et al.,2001). De surcroit, une atteinte profonde des testicules peut prendre plusieurs jours avant
que ses répercussions ne se manifestent dans 1’¢jaculat (Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et
al., 2001). Les caractéristiques prises individuellement ne permettent pas de préciser le statut
d’un individu, bien que la concentration, le pourcentage de spermatozoides progressifs mobiles,
ainsi que la morphologie soient bien corrélés a la fertilité¢ (Feldman et Nelson, 2004). Ainsi, une
approche plus holistique est requise afin d’apprécier la qualité de la semence dans son ensemble

ainsi que son pouvoir fécondant.

b) Examen macroscopique

i) Le volume

Le volume de la phase spermatique est directement apprécié apres la récolte. Le volume
est généralement de I’ordre de 2 a 3 mL. Il est important de considérer a ce stade qu’il n’est pas
représentatif de la fertilité. L’échec d'obtention de sperme aprés une tentative de récolte
caractérise 1’aspermie a différentier de 1’oligospermie qui définit I’insuffisance d’émission de
sperme malgré la persistance de I’érection et de la libido. La mesure du volume permet de
calculer la concentration totale en spermatozoides, indicateur fortement corrélé a la fertilité

(Fontbonne, 2022 ; Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et al., 2001).

ii) L’aspect et la couleur

Bien que subjective, ’aspect et la couleur permettent de détecter diverses anomalies
(Noakes et al., 2019 ; Feldman et Nelson, 2004). Physiologiquement, le sperme canin est
d’aspect blanchatre a opalescent et peu visqueux. Une teinte jaunatre souligne une

contamination par de 1’urine (urospermie), mais peut aussi évoquer un exsudat inflammatoire
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qui suggere un phénoméne infectieux notamment si elle apparait verdatre (pyospermie). Elle
devient rosée a rougeatre en cas d’hémorragie, voire marron si elle est ancienne et d’origine
prostatique. Ce phénomene est appelé hémospermie. Une hémospermie peut étre transitoire et
non pathologique en cas d’excitation prolongée préalablement a la saillie (Greer, 2015 ;
Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et al., 2001). Un ¢jaculat clair et translucide témoigne d’une
faible concentration en spermatozoides et définit I’azoospermie (Feldman et Nelson, 2004). Les
¢chantillons présentant une anomalie d’aspect et de couleur sont a proscrire pour I’insémination

et la conservation par réfrigération ou congélation (Fontbonne, 2022).
iii) Le pH
La mesure du pH est effectuée d’emblée aprés prélevement sur un papier pH. Il est

compris entre 6,3 et 6,7, mais dépend de la quantité récoltée de la fraction prostatique (Greer,

2015 ; Feldman et Nelson, 2004).

¢) Examen microscopique
i) Numération de la semence
(1) Définitions

La numération détermine la richesse en spermatozoides d’un ¢jaculat. Un échantillon
de sperme canin fraichement éjaculé compte en moyenne entre 100 a 5 000.10° spermatozoides,
les grandes races présentant une concentration bien plus importante que les petites race
(Fontbonne, 2022 ; Johnston ef al., 2001). La diminution ou 1’absence de spermatozoides dans
I’¢jaculat définit respectivement 1’oligozoospermie et 1’azoospermie (Fontbonne, 2022 ; Greer,
2015 ; Johnston et al., 2001). Un dosage de la Phosphatase Alcaline (PAL) inférieur a 5 000
UI/L révele une éjaculation incompléte rendant le résultat de la numération peu exploitable

(Fontbonne, 2022).

(2) Microscope optique : comptage manuel

Le comptage manuel repose sur 'utilisation d’un hémocytométre ou chambre de
comptage cellulaire de type Thoma ou Malassez, composé de deux emplacements quadrillés de
profondeur constante (Fontbonne, 2022 ; Johnston et al, 2001). Les échantillons trop
concentrés sont dilués au 1/200°™ par une solution saline tamponnée ou par une solution de
citrate de sodium a 2,9 % (Vazquez et al., 2016 ; Johnston et al., 2001). L’immobilisation des
spermatozoides est obtenue par 1’ajout d’une solution hypertonique de NaCl a 3 % (Fontbonne,
2022). Apres dépot entre lame et lamelle, 1’échantillon se distribue par capillarité¢ dans la
chambre et les spermatozoides sont dénombrés au bout de 5 minutes. Seuls ceux superposés

aux lignes supérieures et gauches sont comptabilisés, les résultats des deux chambres étant
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ensuite moyennés pour limiter les biais. Bien que fastidieuse et subjective, cette méthode
demeure peu onéreuse et facile a mettre en ceuvre et affiche une précision équivalente aux
systémes informatisés (Rijsselaere et al., 2012 ; Kustritz, 2007 ; Greer, 2015 ; Feldman et
Nelson, 2004).
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Figure 25 : Lames hémocytométriques utilisées pour le comptage cellulaire (Brito et al.,
2016)

(3) Systémes informatisés

Les systémes informatisés permettant une analyse du sperme assistée par ordinateur ou
CASA (Computer-Aided Sperm Analysis), sont des appareils performants, rapides et dénués de
subjectivité, reproductibles et qui permettent une analyse simultanée de plusieurs parameétres
spermatiques (Chlopik et Wysokinska, 2020 ; Vazquez et al., 2016 ; Rijsselaere et al., 2012).
Ils ont été décrits pour la premiere fois en 1979 par DOTT et FOSTER pour de nombreuses
especes, mais en ce qui concerne le chien, leur utilisation a été décrite plus tardivement

(Rijsselaere et al., 2012 ; Rijsselaere et al., 2003).
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Divers systémes CASA existent comme ’'IVOS II Hamilton-Thorne qui se compose
d’un microscope a contraste de phase, d’une platine chauffante, d’une caméra ainsi que d’un
numérateur d’images raccordé a un ordinateur qui permet d’analyser les mouvements des
spermatozoides et de reconstruire leur trajectoire (Finelli ez al., 2021 ; Rijsselaere et al., 2012 ;
Iguer-Ouada et Verstegen, 2001). Bien que de plus en plus courants, ils ne sont pas pour autant
exempts d’inconvénients, leur colt prohibitif étant le principal frein a leur utilisation.
L’identification de cellules inflammatoires ou épithéliales comme des spermatozoides ainsi
qu’une concentration trop €levée (agglutination menant a une sous-estimation) contribuent au
méme titre que les erreurs de manipulation a fausser le dénombrement (Finelli et al., 2021 ;

Rijsselaere et al., 2012 ; Rijsselaere et al., 2003).

La cytométrie en flux est une technique de tri cellulaire qui repose sur I’exposition de
cellules marquées par un fluorochrome a un faisceau laser (Brito ef al., 2016 ; Martinez, 2004).
La fluorescence émise est détectée par I’appareil qui détermine la concentration de 1’éjaculat
en spermatozoides. Le NucleoCounter SP-100, employant I’iodure de propidium, a été validée
chez le chien pour la numération de la semence dilué¢e (Watts, 2019 ; Kolster, 2018 ; Brito et

al., 2016).

La spectrophotométrie qui mesure la densité optique d’une solution est aussi utilisable
(Brito et al., 2016). Reconnue comme efficace, peu onéreuse et beaucoup moins laborieuse que
la mesure par hémocytometre, elle est cependant peu adaptée a I’analyse du sperme dilué¢

(Watts, 2019).
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Figure 26 : Principe de fonctionnement de la spectrophotométrie (Brito et al., 2016)

A noter que I’intelligence artificielle en plein essor pourrait contribuer dans un futur

proche a ouvrir de nouvelles perspectives dans 1’analyse de la semence (Finelli et al., 2021).
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ii) Mobilité de la semence
(1) Définitions et principes
L’¢évaluation de la mobilité est un examen dynamique qui détermine la fertilité des
spermatozoides ¢jaculés (Goericke-Pesch ef al., 2012). Elle apparait comme étant positivement

corrélée aux taux de fécondation des ovocytes humains et animaux (Verstegen et al., 2002).

Elle doit étre effectuée aussitot la semence récoltée (Bencharif ez al., 2013 ; Feldman et
Nelson, 2004). La température de I’échantillon doit étre maintenue a 37°C, toute fluctuation
brusque pouvant fausser les résultats (Feldman et Nelson, 2004). Le pourcentage de mobilité
progressive est positivement corrélé a I’intégrité membranaire. Une semence de bonne qualité
affiche un pourcentage de mobilité totale de 70 % minimum, des valeurs inférieures définissant
I’asthénozoospermie (Fontbonne, 2022 ; Martinez, 2004). La gestation ne peut étre espérée que

si elle est supérieure ou égale a 30 % (Tainturier et al., 2013 ; Martinez, 2004).

(2) Microscope optique : évaluation manuelle

L’évaluation de la mobilité totale est I’'un des parameétres le plus pertinent pour estimer
la fertilit¢ d’un male (Rigau et al., 2001). Apres recueil, une goutte peut étre directement
analysée au microscope a contraste de phase pour estimer la mobilité massale selon la table de
MILOVANOV, des mouvements tourbillonnants assortis d’un déplacement non progressif en
étant caractéristiques. Cette technique ne constitue pas une méthode fiable pour apprécier la

fertilité (Bencharif et al., 2013 ; Greer, 2015 ; Martinez, 2004).

Le pourcentage de spermatozoides fléchants est un parameétre plus précis a mesurer. Une
goutte de I’échantillon est évaluée par microscopie a contraste de phase et les spermatozoides
sont dénombrés, les déplacements non progressifs, latéraux, ou en cercles étant anormaux
(Fontbonne, 2022 ; Kustritz, 2007 ; Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et al., 2001).
L’évaluation manuelle reste une technique intéressante, en dépit de son importante variabilité,
de sa subjectivité et de son caracteére fastidieux (Surmacz et al., 2022). Une surestimation
imputable aux erreurs de lecture et de manipulations par 1’opérateur est probable et peut
¢branler la justesse des résultats (Feldman et Nelson, 2004). I1 a d’ailleurs été rapporté qu’une
forte variabilit¢ des mesures de mobilité existait pour un seul et méme ¢éjaculat évalué par
différents opérateurs (Rijsselaere et al., 2003 ; Mortimer et Tan, 1986). Il est donc préférable

d’approfondir I’analyse par le biais d’un examen informatisé¢ plus complet.
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(3) Systémes informatisés

Le systétme IVOS II Hamilton-Thorne est validé pour 1’évaluation de la mobilité des
spermatozoides canins. Il fonctionne par reconstruction des déplacements spermatiques en se
basant séquentiellement sur la position de la téte du spermatozoide d’une image a ’autre. Il
permet ainsi de mettre en évidence de subtils changements dans le schéma de mobilité que
I’analyse conventionnelle ne peut a elle seule détecter (Rijsselaere et al., 2003). Il maintient la
température et par 1a méme des conditions optimales tout au long de 1’analyse, une température
de 38°C ayant été caractérisée comme permettant d’obtenir des résultats optimaux (Finelli et

al., 2021 ; Tanga et al., 2021 ; Rijsselaere et al., 2004 ; Iguer-Ouada et Verstegen, 2001).

D’une remarquable précision, ils permettent de déterminer le pourcentage de
spermatozoides mobiles et & déplacements progressifs ainsi qu’un ensemble de parametres
cinétiques (Tanga ef al., 2021 ; Van der Horst, 2020 ; Rijsselaere et al., 2012 ; Kustritz, 2007 ;
Rijsselaere et al., 2003 ; Iguer-Ouada et Verstegen, 2001) :

- La mobilit¢ totale exprimée en % : reflete le mouvement d’ensemble des

spermatozoides, qu’il soit progressif ou non.

- La mobilit¢ progressive exprimée en % : détermine le pourcentage de
spermatozoides présentant une mobilit¢ fléchante ou progressive, avec un
déplacement rapide et en ligne droite. Il s’agit de I’un des critéres les plus importants
a considérer car il refléte concomitamment la vitesse de progression moyenne

(VAP) ainsi que la rectitude (STR).

- Lavitesse moyenne (VAP) exprimée en pm/s : il s’agit de la vitesse de déplacement
moyenne des spermatozoides dans un échantillon donné qui est calculé par

I’algorithme du systéme CASA.

- La vitesse curviligne (VCL) exprimée pum/s : il s’agit de la distance moyenne
parcourue par unité de temps mesurée a chaque instant sur toute la trajectoire du

spermatozoide.

- Lavitesse en ligne droite (VSL) exprimée en um/s : il s’agit 1a de la vitesse moyenne
en ligne droite des spermatozoides mesurée entre les deux derniéres positions

détectées.
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- L’amplitude de déplacement latéral de la téte (ALH) exprimée en pm : il s’agit d’une
mesure de la largeur moyenne du déplacement de la téte par oscillations. Plus cette
valeur est élevée, plus les battements de la téte sont importants. Elle refléte 1’aptitude

d’un spermatozoide a franchir la zone pellucide de I’ovocyte.

- Lalinéarité (LIN) exprimée en % : il s’agit du rapport moyen entre les vitesses en
ligne droite et curviligne (VSL/VCL). Elle représente la proximité de la trajectoire

du spermatozoide par rapport a une ligne droite.

- Larectitude (STR) exprimée en % : obtenue par I’intermédiaire du rapport moyen
de la vitesse en ligne droite sur la vitesse moyenne (VSL/VAP). Elle représente la
proximité de la trajectoire du spermatozoide par rapport a une ligne droite. Plus elle

se rapproche de 100 %, plus elle est optimale et caractérise une trajectoire rectiligne.

- La fréquence de battement croisé (BCF) exprimée en Hz : il s’agit de la fréquence a

laquelle la téte du spermatozoide effectue son déplacement (Hz).

- L’élongation (ELONGATION) exprimée en % : il s’agit d’une mesure qui évalue

les dimensions de la téte des spermatozoides (rapport de la largeur sur la longueur).

VCL

VSL

Figure 27 : Représentation schématique de différentes vitesses analysées par systeme CASA
(Verstegen et al., 2002)
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Le schéma de mobilité des spermatozoides peut finalement étre déduit des valeurs des
parametres cinétiques mesurés. Une chute de la mobilité progressive, de la LIN et de la STR
associées a un accroissement de la VCL et de I’ ALH suggéerent par exemple un état de mobilité
hyperactivée (Dalmazzo et al., 2019 ; Rijsselaere et al., 2012). Ainsi donc, les changements
observés au cours de I’hyperactivation comprennent une augmentation de 1’amplitude des
mouvements latéraux de la téte et du flagelle, une chute de la fréquence de battement flagellaire

et de la mobilité qui devient non progressive (Verstegen et al., 2002).

Dé¢s 1I’¢jaculation, une diminution progressive de la mobilité se produit. Rigau ef al., en
2001, ont démontré que la mobilité des spermatozoides fraichement ¢&jaculés et conservés
1 heure a 37°C diminue en association a la VAP et a la LIN. En regard, une augmentation de la
BCF se produit. L’ajout de fructose a hauteur de 1 a 10 mM permet d’accroitre la LIN et de

réduire la BCF de maniére plus efficace que le glucose (Rigau et al., 2001).

Tableau II : Paramétres de mobilité de la semence canine d’apreés une étude sur 42 chiens
beagles males (d’apres Iguer-Ouada et Verstegen, 2001)

Moyenne Minimum Maximum
Concentration 390+ 111 332 658
(10.° cellules/mL)
Mobilité (%) 89+ 6 73 99
Progressive (%) 61+9 43 75
VAP (nm/sec) 107 £ 20 81 146
VSL (um/sec) 88+ 15 64 121
VCL (nm/sec) 163 +43 103 235
ALH (pm) 7+2 4 11
BCF (Hz) 25+5 17 34
Rectitude (%) 81+5 67 90
Linéarité (%) 55+10 37 70
Elongation (%) 65+4 59 76

Dans le cadre de cette étude, il est important de noter que les parametres cinétiques sont
essentiels pour 1’estimation de la qualité d’un milieu de conservation de sperme. En effet, une
¢tude récente sur la semence canine cryoconservée a montré que la mobilité progressive, la
VCL, la STR et la LIN en association sont prédictifs de la qualité du dilueur. Par exemple, la
VCL des milieux les moins performants était plus faible que celle des plus performants. Les

meilleurs milieux affichaient ainsi des VCL similaires a celles des chiens fertiles, alors les plus
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mauvais montraient des résultats se rapprochant de celles des chiens hypofertiles (Schifer-Somi
et Tichy, 2019).

Des différences significatives entre les chiens fertiles et hypofertiles ont également été
décelées pour la plupart des paramétres cinétiques avec le systéme Hamilton-Thorne
(Rijsselaere et al., 2012). D’apres Verstegen et al., en 2002, la semence canine d’individus
fertiles et infertiles peut se différentier par 1’évaluation des paramétres cinétiques et notamment
de la VAP, de la VSL, de la VCL et de la BCF, qui sont suspectées d’étre corrélées a la
pénétration ovocytaire du spermatozoide. A noter que selon Iguer-Ouada et Verstegen, en 2001,

la mobilité progressive, la VAP, la STR et I’ALH sont directement corrélés a la fertilité.

Aussi, concernant le paramétre d’¢longation, une étude a montré chez ’Homme qu’il
pouvait étre associ¢é & une mauvaise qualit¢ de la semence. En effet, les échantillons qui
présentaient des valeurs élevées d’élongation ont aussi affiché des paramétres de concentration,
de numération, de mobilité totale et progressive significativement moins bons. D’autres études
ont également mis en évidence une fragmentation de I’ADN accrue associée a un taux de

fécondité plus faible possiblement liés a une activité anormale de I’acrosine (Chen et al., 2019).

Les résultats peuvent néanmoins étre influencés par des artefacts tels qu’un manque de
contraste ou bien par la présence de saletés et de débris cellulaires (Tanga et al., 2021). Mais
d’autres éléments peuvent également interférer avec les résultats comme la température lors de
I’évaluation. En effet, Iguer-Ouada et Verstegen, en 2001, ont démontré que la mobilité des
spermatozoides est influencée par la température lors de 1’analyse, mais également que
I’intégralité des parametres cinétiques diminue a une température non corporelle (30°C contre

38°C).

D’autres éléments influencent aussi les paramétres, comme le nombre de champs
évalués, la précision s’améliorant lorsque la quantité de champs évalués augmente (Verstegen

et al., 2002).

Le type de chambre utilisé peut également influencer la justesse des résultats, tout
comme la fréquence d’acquisition des images (nombre d’images analysées par secondes) qui
peut induire une augmentation de la vitesse des spermatozoides a mesure que la fréquence
d’acquisition augmente, menant a une modification artéfactuelle de la STR, ALH, BCF, VCL
et LIN. En effet, une fois reconstruite, la trajectoire calculée des spermatozoides est influencée
par la fréquence d’acquisition. Une vitesse d’acquisition élevée trouve ainsi son intérét dans la

résolution spatio-temporelle qu’elle fournit en augmentant le nombre d’images et en
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conséquence la précision de 1’analyse. De manicre plus générale, plusieurs parameétres
cinétiques se voient impactés par cette fréquence. La concentration en spermatozoides est
¢galement susceptible d’influencer la VSL, VCL et VAP. En effet, le sperme canin est par
nature beaucoup trop concentré et requiert une dilution avant toute analyse par systeme CASA
dont la justesse peut étre mise a mal par des défauts de lecture (superpositions, collisions). Une
concentration supérieure a 100.10° spermatozoides/mL serait excessive et ne permettrait pas de
satisfaire aux bonnes conditions techniques d’analyse. Il semble que le diluant utilisé pour
disperser les spermatozoides lors de I’analyse soit également une source de variabilité (Van der
Horst, 2020 ; Rijsselaere et al., 2012 ; Rijsselaere et al., 2003 ; Verstegen et al., 2002).
Rijsselaere et al., en 2003, ont montré que le recours a une dilution a hauteur de 50.10°
spermatozoides/mL associée a une solution saline (dépourvue de substrat énergétique ou de
particules comme c’est le cas dans le jaune d’ceuf) et une numérisation de 30 images a une
cadence de 60 images par seconde constituent un paramétrage adéquat pour 1’acquisition des

résultats de mobilité.

Quoiqu’il en soit, de nombreux parameétres influengant les résultats d’analyses assistées
par ordinateur ne sont pas encore entierement compris d’autant plus qu’aucun seuil limite pour
ces parametres n’a été déterminé (Rijsselaere et al., 2012 ; Rijsselaere et al., 2003). 11 est ainsi
fondamental d’interpréter les valeurs obtenues en considérant les réglages de 1’appareil

(Verstegen et al., 2002).

Figure 28 : Systeme CASA Hamilton-Thorne IVOS (Source : Service de reproduction,
OnirisVetAgrobio Nantes)
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Figure 29 : Interface d'un analyseur de semence assisté par ordinateur (CASA) (Brito et al.,
2016)

iii) Morphologie des spermatozoides
(1) Généralités et définitions

Une corrélation positive entre la morphologie, la fertilité et le taux de gestation, souligne
I’importance d’une morphologie convenable pour féconder un ovocyte (Feldman et Nelson,
2004). L’estimation du pourcentage de spermatozoides morphologiquement normaux est ainsi
essentielle pour caractériser la fertilité d’un male (Noakes et al., 2019 ; Nuniez-Martinez et al.,
2005). Elle doit étre au minimum de 70 %, une valeur inférieure définissant la tératozoospermie
(Fontbonne, 2022 ; Garcia-Vazquez et al., 2016). La fertilité est considérée comme altérée si

cette proportion chute au-dela de 60 % (Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et al., 2001).

Une morphologie normale facilite la mise en place de I’hyperactivation de la mobilité

ce qui permet la fécondation et assure la fertilit¢ du male (Verstegen et al., 2002).

Les anomalies morphologiques peuvent étre classées selon leur apparition (Greer, 2015

; Martinez, 2004 ; Johnston et al., 2001) :

- soit au cours de la spermatogenése (défaut primaire): anomalie de forme de
la téte, téte détachée, piece intermédiaire courbée, doublement d’une partie du

spermatozoide.

- soit au cours du transit ou bien lors de l1a manipulation de la semence (défaut

secondaire).
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Elles peuvent aussi étre classées selon leurs répercussions :

- soit lorsqu’elles ont une incidence considérable sur la fertilité (défauts
majeurs): taille ou forme anormale de la téte, piéce médiane repliée, téte
détachée, persistance de la gouttelette cytoplasmique en région proximale. Les
défectuosités survenant dans les testicules sont également considérées comme

des anomalies majeures.

- soit lorsqu’elles n’ont aucune incidence (défauts mineurs): queue courbée a

enroulée, rétention distale de la gouttelette cytoplasmique.

Diverses atteintes pathologiques ou iatrogeénes peuvent induire une morphologie
aberrante, une hyperthermie, une anomalie neuroendocrinienne, une infection de 1’appareil
génital ou un traumatisme n’y étant pas étrangers (Martinez, 2004 ; Johnston et al., 2001).

A noter que la morphologie est spécifique de la race (Surmacz et al., 2022). Par exemple,
une ¢tude de Soler ef al., en 2017, a montré que la morphométrie des spermatozoides du
bouledogue anglais apparait trés différente de celle des autres races considérées (American
Staffordshire Terrier, Chihuahua, Labrador Retriever, Ratonero Bodeguero Andaluz, Matin

Espagnol, Berger Allemand).

(2) Microscope optique

La microscopie a fond clair est la méthode la plus simple, mais requiert divers colorants
(Johnston et al., 2001). L’éosine-nigrosine est une coloration supra-vitale qui distingue les
cellules vivantes des cellules mortes (Kustritz, 2007). Une goutte de sperme et de colorant tiede
sont mélangées sur une lame de verre préchauffée. Une appréciation morphologique de 200
spermatozoides est ensuite effectuée au microscope sur différents champs. Les cellules
moribondes sont perméables a 1’éosine et prennent une teinte rosée tandis que les vivantes
apparaissent claires (Noakes et al., 2019 ; Greer, 2015 ; Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et
al., 2001). Cette coloration peut induire un choc hypotonique et une augmentation artificielle
des anomalies morphologiques. L’ajout de glucose et de tampon TES-Tris ajuste I’osmolarité

de la solution (Martinez, 2004).
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Normal |

Anomalies majeures (groupe I)

: Sous-développement

: Téte double

: Acrosome défaillant

: Acrosome en forme de bouton

: Défaut de connexion

: Téte décapitée et anormale

: Défaut flagellaire

: Téte piriforme

: Téte petite et anormale

10 : Téte sans flagelle

11 : Piece médiane en tire-bouchon
12 — 13 : Gouttelette cytoplasmique
proximale

14 : Anomalie de la piéce
intermédiaire

15 : Autres défauts

23 : Queues enroulées

O 00NN N B W —

Anomalies mineures (Groupe II)

16 : Téte étroite

17 : Téte petite, mais normale

18 : Téte géantes

19 : Tétes normales mais détachées
20 : Membrane acrosomale détachée
22 : Gouttelettes cytoplasmiques
distales

21 — 24 : Queue simplement courbée
25 : Queue abaxiale

Autres cellules (Groupe III)

: Cellules épithéliales

: Erythrocytes

: Formation en méduse

: Cellules en bateau

: Cellules mononucléées
: Neutrophiles

O OO0 o

Figure 30 : Classification des anomalies morphologiques majeures et mineures (Noakes et

al,, 2019)

f

Figure 31 : Coloration au Spermac révélant les aberrations morphologiques des

spermatozoides. Petite fleche du haut : anomalie flagellaire. Petite fleche du bas : téte
decapitée. Grande fleche : anomalie acrosomale (Bencharif et al., 2012)
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Figure 32 : Exemple d'une coloration au SpermBlue (Surmacz et al., 2022)
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La coloration au Giemsa modifi¢e, composée d’un fixateur, de la safranine et du cristal
violet, laisse apparaitre les spermatozoides violets sur un fond clair (Greer, 2015 ; Kustritz,
2007). La coloration Spermac révélant les aberrations acrosomales peut étre employée au méme
titre que le SpermBlue ou le SpermStain ce dernier étant plus adapté pour une utilisation
microscopique (Surmacz et al., 2022 ; Garcia-Vazquez et al., 2016 ; Martinez, 2004). Les
associations du bleu trypan et du Giemsa ou bien du bleu trypan, du Bismarck Brown et du rose
Bengale sont fréquemment utilisées. Dans une moindre mesure, il est aussi possible de recourir

a des sondes fluorescentes (Martinez, 2004).

L’examen au microscope a contraste de phase ou a interférence différentielle offre de
meilleurs résultats, mais ces deux méthodes ne sont pas utilisées en routine (Noakes et al., 2019

; Garcia-Vazquez et al., 2016 ; Johnston et al., 2001).

Cette technique est assortie d’une forte variabilité ainsi que d’un risque d’erreur notable,

susceptible de mener a une interprétation fallacieuse (Rijsselaere et al., 2004).

(3) Systémes informatisés

L’analyse morphologique assistée par ordinateur (CASMA) reléve les dimensions ainsi
que les anomalies morphologiques des spermatozoides et permet de s’affranchir des limites de

I’évaluation manuelle (Chtopik et Wysokinska, 2020 ; Rijsselaere et al., 2012 ; Rijsselaere et
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al., 2004). Son objectivité, sa précision, son caractére répétable et sa rapidité font d’elle une
méthode trés appréciable (Martinez, 2004 ; Dahlbom et al., 1997). Certaines imperfections
morphologiques liées a des défaillances génomiques imperceptibles au microscope peuvent étre
mises en évidence par cette technologie (Chlopik et Wysokinska, 2020). L appareil IVOS II
Hamilton-Thorne est validé pour I’analyse morphologique de la semence canine (Rijsselaere et

al., 2012).

La préparation des échantillons, le recours a des colorants, la présence de cellules ou de
protéines en exces ainsi que l’agglutination des spermatozoides, peuvent mener a des
imprécisions de mesures. Certaines aberrations morphologiques de la queue ou la rétention de

la gouttelette cytoplasmique peuvent aussi ne pas €tre identifiées (Surmacz et al., 2022).

iv) Evaluation des autres types cellulaires

La semence pouvant compter divers autres types cellulaires, leur détection est
primordiale pour déceler toute atteinte sous-jacente. La flore bactérienne muqueuse conditionne
la nature non stérile de 1’¢jaculat. Les bactéries les plus couramment rencontrées sont
Staphylococcus sp., Streptococus sp., E. coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae,
Haemophilus sp., Pasteurella multocida, Trueperella pyogenes, Marcella sp., Pseudomonas sp.
et Mycoplasma. Des leucocytes associés a des bactéries témoignent d un processus infectieux
actif. Le spermogramme ou mise en culture d’un échantillon de sperme, représente 1’examen
de choix pour quantifier les organismes aérobies et anaérobies. La semence est recueillie a I’aide
de tubes stériles. Une infection est probable seulement si plus de 10 000 UFC/mL (Unités
Formant Colonies) de bactéries aérobies sont détectées, les anaérobies étants plus rares. La
méthode de prélévement peut étre a I’origine d’une contamination secondaire notamment
lorsque le matériel n’est pas nettoyé ou que le milieu de conservation n’est pas stérile. La
détection d’érythrocytes, de cellules néoplasiques, épithéliales ou de débris cellulaires est aussi

possible (Duraéka et al., 2023 ; Greer, 2015 ; Freshman, 2002 ; Johnston et al., 2001).

v) Evaluation de la vitalité
(1) Intégrité de I’acrosome
L’¢tude de l'intégrité acrosomale est indispensable (Feldman et Nelson, 2004 ;
Rijsselaere et al., 2002). Le FITC/PNA utilise I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) un
fluorochrome vert, combiné a la lectine d’arachide (PNA) qui se fixe spécifiquement au -
galactose de la membrane acrosomale (Tanga et al., 2021 ; Nizanski et al., 2012). Le FITC/PSA
exploite de son coté I’agglutinine Pisum sativum (PSA) qui s’accumule dans 1’acrosome et qui

révele a la fois la région antérieure et la région équatoriale (Bencharif et al., 2010 ; Silva et
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Gadella, 2006). Diverses autres sondes fluorescentes peuvent étre conjuguées aux lectines
comme le Hoechst, 1’iodure de propidium ou I’homodimeére d’éthidium (Nizanski et al., 2012).
Le principe de la coloration repose sur le dénombrement par microscopie a fluorescence des
spermatozoides révélés par la sonde fluorescente témoin de 1’intégrité acrosomale, une absence
de fluorescence traduisant une perméabilité acrosomale accrue. L’acrosome est alors
endommagé ou soupconné d’avoir subi une réaction acrosomique (Tanga et al., 2021 ;

Bencharif ez al., 2013).

La coloration Spermac révele une variété d’aberrations morphologiques acrosomales
(Martinez, 2004). Le noyau se colore en rouge tandis que 1’acrosome, la piece médiane et le
flagelle apparaissent verdatres, la région équatoriale prenant une teinte plutdt vert pale. Cette
coloration est utilisable avec du sperme dilué et réfrigéré. A noter que certaines cellules telles

que les leucocytes se colorent de la méme manicre (Feldman et Nelson, 2004).
L’¢€osine-nigrosine couplée a un microscope a contraste phase, le Giemsa, le bleu
Trypan, le brun Bismarck et le rose Bengale sont autant d’autres colorations possibles pour la

caractérisation de la fonctionnalité acrosomale (Feldman et Nelson, 2004).

Lysotracker

Lysotracker

Reéaction acrosomique
Acrosome intact Spermatozoide perméabilisé
Dommages a I'acrosome

Figure 33 : Evaluation de l'intégrité acrosomale par le test aux lectines (Silva et Gadella,
2006)

(2) Intégrité membranaire

Le HOSt, utilisable dans le cadre de la réfrigération permet d’apprécier 1’intégrité
membranaire de manicre peu onéreuse (Karger et al., 2014 ; Goericke-Pesch et Failing, 2013 ;
Kumi-Diaka et Badtram, 1994). Il repose sur la capacité d’un spermatozoide a adapter son

volume en réponse a I’osmolarité environnante se manifestant par un gonflement et un
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enroulement du flagelle (Kustritz, 2007 ; Martinez, 2004). En cas d’altérations membranaires,
le volume cellulaire reste inchangé (Tsikis et al., 2018 ; Martinez, 2004). Du citrate de sodium
et du fructose sont mélangés a 100 mL d’eau distillée pour obtenir une solution hypo-osmotique
dans laquelle les spermatozoides sont incubés de 1 & 60 minutes a 37°C. La quantification des
spermatozoides présentant un gonflement cellulaire ainsi qu’un enroulement de la queue est
effectué au microscope a contraste de phase (Tsikis et al., 2018 ; Kustritz, 2007 ; Jeyendran et
al., 1992). La qualité¢ de la semence est convenable si 60 % d’entre eux ont une membrane

indemne (Jeyendran et al., 1992).

- @%é

6

Figure 34 : Illustration du comportement des spermatozoides normaux au cours du test de
gonflement hypo-osmotique (HOSt) (Source : internet)

Figure 35 : Images microscopiques d'enroulement flagellaire au cours du HOSt (Karger et
al., 2014)

La microscopie a épifluorescence repose sur la pénétration intra-cellulaire de sondes
acétylées qui y restent piégées apres désacylation par les estérases cellulaires (Kustritz, 2007 ;

Silva et Gadella, 2006 ; Martinez, 2004). La sonde SYBR-14 est combinée soit a de I’iodure de
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propidium (IP) soit a de I’homodimére d’éthidium (HE) liant I’ADN. Leur longueur d’onde
d’excitation est similaire (488 nm), mais leur longueur d’émission differe si bien que pour la
combinaison SYBR-14/IP, les longueurs d’ondes d’émission sont respectivement de 515 nm
(vert) et de 610 nm (rouge) ce qui permet de différentier les constituants marqués. La sonde
SYBR-14, disposant de résidus acétylés, pénetre dans les cellules dont la membrane est
indemne et se lie a I’ADN alors que I’IP reste cantonné au milieu extra-cellulaire. Néanmoins,
en cas d’altération cellulaire, I’IP diffuse librement a travers la membrane et se fixe sur ’ADN

a la place du SYBR-14. Trois populations de spermatozoides peuvent ainsi étre détectées (Pefia
et al., 2006 ; Silva et Gadella, 2006) :

- Les cellules vertes : les spermatozoides dont la membrane est physiquement

intacte

- Les cellules rouges : les spermatozoides dont la membrane est détériorée

- Les cellules conjointement rouge et vert : fixation des deux colorants
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Figure 36 : Evaluation de l’intégrité membranaire par microscopie a épifluorescence (Silva

et Gadella, 2006)

(3) Intégrité de ’ADN

L’évaluation de I’intégrit¢ de I’ADN est incontournable (Tanga et al., 2021). La
coloration métachromatique de I’ADN par 1’acridine orange est la plus fréquente (Bencharif et
al., 2013). Liée a I’ADN double brin, 1’acridine orange émet une fluorescence verte, tandis
qu’associ¢e a I’ADN simple brin fragmenté, elle émet une fluorescence rouge. Les résultats
peuvent &tre obtenus par microscopie a fluorescence. Bien que peu coliteuse, cette méthode est

subjective et confrontée a une perte de fluorescence. La cytométrie en flux (SCSA : Sperm
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Chromatin Structure Assay) qui détermine un 1’indice de dénaturation de I’ADN permet de

s’affranchir de ces inconvénients (Kiiciik, 2018 ; Nufiez-Martinez et al., 2005).

La technologie TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end
labeling) permet de détecter les altérations de I’ADN par marquage de I’extrémité 3’-OH. Ce
dernier consiste a insérer des analogues nucléotidiques dUTP (désoxyuridine triphosphate)
fluorescents, moyennant [’intervention d’une enzyme la désoxynucléotidyl-transférase
terminale. Une fois les spermatozoides marqués, ils sont analysés soit par microscopie a

fluorescence, soit par cytométrie en flux (Kiiciik, 2018).

Une autre technique beaucoup moins fréquente consiste a réaliser une électrophorese

sur gel unicellulaire (COMET) (Kiigiik, 2018).

vi) Facteurs influencant les caractéristiques de la semence fraiche

La race influence la concentration en spermatozoides. Les individus de grands gabarits
produisent un éjaculat plus concentré que les individus de petites tailles. La taille des testicules
étant plus faible chez les jeunes individus, I’age de I’animal exerce aussi un effet sur la semence
(Johnston et al., 2001). Chez les animaux fraichement pubéres ou agés, elle contient un nombre
¢levé de spermatozoides anormaux. Chez les animaux agés s’ajoute une baisse d’activité
antioxydante rendant les spermatozoides plus sensibles aux ROS (Abah et al., 2023 ; Feldman

et Nelson, 2004 ; Johnston et al., 2001 ; Linde-Forsberg, 2001).

Un effet de la saison a également été détecté. Au printemps la qualité de la semence a
tendance a s’améliorer tandis qu’une majoration des aberrations morphologiques s’objective en
été. De plus, les températures ambiantes et la photopériode modulent la concentration
spermatique au cours des saisons (Kustritz, 2007 ; Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et al.,
2001). Un stress thermique contribue au déclin qualitatif de maniére immédiate mais transitoire

(Lyrio et al., 2023).

Les apports nutritionnels non optimaux peuvent amoindrir la qualit¢ du sperme et
induire une défaillance de la spermatogenese (Alonge et al., 2019). Le zinc qui assure le
maintien des concentrations en spermatozoides dans 1’éjaculat diminue le risque d’infertilité
(Allouche-Fitoussi et al., 2020). Les antioxydants comme 1’acide ascorbique ou le tocophérol
préviennent les dommages oxydatifs, pendant que 1’apport d’oméga-3, de vitamine E, de

sélénium et d’acide folique améliore la fertilité¢ (Alonge et al., 2019 ; Aurich, 2008).
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Les infections bactériennes ou parasitaires réduisent la mobilit¢ et induisent des
dommages membranaires, morphologiques, acrosomiques et de la chromatine voire la mort
cellulaire par apoptose. Alors que la contamination par de 1’urine réduit la qualité du sperme en
provoquant un changement de pH, ’hémospermie conduit a une baisse du pouvoir fécondant
(Duragka et al., 2023 ; Noakes ef al., 2019 ; Rijsselaere et al., 2004). Les toxiques chimiques
environnementaux ainsi que les perturbateurs endocriniens sont autant d’autres facteurs

d’altération (Kustritz, 2007).
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4) LA REFRIGERATION DE LA SEMENCE CANINE
a) Historique de la réfrigération de la semence canine

Les premiers essais dans le domaine de la cryobiologie datent du 17°™ si¢cle (Walters
et al., 2009). L utilisation du froid pour la conservation cellulaire a suscité un intérét croissant
pour la préservation des spermatozoides (Lonergan, 2018 ; Walters et al., 2009). Le 18°™ siécle
fut marqué par la réalisation de la premicre insémination artificielle par 1’abbé Lazzarro
Spallanzani, ayant abouti a la naissance de 3 chiots (Noakes et al., 2019 ; Walters et al., 2009 ;
Linde-Forsberg, 2001). Ce n’est que dans les années 1950 par la diffusion de 1’¢levage canin a
I’échelle mondiale, que le développement de ces biotechnologies s’est accéléré avec la volonté
de mettre au point des méthodes de conservation plus performantes (Bencharif et al., 2013 ;

Linde-Forsberg, 2001).

Les propriétés du glycérol comme agent cryoprotecteur ont été découvertes par Polge
et al., en 1949, tandis que la premicre utilisation du jaune d’ceuf comme agent cryoprotecteur a
¢été réalisée par Laurens, Malterre et Wilczynska en 1947 (Walters et al., 2009 ; Bartlett, 1962).
Il a fallu attendre 1954 pour que la premicre insémination artificielle avec du sperme réfrigéré
et dilué dans un milieu de réfrigération soit décrite comme un franc succes par Harrop. C’est
ainsi qu’a été démontrée 1’efficacité des milieux a base de lait écrémé et de jaune d’ceuf (Linde-
Forsberg, 2001 ; Pinto et al., 1999 ; Bartlett, 1962). Progressivement, divers autres agents ont
été testés pour parfaire les méthodes de conservation (Lonergan, 2018). A titre d’exemple, les
premiers milieux de dilution a base de cryoprotecteurs étaient composés d’une base de tampon
phosphate rapidement remplacé par du citrate solubilisant mieux les protéines du jaune d’ceuf

(Noakes et al., 2019).

Cela étant, bien que I’insémination artificielle soit actuellement séduisante, elle a mis
du temps a s’imposer en raison de la réticence développée a son égard au sein des sociétés de
races canines (Noakes ef al., 2019). Ce n’est qu’a partir de 1986 que des chiots nés par
insémination de semence réfrigérée ont été¢ officiellement reconnus par 1’American Kennel

Club (Bouchard et al., 1990).

b) Principes de la réfrigération

La semence ne restant viable a température ambiante que 12 a 24 heures apres récolte,
sa réfrigération sous forme liquide a + 4°C apparait comme une solution de conservation idéale,
une grande variété d’études ayant montré son intérét (Verstegen et al., 2005 ; Johnston et al.,
2001). Batista et al, en 2012, ont par exemple montré et souligné qu’aprés 12 heures de

stockage, la mobilité progressive demeure supérieure pour les échantillons réfrigérés par
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rapport a ceux conservés a 25°C. De plus, les spermatozoides canins sont trés résistants face au
choc froid, particularité rendue possible par le faible ratio entre les AGPI et les Acides Gras

Saturés (AGS) de la membrane plasmique (Bouchard et al., 1990).

Les spermatozoides sont intensément producteurs de ROS. La réfrigération ralentit
I’activité métabolique et limite leur production, restreignant la dégradation cellulaire qui leur
est inhérente (Lisboa et al., 2021 ; Noakes et al., 2019 ; Chabory et al., 2010 ; Verstegen et al.,
2005 ; Feldman et Nelson, 2004). Ainsi, lorsque la température chute de 10°C, le taux
métabolique décroit de 50 % de sorte qu’a une température de 5°C le métabolisme ne soit actif
plus qu’a hauteur de 5 % (Martinez-Barbitta et Rivera-Salinas, 2022). En plus du ralentissement
de la croissance bactérienne a cette température, les réserves énergétiques se voient également

préservées (Aurich, 2008 ; Decuadro-Hansen, 2004).

La mobilité et I’intégrité membranaire sont maintenues a + 4°C pendant une durée
minimale de 5 jours, aprés quoi un déclin progressif est observé. Une baisse de capacité
fécondante une semaine avant celle de la mobilité est néanmoins rapportée, suggérant que
I’utilisation de la semence doit étre effectuée le plus rapidement possible de préférence sous 48

heures (Pefia et al., 2006).
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Figure 37 : Effets de la réfrigération a + 4°C sur la préservation de la mobilité progressive
d’échantillons de semence canine mélangés entre eux ou non (Batista et al., 2012)
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¢) Indications de la réfrigération

La réfrigération est indispensable pour I’élevage canin et plus particuliérement lorsqu’il
est souhaité de reproduire deux individus géographiquement éloignés. La semence du male
désiré peut étre expédiée a 1’international sous 48 heures, limitant ainsi le stress engendré a
’animal ainsi que la pénibilité inhérente aux déplacements des animaux (Cavalcanti et al., 2023
; Noakes et al., 2019 ; Johnston et al., 2001). L’absence de contact physique qui en découle
limite la transmission de maladie et plus particuliere des maladies vénériennes (Sarcome de
Sticker, herpésvirose canine, brucellose). Le sperme demeurant une maticre virulente en cas
d’infection du male, il peut néanmoins se comporter comme un vecteur d’agents pathogénes

vers la femelle lors de son insémination (Johnston et al., 2001).

Cette procédure facilite 1’échange de ressources génétiques a 1’échelle mondiale et
satisfait le besoin de sélection, de variabilité et d’amélioration génétique. Elle favorise ainsi le
brassage génétique et réduit la consanguinité responsable du maintien de certaines maladies
d’origine génétique. Ce faisant, elle donne le moyen de recourir & une semence de qualité

génétique supérieure (Cavalcanti et al., 2023).

Le travail de reproduction est facilité par la possibilité de différer I’insémination a un
moment plus opportun et de conserver la semence aprés récolte. La coordination du cycle
reproductif des femelles peut donc étre gérée de facon plus aisée par les éleveurs canins
(Feldman et Nelson, 2004 ; Johnston et al., 2001). La réfrigération peut aussi servir pour
retarder la congélation en cas d’expédition. En effet, il est possible d’expédier la semence de
fagon réfrigérée et de ne la congeler qu’une fois a destination. Ceci permet de limiter les cotts
ainsi que les risques inhérents a 1’exposition plus longue des spermatozoides a de tres faibles

températures réduisant de ce fait la dégradation des spermatozoides (Luvoni et Morselli, 2017).

En cas de décés soudain d’un individu de haute valeur génétique, les spermatozoides
épididymaires peuvent étre récupérés puis réfrigérés ce qui favorise les programmes de
reproduction et qui offre la possibilité de conserver la semence d’un individu méme apres son
déces. Cette technique est toutefois surtout utilisée dans le cadre de la congélation. Des résultats
prometteurs montrent que leur conservation a + 5°C pendant 4 jours est efficace et que leur

mobilité est bien préservée (Luvoni et Morselli, 2017).
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d) Avantages de la réfrigération

La réfrigération du sperme est trés simple, demande peu de moyens techniques, présente
I’avantage d’étre peu onéreuse et d’étre facilement accessible. De surcroit, la semence ainsi
conservée peut étre immédiatement utilisée des sa réception (Noakes et al., 2019 ; Goericke-
Pesch et al., 2012). Les contraintes juridiques peu rédhibitoires intrinséques a cette méthode,
en fait une alternative séduisante a la congélation (Martinez-Barbitta et Rivera-Salinas, 2022 ;
Luvoni et Morselli, 2017 ; Rodenas et al., 2014). Les doses a inséminer peuvent également étre
réduites grace a 1’état de conservation manifeste apres 48 heures de stockage a 4°C. Cela donne
I’opportunité de décupler les doses de sperme d’un seul male pour plusieurs femelles, bien que
ceci soit aussi le cas du sperme frais et congelé dont la dilution permet d’inséminer plusieurs
femelles en méme temps (Bustani et Baiee, 2021). Bien que le taux de gestation a I’aide de
sperme réfrigéré soit moindre qu’avec du sperme frais, il reste néanmoins satisfaisant (83,3 %)
et cela méme en cas d’insémination intravaginale (Hori et al., 2017 ; Johnston ef al., 2001). De
surcroit, la survie des spermatozoides dans le tractus génital féminin est meilleure lorsque le

sperme est réfrigéré plutot que congelé (Silvestre et al., 2021).

Les chiens males entiers étant fréquemment sujets a I’hémospermie, Rijsselaere et a/
(2004), ont démontré que le sperme 1égérement hémo-contaminé n’est pas altéré apres 4 jours
de réfrigération a + 4°C. Ceci suggere que la semence d’un reproducteur atteint d’un syndrome
prostatique peut étre réfrigérée a la différence de la congélation ou la conservation d’une telle

semence n’est pas envisageable en raison de la dégradation manifeste qui s’ensuit.

e) Effets de la réfrigération sur la semence canine
i) Généralités
La chute de la température entraine un ensemble de dommages irréversibles tant au
niveau fonctionnel que structurel. La durée de réfrigération est 1’un des paramétres le plus
intéressant & moduler pour prévenir cette dégradation (Silvestre et al., 2021). A noter que la
cryotolérance d’un échantillon initialement altéré peut étre réduite et conduire a une sensibilité

exacerbée au froid (Chtopik et Wysokinska, 2020).

Les ROS peuvent étre fortement délétéres au cours de la réfrigération. Certaines études
ont rapporté une réduction de I’activité antioxydante notamment de la SOD, dans un contexte
ou les ROS continuent de s’accumuler malgré la réduction d’activité métabolique (Silvestre et

al., 2021 ; Del Prete et al., 2018).
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ii) La mobilité

Le froid est connu pour réduire la mobilité totale et progressive des spermatozoides
(Silvestre et al., 2021 ; Kumi-Diaka et Badtram, 1994). Une vitesse de refroidissement trop
brutale peut de surcroit modifier le schéma de mobilité (Aurich, 2008). Il est aussi possible de
mettre en évidence des mouvements de types hyper-activités, la réfrigération stimulant le
déclenchement prématuré des événements de capacitation (Rota et al., 1999).

Pendant la réfrigération, les spermatozoides s’orientent vers un métabolisme anaérobie
qui meéne a I’accumulation d’acide lactique a 1’origine d’une réduction de mobilité imputable a
I’affaiblissement métabolique (Batista et al., 2012 ; Kasimanickam et al., 2012). La baisse de
mobilité est aussi lie a I’inactivité de la pompe Na"/K* ATPase qui induit une fuite d’ions

intra-cellulaire (Ponglowhapan et al., 2004).

Les phosphatases acides et alcalines du liquide prostatique réduisent la production
d’ATP lors du stockage, menant a une chute de la mobilité (Nguyen et al., 2019). Toutefois en
sa présence, Mogielnicka-Brzozowska et al., en 2015, ont détecté une amélioration mise sur le
compte de la capacité des protéines de haut poids moléculaire du liquide prostatique a fixer le

zinc, largement reconnu pour réduire la mobilité.

Dans tous les cas de figure, les défauts de mobilité aboutissent a une réduction du

pouvoir fécondant (Decuadro-Hansen, 2004).

iii) La membrane plasmique

Le froid génére de multiples dégats membranaires, et ce d’autant plus que la vitesse de
refroidissement est élevée. Individu-dépendants, ces effets sont également influencés par la
composition lipidique membranaire (Noakes et al., 2019 ; Aurich, 2008). Kumi-Diaka et
Badtram, en 1994, n’ont pas détecté de différence significative aprés 24 heures de stockage a +
5°C avec le sperme frais. Néanmoins, d’autres études ont observé une perte d’intégrité au-dela
de 48 heures a + 5°C soulignant la nécessité de limiter la durée d’exposition au froid (Kumi-

Diaka et Badtram, 1994).

Lorsque la semence est placée dans un environnement froid, un changement de phase
se produit, la phase « liquide » membranaire disparaissant au profit d’une phase « gélifiée ».
Cette modification graduelle provoque la séparation des phases a 1’origine d’un rassemblement
des phospholipides en domaines, menant & une perte de fluidit¢ et de fonctionnalité

membranaires (Noakes et al., 2019).
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Au cours du refroidissement, les protéines BSP du liquide prostatique chez les espéces
qui en possedent, induisent un efflux membranaire de cholestérol et des phospholipides qui
favorise son remodelage, sa déstabilisation et sa perte de fonction (Caballero et al., 2012). Cet
effet est d’autant plus important que la concentration en BSP et le temps d’exposition sont
élevés (Bencharif ef al., 2010). A ce phénoméne s’ajoute un efflux additionnel de cholestérol
causé par les basses températures (Silvestre et al., 2021).

La contamination bactérienne initiale du prélévement est une cause majeure de
perméabilisation qui provoque une perte de potassium, de protéines, d’enzymes, de cholestérol,
de lipides et surtout d’ATP (Noakes et al., 2019 ; Aurich, 2008).
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Figure 38 : Illustration du changement de phase membranaire des spermatozoides se
produisant au cours de l’exposition au froid (Sieme et al., 2015)

iv) L’acrosome

Des anomalies acrosomiques sont également des répercussions dues au choc au froid.
La proportion de spermatozoides dont 1’acrosome est intact diminue aprés 48 heures de
réfrigération, un gonflement et une modification de sa forme se produisant et engendrant une
perte de pouvoir fécondant (Treulen et al., 2012 ; De Los Reyes et al, 2009). Néanmoins,
Verstegen et al., en 2005, sont parvenu a obtenir 70 % de gestation par double insémination
avec du sperme dilué et réfrigéré pendant 9 jours. Quoiqu’il en soit, la conservation prolongée
mene systématiquement a une dégradation acrosomale (Goericke-Pesch et al., 2012 ; Verstegen

et al., 2005).

Le froid est aussi responsable de la cryocapacitation. L’élévation calcique intracellulaire
qu’il favorise stimule I’initiation de la réaction acrosomique, notamment renforcée en présence

des BSP et réduit la capacité de liaison a la zone pellucide (Noakes et al., 2019 ; Caballero et
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al., 2012 ; De Los Reyes et al., 2009 ; Linde-Forsberg, 2001). Il est également responsable d’un
remaniement précoce des phospholipides membranaires qui conduisent au phénomeéne de
cryocapacitation (Sugai et al., 2023). Une fois la capacitation effective, la cryotolérance décroit

et de multiples dommages peuvent survenir (Le Guillou et al., 2016).

v) L’ADN

La fragmentation de I’ADN au cours du refroidissement est causée par I’accumulation
continuelle des radicaux libres dans le milieu de stockage. Ils sont a 1’origine de 1’activation
des voies cellulaires apoptotiques et d’une perte progressive du pouvoir fécondant (Del Prete et
al., 2018 ; Kiigiik, 2018 ; Aurich, 2008). La richesse en protamines de type 2 dans la chromatine
condensée confére cependant une protection accrue face a ces événements (Chtopik et
Wysokinska, 2020).
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Figure 39 : Résumé des effets du froid sur les spermatozoides. 1 : agglutination locale de
protéines membranaires. 2 : séparation de phase des lipides membranaires. 3 : perte de
["acrosome. 4 : peroxydation lipidique et apoptose. 5 : capacitation prématurée. 6 : perte de
mobilité (Leahy et Gadella, 2011)
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f) Les milieux de réfrigération de semence

i) Définitions et principes des milieux de réfrigération

La semence se détériore rapidement apres 1’¢jaculation (Aurich, 2005). Le choc di au
froid étant également dommageable, il a été nécessaire de recourir a des milieux « de
réfrigération » pour créer un environnement stable, protecteur et limiter les dommages
cellulaires (Bustani et Baiee, 2021 ; Treulen et al., 2012). La dilution dans un milieu de
réfrigération consiste a diluer la fraction spermatique dans un dilueur composé de divers agents
de maniére a étendre sa conservation pendant au moins 24 h, bien qu’elle permette souvent une
conservation a plus long terme. Compte tenu des répercussions engendrées par le froid, des
agents cryoprotecteurs leurs sont adjoints (Bustani et Baiee, 2021 ; Feldman et Nelson, 2004 ;
Johnston et al., 2001). Le milieu protége aussi du liquide prostatique et prévient les chocs causés
lors de I’expédition et du transport (Kalkan et Ucar, 2022 ; Le Guillou et al., 2016 ; Feldman et
Nelson, 2004).

De multiples milieux existent sur le marché. Les plus couramment employés sont
composés de tampons Tris-glucose ou Tris-fructose et de 20 % de jaune d’ceuf (Rodenas et al.,
2014). Ils requicrent une composition exacte qui limite 1’agglutination des spermatozoides et
qui favorise leur dispersion dans le milieu. Ils doivent étre exempts de particules, acellulaires,
translucides et ne doivent exercer aucun effet délétére sur la semence (Bustani et Baiee, 2021 ;

Brito et al., 2016).

ii) Les composants
(1) Les antimicrobiens
La présence de bactéries est inévitable (Duracka et al., 2023). Elles consomment les
nutriments du milieu, sont une source de métabolites toxiques ou d’endotoxines et sont a
I’origine de détériorations cellulaires (Morrell et Wallgren, 2014). Les dilueurs offrant de
bonnes conditions pour le développement bactérien, 1’addition d’antibiotiques est d’une
importance capitale. Leur faible prix de revient et leur diversité en font des ressources

facilement accessibles (Duraéka et al., 2023 ; Noakes et al., 2019).

La pénicilline, la streptomycine et la gentamicine sont fréquemment employées, bien
que les mycoplasmes n’y soient pas sensibles (Becher et al., 2013 ; Aurich, 2005). D’autres
antibiotiques comme le ceftiofur ou les aminosides, ou bien une association de gentamicine, de
lincomycine et de tylosine fournissent de bons résultats (Bustani et Baiee, 2021). En raison
d’effets indésirables, ’utilisation systématique des antibiotiques doit étre raisonnée (Duracka

et al., 2023).
106



Les peptides antimicrobiens, thermostables, déstabilisent les membranes bactériennes,
mais sont cytotoxiques. Les flavonoides sont aussi prometteurs notamment pour lutter contre
les souches bactériennes multi-résistantes (Duraéka et al., 2023 ; Morrell et Wallgren, 2014).
L’utilisation des antibiotiques reste pour 1’heure la seule solution envisageable pour maitriser
la croissance bactérienne, leur présence dans les milieux de réfrigération étant
réglementairement requise pour les échanges intercommunautaires, bien que la centrifugation
colloidale ou monocouche Canicoll réduisent considérablement la charge bactérienne (Luio e?

al., 2020 ; Morrell et Wallgren, 2014 ; Aurich, 2005).

(2) Les agents stabilisateurs des facteurs physico-chimiques

La pression osmotique doit étre maintenue entre 300 et 325 mOsmol, bien que les
milieux de réfrigération soient souvent légérement hyper-osmotiques. Le pH quant a lui doit
étre compris entre 6,75 et 7,5 soit a des niveaux proches du liquide spermatique, les
spermatozoides ne tolérant que de treés légéres variations acido-basiques. Le recours aux
tampons est donc indispensable. Le tris(hydroxyméthyl)aminométhane (TRIS) est le plus
communément employé. Des agents zwitterioniques analogues au TRIS comme le TES ou le
HEPES et des tampons potassiques comme 1’hydroxyde de potassium sont également
utilisables. Le citrate offre des résultats satisfaisants en solubilisant les protéines du jaune d’ceuf
(Noakes et al., 2019 ; Johnston et al., 2001). D’aprés Hori ef al., en 2017, les spermatozoides
dilués dans un milieu Tris-citrate-fructose au jaune d’ceuf présentent une mobilité de 84,3 %
aprés 48 heures de stockage et de 80 % apres 96 heures, ce qui témoigne de ’efficacité de cette

combinaison.

Néanmoins, les spermatozoides métabolisent certains tampons comme le citrate ou le
lactate. De ce fait, leur consommation en tant que substrat énergétique non glucidique réduit la
capacité du milieu a réguler la pression osmotique et le pH, rendant I’environnement moins
propice a la conservation. L’incorporation de ces substances doit par conséquent étre finement
contrélée (Rodriguez-Gil, 2006). D’autres agents comme les sucres ou les protéines notamment
rencontrées dans les cryoprotecteurs d’origines animales, participent au contrdle de 1’osmolarité
par I’activité osmotique qu’ils exercent (Martinez-Barbitta et Rivera-Salinas, 2022 ; Noakes et

al., 2019).

(3) Les substrats énergétiques

Les spermatozoides dilués requierent un apport d’énergie pour leur survie (Johnston et

al., 2001). Les glucides soutiennent principalement la mobilit¢, mais exercent aussi des
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propriétés osmotiques (Hori et al., 2014 ; Ponglowhapan et al., 2004). De facon générale, la
concentration en glucides et notamment en monosaccharides dans les dilueurs de semence

canine réfrigérée a + 4°C sont comprises entre 15 mM et 60 mM (Province et al., 1984).

Le glucose, le fructose, le mannose, le dextrose, le saccharose, le tré¢halose et I’arabinose
sont utilisés comme source d’énergie dans les milieux pour semence réfrigérée (Martinez-
Barbitta et Rivera-Salinas, 2022 ; Noakes et al., 2019 ; Johnston et al., 2001). Le glucose et le
fructose sont les monosaccharides les plus courants. Le glucose, métabolisé préférentiellement
au fructose, est le substrat le plus favorable. Cependant, d’apres 1’étude de Rigau et al., en 2001,
le fructose semble exercer un effet plus important que le glucose sur le métabolisme glucidique
des spermatozoides canins. A noter cependant que le type de sucre inclus dans le milieu peut
exercer des effets différentiels sur les spermatozoides. Il a, en effet, ét¢ déterminé que le glucose
accroit les mouvements d’oscillation tandis que le fructose est a 1I’origine d’un mouvement plus

linéaire (Rigau et al., 2001).

Ponglowhapan et al., en 2004, rapportent que la semence réfrigérée pendant 8 jours a +
5°C avec du glucose ou du fructose peut raisonnablement servir a I’insémination. De faibles
concentrations soutiennent davantage la mobilit¢ que des concentrations élevées (Martinez-

Barbitta et Rivera-Salinas, 2022 ; Ponglowhapan et al., 2004).

D’autres composants constituent une source substantielle d’énergie. Les substrats
glucidiques contenus dans les cryoprotecteurs favorisent le métabolisme cellulaire. C’est par
exemple le cas du jaune d'ceuf dont la concentration en glucose varie de 3 a 4 mM (Bustani et
Baiee, 2021 ; Noakes et al., 2019). A noter que la Iécithine introduite par 1’intermédiaire du
jaune d’ceuf, se comporte également comme un substrat énergétique (Kmenta et al., 2011). Le
lactose présent dans le lait écrémé n’est pas quant a lui un support énergétique intéressant. Bien
qu’il soit faiblement métabolisé, sa pénétration intracellulaire est limitée par son haut poids
moléculaire et par sa nature hydrophile (Cavalcanti ef al., 2023 ; Noakes et al., 2019). Les
substances non glucidiques telles que le lactate, le pyruvate et le citrate constituent un apport

additionnel remarquable pour la semence (Rodriguez-Gil, 2006).

(4) Les activateurs de mobilité

La mobilité des spermatozoides décline lors du stockage au froid (Lufio et al., 2022).
Ce fait justifie I’incorporation d’activateurs de mobilité apres réfrigération afin de stimuler leur

mobilité progressive. Ils fournissent essentiellement des glucides dont la métabolisation est
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rapide, comme le glucose qui est le plus utilisé dans ce contexte. Ils améliorent la qualité de la
semence apres réfrigération et favorisent le succes reproducteur. La métabolisation de ces
substrats est effective en 10 a 15 minutes (Martinez-Barbitta et Rivera-Salinas, 2022). Les
inhibiteurs des phosphodiestérases comme la papavérine, la caféine ou la pentoxifylline
réduisent 1’hydrolyse de I’AMPc ce qui favorise également ’activation de la mobilité. Leur
concentration doit étre cependant limitée a 10 mM. Au-dela, une capacitation prématurée

survient diminuant les chances de fécondation (Lufo et al., 2022).

(5) Les antioxydants

Une supplémentation en antioxydants est fondamentale pour limiter le stress oxydatif
(Michael et al., 2009). La SOD, la catalsae et la GPx sont les plus utilisés, 1’ajout simultané
offrant une protection synergique accrue (Del Prete et al., 2018). Lucio et al., en 2016, ont
montré qu'une supplémentation en 10 mM de GSH (Glutathion) limite la réaction acrosomique
spontanée. A contrario, de nombreuses dégradations mitochondriales ont été détectées lorsque
sa concentration est doublée, démontrant que les antioxydants en exces sont déléteres et que

leurs concentrations doivent étre contrélées (Silvestre et al., 2021 ; Lucio et al., 2016).

La mélatonine est pourvue d’une activité antioxydante prometteuse. Les échantillons
refroidis 7 jours avec 1 a 2 mM de mélatonine affichent une mobilité, un acrosome, une
chromatine et une viabilité cellulaire préservés (Divar et al., 2022 ; Mitjana et al., 2022 ;

Silvestre et al., 2021).

Michael et al., en 2009, ont observé que la vitamine E et B16 diminuent la quantité de
ROS aprés 72 h de réfrigération, la semence étant cependant mieux préservée avec la vitamine
E qu’avec la Vitamine B16. Ces résultats doivent €tre mis en confrontation avec d’autres études
réalisées dans le domaine dont celle de Silvestre ef al., en 2021, qui ont montrées que la

Vitamine E n’exerce aucun effet significatif sur le sperme réfrigéré.

Bien que la mobilité et I’intégrité membranaire soient efficacement préservées en
présence de N-acétylcystéine (NAC) un acide aminé antioxydant, elle ne restreint pas pour
autant la quantité de ROS dans le milieu de réfrigération (Michael ef al., 2010 ; Michael et al.,
2009).
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(6) Les cryoprotecteurs
(a) Généralités

La supplémentation en cryoprotecteurs est requise pour limiter la déshydratation
intracellulaire inhérente au froid et pour protéger les composants cellulaires. Ils se divisent en
deux classes, a savoir les agents cryoprotecteurs pénétrants et les agents cryoprotecteurs non-
pénétrants (Kalkan et Ucar, 2022 ; Sieme et al., 2016). Les agents pénétrants traversent la
membrane plasmique puis rejoignent le milieu intracellulaire. Le glycérol, 1’éthyléne glycol, le
propyléne glycol, et le DMSO (diméthylsulfoxyde) en sont de bons représentants. Le glycérol,
dont les propriétés cryoprotectrices ont ét¢ découvertes en 1949, stabilise la membrane et
préserve les capacités fécondantes lors de la congélation (Bustani et Baiee, 2021 ; Suzuki et al.,
2022 ; Kusum et al., 2020 ; Sieme et al., 2016). Les agents non-pénétrants sont des
cryoprotecteurs qui ne rejoignent pas le milieu intra-cellulaire et qui comprennent des
disaccharides comme le saccharose et le tréhalose ainsi que des polysaccharides et des protéines
(Sieme et al., 2016). Le jaune d’ceuf et le lait sont des cryoprotecteurs non-pénétrants (Kusum

et al., 2020).

Ils ne sont cependant pas dépourvus de toxicité, raison pour laquelle leur concentration
doit étre restreinte au strict nécessaire (Sieme et al., 2016). Un cryoprotecteur doit étre de faible
poids moléculaire, présenter une solubilité ¢levée dans 1’eau ainsi qu’une faible toxicité (Nouri
Gharajelar et al., 2016). Lors de la dilution, certains cryoprotecteurs entrainent un stress
osmotique majeur. Au contact des spermatozoides, une perturbation osmotique se produit et
génere un déplacement d’eau transmembranaire jusqu’a ce qu’un nouvel état d’équilibre soit
atteint. La supplémentation en cryoprotecteurs doit par conséquent étre progressive afin de
limiter ce phénomene. Cet exposé se voudra essentiellement centré sur les cryoprotecteurs a
base de jaune d’ceuf et de lait écrémé, étant donné leur emploi fréquent lors de la réfrigération,
cette derniere ne générant pas de phase de gel comme il en est question avec la congélation

(Sieme et al., 2016).

(b) Le jaune d’ceuf

Le jaune d’ceuf correspond a I’agent non-pénétrant le plus représenté dans les milieux
de conservation, sa premiere utilisation ayant été décrite par Philips en 1939 (Bustani et Baiee,
2021 ; Johnston et al., 2001). Parmi les especes aviaires, le jaune d’ceuf de poule s’est montré
le plus approprié pour réfrigérer la semence canine (Nazeri ef al., 2023). Les principaux lipides
qui le composent sont I’acide oléique, I’acide palmitique, I’acide stéarique et la

phosphatidylcholine. Des LDL, des glucides, des protéines, des minéraux et la 1écithine figurent
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¢galement parmi ses constituants (Bustani et Baiee, 2021 ; Johnston ef al., 2001). Les protéines
assurent le maintien des phospholipides membranaires sous forme soluble ce qui favorise les

interactions entre les LDL et la membrane plasmique (Nguyen et al., 2019).

Le mode d’action du jaune d’ceuf demeure pour I’heure spéculatif, mais plusieurs
¢léments sont désormais admis. Premiérement, sa composition en LDL, en lécithine ainsi qu’en
certaines protéines joue un rdle cryoprotecteur majeur (Noakes et al, 2019 ; Bergeron et
Manjunath, 2006). Secondairement, sa composition permet un approvisionnement considérable
en phospholipides, cholestérol, ainsi qu’en acides gras polyinsaturés, ce qui permet de réduire

les dommages membranaires et acrosomaux (Bustani et Baiee, 2021).

Une concentration de 20 % a été maintes fois rapportée comme efficace pour préserver
la survie des spermatozoides et les paramétres fonctionnels pendant au moins 48 heures
(Cavalcanti ef al., 2023 ; Del Prete et al., 2018). Des concentrations excessives sont cependant
déléteres soulignant I’intérét d’une incorporation raisonnée (Gil et al., 2011). D’apres Iguer-
Ouada et Verstegen, en 2001, la supplémentation de milieux commerciaux avec du jaune d’ceuf
améliore la mobilité apres 6 jours de stockage au froid. L’utilisation de cet agent a aussi fait
preuve d’un rdle significatif dans la protection de I’intégrité mitochondriale et s’est révélée
indispensable pour limiter le déclenchement spontané de la réaction acrosomique (Feldman et

Nelson, 2004 ; Iguer-Ouada et Verstegen, 2001).

En revanche, le recours continuel au jaune d’ceuf a mis en exergue certains
inconvénients lui ayant trait (Bencharif et al., 2012). D’origine animale, il peut se comporter
comme vecteur d’agents infectieux en cas de contamination initiale et ainsi concourir a la
diffusion de maladies. Il est donc susceptible de contaminer une femelle par la voie de
I’insémination (Suzuki et al., 2022 ; Bencharif et al., 2012). De surcroit, il constitue un milieu
de culture riche en nutriments favorable a la croissance bactérienne notamment mycoplasmique
(Cavalcanti et al., 2023 ; Suzuki et al, 2022 ; Bencharif et al.,, 2012). En raison des
réglementations internationales en vigueur, le risque biologique inhérent a 1’utilisation du jaune
d’ceuf entrave les échanges de matériel génétique a 1’échelle mondiale (Axnér et Lagerson,

2016).

Les concentrations de ses composants sont individu-dépendantes et de nature a varier
au cours du temps, I’abondance relative de chacun d’entre eux étant de plus sous 1’influence

des modalités d’¢levage des poules pondeuses. Sa constitution non constante rend la
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standardisation qualitative des milieux de réfrigération a base de jaune d’ceuf peu concevable

(Cavalcanti et al., 2023 ; Bencharif et al., 2012).

Certaines altérations des fonctions métaboliques et cinétiques des spermatozoides sont
imputables a divers composants du jaune d’ceuf telles que les lipoprotéines de haute densité
(HDL) ou bien les granules de jaune d’ceuf qui inhibent la respiration mitochondriale des
spermatozoides. Ces dernicres interférent de surcroit avec les analyseurs automatisés tels que
I’IVOS 1II (Neves et al., 2014 ; Bencharif et al., 2012). En raison de sa viscosité, il peut de plus
étre a I’origine d’une réduction de la mobilité progressive (Johnston et al., 2001). A ces effets
vient s’ajouter I’acidification du milieu, délétére pour les spermatozoides (Cavalcanti et al.,

2023).

Les composés tels que la progestérone ou le calcium présents dans le jaune d’ceuf
concourent aussi a I’initiation prématurée de la réaction acrosomique (Bencharif et al., 2010 ;
Aurich, 2008). Certains auteurs temperent néanmoins ce propos en soutenant qu’il n’a pas pour
effet d’accroitre les manifestations acrosomiques prématurées et que malgré la présence de ces
composants, il assure la préservation de I'intégrité acrosomale (Aurich, 2008 ; Feldman et

Nelson, 2004).

(c) Intérét du LDL

LDL

Apoprotéine B-100

Ester de
cholestérol

Phospholipide

Cholestérol non
estérifié

Figure 40 : Représentation schématique structurelle des LDL (Source : internet)
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Les lipoprotéines de basse densité ou LDL, se sont imposés pour la dilution du sperme
(Noakes et al., 2019 ; Bencharif et al., 2013). Atténuant la transition de phase liquide a
cristalline, ils stabilisent la membrane plasmique et constituent un film protecteur autour du
spermatozoide qui contribue au renouvellement des phospholipides dégradés ou perdus au

cours du stockage (Noakes et al., 2019 ; Sieme et al., 2015 ; Tainturier et al., 2013).

Les LDL font état d’une affinité considérable pour les BSP notamment grace a la
phosphatidylcholine de leur couche externe. Chez le taureau, ils neutralisent ces protéines et
protégent les spermatozoides face a leurs effets déléteres (Cavalcanti et al., 2023 ; Noakes et
al., 2019 ; Le Guillou et al., 2016 ; Tainturier et al., 2013 ; Bergeron et Manjunath, 2006).
D’aprés Bergeron et Manjunath (2006), les LDL sont de meilleurs cryoprotecteurs que les
liposomes, en raison de leur affinité plus marquée pour les BSP.

Bencharif et al., en 2013, ont mis en évidence que les milieux a base de 6 % de LDL
améliorent significativement I’intégrité acrosomale et membranaire par rapport a ceux
composés de jaune d’ceuf. Impliqués dans ’atténuation de la phosphorylation de la tyrosine, ils
limitent de fait I’induction précoce de la réaction acrosomique (Mahiddine et Kim, 2021 ;

Bencharif ez al., 2012).
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Figure 41 : Mécanisme de protection médié par les LDL ou les facteurs présents dans le lait
par fixation des protéines BSP (Bergeron et Manjunath, 2006)
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Varela Junior et al., en 2009, ont déterminé que des concentrations croissantes jusqu’a
10 % de LDL maintiennent une mobilité supérieure par rapport au milieu a base de jaune d’ceuf
aprés 96 h de stockage a 5°C. De la méme maniére, le milieu a base de 6 % de LDL testé par
Bencharif et al., en 2013, préserve mieux la mobilité que le milieu de jaune d’ceuf aprés 4 jours
a 4°C. La mobilité était respectivement de 52,2 % contre 44,2 % chez 100 % des chiens, ces
valeurs chutant respectivement a 33,6 % et 26,4 % apres 7 jours de réfrigération chez 50 % des
chiens. Ces ¢éléments témoignent de 1’efficacité du LDL a maintenir une mobilité supérieure a
30 % par rapport au jaune d’ceuf (Bencharif ef al., 2013). Différentes études corroborent le fait
que les LDL constituent une alternative efficace et préférable au jaune d’ceuf, bien que leur

extraction industrielle routiniére reste pour 1’heure difficile (Mahiddine et Kim, 2021).

La technique d’extraction des LDL atteint 97 % de pureté offrant un contrdle plus précis
et plus rigoureux des concentrations incorporées dans les milieux, a I’inverse du jaune d’ceuf
entier pour lequel les concentrations en lipoprotéines sont variables (Neves ef al., 2014 ;
Tainturier et al., 2013). De plus, la purification des LDL permet d’éliminer les éléments
indésirables du jaune d’ceuf comme les granules, les lipoprotéines de haute densité (HDL) et la

progestérone (Neves et al., 2014 ; Bencharif ef al., 2013 ; Bencharif et al., 2012).

L’origine animale des LDL fait toutefois peser le risque d’une diffusion d’agents

pathogenes et plus particuliérement de salmonellose et/ou de prion (Tainturier et al., 2013).

(d) Le lait écrémé

Le lait fait partie des cryoprotecteurs non-pénétrants les mieux connus (Noakes et al.,
2019). Il a initialement été utilisé comme milieu de dilution puis s’est ensuite largement imposé
comme agent cryoprotecteur (Pefia et al., 2006). Le lait entier est composé d’eau (87,5 %), de
glucides dont le lactose (4,6 %), de lipides (3,7 %), de protéines (3,2 %) et de minéraux (0,8
%). 1l est constitué, de facon analogue au jaune d’ceuf, de lipides et de lipoprotéines élaborées

a partir de phosphatidylcholine (Manjunath, 2012 ; Bergeron et Manjunath, 2006).

Toutefois, le lait écrémé, pourtant dépourvu de lipides et de lipoprotéines, préserve les
spermatozoides de fagon tout aussi efficace que le lait entier, ce qui sous-tend 1’implication
d’autres substances protectrices (Bergeron et Manjunath, 2006). Les micelles de caséines telle
que la phosphocaséintate qui représentent 80 % des protéines du lait, ont affiché des résultats
intéressants pour la préservation de la semence de bélier, de taureau, et d’étalon stockée a 4°C
(Lisboa et al., 2021 ; Manjunath, 2012 ; Bergeron et Manjunath, 2006). Les caséines, limitant

notamment la fuite membranaire de phospholipides et étant également capables de lier les BSP,
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sont ainsi considérées comme la principale fraction cryoprotectrice du lait écrémé (Mahiddine
et Kim, 2021 ; Bergeron et Manjunath, 2006). La B-lactoglobuline et 1’a-lactalbumine sont des
protéines du lactosérum qui agissent de maniere identique et qui contribuent a cette protection
(Lisboa et al., 2021 ; Manjunath, 2012). La semence conservée avec du lait écrémé présente
aussi une résistance accrue face au choc osmotique et ce grace a la présence de lactose
(Cavalcanti et al., 2023 ; Bustani et Baiee, 2021 ; Songsasen et al., 2002). Le lait tient enfin un

role tampon soutenu par les protéines le constituant (Bustani et Baiee, 2021).

L’action du jaune d’ceuf pour préserver la mobilité a été décrite comme étant supérieur
par rapport au lait écrémé, expliquant son utilisation plus fréquente (Johnston et al., 2001).
Toutefois, par rapport au jaune d’ceuf, le lait écrémé est plus facile a obtenir, de meilleure
disponibilité et moins cotliteux. Il s’agit d’une alternative appréciable pour préserver la mobilité,
la vitalité et le pouvoir fécondant des spermatozoides entreposés a 4°C (Mahiddine et Kim,
2021 ; Abe et al., 2018). Bien que ces ¢léments soient appréciables, le lait n’est pas employé
dans le cadre de la réfrigération du sperme canin en raison de sa moindre protection face au
jaune d’ceuf. Il est important de souligner que les milieux a base de phosphocaséinate de

calcium sont fréquemment mis a profit pour conserver la semence d’étalon, a I’inverse du chien.

Il existe divers milieux a base de lait tels que I’INRA-96 ou celui de type Kenny.
Initialement développés pour la semence équine, ils se sont tous deux montrés bénéfiques pour
diluer la semence canine (Cavalcanti ef al., 2023 ; Gil et al., 2011 ; Johnston et al., 2001 ; Pinto
et al., 1999). Cavalcanti ef al., en 2023, ont déterminé que 'INRA-96 conserve une mobilité
supérieure a 80 % apres 2 jours de stockage, tandis que Bencharif ez al., en 2013, ont démontré

que cette mobilité s’effondre en dessous de 30 % au-dela de 4 jours de conservation.

L’extraction des phosphocaséinates ou des p-lactoglobulines offre un contrdle
satisfaisant de leur concentration dans les milieux de réfrigération. Le déploiement de cette
alternative répond spécifiquement a la demande croissante de produits qui ne sont plus d’origine
animale, posant un probléme d’un point de vue sanitaire et réglementaire (Lisboa et al., 2021 ;
Noakes et al., 2019 ; Axnér et Lagerson, 2016 ; Bergeron et Manjunath, 2006). Le lait entier
contenant des enzymes et des protéines spermicides comme la lacténine, il nécessite un

traitement thermique préalable entre 92° et 95°C (Johnston ef al., 2001).
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(e) Autres cryoprotecteurs d’intérét
(i) Les liposomes

Figure 42 : Représentation schematique de la structure d'un liposome (Source : internet)

Les liposomes constituent une alternative remarquable a [’utilisation des
cryoprotecteurs d’origine animale (Noakes et al., 2019). Il s’agit de formations lipidiques de 20
nm a plusieurs pm, structurées en bicouches délimitant une interface entre deux espaces aqueux
(Lorin et al., 2004). Composés de phospholipides et de cholestérol, ils sont en mesure d’opérer
un transfert de lipides vers les membranes spermatiques. Ce faisant, ils assurent le soutien
structurel de la membrane et favorisent la résilience de la semence face au choc thermique et a

la peroxydation lipidique (Sieme et al., 2016).

L’utilisation des liposomes de phosphatidylcholine a une concentration de 2 % aprés 4
jours de réfrigération a 4°C affiche des résultats optimaux chez le taureau, quand bien méme
leur affinité pour les protéines BSP est moindre que celle des LDL. Des concentrations allant

de 4 a 10 % se sont aussi révélées efficientes.

A noter qu’une incorporation démesurée & hauteur de 20 % est susceptible d’altérer la

mobilité de la semence canine (Belala et al., 2016 ; Bergeron et Manjunath, 2006).

Faisant preuve d’une protection importante plus particuliérement lorsqu’ils sont riches
en lipides insaturés, ils peuvent aisément se substituer au jaune d’ceuf et au LDL tous deux
d’origine animale et non dénués de risques sanitaires (Sieme et al., 2016 ; Belala et al., 2016 ;

Tainturier et al., 2013).
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(ii) Les acides aminés

Les acides aminés sont bénéfiques lors de la réfrigération de la semence canine. La
glutamine et la proline préviennent la dénaturation des enzymes et sont garantes de la
préservation de 1’intégrité membranaire. La glutamine peut aussi se comporter comme un
substrat énergique au sein des spermatozoides par son intervention dans le cycle de Krebs

(Bencharif et al., 2013).

Bencharif et al, en 2013, ont observé qu’un milieu a base de LDL + 20 mM de
glutamine fournit des résultats supérieurs aux dilueurs contenant uniquement 6% de LDL. De
plus, le milieu LDL complémenté en glutamine s’est avéré étre le plus intéressant pour
maintenir la mobilité¢ supérieure a 30 % aprés 7 jours de réfrigération a + 4°C. Une
concentration déraisonnable en glutamine peut toutefois produire un stress osmotique
préjudiciable. Les acides aminés ne peuvent cependant pas se substituer aux cryoprotecteurs
classiques, mais viennent en compléments de ces derniers. La glutamine présente notamment

un effet synergique avec le glycérol (Bencharif et al., 2013).

O O
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Figure 43 : Formule chimique structurale de la glutamine (Source : wikipédia)

(iii) La Lécithine de soja

Constituée d’une fraction lipoprotéique de basse densité, la 1écithine de soja exerce un
effet cryoprotecteur majeur a 1’égard de la membrane. Elle est composée de 65 % de
phospholipides et de triglycérides (Mahiddine et Kim, 2021 ; Dalmazzo et al., 2019). Des
préparations commerciales contenant la 1écithine ont été développée pour conserver la semence
notamment de béliers, d’équidés, et de bovidés. Un bon exemple de milieu en contenant
correspond a 1’AndroMed (Axnér et Lagerson, 2016). Son utilisation n’étant pas d’origine

animale, elle limite de ce fait le risque sanitaire (Bustani et Baiee, 2021).

D’apres 1’étude de Kmenta et al., en 2011, la 1écithine de soja incorporée a hauteur de
0,8 %, en association a la catalase, protége davantage les spermatozoides canins réfrigérés a

5°C pendant 8 jours que le milieu TRIS-jaune d’ceuf. D’autres travaux soulignent en revanche
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qu’il existe une protection plus limitée, sa nature amphiphile concourant a la formation de

gouttelettes qui réduisent son caractére protecteur.

Dans le cadre de la congélation du sperme canin, la lécithine incorporée a hauteur de 1
a 2 % n’apporte aucun bénéfice qualitatif aprés décongélation par rapport au jaune d'ceuf
(Mahiddine et Kim, 2021). Toutefois, lorsque sa concentration s’¢éléve a 0,01, 0,05 ou 0,1 %,
elle permet d’offrir une protection du sperme canin congelé similaire a celle du jaune d'ceuf
(Dalmazzo et al., 2018). Ces découvertes sont a confronter aux données récoltées dans une autre
¢tude de Dalmazzo et al., en 2019, qui a démontré que la 1écithine de soja utilisée a ces mémes
concentrations n’est pas en mesure de maintenir une viabilité identique des spermatozoides par

rapport au jaune d'ceuf.

Une surabondance de phosphatidylcholine imputable & une quantit¢ démesurée de
lécithine de soja est responsable d’une capacitation prématurée et favorise la réduction de la
mobilité et de I’activité mitochondriale. Les résultats obtenus par Dalmazzo et al., en 2018,
corroborent ces observations et montrent qu’une capacitation prématurée se produit et se traduit
par un pourcentage de spermatozoides progressifs et une STR plus faibles. En outre, son
incorporation disproportionnée est une cause de dommages attribuée a la viscosité du milieu
qui en découle. Son role bénéfique n’est donc pas consensuel, bien qu’il soit admis qu’une
concentration minimale de 0,1 % de lécithine de soja soit @ minima requise (Dalmazzo et al.,

2019 ; Nguyen et al., 2019 ; Dalmazzo et al., 2018 ; Kmenta et al., 2011).

(7) La Rosiglitazone
(a) Définitions
La Rosiglitazone, agoniste sélectif des récepteurs PPARy (Peroxisomal Proliferator
Activated Receptor gamma), fait partie de la classe des thiazolidinediones (Losano et
Daigneault, 2023). Elle est utilisée en thérapeutique humaine pour contrdler la glycémie des
individus diabétiques en augmentant la sensibilité a 1’insuline des tissus adipeux, musculaires,
et hépatique ainsi qu’en facilitant ’absorption intracellulaire du glucose par ces tissus. Il a aussi
été rapporté qu’en sa présence, le stockage musculaire du glycogene est favorisé. Elle est plus
largement connue pour ses propriétés antifibrotiques, anti-inflammatoires et pour limiter

I’hypertension artérielle (Vidal, 2024 ; Mehdipour ef al., 2022).
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Figure 44 : Formule chimique structurale de l'énantiomere R de la rosiglitazone (Source :
Wikipédia)

(b) Modes d’actions

La rosiglitazone se lie au PPARy de maniére analogue a la 15-désoxy-A-12,14-
prostaglandine J2 ou PGJ2 qui constitue son agoniste naturel. Cette interaction active le PPARy
en tant que facteur de transcription génique, mais également comme un élément impliqué dans
diverses autres fonctions cellulaires. Ce récepteur est fortement exprimé et impliqué dans le
tractus génital de la femelle et du male, notamment dans 1’épididyme. A titre d’exemple, son
activation chez le male permet la régulation de la stéroidogenese et influence 1’état morpho-
fonctionnel des cellules de Leydig (Losano et Daigneault, 2023 ; Santoro et al., 2020). Ainsi
donc, ce récepteur agit sur 'intégralité du systeme reproducteur, tant dans sa régulation

métabolique et son fonctionnement global que dans sa structure.

Le PPARy accroit premicrement le métabolisme glucidique ce qui concourt a
I’accumulation du glucose-6-phosphate qui, entrant dans la glycolyse ou dans la voie des
pentoses-phosphates, méne a la synthése accrue d’ATP et de NADPH (Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate). Plus spécifiquement, en s’accumulant, ce dernier facilite
I’élimination des ROS et soutient 1’équilibre oxydo-réducteur par la voie des pentoses-

phosphates (Santoro et al., 2020).
Le PPARYy activé est aussi engagé dans la stimulation du métabolisme lipidique. La

signalisation qui en découle s’accompagne de I’augmentation des B-oxydations lipidiques, de

I’accroissement de I’activité de I’enzyme lipase, d’une augmentation des HDL ainsi que d’une
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réduction des LDL circulants et d’une chute de la triglycéridémie (Losano et Daigneault, 2023

; Mehdipour et al., 2022 ; Santoro et al., 2020).

La stimulation du PPARY prend aussi part a I’accumulation de la protéine kinase B ou
AKT phosphorylée qui aboutit a la baisse d’activité des voies apoptotiques médiées par les
caspases ainsi qu’a la stimulation de la mobilité (Santoro et al., 2020 ; Ortiz-Rodriguez et al.,

2019).

Des modifications membranaires peuvent enfin survenir postérieurement a ’activation
du PPARy. Elles se caractérisent par un efflux de cholestérol ainsi qu’une phosphorylation de

la tyrosine (Santoro et al., 2020).

(c) Effets sur les spermatozoides

La protéine PPARYy a été détectée dans les spermatozoides humains et animaux et joue
de ce fait un role essentiel sur leurs fonctions et I’expression de la fertilit¢ masculine (Losano
et Daigneault, 2023). C’est pourquoi la rosiglitazone suscite un intérét croissant pour la
conservation de la semence animale, notamment pour son rdle prépondérant dans la flexibilité

métabolique non génomique (Mehdipour et al., 2022).

L’activité transcriptionnelle du spermatozoide éjaculé étant inexistante ou presque en
raison de la condensation de I’ADN, le PPARY agit comme un facteur de transcription non
génomique permettant de fournir des réponses rapides de I’ordre de quelques minutes. Le
PPARy interagit donc avec d’autres éléments que ’ADN, en I’occurrence avec des seconds

messagers extranucléaires.

Considérant la modulation de la résistance cellulaire a 1’insuline, il a été émis
I’hypotheése que la rosiglitazone favorise la pénétration intra-cellulaire du glucose dans les
spermatozoides. Ainsi, I’incubation des spermatozoides d’étalon et de verrat avec de la
rosiglitazone a montré une majoration de 1’utilisation métabolique du glucose (Mehdipour et

al., 2022 ; Swegen et al., 2016).

La rosiglitazone induit aussi la substitution de la phosphorylation oxydative par la voie
glycolytique dont I’activité s’intensifie en sa présence (Wang et al., 2019 ; Swegen et al., 2016).
Cette flexibilit¢é métabolique permet une production d’énergie accrue rapidement disponible

pour les spermatozoides (Ortiz-Rodriguez et al., 2019).
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Il a aussi été suggéré que la rosiglitazone favorise la mobilité par 1’amplification de la
glycolyse qu’elle génere (Mehdipour et al., 2022). Chez le bélier, Mehdipour et al., en 2022,
ont détecté une amélioration de la mobilité totale, de la mobilité progressive et de la vitesse
moyenne des spermatozoides cryoconservés avec de la rosiglitazone. Swegen et al., en 2016,
ont pour leur part relevé une hausse de mobilité aprés une période de conservation a 37°C dans
un milieu supplémenté en rosiglitazone. De maniere analogue, Wang et al., en 2019, ont observé
que le sperme de verrat conservé a 17°C pendant 7 jours avec 50 uM de rosiglitazone préserve
adéquatement la mobilité. Des manifestations similaires ont été identifiées chez I’Homme

(Wang et al., 2019).

L’intégrit¢ membranaire et acrosomale du sperme de bélier aprés congélation avec 60
uM de rosiglitazone est assurée par son aptitude a former une surface protectrice autour de la
membrane. Wang et al., en 2019, ont fait des observations similaires et ont conclu que la
rosiglitazone contribue a protéger la membrane des spermatozoides de verrat (Mehdipour et al.,

2022 ; Wang et al., 2019).

L’activité mitochondriale et la production d’ATP du sperme de bélier sont également
améliorées en présence de rosiglitazone, d’autant plus qu’elle exerce un rdle protecteur

intéressant les mitochondries (Mehdipour et al., 2022 ; Wang et al., 2019 ; Swegen et al., 2016).

La phosphorylation de ’AKT est impliquée dans les voies de signalisation de la survie
cellulaire. A I’inverse, une déphosphoration de cette protéine conduit a I’activation des facteurs
pro-apoptotiques comme la pro-caspase 3 inactive qui est clivée en caspase 3 active (Ortiz-
Rodriguez et al., 2019). Ortiz-Rodriguez et al., en 2019, ont ainsi rapporté qu’en présence de
rosiglitazone, la phosphorylation de I’AKT est maintenue a des niveaux ¢levés qui empéchent
’activation de la caspase 3 dans les spermatozoides d’étalon cryoconservés. Mehdipour et al.,
en 2022, ont noté que la complémentation d’un milieu de réfrigération avec 60 uM de
rosiglitazone restreint la mort cellulaire médiée par la caspase 3. Wang ef al., en 2019, ont de
fagon identique rapporté que la semence de verrat conservée a 17°C était mieux préservée lors

d’une incubation dans un environnement supplémenté avec 50 uM de rosiglitazone.

Enfin, ’implication de la rosiglitazone dans la réduction des ROS est largement établie.
L’¢étude de Mehdipour et al., en 2022, suggeére que 60 uM de rosiglitazone protége les
spermatozoides notamment par la capacité de ses groupements phényles et pyridines a se
comporter comme des piégeurs de radicaux libres. Chez le rat, elle est responsable de la

réduction des anions superoxydes en inhibant la NADPH oxydase. En ce sens, 1’activation de
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la protéine kinase (AMPK) par la rosiglitazone est a I’origine d’une réduction du stress oxydatif

en inhibant la NADPH oxydase (Mehdipour et al., 2022 ; Wang et al., 2019).
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Figure 45 : Roles et mécanismes d’action du PPARY dans le sperme éjaculé. Gluc-6-P :
glucose-6-phosphate. PPP : voie des pentoses phosphates. 15dPGJ2 : 15-désoxy-A-12,14-
prostaglandine J2. G6PDH : glucose-6-phosphate dehydrogenase. PPARY : peroxisomal

proliferator activated gamma (Santoro et al., 2020)

En présence de rosiglitazone, le métabolisme lipidique du spermatozoide s’intensifie
¢galement menant a un accroissement de 1’activité lipase et des réactions de B-oxydations

associées a une réduction de la concentration en triglycérides (Santoro et al., 2020).

Enfin, la stimulation du PPARy semble conduire a un efflux en cholestérol et a une
augmentation de la phosphorylation de la tyrosine, éléments clés du processus de capacitation.
Ainsi donc, la rosiglitazone peut étre impliquée dans un accroissement des manifestations de

capacitation (Santoro et al., 2020).

Une concentration plus élevée en rosiglitazone de I’ordre de 100 uM tend néanmoins a
ne pas procurer d’effet bénéfique supplémentaire en regard de la protection acrosomale et
membranaire. A contrario, une cytotoxicité cellulaire est suspectée de se produire & partir d’une

certaine concentration (Wang et al., 2019).
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iii) Avantages et inconvénients des dilueurs

La dilution permet de fractionner 1’échantillon ainsi utilisable pour plusieurs
inséminations, soit répétées sur la méme femelle pendant sa période d’cestrus, soit sur plusieurs
femelles différentes. Ce faisant, elle contribue a 1’échange d’ADN ainsi qu’a I’amélioration
génétique canine (Noakes et al., 2019). La dilution diminue aussi la quantité de certains facteurs
déléteres dans I’échantillon comme certains facteurs présents dans le liquide prostatique.
Néanmoins chez le taureau, les protéines BSP étant impliquées dans la formation du réservoir
oviductal et dans la capacitation, leur dilution peut secondairement compromettre la fertilité
(Bergeron et Manjunath, 2006). Une perte de certains facteurs protecteurs peut aussi étre la
conséquence d’une dilution excessive, donnant lieu a la dépréciation qualitative de I’échantillon
(Caballero et al., 2012). Les enzymes et substances antioxydantes du liquide prostatique en sont
un bon exemple, la réduction de leur concentration protectrice pouvant mener a une sensibilité
accrue des spermatozoides face aux dérivés oxygénés. Cet état de fait est toutefois largement
compensé par ’incorporation d’antioxydants dans les milieux de réfrigération (Vieira et al.,

2018).

La composition en agents cryoprotecteurs influe considérablement sur la conservation
des spermatozoides. En raison des phospholipides présents dans le milieu, leur assimilation au
sein de la membrane peut aboutir a des remaniements structurels indésirables (Sénchez-
Calabuig et al., 2017). Aussi, une concentration trop faible en LDL ne permet pas de neutraliser
convenablement les BSP chez le taureau (Bergeron et Manjunath, 2006). Il a ainsi été proposé
par Bergeron et Manjunath, en 2006, de doubler le volume du milieu ou d’augmenter la
concentration en jaune d’ceuf pour fournir un soutien adapté aux spermatozoides. Cependant,
le pourcentage de viabilité et de mobilité se réduit drastiquement lorsque la dilution ou la
concentration en cryoprotecteurs sont immodérées, des effets cytotoxiques majeurs étant a
I’ceuvre (Sieme et al., 2016 ; Johnston et al., 2001 ; Garner et al., 1997). Les cryoprotecteurs
comme le jaune d’ceuf sont également composés d’éléments visqueux qui réduisent la vitesse

et la mobilité spermatique (Johnston et al., 2001).

Leur composition reposant sur la base d’un environnement nutritif, les milieux de
réfrigération peuvent étre le siége d’une croissance bactérienne indésirable (Duracka et al.,
2023). En outre, les paramétres physico-chimiques tels que le pH, I’oxygene, la température et
I’activité de 1’eau sont autant de facteurs limitant le développement bactérien dans un milieu de

conservation (Lufio et al., 2020).
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Les milieux de réfrigération commerciaux, dont la composition est constante, mais bien
souvent inconnue, permettent de comparer de manicre fiable et répétable les travaux de
recherches effectués, mais constituent néanmoins une source de dépenses conséquente. C’est
pourquoi leur élaboration est couramment faite manuellement en laboratoire, méthode qui
permet de surcroit de donner acces a I’expérimentateur a sa composition exacte. Cette fagon de
procéder demeure chronophage et nécessite un savoir-faire et une technicité exemplaire, les
erreurs de manipulation menant a des dégéts considérables, un échec de la reproduction ou a

des pertes économiques majeures (Goericke-Pesch et Failing, 2012 ; Pinto et al., 1999).

g) Technique de réfrigération

i) La centrifugation

Lors du prélévement, le fractionnement de 1’éjaculat est rarement couronné de succes
ou est réservé aux spécialistes, le mélange des fractions étant le plus souvent in¢luctable (Pefia
et al., 2006). Le recours a la centrifugation avant dilution a des vitesses de I’ordre de 2500
tours/min pendant 5 minutes permet d’éliminer le liquide prostatique et de concentrer les
spermatozoides de I’échantillon (Duracka et al., 2023 ; Noakes et al., 2019 ; Sieme et al., 2016
; Greer et al., 2015). Une force de 720 g maximum pendant 5 minutes est associée a un
minimum de dégradation cellulaire, bien que des valeurs comprises en 420 et 900 g pendant 5
a 10 minutes soient rapportées comme acceptables (Sugai ef al., 2023 ; Rijsselaere et al., 2002).
Bien que la réfrigération de la semence soit possible en présence du liquide prostatique, son
¢limination améliore sensiblement sa qualité (Noakes er al., 2019). Le recours a la
centrifugation par coussin comme le gradient de Percoll peut étre utile pour purifier un éjaculat
contenant des cellules sanguines ou présentant une contamination bactérienne anormale
(Duragka et al., 2023 ; Rijsselaere et al., 2004). Bien que cette technique soit efficace, 25 % des
spermatozoides les plus fléchants sont en général perdus dans le surnageant (Aurich, 2008). La
force appliquée peut cependant étre dommageable pour la membrane plasmique et altérer la
mobilité ainsi que I’intégrité acrosomale (Sanchez-Calabuig ef al., 2017). La remise en
suspension de 1’échantillon doit aussi s’effectuer avec délicatesse (Aurich, 2008). Il est

cependant déconseillé de recourir a cette procédure apres réfrigération (Sugai et al., 2023).

L’¢limination du liquide prostatique entraine cependant la disparition de facteurs
protecteurs qu’il contient comme les antioxydants (Treulen et al., 2012). La GSH voit par
conséquent sa concentration réduite jusqu’a 68 % bien que cette perte soit compensée par la
supplémentation du milieu en antioxydants (Silvestre et al., 2021 ; Lucio et al., 2016). Au cours

de la centrifugation, il est toutefois établi que les ROS ont aussi tendance a s’accumuler
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(Duragka et al., 2023). De surcroit, les prostasomes du liquide prostatique favorisent

I’activation de la mobilité par fixation du zinc libre (Mogielnicka-Brzozowska et al., 2015).

Une technique plus performante de centrifugation sur coussin a été développée. Elle
consiste a appliquer une force de 1000 g pendant 20 minutes sur un tube qui contient une
solution dense se déposant au fond du tube. Elle forme ainsi une couche dense qui empéche les
spermatozoides de s’agglutiner et d’étre compressés au fond du flacon. Aussi séduisante soit-
elle, cette technique demeure trés peu employée a I’heure actuelle chez le chien, mais reste de

régle chez I’étalon (Aurich, 2008).

ii) La dilution

Apreés centrifugation, le surnageant est éliminé et le culot remis en suspension par ajout
du milieu de réfrigération réchauffé a +37°C (Noakes et al., 2019 ; Johnston et al., 2001 ; Linde-
Forsberg, 2001). La dilution doit étre effectuée le plus rapidement possible, la semence se

dégradant en peu de temps a température ambiante (Decuadro-Hansen, 2004).

Le rapport de dilution employé¢ varie généralement d’une part de semence pour deux a
cinq parties de dilueur (Pefia et al., 2006 ; Johnston et al., 2001). Les éjaculats faiblement
concentrés doivent étre dilués avec une quantité plus modérée de dilueur (Bergeron et
Manjunath, 2006). D’aprés Sugai et al, en 2023, une concentration de 200.10°
spermatozoides/mL a montré de bons résultats pour préserver la semence canine pendant 24
heures et notamment I’intégrit¢ membranaire malgré I’élimination presque totale du liquide
prostatique. Une dilution & hauteur 20.10° spermatozoides/mL est également apparue comme
appropriée en permettant une préservation correcte des parameétres de mobilité a + 5°C bien que
Sugai et al., en 2023, aient détecté de moins bons résultats a cette concentration apres 24 heures
de stockage réfrigéré et élimination du liquide prostatique. Dans I’idéal, le nombre de
spermatozoides total doit s’élever au minimum a 150.10° (Sugai et al., 2023 ; Noakes et al.,
2019 ; Bouchard et al., 1990). Le degré de dilution a appliquer est influencé par la concentration
initiale en spermatozoides ainsi que par le volume final requis pour I’insémination variant de 4
a 10 mL, une insémination avec une quantité trop importante pouvant conduire a un reflux et a
une diminution du nombre de spermatozoides inséminés. Une dilution trop importante peut étre
a I’origine d’une modification de 1’osmolarité conduisant a un dysfonctionnement prématuré
des spermatozoides d’autant plus qu’il a été démontré qu’une dilution excessive de 1’ordre de
1 part de semence contre 32 parts de dilueur ait été rapportée comme réduisant significativement
la mobilité progressive (Sugai et al., 2023 ; Pefia et al., 2006 ; Linde-Forsberg, 2001 ; Johnston

etal.,2001). A des taux de dilution trop élevés, méme 1’ajout de substrat énergétique ne permet
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pas de préserver I’intégrité de la membrane plasmique car la dilution excessive des facteurs du
liquide prostatique réduit la stabilisation des lipides membranaires (Sugai et al., 2023). A noter
que la quantité totale de spermatozoides nécessaire au succes d’une 1’insémination artificielle

chez la chienne a été estimée a hauteur de 200.10° spermatozoides (Gill et al., 1970).

La dilution doit étre progressive et délicate en déposant le milieu goutte & goutte dans
le tube contenant le sperme. Ces précautions limitent la survenue de dommages inhérents au
choc osmotique et thermique. Le tube est ensuite fermé hermétiquement puis emballé dans un
parafilm. Les bouchons en caoutchoucs sont a éviter en raison de leurs effets spermicides
(Fontbonne, 2022 ; Johnston ef al., 2001). Afin de garantir une bonne tragabilité, le flacon doit
étre correctement identifié et porter au minimum la date de récolte, les noms du propriétaire et

de I’animal ainsi que son numéro d’identification (Fontbonne, 2022 ; Greer, 2015).

iii) La réfrigération a + 4°C

La réfrigération est mise en ceuvre apres dilution en immergeant le tube dans un verre
d’eau par la suite placé dans d’un réfrigérateur classique (Fontbonne, 2022). Cette disposition
limite le refroidissement brutal (Pefa et al., 2006 ; Feldman et Nelson, 2004). La vitesse a
laquelle la semence est portée a 4°C est un facteur essentiel a moduler pour limiter les
retentissements du choc di au froid sur les spermatozoides (Rodenas et al., 2014 ; Decuadro-
Hansen, 2004). Le refroidissement de 0,3 a 1°C/min sur une durée de 60 a 120 minutes préserve
au mieux les parameétres spermatiques (Rodenas et al., 2014 ; Pefia et al., 2006). Elle ne doit
pas pour autant étre réalisée de manicre trop lente, une vitesse de 0,1°C/min aboutissant a une

détérioration plus marquée par rapport a des vitesses de réfrigération de I’ordre de 1 a 0,3°C/min

(Bencharif et al., 2013).

Selon I’étude de Rodenas et al., en 2014, le refroidissement rapide de 2,25°C/min,
préserve adéquatement la mobilité aprés 96 h a + 4°C. 1l est suggéré que le refroidissement
rapide constitue une alternative appropriée a la réfrigération lente en amenant sa durée de

réalisation a seulement 8 minutes contre 2 h avec des vitesses lentes (Rodenas et al., 2014).
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iv) Le conditionnement et I’expédition

Le tube identifié est placé dans un sac scellé puis conditionné pour 1’expédition. Il doit
obligatoirement étre enveloppé dans une importante couche de coton pour éviter la mise en
contact directe de la semence avec le pain de glace sous peine de la voir se congeler et se
détériorer (Greer, 2015). La semence doit demeurer & une température stable de 4 ou 5°C
pendant le transport et étre utilisée dans les 48 heures (Pefa et al., 2006 ; Feldman et Nelson,

2004).

Le sperme canin peut étre expédi¢ de deux manieres différentes, soit dans un contenant
de capacité calorifique suffisante, soit par du matériel commercial spécifiquement congu a cet
effet (Johnston et al., 2001). La technique d’envoi classique utilise une boite polystyréne
compartimentée dans laquelle sont entreposés des pains de glace (Fontbonne, 2022 ; Tainturier
et al., 2013). 1l est aussi possible de recourir a une boite en polystyréne non compartimentée
dans laquelle sont disposés des paquets de glace surmontés de sacs réfrigérés, le tout recouvert
de papier journal. Le tube est ensuite déposé sur le journal évitant son contact direct avec la
glace et limitant un choc di au froid important (Greer, 2015 ; Linde-Forsberg, 2001). Le flacon
peut aussi étre placé dans un thermos refroidi a 4°C 2 heures auparavant en cas de températures
extérieures défavorablement élevées (Greer, 2015 ; Tainturier ef al., 2013). Pour garantir le
maintien d’une température proche de 4°C, le fond de la bouteille peut étre rempli de glace au-
dessus de laquelle est placée une couche de coton qui empéche le gel de I’échantillon (Linde-

Forsberg, 2001 ; Tainturier et al., 2013).

Figure 46 : Systeme Equitainer (Peria et al., 2006)

Les systémes commerciaux plus onéreux, comme le kit Minitube a base de néopor qui
garantit le maintien de la température pendant 48 heures ou bien I’Equitainer développé

initialement pour I’expédition de la semence équine réfrigérée, sont tout a fait appropriés pour
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I’expédition des prélevements canins (Colombo et al., 2022 ; Noakes et al., 2019 ; Rijsselaere
etal.,2011 ; Pefa et al.,2006 ; Linde-Forsberg, 2001). D’aprés Lopes ef al., en 2009, le systeme
Equitainer dont la réfrigération est certifi¢e pendant 72 heures, permet une meilleure
préservation qualitative apres 3 jours de stockage par rapport aux boites en polystyréne ou aux
thermos. Cunha et al., en 2014, ont cependant détect¢ des variations conséquentes de
température au sein des boites de transport, notamment en cas de fortes chaleurs extérieures,

soulignant la nécessité d’acheminer le colis le plus rapidement possible.

Figure 47 : Méthode de conditionnement réfrigéré. A : boite d’expédition polystyrene. B :
tube étiqueté. C : conditionnement final (Greer, 2015)

Le certificat vétérinaire faisant état de 1’état de santé de 1’animal et de la qualité de sa
semence ainsi que les documents ayant trait a 1’animal, doivent étre placés dans le colis
(Fontbonne, 2022 ; Greer, 2015 ; Pefia et al., 2006). La boite est ensuite correctement refermée

une fois le contenu solidement calé (Greer, 2015).

L’expédition de la semence se déroule généralement en moins de 48 h par
I’intermédiaire d’un coursier, d’un service postal, ou bien d’une compagnie aérienne dans le
cas de destinations lointaines (Colombo et al., 2022 ; Greer, 2015 ; Tainturier et al., 2013 ;
Rijsselaere et al., 2011). Il est de rigueur de s’enquérir des conditions de prise en charge par la
compagnie de transport, certaines d’entre-elles n’assurant pas le transport de maticres
biologiques (Greer, 2015). La réglementation en vigueur dans le pays de destination doit aussi
étre vérifiée afin que I’importation de sperme réfrigéré soit effectuée dans un cadre 1égal, bien
que les restrictions soient beaucoup moins nombreuses que celles inhérentes au sperme congelé
(Garcia-Vazquez et al., 2016 ; Goericke-Pesch et al., 2012). Ces exigences sont souvent

transposées a partir du Réglement de la Fédération Cynologique Internationale (FCI) (Garcia-
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Vézquez et al., 2016). Des tests sérologiques pour la Brucellose et la Leptospirose sont souvent
requis (Rijsselaere et al., 2011). Le principal défaut de ce mode d’échange réside dans la non

honorabilité¢ des délais de livraison qui conduisent a des retards d’inséminations ou bien a des

¢échecs de reproduction (Greer, 2015).
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Figure 48 : Boite Minitube néopor pour le transport réfrigeré de la semence canine. Barre
Jjaune : échantillon. Fleches blanches : pains de glace (Rijsselaere et al., 2011)

Au cours de cette seconde partie, il a donc été question de présenter les caractéristiques
de la semence canine ainsi que les modalités de récolte et de processus de la réfrigération de la

semence canine.

La suite de cette étude portera sur la troisiéme partie qui consistera en une analyse

expérimentale comparative de neuf milieux de réfrigération de semence canine a + 4°C.
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PARTIE 3 :
ETUDE EXPERIMENTALE
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1) OBJECTIFS DE L’ETUDE

Les méthodes de reproduction font 1’objet d’un développement croissant afin de
satisfaire les besoins de I’¢levage canin. L’¢laboration de milieux de réfrigération plus efficaces
représente un enjeu crucial pour améliorer la qualité¢ de la semence réfrigérée et accroitre le
succes reproducteur. Face a cette nécessité, de trés nombreux dilueurs contenant différents
cryoprotecteurs ont été congus et sont d’ores et déja présents sur le marché. La plupart d’entre
eux sont en réalité un compromis audacieux entre les avantages et les inconvénients inhérents

a leur composition conduisant a la nécessité¢ de déterminer les plus performants d’entre eux.

Cette étude a ainsi pour premier but de comparer divers milieux actuellement
disponibles dans le commerce ou non et de déterminer ceux qui parviennent a conserver le plus
efficacement possible les paramétres de mobilité des spermatozoides canins stockés a + 4°C

pendant 192 heures.

Le second intérét de cette étude visait a mettre en exergue le bénéfice et 1’influence
potentiels de la rosiglitazone sur la semence canine réfrigérée, cette molécule ayant montré une
efficacité notable pour conserver la semence de bélier, d’étalon et de verrat. A ce jour, aucune
¢tude visant a évaluer les effets de cette molécule sur la semence canine diluée et réfrigérée n’a
pour I’heure été réalisée. Le manque de données a ce sujet justifie ainsi pleinement son

évaluation dans le cadre de cette étude.

A préciser également que pour chacun de ces objectifs, il était question de porter une
attention toute particuliere aux parameétres évalués entre 24 et 72 heures de stockage, ces durées
représentant le délai nécessaire a I’expédition de la semence puis a son dépdt au niveau du vagin

ou de I’utérus d’une femelle en cestrus.
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2) MATERIEL ET METHODE
a) Animaux

Tableau 111 : Désignation des chiens mdles reproducteurs récoltés

2 NOMBRE DE
CHIENS AGE RACE PRELEVEMENTS
Nostromo 6 ans Rottweiler 3
Parker Terre-neuve 1
3 ans
Rowdy Corgi 2
Stormfire ‘ 3
Hermes 18 mois American 1
Staffordshire terrier
Tom 3 ans 1
Stan 1
2 ans Staffie
Spirit 2
Vasco
Voice 2 ans Beagle 1
Virus
Lockness 6-7 ans 1
Border Collie
Apollo 2 ans et 6 mois 2
TOTAL 20

Dans le cadre de cette étude, 20 ¢jaculats ont été prélevés auprés de 13 chiens males

reproducteurs de races et d’ages différents.

Tous les animaux sont issus d’élevages localisés a proximité de 1’agglomération
nantaise. Avant toute inclusion a 1’étude et tout prélévement, un examen clinique exhaustif a

été effectué afin de s’assurer de I’absence d’anomalie sous-jacente non détectée au préalable.

b) Critéres d’inclusions et d’exclusions

Pour étre inclus dans cette étude, les reproducteurs devaient étre puberes, fertiles, agés
au minimum de 12 mois et maximum de 7 ans, présenter un bon état de santé sans maladie
intercurrente, ne pas avoir recu de traitement au cours des 3 mois précédents le recueil y compris
la vaccination. S’agissant d’individus reproducteurs, leur statut vaccinal CHPPiL4R (Maladie
de Carré, Hépatite de Rubarth, Parvovirose, Parainfluenza, Leptospirose, Rage) et

antiparasitaire notamment la vermifugation sont cependant a jour.
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Aussi, immédiatement apres chaque prélévement, la mobilité massale est examinée afin
de s’assurer qu’elle atteigne au minimum 4/5 sur I’échelle de MILOVANOV, au méme titre
que la mobilité qui ne peut étre inférieure a 30 %. La concentration de la fraction spermatique

doit étre au minimum de 200.10° spermatozoides/mL afin que le méale soit retenu.
p q

¢) Milieux a tester

Au total, neuf milieux de dilution ont été comparés dans cette étude.

i) Milieu témoin : milieu a base de jaune d’ceuf (JO)
(1) Composition
Le milieu a base de jaune d’ceuf a 20 % constitue le témoin positif de cette étude. Pour
la suite de ce travail, il sera désigné par la mention « JO ». Sa composition figure dans le tableau
IV.

Tableau 1V : Composition du milieu témoin a base de jaune d’ceuf a 20 %

COMPOSANTS QUANTITES
TRIS 3,026 g
Acide citrique 1,7¢g
Fructose 1,25 g
Pénicilline / Streptomycine prét a I’emploi 10 mL
Jaune d’ceufa 20 % 20 mL
Eau distillée QSP 100 mL

(2) Préparation

Le milieu a base de jaune d’ceuf a été préparé a partir d’ceuf de poule. Considérant les
effets déléteres de la membrane vitelline et du blanc d’ceuf lors de I’entreposage au froid, seul
le jaune d’ceuf doit étre conservé pour la préparation du milieu témoin. L’extraction du jaune
d’ceuf est obtenue en séparant manuellement le jaune et le blanc. Par la suite, le jaune d’ceuf est
asséché sur un papier buvard afin d’éliminer les résidus du blanc d’ceuf puis la membrane
vitelline est ponctionnée a I’aide d’une seringue d’insémination artificielle et le jaune est aspiré.

L’opération est répétée autant que nécessaire jusqu’a obtenir 20 mL de jaune d’ceuf pur.

Une fois les différents éléments mélangés et le milieu de 100 mL préparé dans un bécher
stérile, des aliquotes de 5 mL sont prélevés et placés dans des flacons de 5 mL congelés a -

180°C.
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ii) Milieu jaune d’ceuf supplémenté en Rosiglitazone (JO+R)

Un milieu a base de jaune d’ceuf complémenté en rosiglitazone est aussi préparé. Il est
obtenu en ajoutant 50 uM de rosiglitazone dans un milieu a base de 20 % de jaune d’ceuf
identique au milieu témoin (JO). Il y sera fait référence sous la mention « JO+R ». Il est préparé
de facon identique au milieu témoin JO, a I’exception prét qu’il est élaboré pour un volume
final de 250 mL auquel sont ajoutés 4,46 mg de rosiglitazone. Des aliquotes de 5 mL sont

ensuite préparées puis congelées a - 180°C.

iii) Les autres milieux

Les autres milieux employés sont compilés dans le tableau I'V. Ils sont au nombre de 7

et correspondent a des milieux a vocation commerciale issus de différents laboratoires.

Seuls le CANI EX LT®, CANI EX ST® et MASTERBREEDER® ne sont pas

disponibles dans le commerce.

L’acces aux données de composition reste cependant trés restreint. Ci-apres, sont

exposées les quelques caractéristiques auxquelles il est possible d’avoir acces.

Tableau V : Dénominations et principales caractéristiques des dilueurs utilisés dans cette
étude

DENOMINATION LABORATOIRE CARACTERISTIQUES THEORIQUES

* Contient des antibiotiques

CaniPlus Chill ST® * Sans protéines animales
(Abrégé CHILL ST®) « Préserve 70 % de mobilité pendant 5
jours
Minitube
* Contient des antibiotiques
CaniPlus Chill LT® * Sans protéines animales
(Abrégé CHILL LTG®) « Préserve 70 % de mobilité pendant 10
jours
* 22,5 g de poudre micronisée (250 mL)
* Pronexcell et Lipex
CANI-EX (LT/ST) * Protéines / lipides de soja et de lait de
En devslf)ppgmg/ll)t HuVeSearch vache
Non présent sure * Pénicilline (0,04 g/L) + Gentamicine (0,2
marchée g/L)

* Préservation pendant 3 jours

* Conservation a court terme
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* Milieu CANI EX LT® supplémenté a

Cani EXLT® + R hauteur de 50 uM de rosiglitazone

Non présent sur le « Fournis par I’entreprise sous forme de
marche poudre & solubiliser dans 20 mL d’eau

déminéralisée a 30°C

* Jaune d’ceuf + Glycérol

BOTUDOG Turbo® o
(Abrégé BOTUDOG®) Botupharma * Poudre a diluer
* Caséines
MASTERBREEDER®

En développement

; , Masterbreeder . ; ;
Non présent sur le Conservation pendant 10 jours

marché

Les Pronexcell sont des mélanges de protéines purifiées qui protégent les
spermatozoides face aux effets néfastes du liquide prostatique, du choc di au froid et de
I’agrégation cellulaire. Les Lipex quant a eux sont des mélanges lipidiques qui tiennent un role
anti-oxydant, stabilisateur de la membrane plasmique et qui stimulent la mobilité au cours de

la réfrigération (HuVeSearch, 2021).

d) Méthode de récolte des échantillons de sperme

Pour des raisons évidentes d’organisation et de disponibilit¢é des donneurs, les
prélévements de sperme ont été effectués sur différentes périodes entre les mois de mai et juillet
2023. La technique employée a été décrite dans la partie II de la deuxiéme sous-partie. Le
recueil s'est appuy¢ sur 1’utilisation d’un vagin artificiel. Tous les échantillons ont été prélevés

par un méme manipulateur qualifié¢ en la matiére.

Le recueil est effectué¢ dans un environnement calme, en ayant eu soin d’éliminer toute
source de stress potentielle et en limitant le nombre de personnes dans la piece. La présence
d’une femelle en chaleur a été utile pour s’assurer de la réussite de la procédure. Avant la

récolte, matériel et tubes en plastique a usage unique ont été préchauffés dans une étuve a 37°C.

Certains males ont été récoltés plusieurs fois. Pour ce faire, les prélévements ont été
effectués a 48 heures d’intervalle afin que la récolte n’induise pas une altération artificielle de
la qualité de la semence. Le tableau III rassemble tous les chiens prélevés ainsi que le nombre
d’échantillons récoltés.

Les trois fractions ont été séparées pour conserver exclusivement la fraction

spermatique, riche en spermatozoides. Pour ce faire, les tubes de récolte ont été changés a
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chaque étape de I’¢jaculation. La distinction du passage de la phase spermatique a prostatique
¢tant délicate, le mélange des fractions demeure souvent inévitable. Ainsi, pour palier a cet
écueil, le tube de prélévement de la phase spermatique a été systématiquement changé avant la
fin de son émission, permettant le recueil d’une fraction presque pure ne requérant aucune
centrifugation. Une fois la fraction spermatique isolée, les flacons ont été placés au bain-marie

a 37°C afin de limiter la dégradation post-&jaculatoire a température ambiante.

e) Evaluation initiale de la semence

Sans délai, I’échantillon est analysé afin de vérifier que 1’éjaculat réponde aux critéres

d’inclusions.

Une goutte de la fraction spermatique a été¢ déposée a 1’aide d’une micropipette sur une
lame préchauffée a 37°C puis a été analysée par microscopie optique au grossissement 100x.
L’appréciation de la mobilit¢ massale initiale (TOH) s’est appuyée sur 1’échelle de

MILOVANOV (Martinot, 2016).

Tableau VI : Table d’évaluation de la mobilité massale, derivée de [’échelle de MILOVANOV
(Martinot, 2016)

0 Absence totale de mouvements,
spermatozoides morts
1 Aucun mouvement d’ensemble
Discréte mobilité individuelle
2 Mouvement d’ensemble circulaire
3 Mobilité décrite en cercle centrée sur les
spermatozoides
Mouvement d’ensemble

4 . .

Vagues rondes qui se déplacent
5 Mouvement d'ensemble en vague

Mobilité fléchante

Une analyse informatisée a 1’aide de 1’analyseur d’image IVOS II (Hamilton-thorne) a
ensuite été effectuée pour déterminer la mobilité progressive et les paramétres cinétiques

initiaux associés, ainsi que la concentration de 1’échantillon.

Afin de s’assurer de I’étalement correct des spermatozoides sur la lame et de limiter le
risque d’erreur inhérent a ’appareil, cette évaluation s’est portée sur un volume d’échantillon

dilué au quart avec du PBS (Phosphate-Buffered Saline) portée a une température de 37°C. Un
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volume de 20 pL est ensuite déposé sur une lame de microscope elle aussi préchauffée a 37°C

puis placée dans I’appareil pour analyse.

f) Dilution de la semence et réfrigération

Les milieux de réfrigération a tester, préalablement conservés au froid, sont réchauffés
dans un bain-marie a 37°C. Concomitamment, neuf cryotubes sont préparés pour chaque
échantillon puis sont identifiés avec les noms du milieu et de I’animal. Un volume de 100 pL
de chaque échantillon de semence est incorporé dans chaque tube apres s’étre assuré que les
critéres d’inclusions ont été¢ respectés. Une fois la concentration initiale de 1’échantillon
déterminée, la dilution est effectuée en rajoutant le volume de chaque dilueur nécessaire dans
chacun des cryotubes de fagon a obtenir une concentration finale de 100 millions de

spermatozoides/mL.

Les paramétres cinétiques initiaux (TOH) sont alors immédiatement analysés par
systtme CASA. Comme précédemment, une dilution au quart est entreprise en déposant 20 pL
de chaque cryotube dans des tubes Eppendorf contenant 60 pL. du milieu pur respectif sans
sperme préchauffé a 37°C. Un volume de 20 pL est ensuite déposé sur une lame de microscope

chauffée a 37°C puis analysée a I’'IVOS.

Les neuf cryotubes sont finalement placés verticalement dans une vitrine réfrigérante et

conserveés a + 4°C.
g) Evaluation de la mobilité et des paramétres cinétiques

Au préalable, chaque cryotube est soumis au vortex pendant quelques secondes afin

d’homogénéiser la préparation et de répartir les spermatozoides dans I’ensemble du milieu.

Toutes les 24 heures, une quantité de 20 pL de chaque cryotube est alors mélangée dans un
tube Eppendorf avec 60 puLL du milieu pur respectif préchauffé a 37°C. Le tube ainsi préparé est
réchauffé pendant 10 minutes dans une étuve a 37°C. Un volume de 20 pL y est ensuite prélevé
aprés homogénéisation puis immédiatement analysé a I’IVOS 1I sur une lame réchauffée a
37°C. A noter que l’intégralité des manipulations s’effectue dans la vitrine réfrigérante,
environnement dont la température est contrdlée et maintenue a + 4°C.

Les analyses sont effectuées toutes les 24 heures, soit a T24H, T48H, T72H, T96H,
T120H, T144H, T168H, T192H.
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Les échantillons dont les spermatozoides présentent une mobilité supérieure a 30 % sont
conservés pour les analyses des jours suivants. En revanche, ceux dont la mobilité¢ devient
inférieure a 30 %, ne sont conservés que dans le cas ou la mobilité réévaluée le lendemain

redeviendrait supérieure a 30 %. Dans le cas contraire, le milieu est écarté.

Les paramétres cinétiques analysés sont les suivants :
- Les mobilités totales et progressives exprimées en %
- La vitesse moyenne progressive (VAP) exprimée en pm/s
- La vitesse en ligne droite (VSL) exprimée en pm/s
- La vitesse curviligne (VCL) exprimée pm/s
- L’amplitude de déplacement latérale de la téte (ALH) exprimée en pm
- La fréquence de battement croisé¢ (BCF) exprimée en Hz
- La linéarité (LIN) exprimée en %
- Larectitude (STR) exprimée en %

- L’élongation (ELONGATION) exprimée en %

h) Analyse descriptive et statistique

Les données brutes ont été regroupées dans un classeur Excel et les analyses statistiques

ont été menées sur le logiciel R.

Pour étudier I’effet du milieu de réfrigération et du temps, un modéle ANOVA (4nalysis
Of Variance) a effets mixtes a été réalisé pour chaque variable d’intérét (mobilité totale,
mobilité progressive, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, STR, LIN et ELONGATION) afin de tester

l'effet global des moyennes de Y sur chacun des facteurs.

Si on désigne par Y 1’un de ces variables d’intéréts, d’un point de vue mathématique le

modele s’écrit pour un chien i dans le milieu j au temps k :

Yiik = p+ u; + a; x Milieu; + By » Tempsy + yj, x (Milieu » Temps)y, + &;jy,

140




Dans ce modéle :

1. w correspond a la réponse moyenne de Y.

2. u; estune variable aléatoire normale centrée et de variance aﬁ. Cette variable
modélise la différence de réponse moyenne de Y entre tous les chiens qui
composent 1’échantillon.

a; quantifie I’effet du milieu j.

B quantifie I’effet du temps k.

Yji quantifie I’effet croisé€ du milieu j et du temps k.

AN S

&;jk sont les résidus, on suppose qu’ils sont distribués normalement de

moyenne 0 et de variance o2

Il est supposé dans cette modélisation que les effets aléatoires et les résidus sont
distribués selon une loi Normale, et qu’ils sont indépendants les uns des autres. Ces deux

derniers points seront vérifiés au moyen de graphiques présents en annexes.

Il est donc question de voir si une variable Y évolue en fonction du temps, en fonction

du milieu ou bien en fonction de ces deux facteurs. L’ hypothése formulée est donc la suivante :

HO : moyenne (Milieu ji) = ... = moyenne (Milieu jo)
H1 : moyenne (Milieu ji) # ... # moyenne (Milieu jo)

Si les résultats statistiques sont significatifs alors HO est rejeté et H1 accepté avec un
niveau de confiance de 95 %, soit un seuil o de 5 %. Il apparait donc dans ce cas qu’au moins

une des moyennes est différente des autres.

L’intérét de 1’étude est la comparaison de I’évolution au cours du temps entre les
différents milieux (c'est-a-dire la significativité de l'interaction Milieu*Temps dans le modele
ANOVA a effets mixtes). Lorsque cette interaction n'est pas significative, il sera question de

s’intéresser a la significativité des effets principaux de chacun des deux facteurs.
Dans ce cadre, des tests post-hocs (comparaison des moyennes deux a deux) a 1’aide

d’un test de Tukey seront mis en ceuvre pour savoir s’il existe des moyennes identiques

(différences non significatives) ou d'autres non identiques (différences significatives).
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Le test de Tukey permet de prendre en compte la multiplicité des tests et en particulier
de contrdler I’erreur de premicre espéce du test. Il est nécessaire de considérer que les résultats
ne concerneront que les données obtenues jusqu’a T96H. En effet, pour les mesures suivantes,

le nombre d’observations n’est plus suffisant pour fournir des résultats représentatifs.

EVALUATION
INITIALE

o Mobilité > 4/5 + >

30% (Hamilton-Thorne

I1VOS)
= Concentration >
200.10° spz/mL

EVALUATION DE LA

MOBILITE
o A TO puis toutes les
24 h jusqu’a 8 jours
= 20 uL de chaque
milieu + 60 uL du
milieu pur respectit
(préchautfé a 37°C)
mélangés dans un tube
eppendorf
= Etuve 4 37°C pendant
10 minutes
© 20 uL analysé au
CASA (IVOS)

RECCUEIL MANUEL DE
LA SEMENCE CANINE

° Respect des critéres
d’inclusions et
d’exclusions

° 20 échantillons

° Bonnes pratiques de

MILIEUX A TESTER

> JO, JO+R, CANI EX
LT, CANI EX LT+R,

CANI EX ST,
préléevement MASTERBREEDER,
o Séparation des trois BOTUDOG, CHILL
fractions LT CHILL'ST:

Matériel de récolte ° Conservés au froid
préchauffé a 37°C

Tubes au bain-marie a 37°C

DILUTION

e Milieux réchauffés au
bain-marie (37°C)

o Volume identique de
chaque extenseur répartis
dans 9 cryotubes pour les
20 échantillons

° Dilution de la semence
pour obtenir 100 millions
de spermatozoides/mL

° Réfrigération a +4°C

<

A

v

PARAMETRES CINETIQUES

o Mobilité totale et progressive, VAP, VSL, VCL, ALH, BCF, LIN, STR, ELONGATION

|

ANALYSE STATISTIQUE

Figure 49 : Schéma récapitulatif du protocole expérimental (Réalisation personnelle)
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3) RESULTATS

Un seuil minimal de 30 % de mobilité totale est considéré comme un critére absolu pour
réaliser une insémination artificielle par dépot de la semence dans les voies génitales d’une
femelle en chaleur et espérer une gestation. Par conséquent, comme déja souligné dans la partie
2 « matériel et méthode », le choix a été fait d’écarter au fil du temps tout échantillon présentant
une mobilité totale inférieure a ce seuil. Cette méthode a cependant entrainé une disparité
croissante entre les groupes au cours de 1’étude.

La perte d’homogénéité progressive entre les groupes qui en découle rend ainsi la
comparaison statistique entre les milieux compliquée voire impossible au-dela d'un certain
point. Par conséquent, l'analyse statistique se limitera aux 96 premiéres heures (4°™ jour), car
une perte de représentativité se manifesterait apres cette période. En effet, la diminution du
nombre d'observations dans les jours suivants compromettrait la fiabilit¢ des résultats

statistiques.

Une analyse descriptive comparative des moyennes sera toutefois effectuée au préalable
afin de déterminer les tendances globales qui se dégageront pour chaque paramétre et pour

chaque milieu.

Cette étude consistant en I’évaluation des paramétres de mobilité de chaque milieu
toutes les 24 heures pendant 8 jours, les analyses descriptives et statistiques se sont
principalement concentrées sur les 72 premieres heures. Cette période est cruciale car elle
correspond au délai habituel d'expédition et d'utilisation de la semence réfrigérée pour
l'insémination d'une femelle en cestrus. C'est donc durant cette période que l'efficacité des
dilueurs est la plus pertinente a évaluer. Néanmoins, l'expérience ayant duré 8 jours, I’analyse
descriptive des milieux s’est également portée sur le dernier jour (T192H) pour obtenir une vue
d'ensemble sur la durée totale de 1'étude.

Une exception est cependant a noter concernant le CANI EX LT® et le CANI EX
LT®+R qui présentent une absence de valeurs au-dela de T168H. En effet, I’intégralité des
¢chantillons a été écartée apres cette date en raison d’une mobilité totale devenue inférieure a

30 % a T192H pour I’intégralité des échantillons.
Cette approche permet d'évaluer a la fois I'efficacité des milieux de réfrigération testés

sur les premiers jours, essentielle pour l'utilisation pratique de la semence, et leur performance

sur une durée prolongée.
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Enfin, une attention particuliére sera premi¢rement portée sur les 4 milieux d’intéréts
de cette étude, a savoir le milieu CANI EX LT® et le JO, ainsi que leur homologue
complémenté en rosiglitazone. En second plan seront succinctement décrits les autres milieux

évalués dans le cadre de ce travail.
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a) La mobilité totale

La mobilité totale est représentée par la moyenne des pourcentages de spermatozoides
mobiles des 20 échantillons en fonction des jours dans chacun des milieux. Un seuil de 30 %
de mobilité a été fixé, limite au-deld de laquelle la semence n’est plus considérée comme
acceptable. Une fois inférieure, I’échantillon est écarté. Aucune valeur de mobilité n’a donc été
relevée en dessous de 30 %. Ainsi donc, le nombre d’échantillons pour un milieu donné décroit

au cours du temps en fonction de sa capacité¢ a maintenir une mobilité supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de déterminer quels milieux préservent le plus d’échantillons avec
une mobilité supérieure a 30 % et de caractériser ceux qui maintiennent les pourcentages de
mobilité les plus €levés. Les tableaux VII, VIII et IX ainsi que les figures 50 et 51 résument les

résultats obtenus.

90,00
80,00
70,00 ~J0
. -=JO+R
S ~CANIEXLT®
E 60,00 ——CANIEX LT ®+R
5 —CANIEXST®
= ~~ MASTERBREEDER ®
50,00 —BOTUDOG ®
—CHILLLT®
—CHILLST®
40,00
30,00 oo oom e e e e o e o o e o s o - 30 %

TO T24 T48 172 T96 T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 50 : Evolution des pourcentages moyens de mobilité pour chaque milieu en fonction
du temps

145



Tableau VII: Pourcentages moyens de mobilité (%) mesurés pour chaque milieu toutes les 24
heures jusqu’a 192 heures et nombre d’échantillons (N) par milieu et par temps dont la mobilité
reste supérieure a 30 %. Pour chaque temps, les 2 plus grands nombres d’échantillons
conservant une mobilité supérieure a 30 % sont surlignés en vert et les 2 préservant le plus
faible nombre d’échantillons supérieurs a 30 % sont surlignés en rouge. Pour T192H, seul le
plus grand nombre d’échantillons maintenus avec une mobilité supérieure a 30 % est retenu.

SEMENCES
FRAA?T%II:IIES LY Cl?)l(\u Cg)l;l Cl?)l(\u MASTERBREEDER | BOTUDOG CHILL } CHILL
+R LT LT+ ST LT ST
R
83.8 84.4 87 72.7 87.9 81.3 84 85.4
BN N 0 | o [ o |
77.0 73.8 75.3 73.9 73.6
ENENEN R D R BT R
73.0 70.8 68.9 70.8 75.6
0| IETE P C TR R TR
72.1 65.6 66.6 579 68.4 73.1
o | RN N R IV TR B
68.4 51.8 66.4 55.7 67.5 69
A s [ DRRRTEEE (TR IR BN
70.5 52.6 61.6 585 64.3 66.8
6| I B T TR
67 61.3 54.9 514 59.5
| o | e PO TR T
60.4 63.8 58 69 61.6
o | 1 R N B o |
69.4 58.4 56.1 68 577
8 7 8 4 6
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Figure 51 : Evolution du nombre d'échantillons dont la mobilité est supérieure a 30 % pour
chaque milieu en fonction du temps

- Analyse descriptive du nombre d’échantillons préservés avec une mobilité

supérieure a 30 % :

De fagon générale, la figure 51 montre que les dilueurs JO, JO+R,
MASTERBREEDER®, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST® maintiennent le plus
d’échantillons avec une mobilité supérieure a 30 %, le JO+R étant le dilueur qui affiche les
meilleurs résultats. Le CANI EX ST®, le CANI EX LT®, et le CANI EX LT®+R présentent
pour leur part les résultats les plus faibles bien que le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R
présentent des valeurs sensiblement similaires aux dilueurs précédents jusqu’a T72H.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R voient leurs nombres d’éjaculats chuter de
maniére trés importante. En effet, le CANI EX LT® baisse drastiquement entre T72H (14) et
T96H (5) pendant que le CANI EX LT®+R baisse aussi considérablement, mais seulement a
partir de T96H (13) jusqu’a T120H (7) puis T144H (2).

Seul le CANI EX ST® montre des résultats beaucoup plus faibles dés T24H. Il chute a
12 échantillons dés le deuxieéme jour mais fini quand méme par devenir supérieur au CANI EX

LT® a partir de T96H et au CANI EX LT®+R a partir de T144H.

D’apres le tableau VII, les milieux JO+R et BOTUDOG® conservent le plus

d’échantillons avec un pourcentage de mobilité supérieur a 30 % aprés T192H (8 échantillons
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pour chacun). Le JO+R est le seul & maintenir jusqu’a 20 échantillons a T48H. Entre T48H et
T168H, ce sont surtout le JO, JO+R et MASTERBREEDER® qui présentent les meilleurs
résultats, bien que ce dernier soit discrétement plus en marge. Presque aucune différence n’est
relevée entre le JO et le JO+R excepté a T48H, T120H et T192H ou le JO+R conserve 1
¢chantillon de plus que le JO.

A T24H, seuls le CANI EX ST®, le BOTUDOG® et le MASTERBREEDER®
présentent une diminution du nombre d'échantillons (respectivement 17, 19 et 19 ¢jaculats),
tandis que les autres milieux en maintiennent l'intégralité. Le CANI EX LT®, CANI EX ST®
et BOTUDOG® en conservent le moins a T48H respectivement 16, 12 et 16 ¢jaculats, tandis
qu’entre T72H et T120H ce sont le CANI EX LT® et le CANI EX ST® qui montrent les
résultats les moins satisfaisants. A partir de T144H voire déja T120H, le CANI EX LT®+R
vient s’ajouter aux milieux précédents en montrant des performances moindres. A T192H la
mobilité des spermatozoides chute en dessous de 30 % pour I’intégralité¢ des échantillons du
CANIEX LT® et du CANI EX LT® +R, entrainant ’absence de données a ce temps de mesure

pour ces milieux.

Bien que le JO et JO+R paraissent similaires, ce dernier donne des résultats légerement
supérieurs au JO. A noter que le CANI EX LT®+R offre aussi des résultats supérieurs au CANI
EX LT®. En effet, jusqu’a T120H, le CANI EX LT®+R conserve plus d’échantillons (7) que
le CANI EX LT® (4) et chute plus tardivement. Ainsi, le CANI EX LT®+R a T96H préserve
encore 13 ¢jaculats alors que le CANI EX LT® n’en conserve plus que 5. Dans I’ensemble, la
tendance semble montrer que les dilueurs supplémentés en rosiglitazone conservent plus
d’échantillons que leurs homologues non complémentés. Cette observation est surtout frappante
pour le CANI EX LT®+R et le CANI EX LT® de T48H a T96H ainsi que pour le JO+R par
rapport au JO a T48H, T120H et T192H.

Ainsi, le JO+R et secondairement le JO offrent les meilleurs résultats pour conserver la
mobilité supérieure a 30 %. Le MASTERBREEDER®, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL
ST® présentent des résultats intermédiaires. Le CANI EX ST®, CANI EX LT®, CANI EX
LT®+R affichent des performances réduites sur toute la durée d’étude, ces deux derniers ne
conservant aucun échantillon au-dela de T168H et le CANI EX ST® montrant des résultats déja
plus en marges deés T48H.

Les milieux complémentés en rosiglitazone offrent de meilleurs résultats par rapports a

leur homologue qui n’en contiennent pas.
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- Analyse comparative descriptive des pourcentages de mobilité du JO.

JO+R, CANTEX LT® et CANI EX LT®+R :

Le JO+R et le JO paraissent donner de hautes valeurs de mobilité totale qui sont plus
élevées que celles du CANI EX LT® et CANI EX LT®+R. Le milieu témoin JO donne le plus

souvent des valeurs inférieures au JO+R notamment de T48H a T144H et également a T192H.

Considérant I’absence d’échantillon aprés T168H, les valeurs de mobilité totale ne sont
pas disponibles a T192H pour le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R. Méme s’ils donnent de
hautes valeurs de mobilité a TOH, notamment le CANI EX LT®+R, ils présentent des résultats
plus faibles au-dela, bien que le CANI EX LT®+R diminue plus tardivement et montre des
résultats supérieurs au CANI EX LT® jusqu’a T72H, données a nuancer avec le nombre

d’échantillons maintenus et comparés.

Ainsi, le JO+R et le JO semblent offrir des résultats supérieurs au CANI EX LT® et
CANI EX LT®+R.

Les milieux complémentés en rosiglitazone semblent afficher des résultats plus élevés

que leurs homologues non supplémentés.

- Analyse comparative descriptive des pourcentages de mobilité de tous les

dilueurs :

Dans I’ensemble, trois groupes semblent se distinguer. Le JO, JO+R,
MASTERBREEDER®, CHILL LT®, et CHILL ST® apparaissent avec résultats ¢levés et

similaires.

Le JO+R montre des valeurs qui font partie des plus élevées sur presque toute la durée
d’étude et qui apparaissent supérieures a tous les autres milieux de T120H (70,5 %) a T144H
(67 %) et également a T192H (69,4 %). A T72H (72,1 %), il est uniquement plus faible que le
CHILL ST® (73,1 %).

Le CHILL ST® quant a lui offre les valeurs de mobilité les plus élevées de T48H (75,6
%) jusqu’a T96H (69 %). Au-dela de TI120H, il devient inférieur au JO, JO+R et
MASTERBREEDER® et montre & T192H (57,7 %) des résultats plus faibles que le JO (58,9
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%), JO+R (69,4 %), MASTERBREEDER® (58,4 %) et CHILL LT® (68 %). A noter qu’il
préserve un nombre d’échantillons différent des autres milieux qui a chuté au long de 1’étude

(6.2 T192H).

Le CHILL LT® (68,4 %) donne des résultats uniquement inférieurs au JO+R (72,1 %),
et CHILL ST® (73,1 %) a T72H, pendant qu’il affiche le résultat le plus élevé a T192H (68 %)
aprés le JO+R (69,4 %). Il présente un décrochage a T144H (51,4 %) mais qui remonte a T168H
(69 %). Il ne préserve cependant a ce moment-1a plus que 6 échantillons tandis que d’autres

dilueurs en contiennent encore entre 7 et 10.

Le MASTERBREEDER® est le plus ¢levé a TOH (87,9 %), mais semble globalement
légeérement plus en marges que le JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST® au-dela, méme s’il
affiche des résultats faisant partie des plus élevés. A T72H (66,6 %), il est inférieur au CHILL
LT® (68,4 %), JO+R (72,1 %) et CHILL ST® (73,1 %). A T192H (58,4 %), il est uniquement
inférieur au JO (58,9 %), JO+R (69,4 %) et CHILL LT® (68 %), résultat & nuancer avec le

nombre d’échantillons conservés qui n’est plus que de 7.

Deuxiémement, le CANI EX ST® et le BOTUDOG® montrent les résultats les plus
faibles par rapport aux autres milieux jusqu’a T72H (respectivement 55,5 % et 57,9 %).
Initialement, le CANI EX ST® (72,7 %) est déja trés inférieur aux autres dilueurs dont les
mobilités sont toutes supérieures a 80 % a TOH. Le BOTUDOG® pour sa part chute fortement
pendant les 2 premiers jours (56,9 % a T48H, soit la plus faible valeur mesurée ce jour-1a). Ils
se stabilisent par la suite autour de 55 %, bien qu’ils demeurent inférieurs aux milieux
précédents a T192H (respectivement 55,3 % et 56,1 %), résultats & opposer au nombre
d’échantillons qu’ils maintiennent (respectivement 3 et 8) a ce moment-la, en comparaison des

autres dilueurs.

Enfin, le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R, donnent les résultats globalement plus
faibles. Méme s’ils semblent similaires au premier groupe a TOH, ils chutent rapidement,
respectivement a 59,9 % a partir de T72H (résultat uniquement supérieur au CANI EX ST® et
au BOTUDOG®) et a 51,8 % a partir de T96H (le plus faible), bien que le CANI EX LT®+R
remonte a T144H (63 %). Le pourcentage de mobilité¢ de ce dernier chute finalement a 48 % a
T168H soit le plus faible apres 7 jours de réfrigération tandis que le CANI EX LT® est a peine
plus élevé. Ils ne contiennent cependant plus que 1 échantillon a T168H alors qu’il en reste
davantage pour les autres milieux (10 pour le JO et le JO+R). Ils sont les seuls a présenter une

mobilité totale inférieure a 30 % pour tous les échantillons a partir de T192H.
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Ainsi, le JO, JO+R, MASTERBREEDER®, CHILL LT®, et CHILL ST® semblent
donner les pourcentages de mobilité les plus élevés, le JO+R affichant a priori des résultats
supérieurs, tandis que le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CANI EX ST® et BOTUDOG®
apparaissent avec des résultats plus en marges. Cependant, le nombre d’échantillons conservé
est a prendre pleinement en considération car chaque milieu n’en préserve pas la méme quantité

au cours du temps.

- Modélisation statistiqgue des pourcentages de mobilité en fonction du milieu

et du temps :

Considérant le nombre d’échantillons trop faible au-dela de T96H, I’analyse des
corrélations entre chaque milieu n’a pu se porter que jusqu’au 4™ jour, soit T96H. Considérant
le test ANOVA, il apparait que 1’effet croisé entre le temps et le milieu n’est pas significatif
(p = 0.1009), ce qui signifie que la différence de mobilit¢é entre TOH et TO96H peut Etre
considérée comme équivalente dans les différents milieux. L’effet du temps et I’effet du milieu

sont cependant significatifs (respectivement p < 0.001 et p <0.001).

L’interaction entre les deux facteurs étant non significative, I’étude indépendante de
I’effet principal de chacun d’eux est requise. Les résultats sont résumés dans les tableaux VIII

et IX.

Tableau VIII : Evolution de la mobilité totale au cours du temps jusqu’a TI6H. Les termes de
la diagonale correspondent a la moyenne de la mobilité (moyenne calculée sur tous les
milieux). Les termes en dessous de la diagonale correspondent a la différence des moyennes
entre les deux temps de mesure et les termes au-dessus de la diagonale sont les p-valeurs du
test de Tukey correspondant a la différence de moyenne.

MOBILITE TOH T24H T48H T72H T96H
TOH [81.9] <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
T24H 10.41 [71,5] 0.0006 <.0001 <.0001
T48H 16.02 5.61 [65,9] 0.0395 <.0001
T72H 20.15 9.74 4.13 [61,8] 0.1409
T96H 23.82 13.41 7.80 3.67 [58,1]

Le tableau VIII fournit les résultats de 1’évolution de la mobilité en fonction du temps.
La baisse de mobilité est significative dans tous les milieux a tous les temps de mesure jusqu’a

T72H, mais ne I’est plus a T96H.
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Tableau IX : Evolution de la mobilité entre les différents milieux. Les termes de la diagonale
correspondent a la moyenne de la mobilité (moyenne calculée sur tous les temps jusqu’a T96H).
Les termes en dessous de la diagonale correspondent a la différence des moyennes entre les
deux milieux et les termes au-dessus de la diagonale sont les p-values du test de Tukey
correspondant a la différence de moyenne.

VOBLTE  Jo sorn  CAMEX  ONIBL GANEC WASER oo GG
JO [71.5] 0.985 0.2562 0.4939 <.0001 1.0000 <.0001 0.9909 1.0000
JO+R -1.848 [73.4] 0.0201 0.0584 <.0001 0.9419 <.0001 0.5981 0.9939
CANI EXLT 4.818 6.666 [66.7] 1.0000 0.0013 0.4152 0.0737 0.8392 0.2417
CANI EXLT+R 3.905 5.753 - 0.913 [67.6] <.0001 0.6874 0.0115 0.9715 0.4698
CANI EX ST 13.61 15.47 8.797 9.709 [57.9] <0.0001 0.8950 <.0001 <.0001
g/IRAEiT;;; 0.489 2.337 -4.328 - 3.416 - 13.125 [71.0] <.0001 0.9991 1.0000
BOTUDOG 10.74 12.58 5.918 6.830 -2.879 10.246 [60.8] 0.0001 <.0001
CHILL LT 1.756 3.604 - 3.062 - 2.150 - 11.859 1.266 - 8.980 [69.8] 0.9857
CHILL ST -0.18 1.666 - 4.999 4.087 - 13.796 0.671 -10.917 -1.937 [71.7]

Le tableau IX fournit les résultats de la différence de mobilité en fonction du milieu. Le
JO et le JO+R affichent tous deux des différences significatives avec le CANI EX ST® et le
BOTUDOG®. De plus, le JO+R montre également des résultats significativement supérieurs
au CANI EX LT®.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R donnent des résultats tous deux
significativement supérieurs au CANI EX ST®, mais le CANI EX LT®+R donne aussi des
résultats significativement plus élevés que le BOTUDOG®, ce qui n’est pas le cas du CANI
EXLT®.

Le CHILL LT® et le CHILL ST® donnent des résultats significativement supérieurs au
CANI EX ST® et BOTUDOG®.

Le CANI EX ST® affiche ainsi une mobilité totale significativement inférieure a tous
les dilueurs excepté le BOTUDOG®. Il montre des différences de moyennes treés importantes

qui vont notamment jusqu’a 15,47 avec le JO+R.

Le BOTUDOG® apparait également significativement plus faible que tous les dilueurs
a I’exception du CANI EX LT® et CANI EX ST®. 1l affiche des différences trés importantes
mais moindres que le CANI EX ST®.
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En résumé, le JO+R et le BOTUDOG® préservent le plus d’échantillons avec une
mobilité totale supérieure a 30 % apres T192H. Cependant, le JO, JO+R et
secondairement le MASTERBREEDER®), offrent les meilleurs résultats avant T168H. Le
BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST affichent dans D’ensemble des résultats
intermédiaires.

Le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R préservent le moins d’échantillons avec une
mobilité supérieure a 30 % a l’issue de I’étude, pendant que le CANI EX ST® affiche les
résultats les plus faibles dés le deuxiéme jour.

Les milieux complémentés en rosiglitazone semblent montrer des résultats
supérieurs pour préserver la mobilité supérieure a 30 % par rapport a leur homologue

qui n’en contiennent pas.

Les milieux complémentés en rosiglitazone semblent montrer des pourcentages de
mobilité totale supérieurs a leur homologue qui n’en contiennent pas. Aucune différence
significative n’a cependant été trouvée entre le JO et le JO+R d’une part, et antre le CANI

EX LT® et le CANI EX LT®+R d’autre part.

Le JO, JO+R, MASTERBREEDER®, CHILL LT® et CHILL ST® donnent les
pourcentages de mobilité les plus élevés. Aucune différence significative n’a cependant été
trouvée entre eux. Le JO+R affiche le plus de différences significatives qui sont par
ailleurs les plus importantes avec les dilueurs les moins bons, ce qui sous-tend une

tendance a étre le plus performant.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R, montrent des résultats plus faibles au-
dela de T72H. Le CANI EX ST® et secondairement le BOTUDOG® offrent des résultats
qui paraissent les plus faibles notamment sur les trois premiers jours et dont les

différences avec la plupart des autres milieux sont trés significatives jusqu’a T96H.
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b) La mobilité progressive

La mobilité progressive est représentée par la moyenne des pourcentages de
spermatozoides progressifs des 20 échantillons en fonction des jours dans chacun des milieux.
Comme précédemment, aucune valeur de mobilité progressive n’a été relevée en dessous de 30
% de mobilité totale. Ainsi donc, le nombre d’échantillons pour un milieu donné décroit au

cours du temps en fonction de sa capacité a maintenir une mobilité supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de déterminer les milieux qui préservent les pourcentages de
mobilité progressive les plus ¢élevés. Les tableaux X et XI ainsi que la figure 52 résument les

résultats obtenus.

70
60
;\3 50 -‘-JO
= +JO+R
>
2 ~CANIEXLT®
&2 40 ~CANIEXLT ®+R
§ —~CANIEXST®
5 ~MASTERBREEDER ®
5 30 ~BOTUDOG ®
g —CHILLLT®
—CHILLST®
20
10

TO T24 T48 T72 T96 T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 52 : Evolution des pourcentages moyens de mobilité progressive pour chaque milieu
en fonction du temps
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Tableau X : Pourcentages moyens des mobilités progressives mesurées pour chaque milieu

toutes les 24 heures jusqu’a 192 heures

% MILIEUX
MOBILITE
) SEMENCES
TEMPS ¢! FRAICHES CANI
/ CANI CANI
NB >30% AR jo | 72| mx Lo EX | MASTERBREEDER | BoTUDOG | CHILL | CHILL
Sl I 0 e LT ST
™) R
% 583 s66 | 548 | c08 | 642 | 488 56,6 574 612 594
(): g W SURRER  LECR SIS SR e e e | o b -
N= 20 20 | 20| 20 20 20 20 20 20 20
% 493 L s12 ] 450 | 484 47,6 46,3
T24H (== S e | e — - o b -
N= 20 | 20| 20 20 20 20
% 458 | 493 417 302 357 45 47,1
TASH [fmmremremremeemsemeimermemeem R R S R R e SRR | o] SN B S .
N= 19 | 20 18 19 18 17
% 238 | 475 337 26,8 344 37,6 48,1
(Ui 0| et L L SR | e e L B S .
N= ItH L) 15 18 16 16 14
% 389 | 455 239 272 33,1 408 397
(070: 00| EeEeE——— L | S | e . — - B S— .
N= 17 | 17 13 15 15 13 13
% 40,7 | 45,1 237 26 36,1 37,1 40,6
(UPY): | EnSE————— L | S | e i L B S— .
N= 15 | 16 7 15 13 1 13
% 435 | 483 223 36 293 358
AUTYY; g N———— 1T SRS | et e R———— . — |t -
N= 2l 11 10 10 11
% 448 | 226 | 25 30 | 278 23,1 374 442 379
(UT7y: )| EnEwE——— L | e e e — - B S .
N= 0 | 10 8 8 6 7
% 40,7 | 498 18,6 348 448 37
TI02H [—mrmrmrimsemmmmememe ko R SO SRS s~ R -} .
N= 7 8 7 8 4 6

- Analyse comparative descriptive des pourcentages de mobilité progressive

du JO, JO+R, CANI EX LT® et CANI EX LT®+R :

Le JO et le JO+R donnent des résultats élevés sur presque toute la durée d’étude bien
que le JO+R apparaisse avec un pourcentage de spermatozoides progressifs plus élevé de T24H
(51,2 %) a T144H (48,3 %) et également a T192H (49,8 %). A noter qu’ils conservent presque

toujours le méme nombre d’échantillons.

Considérant I’absence d’échantillon apres T168H, les valeurs de mobilité progressive
ne sont pas disponibles a TI192H pour le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R qui donnent
d’ailleurs des résultats systématiquement plus faibles que le JO et JO+R. Le CANI EX LT®+R

présente des résultats qui semblent la plupart du temps supérieurs a son homologue non
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complémenté. 11 lui est supérieur jusqu’a T72H (33,7 % contre 26,8 %) et entre T120H (23,7
% contre 18,2 %) et T168H (30 % contre 25 %), bien que le nombre d’échantillons comparés
soit différent. Les valeurs moyennes du CANI EX LT® et du CANI EX LT®+R remontent a

partir de T120H, mais son nombre d’¢jaculats décroit considérablement au-dela de T96H.

Ainsi, le JO+R et le JO montrent des résultats de mobilité progressive supérieurs au

CANI EX LT® et CANI EX LT®+R.

Les milieux complémentés en rosiglitazone offrent de meilleurs résultats par rapports a

leur homologue qui n’en contiennent pas.

- Analyse comparative descriptive des pourcentages de mobilité progressive

de tous les dilueurs :

Tous les milieux affichent une forte décroissance initiale a I’exception du JO, JO+R et

du CANI EX ST®.

Le JO+R présente la meilleure stabilit¢é et montre des résultats presque
systématiquement supérieurs aux autres milieux, passant de 54,8 % a TOH a 49,8 % a T192H.
Seul le CHILL ST® (48,1 %) affiche une valeur légerement supérieure a T72H (47,5 %), bien
que le nombre d’échantillons comparés soit différent (14 pour le CHILL ST® contre 19 pour
le JO+R).

Le CHILL ST® présente des résultats trés élevés sur les premiers jours (valeur la plus
¢levée a T72H (48,1 %)), mais plus intermédiaires ensuite. Il chute a 37 % a T192H, valeur
inférieure au JO (40,7 %), JO+R (49,8 %) et CHILL LT® (44,8 %), bien qu’il n’y ait pas le

méme nombre d’échantillons surtout a la fin de I’expérimentation.

Le CHILL LT® présente des résultats similaires aux meilleurs dilueurs jusqu’a T48H
et conserve une mobilité progressive de 37,6 % a T72H seulement inférieure au JO (42,8 %),
au JO+R (47,5 %) et au CHILL ST® (48,1 %). Fluctuant a partir de T96H, il remonte a 44,8 %
a T192H, valeur uniquement inférieure au JO+R (49,8 %), mais ne posséde plus que 4

¢chantillons au bout des 8 jours d’expérience contre le double pour le JO+R.
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Le BOTUDOG® dont le résultat initial est similaire a la plupart des milieux, décroit
fortement par la suite. A T48H jusqu’a T72H, son taux de spermatozoides progressifs (35,7 %)
est inférieur a celui de tous les dilueurs sauf le CANI EX LT® (344 %) et le
MASTERBREEDER® (30,2 %). 1l se stabilise jusqu’a T192H (34,8 %), valeur moins ¢élevée
que celle du JO (40,7 %), JO+R (49,8 %), CHILL LT® (44,8 %) et CHILL ST® (37 %).

Le CANI EX ST® présente le résultat le plus faible a TOH (48,8 %), valeur dé¢ja
inférieure au JO+R a T192H (49,8 %). En revanche, il reste relativement stable jusqu’a T48H
(45,8 %), avant de décroitre jusqu’a 30,2 % a T96H. A T72H, ce milieu apparait inférieur au
CANI EX LT® (26,8 %), CANI EX LT®+R (33,7 %) et MASTERBREEDER® (26,8 %). 11
fluctue considérablement par la suite, mais voit son nombre d’échantillons restants (3) diminuer
et affiche a TI192H (34,3 %), une mobilit¢ progressive uniquement inférieure au

MASTERBREEDER® (18,6 %).

Le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R et MASTERBREEDER® donnent des résultats
inférieurs. Le MASTERBREEDER®, malgré de hauts pourcentages de spermatozoides
progressifs a TOH (56,6 %), décroit fortement pour donner les plus faibles résultats de T24H
(38,5 %) a T72H (26,8 %) et entre T168H (23,1 %) et T192H (18,6 %). La diminution du taux
ralentie a partir de T72H, mais les pourcentages suivants demeurent faibles par rapport aux

autres dilueurs jusqu’a 192H.

Le CANI EX LT® décroit aussi notablement au-dela de T24H. Il est le plus faible
dilueur a T72H (26,8 %) et continue a chuter rapidement jusqu’a T96H (28,8 %) pour devenir
inférieur au MASTERBREEDER® de T120H (18,2 %) a T144H (20 %), valeurs les plus faibles
observées. A T168H (25 %), il remonte légérement pour étre uniquement supérieur au

MASTERBREEDER® (23,1 %), mais ne présente plus que d’un seul échantillon.

Le CANI EX LT®+R, qui présente pourtant la valeur de mobilité progressive la plus
haute a TOH (64,2 %), baisse rapidement et de facon constante jusqu’a T96H a 23,9 %, valeur
la plus faible ce jour. A T72H (33,7 %) il affiche déja des résultats moins hauts que le JO (42,8
%), JO+R (47,5 %), CANI EX ST® (34 %), BOTUDOG® (34,4 %), CHILL LT® (37,6 %) et
CHILL ST® (48,1 %). Au-dela de T120H, il devient plus fluctuant et remonte pour atteindre
30 % a T168h, valeur uniquement supérieure au CANI EX LT® (25 %), CANI EX ST® (27,8
%) et MASTERBREEDER® (23,1 %), bien que cette 1égére augmentation soit a confronter au

faible nombre d’¢jaculats qu’il préserve (1).
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Ainsi, le JO+R offre les valeurs de mobilité progressive qui semblent les plus élevées
par rapport a tous les autres milieux.

Le JO, le CANI EX ST®, le BOTUDOG®, le CHILL LT® et CHILL ST® paraissent
donner des résultats de mobilité progressive intermédiaires, mais bien supérieurs a ceux du

CANI EX LT®, le CANI EX LT®+R, et le MASTERBREEDER® qui apparaissent inférieurs.

- Modélisation statistique des pourcentages de mobilité progressive en

fonction du milieu et du temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une modélisation statistique est
requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que I’effet croisé entre le temps et le milieu est
significatif (p < 0.0001), ce qui signifie que la différence de mobilité entre TOH et T96H n’est
pas équivalente dans les différents milieux. L’effet du temps et ’effet du milieu sont aussi

significatifs (respectivement p < 0.0001 et p <0.0001).

Etant donné I’interaction entre les facteurs « Milieu » et « Temps », ’analyse deux a
deux des moyennes des valeurs de mobilité progressive est nécessaire. Les résultats sont

résumés dans les tableaux XI.

Tableau XI : Résultats des tests de Tukey entre les moyennes des pourcentages de mobilité
progressive des différents milieux de TOH a T96H

CANI
CANI CHILL | CHILL

TOH JO+R | Ei( ;T CANI EX ST MASTERBREEDER | BOTUDOG T ST

Jo NS NS NS NS NS NS NS

JO+R NS NS NS NS NS NS

CANIEX LT NS NS NS NS NS

CANIEX LT +R NS NS NS NS

CANI EX ST NS NS NS NS

MASTERBREEDER NS

BOTUDOG
CHILL LT
CHILL ST

158



CANI
T24H jorr | SANL | pxir CANI EX ST MASTERBREEDER | BoTupOG | CHILL [ CHILL
EXLT | "] p LT ST
Jo NS NS NS NS NS NS NS
JO+R NS NS NS NS NS NS
CANIEX LT NS NS NS NS NS
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS
BOTUDOG
CHILL LT
CHILL ST
cant | GaMI CHILL | CHILL
T48H JO+R EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EXLT TR LT ST
P <0,05
Jo NS NS NS 0.0290) NS NS NS
P <0,05
JO+R NS NS 0.0025) NS NS NS
P <0,05
CANI EX LT NS NS NS NS NS (0.0486)
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
P <0,05
MASTERBREEDER NS NS 0.0099)
BOTUDOG NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | CAM CHILL | CHILL
T72H JO+R EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EX LT TR LT ST
P <0,05 P <0,05
Jo 0.0022) NS NS ©0.0211) NS NS NS
P <005 | P<0,05 P <0,05 P <0,05
IR (<0,0001) | (0.0255) (0.0169) (0.0005) NS NS NS
P <0,05
CANI EX LT NS NS NS NS NS 0.0009)
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
P <0,05
MASTERBREEDER NS NS 0.0104)
BOTUDOG NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | CAM CHILL | CHILL
T96H JO+R EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EX LT Py LT ST
P <0,05
Jo NS NS 0.0199) NS NS NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
IR (0.0002) (0.0262) (0.0211) NS NS NS
CANI EX LT NS NS NS NS NS NS
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS
BOTUDOG
CHILL LT
CHILL ST
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A TOH, le CANI EX ST® apparait significativement inférieur au CANT EX LT®+R.

Le JO apparait significativement supérieur au MASTERBREEDER® de T48H a T72H,
mais également au CANI EX LT® a T72H et au CANI EX LT®+R a T96H.

Le JO+R est significativement plus élevé que le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R,
CANI EX ST® et MASTERBREEDER® de T72H a T96H, mais est aussi significativement
supérieur au CANI EX LT® et MASTERBREEDER® a T48H.

Le CHILL ST® présente des résultats significativement supérieurs au CANI EX LT®
et MASTERBREEDER® de T48H a T72H.

En résumé, le JO+R et le CANI EX LT®+R semblent donner des valeurs de
mobilité progressive plus élevées que leurs homologues non complémentés sur toute la
durée d’étude. Aucune différence significative n’a cependant été mise en évidence entre le
JO et JO+R d’une part, et le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R d’autre part. A noter
que le CANI EX LT®+R devient significativement inférieur au JO+R plus tardivement
que le CANI EX LT®.

Le JO+R a tendance a donner les résultats les plus élevés. En association au JO et
secondairement au CHILL ST®, ils affichent des différences significatives jusqu’a T96H
avec le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CANI EX ST® et MASTERBREEDER®), le
JO+R en montrant le plus grand nombre. Il n’existe cependant aucune différence

significative entre le JO, JO+R et CHILL ST®.

De plus, aucune différence statistiquement significative n’a été détectée jusqu’a
T96H avec tous les autres dilueurs pour le BOTUDOG® et le CHILL LT®, les laissant

apparaitre comme des milieux plutot intermédiaires.

Le MASTERBREEDER®, le CANI EX LT®, le CANI EX LT®+R et le CANI EX
ST® affichent des résultats plus faibles qui apparaissent globalement et significativement

inférieurs au JO, JO+R et CHILL ST® jusqu’a T96H.
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¢) La vitesse progressive moyenne (VAP)

La vitesse progressive moyenne est représentée par la moyenne des vitesses
progressives des spermatozoides des 20 échantillons en fonction des jours dans chacun des
milieux. Comme précédemment, aucune valeur de VAP n’a été relevée en dessous de 30 % de
mobilité totale. Ainsi donc, le nombre d’échantillons pour un milieu donné décroit au cours du

temps en fonction de sa capacité a maintenir une mobilité supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de comparer les milieux selon leur VAP. Les tableaux XII et XIII

ainsi que la figure 53 résument les résultats obtenus.

135
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~JO+R
g 105 ~CANIEXLT®
=} —~CANI EX LT ®+R
% 95 ~CANIEXST®
~MASTERBREEDER ©
o —BOTUDOG ®
—CHILLLT®
—CHILLST®
75
65

TO T24 T48 172 T96 T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 53 : Evolution moyenne des vitesses moyennes (VAP en um/s) pour chaque milieu en
fonction du temps
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Tableau XII : Moyennes des vitesses moyennes (VAP en um/s) mesurées pour chaque milieu
toutes les 24 heures jusqu’a 192 heures

MILIEUX
VAP
et SEMENCES
TEMPS | NB>30% | FRACHES so | eant [ G ] can CHILL | CHILL
JOH JO EX EX | MASTERBREEDER | BOTUDOG
N) +R LT+ LT ST
LT ST
R
pm/s 124 1z | | oz 128 105 129 117 128 123
ToH f--fpo R bR e e S | NS S "
N= 20 20 | 20 20 20 20 20 20 20 20
pm/s 100 | 11 | 104 109 109 112 94,1 111 108
T24H R R N —— — . JSSE e ) ——- S "
N= 20 | 20 20 20 20 20
pm/s 105 | 1 | oors | 100 108 108 88,7 107 108
TASH |- R N - JEEEEE S || K B
N= 19 1 20 18 19 18 17
pm/s 992 | 105 | 812 | sso | 939 99,8 87,2 95,7 110
(i7): | D E— |l —emeo SRR o L. B S
N= 19 1 19 15 18 16 16 14
pm/s 985 | 104 | 814 | 782 | 838 103 82 102 101
TOGH -t N ) R - JEEEEES e - ——- B
N= 17 | 17 13 15 15 13 13
pm/s 976 97,1 | 752 | 906 | 967 98,5 86,4 98,2 104
TI20H [ N N R U | N R B
N= 15 1 16 7 15 13 1 13
pm/s 102 | 104 | 676 80 85,3 102 852 87,8 95
Ti44H R ] S . - | N R -
N= 2l 11 10 10 11
pm/s 105 s | 771 | so | 742 102 84,6 103 96,3
(U7 O EEmEE— | e e S S - B S
N= 10 [ 10 8 8 6 7
pm/s 102 |14 | oy | oy | 793 93 86,1 113 106
T192H [J-mmmmmmmmmm o B R SRR e R CCTEIEEEEE SCLE e Errees S -
N= 7 8 7 8 4 6

- Analyse comparative descriptive de la VAP du JO, JO+R, CANI EX LT®
et CANI EX LT®+R :

Le JO et le JO+R donnent de hautes valeurs de VAP tout au long de I’expérience, mais
ce dernier présente des résultats supérieurs au JO a presque tous les temps de mesure, bien que
relativement proches. Ces deux milieux donnent des résultats largement supérieurs au CANI

EX LT® a partir de T24H et au CANI EX LT®+R a partir de T48H.

Considérant I’absence d’échantillon apres T168H, les valeurs de VAP ne sont pas
disponibles a T192H pour le CANI EX LT® et CANI EX LT®. Le CANI EX LT®+R apparait
avec des résultats presque systématiquement supérieurs au CANI EX LT® a I’exception de

T96H, bien que leurs valeurs semblent proches.
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Ainsi, les dilueurs JO et JO+R donnent des résultats qui semblent nettement plus élevés

que le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R.

Les milieux complémentés en rosiglitazone offrent de meilleurs résultats par rapports a

leur homologue qui n’en contiennent pas.

- Analyse comparative descriptive de la VAP de tous les dilueurs :

Tous les milieux affichent une forte décroissance de la VAP entre TOH et T48H sauf le

JO, le JO+R et le CANI EX ST®.

Le JO et le JO+R donnent de hautes valeurs de VAP tout au long de 1’expérience bien
qu’elles soient cependant moins élevées a TOH. Le JO+R permet une réduction lente de la VAP,
maintenue de surcroit identique jusqu’a T48H. A T72H (105 um/s), il offre des résultats
uniquement inférieurs au CHILL ST® (110 pm/s) pendant qu’a T192H (104 pm/s), ils semblent
inférieurs au CHILL LT® (113 pum/s) et CHILL ST® (106 pm/s). A noter toutefois que le

nombre d’échantillons comparés est faible et différent entre les milieux.

Le CHILL ST®, tres stable entre T24H et T72H, présente des valeurs faisant partie des
plus élevées notamment les premiers jours. Il donne le résultat le plus élevé a T72H (110 pm/s)
et T120H (104 um/s), apparait supérieur au JO de T48H a T120H et montre des résultats
supérieurs au JO (102 pm/s) et au JO+R (104 pm/s) a TI192H (106 pm/s), mais ne conserve

plus que 6 échantillons alors que le JO et le JO+R en conservent respectivement 7 et 8.

Le MASTERBREEDER® et le CHILL LT® affichent aussi des valeurs de VAP élevées
sur les 8 jours d’expérience. Ils montrent les vitesses moyennes les plus importantes a8 TOH
(respectivement 129 um/s et 128 um/s) qui décroissent de manicre identique jusqu’a T120H
(environ 98 pm/s).

Le MASTERBREEDER® (99,8 um/s), est uniquement inférieur au JO+R (105 pm/s)
et au CHILL ST® (110 pm/s) a T72H. A T192H (93 pm/s), il chute 1égérement et devient
inférieur au JO (102 um/s), JO+R (104 pm/s), CHILL LT® (113 um/s) et CHILL ST® (106
um/s), bien que le nombre d’échantillons comparés soit faible et différent entre les milieux.

La VAP du CHILL LT® (95,7 um/s) est inférieure au JO (99,2 pm/s), JO+R (105 um/s),
CHILL ST® (110 pm/s) et MASTERBREEDER® (99,8 um/s) a T72H. A partir de 13, il est
plus fluctuant et affiche la VAP la plus haute a T192H (113 pum/s) alors qu’elle avait chuté a
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87,8 um/s a T144H. Ces manifestations sont & opposer au nombre d’éjaculats qui diminuent
toutes les 24 heures. De plus, ses résultats demeurent moins élevés que le

MASTERBREEDER® de TOH a T144H.

Le CANI EX ST® évolue de fagon similaire aux autres milieux jusqu’a T48H, mais
montre cependant la plus faible VAP a TOH (105 um/s. A T72H (93,9 um/s), il est seulement
supérieur au BOTUDOG® (87,2 %), CANI EX LT® (81,2 %) et CANI EX LT®+R (88,9 %).
Fluctuant a partir de T96H, il devient le plus faible milieu a T192H (79,3 pum/s), mais ne

conserve plus que 3 échantillons.

Le BOTUDOG® chute trés rapidement le premier jour, bien qu’il se stabilise par la
suite. A T72H, sa VAP (87,2 um/s) est seulement supérieure au CANI EX LT® (81,2 um/s). Il
reste trés en marge a T192H (86,1 pm/s) et apparait uniquement supérieur au CANI EX ST®
(79,3 um/s), mais conserve un nombre d’éjaculats différent des autres milieux qui a diminué au

cours du temps.

Le CANI EX LT® fait partie des plus faibles milieux des T24H et le CANI EX LT+R®
dés T48H. Le CANI EX LT® décroit tres fortement jusqu’a T72H (81,2 pm/s) soit la valeur la
plus faible mesurée ce jour-la. A T168H (77,1 pm/s), il est inférieur a tous les milieux testés
sauf le CANI EX ST® (74,2 um/s).

Le CANI EX LT®+R décroit aussi fortement de TOH (128 pm/s) a T96H (78,2 pm/s).
A T72H (88,9 um/s), il donne une VAP seulement supérieure au CANI EX LT® (81,2 pm/s)
et au BOTUDOG® (87,2 um/s) pendant qu’a T168H (81,9 um/s), il présente une valeur
uniquement supérieure au CANI EX ST® (74,2 um/s) et au CANI EX LT® (77,1 pm/s).

A noter que le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R augmentent de nouveau a T168H,

observation a confronter a leurs trés faibles nombres d’échantillons conservés (1).

Ainsi, les milieux JO, JO+R, MASTERBREEDER®, CHILL LT® et CHILL ST®,

affichent les résultats de VAP les plus élevés et semblent globalement similaires.

Les milieux CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CANI EX ST® et BOTUDOG®

semblent apparaitre avec des valeurs plus en marges que les milieux précédents.
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- Modélisation statistique de l1a VAP en fonction du milieu et du temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une modélisation statistique est

requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que I’effet croisé entre le temps et le milieu est

significatif (p < 0.0001), ce qui signifie que la différence de mobilité entre TOH et T96H n’est

pas équivalente dans les différents milieux. L’effet du temps et I’effet du milieu sont aussi

significatifs (respectivement p < 0.005 et p <0.0001).

Etant donné I’interaction entre les facteurs « Milieu » et « Temps », 1’analyse deux &

deux des moyennes des valeurs de VAP est nécessaire. Les résultats sont résumés dans les

tableaux XIII.

Tableau XIII : des tests de Tukey entre les moyennes des vitesses moyennes (VAP) des
différents milieux de TOH a T96H
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CANI
CANI CHILL | CHILL
TOH JO+R | oo Ei( ;T CANI EX ST MASTERBREEDER | BOTUDOG T ST
P <0,05
Jo NS NS NS (0.0449) NS NS NS
P <0,05
JO+R NS NS 0.0305) NS NS NS
CANIEX LT NS NS NS NS NS NS
CANIEXLT +R NS NS NS NS
P<0,05 | P<005
CARITRE BT NS 0.0040) | (0.0308)
MASTERBREEDER NS NS NS
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | EAMI CHILL | CHILL
T24H JO+R EX LT CANI EX ST MASTERBREEDER | BOTUDOG
EXLT | "1 p LT ST
Jo NS NS NS NS NS NS NS
JO+R NS NS NS NS NS NS
CANIEX LT NS NS NS NS NS
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS
MASTERBREEDER
BOTUDOG
CHILL LT
CHILL ST




CANI
T48H jorr | CANL [ ex T | CANIEXST | MASTERBREEDER | BoTUpoG | CHILL | CHILL
EXLT [ F1E LT ST
Jo NS NS NS NS NS NS NS NS
P <0,05
JO+R NS NS NS ©0.0071) NS NS
P <0,05
CANIEX LT NS NS NS NS NS (0.0149)
CANIEX LT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS
BOTUDOG
CHILLLT
CHILL ST
cant | CAN CHILL | CHILL
T72H JO+R EXLT CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
ExLr | LU LT ST
Jo NS ('; <037095) NS NS NS NS NS NS
P <0,05 | P<0,05 P <0,05 P <0,05
IR 0.0002) | (0.0299) (0.0447) NS 0.0172) NS NS
P <0,05 P <0,05
CANIEX LT NS NS 0.0032) NS NS 0.0003)
P <0,05
CANIEX LT +R NS NS NS NS (0.0387)
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS NS
BOTUDOG
CHILLLT
CHILL ST
cant | €aN CHILL | CHILL
T96H JO | JO+R EXLT CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
ExLr | LU LT ST
P <0,05 P <0,05
SO NS 1 (0.0100) (0.0408) NS NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
IR (0.0004) (0.0031) NS (0.0040) NS NS
P <0,05
CANIEX LT NS NS (00123 NS NS NS
P <0,05 P<0,05 | P<005
CANIEX LT +R NS (0.0002) NS 0.0110) | (0.0158)
P <0,05 P <0,05
CLWLIB.GL (0.0021) NS (0.0404) NS
MASTERBREEDER NS NS
BOTUDOG NS NS
CHILLLT
CHILL ST

A TOH, la VAP du CANI EX ST® est significativement plus faible que celle du CANI
EX LT®+R, du MASTERBREEDER®, du CHILL LT® et du CHILL ST®. Le JO et le JO+R
donnent également une VAP significativement inférieure a celle du MASTERBREEDER®.

A T24H, le BOTUDOG® est significativement inférieur au MASTERBREEDER®.

A T48H, le CANI EX LT® affiche une VAP significativement inférieure au JO+R et
au CHILL ST®. Aussi, le BOTUDOG® apparait avec des résultats significativement plus
faibles que le JO+R, MASTERBREEDER® et CHILL ST®.
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A T72H, la VAP du JO est significativement supérieure a celle du CANI EX LT®. Le
JO+R montre également des résultats significativement plus élevés que le CANI EX LT®,
CANI EX LT®+R, CANI EX ST® et BOTUDOG®. Le MASTERBREEDER® présente aussi
un résultat significativement plus important que le CANI EX LT®. Enfin, le CHILL ST®
montre des valeurs de VAP significativement supérieures a celles du CANI EX LT®, CANI
EX LT®+R et BOTUDOG®.

A T96H, le JO et le JO+R offrent des résultats significativement supérieurs au CANI
EX LT®+R et CANI EX ST®.

A T96H, le JO, JO+R, MASTERBREEDER® et CHILL LT® affichent des résultats
significativement plus élevés que le CANI EX LT®+R et que le CANI EX ST®. Le JO+R
montre des résultats significativement supérieurs au CANI EX LT® et BOTUDOG®. Le
MASTERBREEDER® montre aussi un résultat significativement plus important que le CANI
EX LT® et le BOTUDOG®. Enfin, le CHILL ST® donne une vitesse progressive moyenne
significativement supérieure au CANI EX LT®+R.

En résumé, le JO+R et le CANI EX LT®+R semblent donner des valeurs de VAP
plus élevées que leurs homologues non complémentés en rosiglitazone, bien qu’aucune
différence significative n’ait été mise en évidence entre le JO et JO+R d’une part, ni entre

le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R d’autre part.

Les milieux JO, JO+R, MASTERBREEDER®, CHILL LT® et CHILL ST®
donnent les résultats les plus élevés, mais le JO+R affiche le plus de différences
significatives avec les dilueurs les moins performants jusqu’a T96H. Presque aucune

différence significative n’a cependant été trouvée entre ces cinq milieux.

Le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R et BOTUDOG® affichent des résultats plus
faibles dés T24H voire T48H. En association au CANI EX ST® a partir de T72H, ils
présentent des valeurs de VAP inférieures réguliérement et significativement plus faibles
que ceux du JO, JO+R, MASTERBREEDER®, CHILL LT® et CHILL ST® jusqu’a
T96H.
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d) La vitesse en ligne droite (VSL)

La vitesse en ligne droite est représentée par la moyenne des vitesses en ligne droite des

spermatozoides des 20 échantillons en fonction des jours dans chacun des milieux. Une fois

inférieure, 1’échantillon est écarté. Comme précédemment, aucune valeur de VSL n’a été

relevée en dessous de 30 % de mobilité totale. Ainsi donc, le nombre d’échantillons pour un

milieu donné décroit au cours du temps en fonction de sa capacité & maintenir une mobilité

supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de comparer les milieux selon leur VSL. Les tableaux XIV et XV

ainsi que la figure 54 résument les résultats obtenus.
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Figure 54 : Evolution moyenne de la vitesse en ligne droite (VSL en um/s) pour chaque milieu

en fonction du temps
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Tableau X1V : Moyennes des vitesses en ligne droite (VSL en um/s) mesurées pour chaque

milieu toutes les 24 heures jusqu’a 192 heures

MILIEUX
VSL
et SEMENCES
TEMPS FRAICHES CANI
NB > 30% 5
A TOH EX CHILL | CHILL
™ JO s MASTERBREEDER | BOTUDOG e ST
R
pm/s 107,9 99,8 114 105 107 116 110
TOH [J-———mf-—————- =1 - CRCSERT PR TS TR SRS (ERERERE R e
N= 20 20 20 20 20 20 20
pm/s 91,5 90,9 84,2 82,5 94,2 91,3
T24H [f--mmmmm o - CECEERE RS SRS (ERERER PR e
N= 20 20 20 20
pm/s 88,8 81,5 78,7 76,6 90,9 92,3
T48H [ ——mrmrmrmemem e —e—e- e e e .
N= 19 18 19 18 17
pm/s 84,5 71,8 72,7 74,3 80,1 94.4
T72H [f--ommmmmmmm = - e R T E
N= 19 15 18 16 16 14
pm/s 81,9 62,3 73,5 69,8 85,2 83,3
T96H [f - imcmmimrmimemm - e e e E
N= 17 13 15 15 13 13
pm/s 81,9 69,1 71,8 72,9 81,5 86,4
TI120H Jpo-mimmmmmmm e - e R T E
N= 15 7 15 13 11 13
pm/s 87,7 69 70 73,7 71,9 79,3
T144H J-—mimrmrmomnmmm o — e it CEEEREY (EE e rres -
N= 12 11 10 10 11
pm/s 90,7 72,3 70,7 72 85,4 80,5
T168H - —mmimmimimmm o == e e e E
N= 10 8 8 6 7
pm/s 84,4 [N.D] 63,5 71,7 92,4 86,2
TI192H [ o —— e ENRRiath -ttt Eaieiiabiel Riakiakint :
N= 7 7 8 4 6

- Analyse comparative descriptive de la VSL du JO., JO+R, CANI EX LT® et

CANIEX LT®+R :

du JO+R sont systématiquement supérieurs a ceux du JO, sauf a TOH.

Le JO+R et le JO montrent des valeurs élevées tout au long de I’expérience. Les résultats

Considérant I’absence d’échantillon aprés T168H, les valeurs de VSL ne sont pas

disponibles a T192H pour le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R, qui montrent des résultats
beaucoup plus faibles que le JO et JO+R. Le CANI EX LT®+R demeure cependant

systématiquement supérieur au CANI EX LT®, excepté a T96H.

169



Ainsi, les dilueurs JO et JO+R donnent des résultats qui semblent nettement plus élevés

que le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R.

Les milieux complémentés en rosiglitazone offrent des résultats supérieurs par rapports

a leur homologue qui n’en contiennent pas.

- Analyse comparative descriptive de la VSL de tous les dilueurs :

Le JO+R et le CANI EX ST® sont les seuls milieux stables de TOH a T48H. Ils
présentent cependant les plus faibles valeurs de VSL a TOH, mais qui deviennent toutes deux
supérieures a celles des autres milieux entre T24H et T48H. Le CANI EX ST® décroit
cependant au-dela. A T72H (82,3 um/s), sa VSL est inférieure au JO (84,5 um/s), JO+R (90,1
um/s) et CHILL ST® (94,4 um/s) et fluctue davantage ensuite. Sa VSL n’est plus que de 70,4
um/s a T192H soit I’'une des plus faibles enregistrées ce jour-la, mais ne conserve plus que 3

échantillons a cette date.

Le JO+R présente des résultats faisant partie des plus élevés. A T72H (90,1 um/s), seul
le CHILL ST® (94,4 pm/s) lui est supérieur, mais ce dernier ne conserve plus que 14 ¢jaculats
contre 19 pour le JO+R. Par ailleurs, il présente les valeurs les plus élevées a T96H, T144H et
T168H. A T192H (89,1 um/s), ses résultats sont seulement inférieurs & ceux du CHILL LT®
(92,4 um/s) dont le nombre d’échantillons préservés (4) est plus faible que le JO+R (8).

Le JO a T72H (84,5 um/s) est seulement inférieur au JO+R (90,1 pm/s) et au CHILL
ST® (94,4 pm/s). A T192H (84,4 pm/s), il apparait comme 1’un des dilueurs les plus élevés,
seulement inférieur au JO+R (89,1 um/s), CHILL LT® (92,4 um/s) et CHILL ST® (86,2 pm/s),

résultat a nuancer avec le nombre d’échantillons conservés (7).

Le CHILL ST® présente également de hautes valeurs de VSL. Il donne le résultat le
plus ¢élevé a T72H (94,4 um/s) et a TI20H (86,4 um/s) et offre une valeur faisant partie des
plus ¢élevées a T192H (86,2 pm/s), uniquement inférieure au JO+R (89,1 um/s) et CHILL LT®
(92,4 um/s). A noter qu’il ne conserve plus que 6 échantillons & ce moment-1a et que les autres

milieux ne conservent pas le méme nombre d’¢éjaculats.

Le CHILL LT®, bien que supérieur aux autres dilueurs a TOH (116 um/s), chute jusqu’a
T72H a 80,1 pm/s, résultat moins ¢élevé que le JO (84,5 um/s), le JO+R (90,1 um/s), le CANI
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EX ST® (82,3 um/s), et le CHILL ST® (94,4 um/s). Il présente ensuite une évolution fluctuante
qui mene pourtant 2 92,4 um/s a T192H soit la valeur la plus élevée enregistrée a cette date,
observation a confronter au nombre de milieux restant qui est faible (4) et différent des autres

testés.

Le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, MASTERBREEDER® et BOTUDOG®
affichent les plus faibles valeurs de VSL notamment entre T24H et T72H, bien que leurs

résultats a TOH soient similaires aux autres milieux.

Le MASTERBREEDER® et le BOTUDOG® évoluent de fagon trés similaire mais sont
associés a une décroissance notable jusqu’a T72H (respectivement 72,7 um/s et 74,3 pm/s), ou
ils apparaissent uniquement supérieurs au CANI EX LT® (63,3 pm/s) et CANI EX LT®+R
(71,8 um/s). Leur VSL se stabilise par la suite respectivement a 63,5 pum/s et 71,7 pm/s a
T192H, soit des valeurs tres inférieures au JO (84,4 um/s), JO+R (89,1 um/s), CHILL LT®
(92,4 pm/s) et CHILL ST® (86,2 pm/s). A noter que le BOTUDOG® et le
MASTERBREEDER® préservent respectivement 8 et 7 échantillons a T192H.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R donnent des résultats élevés entre TOH et
T24H mais chutent fortement au-dela. Le CANI EX LT® baisse fortement jusqu’a T72H (63,3
um/s), valeur la plus faible observée a ce moment-la. Il apparait globalement inférieur a tous
les autres dilueurs entre T48H (71,5 um/s) et T168H (60,9 um/s). Le CANI EX LT®+R, ’'un
des plus élevés a TOH (114 um/s), décroit tres rapidement jusqu’a T96H (62,3 um/s), soit la
valeur la plus faible mesurée a cet instant. A T72H (71,8 um/s), il est inférieur a tous les autres
excepté au CANI EX LT® (63,3 pm/s). A T168H (72,3 um/s), il reste toujours bien inférieur
au CHILL LT® (85,4 pm/s), CHILL ST® (80,5 um/s), JO (90,7 pm/s) et JO+R (90,7 um/s).
La nuance est a faire avec le fait qu’il ne conserve a ce moment-1a plus que 1 seul échantillon

au méme titre que le CANI EX LT®.

Ainsi, le JO, JO+R et le CHILL ST® montrent des résultats globalement similaires qui

semblent plus élevés que les autres milieux.

Le CANI EX ST® et le CHILL LT® donnent des valeurs fluctuantes, pendant que le
CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, MASTERBREEDER® et BOTUDOG® présentent des
résultats qui ont tendance a étre plus faibles, le CANI EX LT® affichant les valeurs les moins

¢élevées au-dela de T24H.

171




- Modélisation statistique de la VSL en fonction du milieu et du temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une modélisation statistique est
requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que I’effet croisé entre le temps et le milieu est
significatif (p < 0.0001), ce qui signifie que la différence de mobilité entre TOH et T96H n’est
pas équivalente dans les différents milieux. L’effet du temps et ’effet du milieu sont aussi

significatifs (respectivement p < 0.0001 et p <0.0001).

Etant donné I’interaction entre les facteurs « Milieu » et « Temps », ’analyse deux a
deux des moyennes des valeurs de VSL est nécessaire. Les résultats sont résumés dans les

tableaux XV.

Tableau XV : Résultats des tests statistiques de corrélations linéaires entre les moyennes des
vitesses moyennes (VSL) des différents milieux de TOH a T96H

CANI
CANI CHILL | CHILL
TOH JO+R | S Ei( ;T CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG T ST
Jo NS NS NS NS NS NS NS NS
P <0,05 P <0,05
JO+R NS [ 0407 NS NS NS (0.0437) NS
CANI EX LT NS NS NS NS NS NS
CANIEX LT +R NS NS NS NS
P <0,05
CANI EX ST NS NS (0.0089) NS
MASTERBREEDER NS NS NS
BOTUDOG NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | CANI CHILL | cHILL
T24H JO+R EXLT CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EX LT e LT ST
Jo NS NS NS NS NS NS NS
JO+R NS NS NS NS NS NS
CANI EX LT NS NS NS NS NS
CANIEX LT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS
BOTUDOG
CHILL LT
CHILL ST
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CANI
T48H Jor | CANL | gxir | CANIEXST | MASTERBREEDER | BoTUDOG [ CHILL | CHILL
EXLT P LT ST
Jo NS ('; <026°05) NS NS NS NS NS NS
P <0,05 P <0,05
JO+R ©0.0011) NS NS NS 0.0343) NS NS
P <005 | P<0,05
CANI EX LT NS NS NS NS ©00261) | 0.0014)
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS NS NS
BOTUDOG NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | GAM CHILL | CHILL
T72H JO+R EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EX LT TR LT ST
Jo ('(’] <og’1005) NS NS NS NS NS NS
P <005 | P<0,05
JO+R <0.0001) | (0.0134) NS NS NS NS NS
P <0,05
CANI EX LT NS NS NS NS NS (<0.0001)
P <0,05
CANIEXLT +R NS NS NS NS 0.0219)
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS NS NS
BOTUDOG NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | CAN CHILL | CHILL
T96H JO+R EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EX LT R LT ST
P <0,05
JO NS NS 00138 NS NS NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
IR (0.0003) (0.0313) NS (0.0179) NS NS
CANI EX LT NS NS NS NS NS NS
P <005 | P<005
CANIEXLT +R NS NS NS 00280 | (0.0363)
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS NS NS
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST

A TOH, les VSL du CANI EX LT®+R et du CHILL LT® sont significativement plus
¢levées que pour le JO+R et le CANI EX ST®.

Le JO+R apparait significativement supérieur au CANI EX LT® et BOTUDOG® de
T48H a T96H, mais également au CANI EX LT®+R de T72H a T96H et au CANI EX ST® a

T96H.

Le JO est significativement supérieur au CANI EX LT® de T48H a T72H et au CANI
EX LT®+R a T96H.
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Le CHILL LT® et le CHILL ST® sont significativement plus élevés que le CANI EX
LT® a T48H et que le CANI EX LT®+R a T96H. Enfin, le CHILL ST® apparait
significativement supérieur au BOTUDOG® a T48H, ainsi qu’au CANI EX LT® et CANI EX
LT®+R a T72H.

En résumé, le JO+R et le CANI EX LT®+R semblent donner des valeurs de VSL
plus élevées que leurs homologues non complémentés en rosiglitazone, bien qu’aucune
différence significative n’ait été mise en évidence entre le JO et JO+R d’une part, ni entre

le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R d’autre part.

Le JO, JO+R, CHILL LT® et le CHILL ST® apparaissent avec les résultats les
plus élevés. Aucune différence significative n’a été détectée entre eux. Cependant, le JO+R
affiche, notamment a T96H, le plus de différences significatives avec les milieux

présentant les valeurs de VSL les plus faibles.

Le CANI EX ST®, MASTERBREEDER® et BOTUDOG® semblent plus
intermédiaires. Tandis que le MASTERBREEDER® n’est pas significativement différent
des autres dilueurs jusqu’a T96H, le CANI EX ST® et le BOTUDOG® apparaissent avec
des résultats significativement plus faibles que le JO+R entre T48H et T96H. A noter que
le CANI EX ST® présente néanmoins des valeurs élevées en début d’expérience. Le

BOTUDOG® et le MASTERBREEDER® décrivent enfin un profil d’évolution similaire.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R affichent des résultats plus en marges.
Le CANI EX LT® montre le plus de différences significatives jusqu’a T96H notamment
avec le JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST®, ainsi que les plus faibles valeurs de VSL
a partir de T48H.
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e) La vitesse curviligne (VCL)

La vitesse curviligne correspond a la moyenne des vitesses curvilignes des
spermatozoides des 20 échantillons en fonction des jours dans chacun des milieux. Comme
précédemment, aucune valeur de VCL n’a été relevée en dessous de 30 % de mobilité totale.
Ainsi donc, le nombre d’échantillons pour un milieu donné décroit au cours du temps en

fonction de sa capacité a maintenir une mobilité supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de comparer les milieux selon leur VCL. Les tableaux XVI et XVII

ainsi que la figure 55 résument les résultats obtenus.

230
210
190
~JO
-=JO+R
g 170 ~CANIEXLT®
=} ~~CANI EX LT ®+R
S 150 ~CANIEXST®
—MASTERBREEDER ©
—BOTUDOG ®
130 —CHILLLT®
—CHILLST®
110
90

TO T24 T48 T72 T96 T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 55 : Evolution moyenne de la vitesse curviligne (VCL en um/s) pour chaque milieu en
fonction du temps
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Tableau XVI : Moyennes des vitesses curvilignes (VCL en um/s) mesurées pour chaque milieu
toutes les 24 heures jusqu’a 192 heures

MILIEUX
vCL
et SEMENCES
TEMPS | NB>30% | FRMCHES so | eavt | SRt cam CHILL | CcHILL
JOH JO EX EX | MASTERBREEDER | BOTUDOG
(N) +R LT+ LT ST
LT ST
R
pm/s 174,5 148 | 154 | 107 175 141 216 151 172 169
ToH f-mmfo— bR e o S | S S S -
N= 20 20 | 20 20 20 20 20 20 20 20
pm/s 177 | 18 | 174 180 153 219 145 180 180
T24H R R ) —— — . JSS— e ) ——- S " -
N= 20 | 20 20 20 20 20
pm/s 179 | 12 | 102 164 160 214 146 174 176
(VT): | e p— |l S SR | N B S—— -
N= 19 1 20 18 19 18 17
pm/s 171 | 1o | 147 151 146 202 148 159 179
T72H R R N . O | R B .
N= 19 1 19 15 18 16 16 14
pm/s 180 | 179 | 139 136 131 210 141 172 172
TOGH -t R N . O e - ——- B .
N= 17 | 17 13 15 15 13 13
/s 174 | 164 | 131 167 147 200 155 168 178
TI20H [ NS N R O ey - — - - B .
N= 15 1 16 7 15 13 1 13
pm/s 175 L1t | o103 124 126 214 146 151 162
(RPN e E— | SERIES | SR SRR o L. — | S— -
N= 2l 11 10 10 11
pm/s 183 2 | 12 135 117 214 150 171 158
T168H i ] N . - e - ——- B .
N= 10 [ 10 8 8 6 7
pm/s 184 | 184 | ™oy | Dy | 123 198 158 203 189
TI2H i - T e -~~~ SR -+ .
N= 7 8 7 8 4 6

- Analyse comparative descriptive de la VCL du JO. JO+R, CANI EX LT®
et CANI EX LT®+R :

Le JO et le JO+R semblent similaires tout au long de I’étude. Cependant, le JO+R offre
des VCL supérieures au JO de TOH a T72H, tandis que de T96H a T168H, c’est le JO qui
semble donner les résultats les plus élevés. Ils affichent a T192H des résultats équivalents (184

um/s).

Considérant I’absence d’échantillon pour le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R
apres T168H, les valeurs de VCL ne sont pas disponibles & T192H. Bien que présentant une
VCL relativement élevée de TOH a T24H, ils deviennent trés inférieurs au JO et JO+R au-dela.
Leurs résultats apparaissent similaires de TOH a T96H, mais le CANI EX LT® semble
beaucoup plus faible a partir de T120H et presque toujours inférieur au CANI EX LT®+R. Une
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augmentation soudaine a T120H (167 pm/s) est objectivée pour le CANI EX LT®+R, mais ne
refléte pas une réelle supériorité car il faut considérer que son nombre d’échantillons diminue

au cours du temps.

Ainsi, les dilueurs JO et JO+R donnent des résultats plus élevés que le CANI EX LT®
et le CANI EX LT®+R. Le JO+R semble donner des résultats supérieurs au JO de TOH a T72H,
tandis que de T96H a T168H, c’est le JO qui lui semble supérieur.

Le CANI EX LT®+R apparait presque systématiquement supérieur au CANI EX LT®.

- Analyse comparative descriptive de la VCL de tous les dilueurs :

Il semble se distinguer trois groupes. Le MASTERBREEDER® affiche de loin les
résultats les plus élevés tout au long de I’expérience, sauf @ T192H (198 um/s) ou la VCL du

CHILL LT® (203 um/s) lui devient 1égérement supérieure, mais ne conserve plus que 4
¢échantillons alors que le MASTERBREEDER® en préserve 7.

Le JO, le JO+R, le CHILL LT® et le CHILL ST® montrent de hautes valeurs qui

semblent globalement similaires.

Le JO et le JO+R affichent des VCL faibles a TOH (respectivement 148 pum/s et 154
um/s) qui augmentent respectivement a partir de T24H a 177 um/s et a 178 um/s. A T72H (171
um/s), le JO est seulement inférieur au JO+R (179 um/s), MASTERBREEDER® (202 pum/s)
et CHILL ST® (179 um/s) tandis que le JO+R (179 pm/s) apparait uniquement inférieur au
MASTERBREEDER® (202 um/s). Ils montrent des résultats faisant partie des plus élevés a
T192H (184 pum/s), mais toujours inférieurs a ceux du MASTERBREEDER® (198 pum/s), et
du CHILL LT® (203 pm/s) et CHILL ST® (189 pum/s).

Le CHILL ST® (169 pm/s) et le CHILL LT® (172 pm/s) sont initialement supérieurs
au JO (148 pm/s) et JO+R (154 pm/s). A T72H, la VCL du CHILL ST® (179 pm/s) est la plus
¢levée derriere le MASTERBREEDER® (202 pm/s), mais fluctue davantage a partir de T96H.
Elle finit par croitre fortement a T192H pour devenir méme supérieur au JO et JO+R (184

um/s), résultats a nuancer avec la diminution du nombre d’échantillons (6 pour le CHILL LT®).

Le CHILL LT® est discrétement plus en marge par rapport aux milieux précédents. A

T72H (159 pum/s), il est uniquement supérieur au CANI EX LT® (147 pm/s), CANI EX
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LT®+R (151 pm/s), CANI EX ST® (146 um/s) et BOTUDOG® (148 pm/s). Fluctuant tout au
long de D’expérience, il remonte considérablement a T192H (203 pum/s), valeur la plus
importante ce jour-1a, bien que le nombre d’échantillons soit faible et variable entre les milieux

(4 pour le CHILL LT® contre 8 pour le JO+R).

Le CANI EX LT®, le CANI EX LT®+R, le CANI EX ST® et le BOTUDOG®

apparaissent avec des résultats inférieurs aux milieux précédents.

Le BOTUDOG® semble relativement faible dés TOH (151 um/s) mais demeure stable
dans I’ensemble. Entre T24H (145 pm/s) et T48H (146 um/s) ses résultats sont les plus faibles.
A T72H (148 pm/s) sa VCL est I’une des plus faibles aprés le CANI EX LT® (147 pm/s) et le
CANI EX ST® (146 pm/s). Il remonte 1égérement a 158 um/s a T192H, soit la valeur la plus
faible aprés le CANI EX ST® (123 um/s).

Le CANI EX ST® montre les plus faibles valeurs de VCL a TOH (141 pm/s) et de T72H
(146 pm/s) a T96H (131 pm/s). Fluctuant, il décroit jusqu’a 123 um/s a T192H, valeur la plus

faible mesurée bien qu’il ne lui reste que 3 échantillons.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R présentent de faibles VCL au-dela de T24H.
A T72H, ils affichent tous deux des VCL faisant partie des valeurs les plus basses. Le CANI
EX LT® est le plus faible dilueur a partir de TI20H. A T168H, le CANI EX LT®+R (135
um/s) est seulement supérieur au CANI EX ST® (117 um/s) et CANI EX LT® (112 pm/s)

mais il faut rappeler qu’ils conservent tres peu d’échantillons (1) a TI68H.

Ainsi, le MASTERBREEDER® affiche les VCL les plus €levées et ce, a presque tout
instant de mesure.

Les milicux JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST® montrent des valeurs de VCL
intermédiaires qui semblent similaires, bien que le CHILL LT® paraisse discrétement plus en
marge.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R sont inférieurs aux dilueurs précédents a
partir de T48H pendant que le CANI EX ST® et le BOTDUDOG® demeurant faibles sur toute

la durée de I’expérience.
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Modélisation statistique de la VCL en fonction du milieu et du temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une modélisation statistique est
requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que I’effet croisé entre le temps et le milieu est
significatif (p < 0,005), ce qui signifie que la différence de mobilité entre TOH et T96H n’est
pas équivalente dans les différents milieux. L’effet du temps et I’effet du milieux sont aussi

significatifs (respectivement p < 0.05 et p <0.0001).

Etant donné I’interaction entre les facteurs « Milieu » et « Temps », ’analyse deux a
deux des moyennes des valeurs de VCL est nécessaire. Les résultats sont résumés dans les

tableaux XVII.

Tableau XVII : Reésultats des tests statistiques de corrélations linéaires entre les moyennes des
vitesses curvilignes (VCL) des différents milieux de TOH a T96H

CANI
CANI CHILL | CHILL
TOH JO+R | S Ei( ;T CANI EX ST MASTERBREEDER | BOTUDOG e ST
P <0,05
Jo NS NS NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05
JO+R NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05
CANIEX LT NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05
CANIEX LT +R ©.0017) NS NS NS
P <0,05
CANI EX ST (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P<0,05 | P<0,05
MIASIDIN IR (<0.0001) | (0.0005) | (0.0002)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | EAM CHILL | CHILL
T24H JO+R EX LT CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EXLT | “]p LT ST
P <0,05
Jo NS NS NS NS ©.0011) NS NS NS
P <0,05
JO+R NS NS 0.0018) NS NS NS
P <0,05
CANI EX LT NS NS 0.0003) NS NS NS
P <0,05 P <0,05
CANIEX LT +R NS ©0.0043) 0.0362) NS NS
P <0,05
CANI EX ST (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P<0,05 | P<0,05
MIASIDIN IR (<0.0001) | 0.0027) | (0.0039)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
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T48H JO+R &*ﬂ Eci?g; CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG CTTLL C};ITLL
Jo NS NS NS (';;(2’;’65) NS NS NS
JO+R NS NS NS NS ('(’];g(;’:) NS NS
CANIEX LT NS NS (';;g(;’zs) NS NS NS
CANIEX LT +R NS (on?égi) NS NS NS
CANI EX ST (E 0?(?6((]1?) NS NS NS
Rresmanries R A
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
T72H sor | CANL Eci?g; CANIEXST | MASTERBREEDER | BoTUDOG | CHILL C‘;ITLL
Jo NS NS NS ('(’];‘6”9095) NS NS NS NS
JO+R NS ('()];(1’2015) NS NS NS NS
CANIEX LT NS (f 0?(?6((]5) NS NS NS
CANIEX LT +R NS (f 0?(?6((]5) NS NS NS
CANI EX ST (E 0?(?6((]1?) NS NS NS
MASTERBREEDER (on?égi) (l(),.;g’(?f) NS
BOTUDOG NS
CHILL LT
CHILL ST
T96H jo+r | CANI lf]:)?ll\f’i‘ CANIEX ST | MASTERBREEDER | BoTUpoG | CHILL | CHILL
excr | PXE LT ST
10 N | s | o | oo (00445 wosm | N | s
J0+R anm | owm a3y oo | N | s
CANI EX LT NS NS (Eof(?égi) NS NS NS
CANIEX LT +R NS (f 0?(?6((]5) NS NS NS
e N I e B
MASTERBREEDER Cooooy | wots) | waor)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST

Le CANI EX ST® donne un résultat significativement inférieur au CANI EX LT®+R

a TOH.

Le MASTERBREEDER® est significativement supérieur a tous les milieux de TOH a

T24H, et a T96H. 11 apparait également significativement supérieur a tous les milieux excepté
le JO+R a T48H et a tous les milieux sauf le JO, JO+R et CHILL ST® a T72H.
Le JO et le JO+R sont significativement supérieurs au CANI EX ST® de T72H a T96H,
mais sont aussi significativement plus élevés que le CANI EX LT®+R et le BOTUDOG® a
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T96H, ce dernier étant aussi significativement inférieur au JO+R a T48H, et également

significativement plus faible que le CANI EX LT®+R a T24H.

Enfin, le CHILL LT® et le CHILL ST® sont significativement supérieurs au CANI EX
ST® a T96H.

En résumé, le CANI EX LT®+R est presque systématiquement supérieur au
CANI EX LT®, alors que le JO+R ne montre une supériorité a son homologue non
complémenté que jusqu’a T72H. Aucune différence significative n’a été trouvée entre le
JO et le JO+R d’une part, ni entre le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R d’autre part.
Le JO et JO+R apparaissent seulement significativement plus ¢élevés que le CANI EX
LT®+R a T96H.

Le MASTERBREEDER® montre les résultats les plus élevés et présente des

différences significatives avec presque tous les milieux a tous les temps de mesures.

Le JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST® donnent des résultats similaires,
aucune différence significative n’ayant été trouvée entre eux, bien que le CHILL LT®
paraisse discrétement plus en marge. Ils maintiennent de hautes valeurs de VCL, mais qui
demeurent significativement inférieures a celles du MASTERBREEDER®. En
association a ce dernier, le JO et le JO+R montrent le plus de différences significatives

avec le CANI EX LT®+R, CANI EX ST® et BOTUDOG®, notamment a T96H.

Le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CANI EX ST® et BOTUDOG® donnent
de faibles VCL significativement inférieures a celles du MASTERBREEDER®, mais aussi
au JO et JO+R notamment a T96H, le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R n’affichant
de faibles valeurs qu’au-dela de T48H. Néanmoins, il est a préciser que le CANI EX LT®
ne présente aucune différence significative avec les autres dilueurs a I’exception du
MASTERBREEDER®. De maniére générale, aucune différence significative n’a été

trouvée entre eux.
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f) L’amplitude de déplacement latéral de la téte (ALH)

L’amplitude de déplacement latéral de la téte correspond a I’intensité de déplacement
de la téte des spermatozoides des 20 échantillons en fonction des jours dans chacun des milieux.
Comme précédemment, aucune valeur d’ALH n’a été relevée en dessous de 30 % de mobilité
totale. Ainsi donc, le nombre d’échantillons pour un milieu donné décroit au cours du temps en

fonction de sa capacité a maintenir une mobilité supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de comparer les milieux selon leur ALH. Les tableaux XVIII, XIX

et XX ainsi que la figure 56 résument les résultats obtenus.

1
10
9 ) —-JO
A o
= l ~CANIEXLT®
=2 ! \
- /] e V ~~CANIEXLT ®+R
< = ~CANIEXST®
~-MASTERBREEDER ®
7 —BOTUDOG ®
—CHILLLT®
—CHILLST®
6
5

TO T24 T48 T72 T96 T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 56 : Evolution moyenne de I’amplitude de déplacement latéral de la téte (ALH en um)
pour chaque milieu en fonction du temps
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Tableau XVIII : Pourcentages moyens de [’amplitude de déplacement latéral de la téte
(ALH en um) mesurés pour chaque milieu toutes les 24 heures jusqu’a 192 heures

MILIEUX
pm
et SEMENCES
TEMPS | NB>30% | FRMCHES so | eavt | SRt cam CHILL | CcHILL
JOH JO EX EX | MASTERBREEDER | BOTUDOG
(N) +R LT+ LT ST
LT ST
R
pm 6,55 s76 | 62 | 676 | 676 | 5.8 9,17 542 6,29 6,43
ToH f--mmfo bR e e S | M S - -
N= 20 20 | 20 20 20 20 20 20 20 20
pm 758 | 766 | 816 | s21 | 633 10,1 6,76 8,3 8,4
T24H | N —_ S N ) - S S -
N= 20 | 20 20 20 20 20
pm 804 | 787 | 837 | s18 | 681 10,1 7,01 8,48 8,54
(VT): | e —— | S| RN || B B S——— -
N= 19 1 20 18 19 18 17
pm 802 | 794 | 804 | 783 | 698 9,91 7,06 8,24 8,89
T72H S R ) . - JEEEEEE | R B .
N= 19 1 19 15 18 16 16 14
pm 847 | 806 | 73 803 | 678 103 6,85 8,86 9,1
TOGH - R ) . O e - ——- B .
N= 17 | 17 13 15 15 13 13
pm g3 7471 723 | 914 | 673 9,57 73 9,1 933
TI20H [ N R R R | FR R B .
N= 15 1 16 7 15 13 1 13
pm 807 | 768 69 | 705 | 5% 9,84 6,81 8,4 8,79
(RPN e —— | S | SR S SR L — =" -
N= 2l 11 10 10 11
pm 833 | 828 | 66 73 6 9,64 7,09 8,87 8,49
T168H [ ] N . - e - ——- B .
N= 10 [ 10 8 8 6 7
pm s34 | 836 | D1 | D1 | 61 9,7 7,49 102 9,43
TIZH i - T e -~~~ SR -+ .
N= 7 8 7 8 4 6

- Analyse comparative descriptive de PALH du JO, JO+R, CANI EX LT® et
CANI EX LT®4R :

Le JO et JO+R semblent trés similaires jusqu’a T72H. Le JO présente cependant des

valeurs supérieures a partir de T48H.

Considérant I’absence d’échantillon pour le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R
aprés T168H, les valeurs d’ALH ne sont pas disponibles & T192H. Ces deux milieux semblent
plus élevés que JO et JO+R jusqu’a T48H. Ils leur deviennent ensuite inférieurs au-dela de
T72H, bien que le CANI EX LT®+R augmente fortement a T120H. Cependant, le nombre

d’échantillons que ce dernier conserve chute drastiquement de T96H a T120H (passage de 13
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a 7 éjaculats). IIs donnent des résultats semblables jusqu’a T72H, mais le CANI EX LT® baisse

au-dela et présente alors des valeurs moins élevées que le CANI EX LT®+R.

Ainsi, aucune véritable tendance ne semble se dégager de ces résultats. Le JO+R parait
inférieur au JO a partir de T48H, pendant que le CANI EX LT®+R montre des résultats

supérieurs a son homologue non complémenté en rosiglitazone au-dela de T72H.

- Analyse comparative descriptive de ’ALH de tous les dilueurs :

Comme précédemment, trois groupes se détachent a nouveau. Tous les milieux
augmentent fortement de TOH a T24H, sauf le CANI EX ST® dont I’accroissement est plus
modéré. Le MASTERBREEDER® donne les résultats les plus élevés tout au long de I’étude
excepté a T192H (9,7 um) ou il est 1égerement surpassé par le CHILL LT® (10,2 um).

Le JO, JO+R, CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CHILL LT® et CHILL ST®
affichent des ALH supérieures au CANI EX ST® et au BOTUDOG®, mais trés inférieures au
MASTERBREEDER®.

Le CHILL ST® semble montrer les résultats les plus ¢élevés aprés le
MASTERBREEDER®. Il présente une ALH supérieure a tous les autres milieux excepté le
MASTERBREEDER® de T24H (8,4 um) a T144H (8,79 um). A T192H, il montre une ALH
de 9,43 um qui est seulement inférieure a celle du MASTERBREEDER® (9,7 um) et du
CHILL LT® (10,2 pm). Cependant, le nombre d’échantillon restant est faible et non identique
(6 ¢jaculats conservés pour le CHILL LT®).

Le CHILL LT® affiche des ALH qui paraissent similaires au CHILL ST®, mais qui lui
sont néanmoins inférieures jusqu’a T144H. A T72H, son ALH est de 8,24 um, soit une valeur
uniquement inférieure au MASTERBREEDER® (9,91 um) et CHILL ST® (8,89 um). A
T192H (10,2 um), il présente la valeur la plus élevée observée, mais ne conserve cependant

plus que 4 échantillons au bout de 1’étude.

Le JO et le JO+R apparaissent moins élevés que les milieux précédents. Leurs ALH sont
inférieures a celles du MASTERBREEDER®, CHILL LT® et CHILL ST® sur les 8 jours
d’étude. A T72H, le JO (8,02 um), présente des résultats inférieurs au MASTERBREEDER®
(9,91 pm), CANI EX LT® (8,04 um), CHILL LT® (8,24 um) et CHILL ST® (8,89 um) mais
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supérieurs au JO+R (7,94 pm). A T192H, I’ALH du JO (8,84 pm) et du JO+R (8,36 um) est
inférieure a celle du MASTERBREEDER® (9,7 um), du CHILL LT® (10,2 pm), et du CHILL
ST® (9,43 pum), mais le nombre d’échantillons qu’ils préservent sont différents des autres

milieux.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R montrent des ALH qui semblent similaires
aux JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST® respectivement jusqu’a T72H et T120H, mais qui
deviennent cependant plus faibles au-dela. A T72H, le CANI EX LT® (8,04 pm) est
uniquement inférieur au MASTERBREEDER® (9,91 um), CHILL LT® (8,24 um) et CHILL
ST® (8,89 um), mais chute cependant fortement ensuite et devient méme a T168H (6 ,6 pm)
inférieur au BOTUDOG® (7,09 um), mais encore supérieur au CANI EX ST® (6 um), bien

qu’il ne préserve plus qu’un unique échantillon.

Le CANI EX LT®+R a T72H (7,83 pum) est supérieur au CANI EX ST® (6,98 pm) et
BOTUDOG® (7,06 um) mais inférieur aux autres et chute modérément jusqu’a 7,3 um a
T168H, soit I’'une des valeurs les plus faibles mesurées seulement supérieure au CANI EX LT®
(6,6 um), CANI EX ST® (6 um) et BOTUDOG® (7,09 um), bien qu’il ne conserve lui aussi

plus qu’un unique échantillon.

Le CANI EX ST® et le BOTUDOG® donnent les résultats les plus faibles. Le CANI
EX ST® présente les plus faibles valeurs de T24H a T192H. Le BOTUDOG® affiche quant a
lui une ALH (7,06 pum) initialement la plus basse (5,42 um) et qui devient uniquement
supérieure au CANI EX ST® (6,98 um) a T72H. A T192H, son résultat (7,49 pum) apparait
uniquement supérieur au CANI EX ST® (6,1 um) bien que le nombre d’échantillons ait baissé
et soit différent entre les milieux comparés, d’autant plus qu’il n’existe aucune donnée pour le

CANI EX LT® et CANI EX LT®+R.

Ainsi, le MASTERBREEDER® montre les valeurs d’ALH les plus élevées.

LeJO,JO+R, CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CHILL LT® et CHILL ST® donnent
des résultats inférieurs au MASTERBREEDER®, mais semblent supérieurs a ceux que
présentent le BOTUDOG® et le CANI EX ST®, ce dernier affichant les valeurs d’ALH les
plus faibles.
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- Modélisation statistique de ’ALH en fonction du milieu et du temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une mod¢lisation statistique est
requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que I’effet croisé entre le temps et le milieu
n’est pas significatif (p = 0.1182), ce qui signifie que la différence de mobilité entre TOH et
TI96H est équivalente dans les différents milieux. L’effet du milieu et du temps est cependant

significatif (respectivement p < 0.001 et p < 0.05).

Etant donné I’absence d’interaction entre les facteurs « Milieu » et « Temps », I’analyse
deux a deux des moyennes des valeurs de d’ALH est nécessaire. Les résultats sont résumés

dans les tableaux XIX et XX.

Tableau XIX : Evolution de I’ALH au cours du temps jusqu’a T96H. Les termes de la diagonale
correspondent a la moyenne de la mobilité (moyenne calculée sur tous les milieux). Les termes
en dessous de la diagonale correspondent a la différence des moyennes entre les deux temps de
mesure et les termes au-dessus de la diagonale sont les p-valeurs du test de Tukey
correspondant a la différence de moyenne.

MOBILITE TOH T24H T48H T72H T96H
TOH [6.44] 0.0002 <.0001 <.0001 <.0001
T24H - 1.4767 [7.91] 0.9533 0.9922 0.8837
T48H - 1.7022 - 0.2255 [8.14] 0.9989 0.9992
T72H -1.6172 - 0.1405 0.0850 [8.05] 0.9874
T96H - 1.7829 - 0.3062 - 0.0808 - 0.1658 [8.22]

Tableau XX : Evolution de I’ALH entre les différents milieux. Les termes de la diagonale
correspondent a la moyenne de la mobilité (moyenne calculée sur tous les temps jusqu’a T96H).
Les termes en dessous de la diagonale correspondent a la différence des moyennes entre les
deux milieux et les termes au-dessus de la diagonale sont les p-values du test de Tukey
correspondant a la différence de moyenne.

VOSLTE 10 jorn  CANBC CANIBC AN MASTER pooo CHIL G
JO [7.56] 1.000 0.9811 0.9976 0.0019 <.0001 0.0266 0.8608 0.4372
JO+R 0.049 [7.51] 0.9510 0.9897 0.0035 <.0001 0.0446 0.7657 0.3268
CANI EXLT -0.284 -0.333 [7.84] 1.0000 <.0001 <.0001 0.0014 1.0000 0.9785
CANI EXLT+R -0.203 -0.252 0.0805 [7.76] 0.0002 <.0001 0.0031 0.9987 0.9034
CANI EX ST 1.181 1.132 1.4649 1.3844 [6.38] <0.0001 0.9893 <.0001 <.0001
g/IRITE?ETDE;; -2.425 -2.473 -2.1409 -2.2214 -3.6057 [9.98] <.0001 <.0001 <.0001
BOTUDOG 0.910 0.861 1.1939 1.1135 -0.2709 3.3348 [6.65] 0.0002 <.0001
CHILL LT -0.393 -0.442 -0.1095 -0.1899 -1.5743 2.0314 -1.3034 [7.95] 0.9989
CHILL ST -0.578 -0.627 -0.2946 -0.3751 -1.7595 1.8463 -1.4885 -0.1851 [8.14]
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Le tableau XIX fournit les résultats de 1’évolution de I’ALH en fonction du temps. Les
résultats soulignent que les ALH sont significativement plus faibles & TOH par rapport a T24H,
T48H, T72H et T96H.

Le tableau XX fournit les résultats de la différence d’ALH en fonction du milieu jusqu’a

T96H. Le MASTERBREEDER® apparait significativement supérieur a tous les milieux.

Le CANI EX ST® présente des résultats significativement plus faibles que tous les
milieux excepté le BOTUDOG®.

Enfin, le BOTUDOG® montre des valeurs d’ALH significativement plus faibles que
tous les milieux a I’exception du CANI EX ST®.

Le MASTERBREEDER® donne les valeurs d’ALH les plus élevées qui sont

significativement supérieures a celles de tous les milieux jusqu’a T96H.

Le CHILL ST®, avec en second plan le CHILL LT®, montrent les plus hautes
valeurs d’ALH aprés le MASTERBREEDER®. IlIs présentent des résultats
significativement plus élevés que le CANI EX ST® et le BOTUDOG® qui sont par ailleurs

les milieux affichant les ALH les plus faibles.

En revanche, aucune différence significative n’a été trouvée entre le JO, JO+R,
CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CHILL LT® et CHILL ST®, permettant de les
considérer comme similaires. Les milieux complémentés en rosiglitazone ne semblent
donc pas spécifiquement montrer de différences avec leurs homologues non

complémentés.

Enfin, le CANI EX ST® et le BOTUDOG® présentent des résultats trés inférieurs

aux autres milieux qui leur apparaissent significativement plus faibles.
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g) La fréquence de battement croisé¢ (BCF)

La fréquence de battement crois¢ correspond a la fréquence a laquelle les tétes des
spermatozoides effectuent leurs déplacements dans les 20 échantillons en fonction des jours
dans chacun des milieux. Comme précédemment, aucune valeur de BCF n’a été relevée en
dessous de 30 % de mobilité totale. Ainsi donc, le nombre d’échantillons pour un milieu donné
décroit au cours du temps en fonction de sa capacité a maintenir une mobilité supérieure a

30 %.

Il est ainsi question de comparer les milieux selon leur BCF. Les tableaux XXI et XXII

ainsi que la figure 57 résument les résultats obtenus.

45
40
35 ~J0
+JO+R
<30 ~CANIEXLT®
I
= ~CANIEX LT ®+R
2 25 —~CANIEXST®
~MASTERBREEDER ©
20 —BOTUDOG ®
—CHILLLT®
—CHILLST®
15
10

TO T24  T48 T72 7196 T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 57 : Evolution moyenne de la fréquence de battement croisé (BCF en Hz) pour chaque
milieu en fonction du temps
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Tableau XXI : Pourcentages moyens de la fréquence de battement croisé (BCF en Hz)
mesurés pour chaque milieu toutes les 24 heures jusqu’a 192 heures

MILIEUX
Hz
et SEMENCES
TEMPS | NB>30% | FRAICHES o | e ] X1 | eam CHILL | CcHILL
JOH JO EX EX | MASTERBREEDER | BOTUDOG
(N) +R LT+ LT ST
LT ST
R
Hz 29,24 257 | 258 | 259 | 255 | 274 27 284 288 28,1
ToH - R ] S | S s | r— -
N= 20 20 [ 20 20 20 20 20 20 20 20
Hz 294 | 296 | 28 273 | 294 29,4 27,8 27,7 293
T2dH | S S B | B -
N= 20 [ 20 20 20 20 20
Hz 313 | 309 | 313 | 278 | 312 31,1 28,7 27,7 27,6
(VT): O P —— ) Jewe——) . ___ | W R -
N= 19 | 20 18 19 18 17
Hz 31 B3os| st | 303 | 304 312 29,6 27,5 26,5
T72H | SR S Bl REREN. | S R R — -
N= 19 19 15 18 16 16 14
Hz 30 § 207 | 321 | 303 | 304 318 293 27,1 28
TOGH |-t [ S S Bl WEREEN. | EEEEE | R I -
N= 17 17 13 15 15 13 13
Hz 296 | 2728 | 33 31 31,8 318 298 27,7 273
TI20H | [ SR Hl RN | S NN M -—— -
N= 15 16 7 15 13 1 13
Hz 301 | 30 28 282 30 32,9 30,1 288 27,7
(UEYN; | EEE— N —— — .. | W NN S -
N= 12 12 11 10 10 11
Hz 302 | 31 | 262 | 283 31 32,7 29,1 25,6 26,9
T168H It [ SRR - I —— | R I -
N= 10 10 8 8 6 7
Hz 285 | 302 | by | Dy | 308 32,9 30,7 27,5 284
HoHIE G e kT e e e -~~~ R SR EEEE -
N= 7 8 7 8 4 6

- Analyse comparative descriptive de la BCF du JO, JO+R, CANI EX LT® et
CANI EX LT®4R :

Le JO et le JO+R affichent des résultats qui semblent globalement équivalents sur toute
la durée d’étude.

Considérant I’absence d’échantillon pour le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R
apres T168H, les valeurs de BCF ne sont pas disponibles a T192H. Le CANI EX LT® donne
des valeurs ¢levées qui paraissent supérieures a celles du CANI EX LT®+R de TOH a T120H.
IIs affichent tous deux des résultats semblables au-dela, mais il est important de préciser que le
nombre d’échantillons comparés n’est plus le méme entre les milieux et qu’il est beaucoup plus

faible pour ces deux dilueurs (1) que pour le JO et le JO+R (10) a TI68H.
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Ainsi, peu de différences semblent apparaitre a premiére vue entre le JO, JO+R, CANI
EX LT®, CANI EX LT®+R, bien que le CANI EX LT® semble plus ¢élevé sur les premiers

jours.

- Analyse comparative descriptive de la BCF de tous les dilueurs :

Le MASTERBREEDER® présente systématiquement des résultats faisant partie des
plus ¢élevés entre T24H et T192H et montre les valeurs les plus hautes a partir de T144H (32,9
Hz) jusqu’a T192H (32,9 Hz). A T72H (31,2 Hz), il figure comme le milieu le plus élevé. Il est

aussi nécessaire de mentionner qu’il ne préserve plus que 7 €jaculats a la fin de I’expérience.

Le CANI EX ST® donne des valeurs faisant partie des plus élevées. A T72H, sa BCF
(30,4 Hz) est inférieure au JO (31 Hz), JO+R (30,5 Hz), CANI EX LT® (31,1 Hz) et
MASTERBREEDER® (31,2 Hz). A T192H, il montre la plus haute BCF (30,8 Hz) aprés le
MASTERBREEDER® (32,9 Hz), mais il ne contient plus que 3 échantillons alors que d’autres

milieux en conservent jusqu’a 8.

Le JO et le JO+R affichent des résultats trés similaires jusqu’a T96H. A T72H, la BCF
du JO+R (30,5 Hz) est uniquement inférieure a celle du JO (31 Hz) CANI EX LT® (31,1 Hz)
et MASTERBREEDER® (31,2 Hz). A T192H, le JO (28,5 Hz) affiche une BCF plus faible,
qui devient notamment inférieure au JO+R (30,2 Hz), CANI EX ST® (30,8 Hz),
MASTERBREEDER® (32,9 Hz) et BOTUDOG® (30,7 Hz). Le nombre d’échantillons
comparés demeure néanmoins faible et différent, le JO+R en conservant 8 alors que le JO en

maintient 7.

Le BOTUDOG® montre des valeurs intermédiaires. A T72H, sa BCF (29,6 Hz) est
néanmoins seulement supérieure a celle du CHILL LT® (27,5 Hz) et du CHILL ST® (26,5 Hz)
tandis qu’a T192H (30,7 Hz), il apparait uniquement inférieur au CANI EX ST® (30,8 Hz) et
au MASTERBREEDER® (32,9 Hz).

Le CANI EX LT® montre de hautes valeurs entre T48H (31,3 Hz) et TI20H (33 Hz) et
les plus élevées de T96H (32,1 Hz) & T120H (33 Hz). A T72H (31,1 Hz), il est seulement
inférieur au MASTERBREEDER® (31,2 Hz), mais chute notablement aprés T120H pour
devenir uniquement supérieur (26,2 Hz) au CHILL LT® (25,6 Hz) a T168H.

Le CANI EX LT®+R semble inférieur a tous les autres milieux a TOH (25,5 Hz), mais

apparait plus intermédiaire par la suite. A T72H, il donne une BCF (30,3 Hz) uniquement
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supérieure au BOTUDOG® (29,6 Hz), CHILL LT® (27,5 Hz) et CHILL ST® (26,5 Hz). Il
chute jusqu’a 28,3 Hz a T168H, soit I’une des plus faibles valeurs observées aprés le CANI EX
LT® (26,2 Hz), le CHILL LT® (25,6 Hz) et le CHILL ST® (26,9 Hz), mais ne conserve plus

qu’un seul échantillon a cette date alors que les autres milieux en préservent davantage.

Le CHILL LT® et le CHILL ST® présentent des résultats similaires mais plus faibles
dans I’ensemble. Le CHILL LT® montre a T72H un résultat (27,5 Hz) uniquement supérieur
au CHILL ST® (26,5 Hz) et devient méme la valeur la plus faible mesurée a T96H (27,1 Hz)
ainsi qu’entre T168H (25,6 Hz) et T192H (27,5 Hz). Le CHILL ST® donne pour sa part la
moins haute BCF entre T48H (27,6 Hz) et T72H (26,5 Hz), ainsi qu’entre T120H (27,3 Hz) et
T144H (27,7 Hz). A T192H (28,4 Hz), il apparait uniquement supérieur au CHILL LT® (27,5
Hz). Ces deux dilueurs maintiennent cependant de moins en moins d’échantillons au cours du

temps.

Ainsi, peu de différences semblent apparaitre entre le JO, JO+R, CANI EX LT®, CANI
EX LT®+R, CANI EX ST®, MASTERBREEDER® et BOTUDOG®, bien que le
MASTERBREEDER® paraisse le plus élevé a partir de T120H. Les moins hautes valeurs de
BCF sont obtenues avec le CHILL LT® et le CHILL ST®.

- Modélisation statistiqgue de la BCF en fonction du milieu et du temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une mod¢lisation statistique est
requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que 1’effet croisé entre le temps et le milieu est
significatif (p < 0.0001), ce qui signifie que la différence de mobilité entre TOH et T96H n’est
pas équivalente dans les différents milieux. L’effet du milieu et 1’effet du temps sont aussi

significatifs (respectivement p < 0.01 et p < 0.005).
Etant donné I’interaction entre les facteurs « Milieu » et « Temps », 1’analyse deux a

deux des moyennes des valeurs de BCF est nécessaire. Les résultats sont résumés dans les

tableaux XXII.
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Tableau XXII : Reésultats des tests statistiques de corrélations linéaires entre les moyennes des

fréquences de battements croisés (BCF) des différents milieux de TOH a T96H

192

CANI | CANI
TOH JO+R EX EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BotupoG | CHILL CHILL
LT +R LT ST
P <0,05
JO NS NS NS NS NS NS 0.0391) NS
JO+R NS NS NS NS NS NS
CANI EX LT NS NS NS NS NS
P <0,05
CANIEXLT +R NS NS NS 0.0162) NS
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS NS NS
BOTUDOG NS
CHILL LT
CHILL ST
CANI | CANI
T24H JO+R EX EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BoTupoG | CHILL S
LT +R Lot o
JO NS NS NS NS NS NS NS
JO+R NS NS NS NS NS NS
CANI EX LT NS NS NS NS NS
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
MASTERBREEDER NS
BOTUDOG
CHILL LT
CHILL ST
CANI | CANI
T48H JO+R EX EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | Botupog | CHILL S
LT +R Lot o
P <0,05
JO NS NS 0.0235) NS NS NS NS NS
JO+R NS NS NS NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
CANIEX LT ©.0211) NS NS NS 0.0203) | (0.0144)
CANIEX LT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
P <0,05
MASTERBREEDER NS NS 0.0469)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
CANI | CANI
T72H JO+R EX EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG CI:ITLL CI;ITLL
LT +R
P <0,05
JO NS NS NS NS NS NS NS ©0.0099)
P <0,05
JO+R NS NS NS NS NS NS ©0.0431)
P <0,05 P <0,05
CANI EX LT NS NS NS 0.0241) ©0.0039)
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
P <0,05
MASTERBREEDER NS NS ©0.0093)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST




CANI | CANI
T96H JO+R EX EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | Botupog | CHILL S
LT +R Lt o
JO NS NS NS NS NS NS NS
JO+R NS NS NS NS NS NS
P <0,05
CANI EX LT NS NS NS 0.0128) NS
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
CANI EX ST NS NS NS NS
P <0,05
MASTERBREEDER NS 0.0168) NS
BOTUDOG NS
CHILL LT
CHILL ST

Le CHILL LT® apparait significativement supérieur au JO et CANI EX LT®+R a TOH.
Il devient significativement inférieur au CANI EX LT® de T48H a T96H ainsi qu’au
MASTERBREEDER® a T96H.

Le CHILL ST® est significativement plus faible que le CANI EX LT® et le
MASTERBREEDER® de T48H a T72H, mais montre également une infériorité significative

par rapport au JO et JO+R a T72H.

Enfin, le JO et le CANI EX LT® montrent des résultats significativement supérieurs au

CANI EX LT®+R a T48H.
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En résumé, presque aucune différence significative n’a été trouvée entre le JO,
JO+R, CANI EX LT® et CANI EX LT®+R. Ces milieux semblent donc similaires dans
I’ensemble pour la BCF. Aucun de ces milieux ne présente d’ailleurs de résultat
significativement différent du CANI EX ST®, MASTERBREEDER® et BOTUDOG®,

les placant comme similaires.

Toutefois, le MASTERBREEDER®, qui affiche des résultats faisant partie des
plus élevés, apparait significativement supérieur au CHILL ST® de T48H a T72H et au
CHILL LT® a T96H.

Le CANI EX LT® affiche aussi de hautes valeurs de BCF entre T48H et T120H
dont les différences avec le CHILL LT® sont significatives de T48H a T96H et avec le
CHILL ST® de T48H et T72H. Néanmoins, il chute fortement au-dela de T120H jusqu’a

des valeurs inférieures.

Le CHILL LT® et le CHILL ST® semblent plus faibles et présentent des résultats
significativement inférieurs au JO, JO+R, CANI EX LT®, CANI EX LT®+R et
MASTERBREEDER® selon le temps considéré.
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h) La linéarité (LIN)

La linéarité correspond a la proximité de la trajectoire des spermatozoides par rapport a
une ligne droite dans les 20 échantillons en fonction des jours dans chacun des milieux. Comme
précédemment, aucune valeur de LIN n’a été relevée en dessous de 30 % de mobilité totale.
Ainsi donc, le nombre d’échantillons pour un milieu donné décroit au cours du temps en

fonction de sa capacité a maintenir une mobilité supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de comparer les milieux selon leur LIN. Les tableaux XXIII et XXIV

ainsi que la figure 58 résument les résultats obtenus.

80
70
60 ~J0
_ «JO+R
S
< ~CANIEXLT®
£ 50 —CANIEX LT ®+R
<
E —CANIEXST®
= —~ MASTERBREEDER ©
40 —BOTUDOG ®
—CHILLLT®
—CHILLST®
30
20

T0 T24  T48 T72  T96  T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 58 : Evolution moyenne des pourcentages de linéarité (LIN) pour chaque milieu en
fonction du temps
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Tableau XXIII : Pourcentages moyens de linéarité (LIN) mesurés pour chaque milieu toutes

les 24 heures jusqu’a 192 heures

MILIE
% LIN X
et SEMENCES
TEMPS FRAICHES CANI
LLERUD A TOH jo | AN ex | CAM CHILL | CHILL
JO EX EX | MASTERBREEDER | BOTUDOG
(N) +R LT LT+ ST LT ST
R
% 59,05 654 | 617 | 638 | 642 | 634 49,8 68 65,3 632
ToH - R SRR | SR | R | S s | r—
N= 20 20 [ 20 20 20 20 20 20 20 20
% sie | 530 | 204 | s12 63 40,1 574 522 50,6
T24H | S — 1.7 NSN]SR | R R
N= 20 [ 20 20 20 20 20
% 489 | 52 | 434 | 496 | 596 386 54,1 516 523
(VT): O P ——— | N | | YR R
N= 19 | 20 18 19 18 17
% 493 | 290 | 424 | 467 | 544 382 514 492 524
T72H |t SR SUNEe) . Jeeme——) S NN MR p——
N= 19 [ 19 15 18 16 16 14
% 457 | 205 | 452 | 455 | s35 358 51,6 497 479
TOGH (|t [ SR SUNEe) . Jeeme——) | R I
N= 17 | 17 13 15 15 13 13
% 476 | 477 | 425 | 423 57 37,6 495 478 488
TI20H | [ SR | NN || PR S NN IR —
N= 15 16 7 15 13 1 13
% 497 | 532 | 495 sa | 592 342 522 478 492
(UEYN; | S — | SO —— . | R SR S
N= 21 12 11 10 10 11
% 503 | s03 | 54 53 558 344 50,1 517 516
T168H [ —h . [ SR S e —— | R IR
N= 10 | 10 8 8 6 7
% 469 481 | ™oy | ™oy | 55 34 48 46,5 473
HoHIE G e kT | R SRR EEEEE
N= 7 8 7 8 4 6

homologue non complémenté en rosiglitazone sur presque toute la durée d’étude.

- Analyse comparative descriptive de la LIN du JO, JO+R, CANI EX LT® et

CANIEX LT®+R :

Le JO+R affiche des valeurs qui semblent 1égérement plus élevées que celles de son

Considérant I’absence d’échantillon pour le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R

apres T168H, les valeurs de LIN ne sont pas disponibles a T192H. Ils fournissent des résultats
plus en marges que le JO et le JO+R entre T24H et T120H, bien que le CANI EX LT®+R

semble donner des résultats proches de ceux du JO jusqu’a T96H. Ils augmentent fortement au-

dela de T120H et présentent alors des valeurs similaires au JO et JO+R, mais ne contiennent

plus beaucoup d’échantillons et surtout beaucoup moins que le JO et JO+R. Le CANIEX LT®
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en contient 4 a T120H et le CANI EX LT®+R seulement 7, alors que le JO et le JO+R en ont
respectivement 15 et 16. La linéarit¢ du CANI EX LT® est par ailleurs presque
systématiquement inférieure a celles qu’affiche le CANI EX LT®+R, saufa T120H eta T168H.

Ainsi, les dilueurs JO et JO+R donnent des résultats plus élevés que le CANI EX LT®
et le CANI EX LT®+R.

Les milieux supplémentés en rosiglitazone semblent offrir des résultats plus élevés que

leurs homologues non complémentés.

- Analyse comparative descriptive de la LIN de tous les dilueurs :

Pour la LIN, 4 groupes peuvent étre distingués. Le CANI EX ST® est le plus ¢élevé de
T24H a T192H. 1l se caractérise par une importante stabilité¢ jusqu’a T24H contrairement aux

autres milieux qui chutent tous fortement a T24H.

Le JO, JO+R, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST® affichent des valeurs

globalement proches et intermédiaires, mais moins élevées que le CANI EX ST®.

Le BOTUDOG® montre des résultats qui paraissent dans 1’ensemble les plus élevés
apres le CANI EX ST®. Excepté ce dernier, sa LIN est la plus haute de T24H (57,4 %) a T48H
(54,1 %) et de T96H (51,6 %) a TI120H (49,5 %). A T72H, sa LIN (51,4 %) est seulement
inférieure a celle du CANI EX ST® (54,4 %) et du CHILL ST® (52,4 %) tandis qu’a T192H
(48 %), elle est uniquement plus faible que le JO+R (48,1 %) et CANI EX ST® (55 %), bien

qu’il préserve 8 échantillons, et que les autres milieux en conservent moins, sauf le JO+R.

Le JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST® donnent des résultats trés similaires de TOH
a T192H bien que le JO semble présenter des résultats 1égérement plus faibles notamment entre
T48H et T96H. A T72H, le CHILL ST® (52,4 %) apparait uniquement inférieur au CANI EX
ST® (54,4 %), pendant que le BOTUDOG® (51,4 %), le JO+R (49,9 %), le JO (49,3 %), et le
CHILL LT® (49,2 %) donnent respectivement des résultats de moins en moins élevés. A
T192H, leurs résultats sont trés proches et sont compris entre 46,5 % et 48,1 %, soit des valeurs

uniquement inférieures au CANI EX ST® (55 %).

Le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R, bien qu’affichant des LIN similaires aux autres

milieux (sauf le MASTERBREEDER®) a TOH (respectivement 63,8 % et 64,2 %), fournissent
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de T24H a T120H les plus faibles valeurs. Le CANI EX LT®+R apparait cependant avec des
résultats plus ¢élevés a T72H (46,7 %) que le CANI EX LT® (42,4 %) et le
MASTERBREEDER® (38,2 %). De plus, méme si inférieur, le CANI EX LT®+R affiche des

valeurs qui demeurent relativement proches de celles du JO jusqu’a T96H.

Le MASTERBREEDER® de son coté¢ donne des valeurs nettement inférieures par

rapport aux autres dilueurs a tous les temps de mesures.

Ainsi, le CANI EX ST® présente les valeurs LIN les plus élevées sur toute la durée
étudiée, sauf a TOH.

Le JO, JO+R, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST® montrent des résultats
similaires dans I’ensemble et apparaissent avec des résultats inférieurs a ceux du CANI EX
ST®, bien que le BOTUDOG® semble présenter des valeurs globalement plus importantes et
le JO des LIN légeérement plus faibles.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R affichent des valeurs encore plus faibles,
mais toujours supérieures a celles du MASTERBREEDER®, dont la LIN est trés inférieure a

tous les autres milieux et ce, a tous les temps de mesures.

- Modélisation statistique de la LIN en fonction du milieu et du temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une mod¢lisation statistique est
requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que 1’effet croisé entre le temps et le milieu est
significatif (p < 0.05), ce qui signifie que la différence de mobilité entre TOH et T96H n’est pas
équivalente dans les différents milieux. L’effet du milieu et I’effet du temps sont aussi

significatifs (respectivement p < 0.0001 et p <0.0001).

Etant donné ’interaction entre les facteurs « Milieu » et « Temps », ’analyse deux a
deux des moyennes des valeurs de LIN est nécessaire. Les résultats sont résumés dans les

tableaux XXIV.
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Tableau XXIV : Résultats des tests statistiques de corrélations linéaires entre les moyennes
des pourcentages de linéarité (LIN) des différents milieux de TOH a T96H

TOH Jo | JO+R ng ! EC{?E; CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG C}EITLL C};ITLL
Jo NS NS NS (f 0?36((]151) NS NS NS
JO+R NS NS NS (5 0?36((]151) NS NS NS
CANIEX LT NS NS (50?6%51) NS NS NS
CANIEX LT +R NS (f 0?36((]151) NS NS NS
CANI EX ST (E 0?(?6((])51) NS NS NS
MASTERBREEDER (Eof(?(’)((])i) (503’63?) (503’63?)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
T24H JO+R ng ! EC{?E; CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG | CMI* C};ITLL
JO NS NS (':];g&s) (1;;2(?25) NS NS NS
JO+R NS NS (':];gs(’; (f 0?36((]151) NS NS NS
CANIEX LT oton ons, 0oy | NS NS
CANIEX LT + R (1());2,(;135) (1;;2,(?35) NS NS NS
CANLEX ST (Eof(?(’)((l)sl) NS (1:1.<08’1015) (1:1.<08’(?15)
MASTERBREEDER Coooot) | cooton) | (00000
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
CANI
T48H JO+R EC;E;, Ei( ;T CANIEX ST | MASTERBREEDER | BOTUDOG CI:ITLL CI;ITLL
Jo NS NS NS (l()).<og’1015) NS NS NS
JO+R NS NS (f of(?égi) NS NS NS
= T A A
CANIEX LT +R NS (l()).<og’1025) NS NS NS
CANI EX ST (f 0?(?6((])?) NS NS NS
R SERBRIEDIR (Eof(?(’ygi) (Eof(?(’ygi) (Eof(?(’ygi)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
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CANI
T72H jo+r | EANL | Exit | CANIEXST | MASTERBREEDER | BoTUDOG | CHILL CHILL
EXLT TR LT ST
P <0,05 P <0,05
Jo NS | 00469 NS NS ©0.0002) NS NS NS
P <0,05 P <0,05
JO+R (0.0208) NS NS (<0,0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
CARIIBR LT (0.0024) NS (0.0109) NS (0.0032)
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
P <0,05
CANI EX ST (<0,0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
MASTERBREEDER (<0,0001) (0.0010) | (<0,0001)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | AN CHILL | CHILL
T96H JO+R EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EXLT TR LT ST
P <0,05
Jo NS NS NS ©0.0060) NS NS NS
P <0,05
JO+R NS NS (<0.0001) NS NS NS
CANIEX LT NS NS NS NS NS
CANIEXLT +R NS NS NS NS NS
P <0,05
CANI EX ST (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
MIASIDIN IR (<0,000) | (0.0006) | (0.0019)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST

Le MASTERBREEDER® donne des résultats significativement inférieurs a tous les
milieux de TOH a T24H. Il apparait également significativement plus faible que tous les autres
milieux excepté le CANI EX LT® a T48H, et significativement plus faible que tous les milieux
sauf le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R de T72H a T96H.

Le CANI EX ST® est significativement plus élevé que tous les autres milieux a
I’exception du BOTUDOG® a T24H et apparait également significativement plus important
que le CANI EX LT® de T48H a T72H.

Le CANI EX LT® montre des valeurs significativement plus faibles que le
BOTUDOG® de T24H a T72H. Ses résultats sont aussi significativement inférieurs au JO+R
et CHILL ST® de T48H a T72H. 1l est enfin, significativement moins haut que le CHILL LT®
a T48H et que le JO a T72H.
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En résumé, le JO+R et le CANI EX LT®+R semblent supérieurs a leurs
homologues non complémentés en rosiglitazone sur presque toute la durée d’étude.
Aucune différence significative n’est cependant mise en évidence entre le JO et JO+R

d’une part, ni entre le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R d’autre part.

Le CANI EX ST® donne les résultats les plus élevés dont les différences avec le
MASTERBREEDER® sont significatives au moins jusqu’a T96H. Il montre également
des résultats significativement supérieurs a tous les milieux sauf le BOTUDOG® a T24H

et uniquement avec le CANI EX LT® de T48H et T72H.

Le MASTERBREEDER® donne des résultats trés inférieurs aux autres dilueurs
a tout instant de ’expérience, et affiche des différences significatives avec presque tous les

milieux au moins jusqu’a T96H.

Il n’existe aucune différence significative entre le JO, JO+R, BOTUDOG®,
CHILL LT® et CHILL ST®. IlIs présentent cependant certains résultats significativement
inférieurs au CANI EX ST® et significativement supérieurs au MASTERBREEDER®.
Ils semblent offrir des résultats plus élevés que le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R présentent quant a eux les résultats les
plus faibles aprés le MASTERBREEDER® bien que seul le CANI EX LT® apparaisse
significativement plus faible que le JO, JO+R, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST®
entre T24H a T72H. Ils sont de plus les seuls a ne plus étre significativement supérieurs
au MASTERBREEDER® a partir d’un certain temps. En effet, le CANI EX LT® ne lui
est plus significativement supérieur a partir de T48H et le CANI EX LT®+R a partir de
T72H. A noter que le nombre d’échantillons comparés n’est pas le méme selon I’instant

de mesure considéré.
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i) La rectitude (STR)

La rectitude correspond au rapport de la VSL sur la VAP des spermatozoides des 20
échantillons en fonction des jours dans chacun des milieux. Comme précédemment, aucune
valeur de STR n’a été relevée en dessous de 30 % de mobilité totale. Ainsi donc, le nombre
d’échantillons pour un milieu donné décroit au cours du temps en fonction de sa capacité a

maintenir une mobilité supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de comparer les milieux selon leur STR. Les tableaux XXV et XX VI

ainsi que la figure 59 résument les résultats obtenus.

100
95
90
~JO
_ 85 =JO+R
X
o ~CANIEXLT®
o
> 80 -~CANI EX LT ®+R
5 ~CANIEXST®
[WN)
= e ~MASTERBREEDER ©
--BOTUDOG ®
—CHILLLT®
70 —CHILLST®
65
60

TO T24 T48 172 T96 T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 59 : Evolution moyenne de la rectitude (STR) pour chaque milieu en fonction du temps
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Tableau XXV : Pourcentages moyens de rectitude (STR) mesurés pour chaque milieu toutes

les 24 heures jusqu’a 192 heures

MILIE
% STR X
et SEMENCES
TEMPS FRAICHES CANI
LLERUD A TOH jo | AN ex | CAM CHILL | CHILL
JO EX EX | MASTERBREEDER | BOTUDOG
(N) +R LT LT+ ST LT ST
R
% 81,7 857 | 834 | 866 | 861 | 848 78,6 87,3 87,1 852
ToH - R SR | SR R | S S s | r—
N= 20 20 [ 20 20 20 20 20 20 20 20
% so2 | s2 | 791 | so01 | 867 72,7 83,9 81,4 80,7
T24H | S — 1 [N SR | R R
N= 20 [ 20 20 20 20 20
% go,0 | 825 | 742 | 778 | ss54 70,9 83 80,7 81,8
(VT): O P —— | N | | YN R
N= 19 | 20 18 19 18 17
% g4 | 817 | 744 | 768 | 827 712 81,5 78,8 81,4
T72H |t S S SSeEe) e S NN RN E——
N= 19 [ 19 15 18 16 16 14
% 794 | 810 | 748 | 7590 | sut 687 81,6 792 779
TOGH |-t SR S SUSeRe) . Jeem———) | R I
N= 17 | 17 13 15 15 13 13
% 805 | 778 | 728 | 730 | 848 70,7 813 783 79,7
TI20H | [ B - SUSEEe) . eeme——) - S NN RN —
N= 15 16 7 15 13 1 13
% s18 | 847 | 75 825 | 848 675 83,5 782 79.9
(UEYN; | S — S ——— . | W N
N= 21 12 11 10 10 11
% 83 | s32| 77 86 84,3 675 82,5 80 80
TI68H! b [ S S | R I
N= 10 | 10 8 8 6 7
% 803 | 828 | b1 | vDp | 843 67 80,8 78 785
HoHIE G e kT | R SR EEEE
N= 7 8 7 8 4 6

- Analyse comparative descriptive de la STR du JO, JO+R, CANI EX LT® et

CANIEX LT®+R :

un décrochage a T120H (77,8 %).

Le JO+R semble supérieur au JO de T24H a T96H et de T144H a T192H, mais présente

Considérant I’absence d’échantillon pour le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R

apres T168H, les valeurs de STR ne sont pas disponibles a T192H. Ils présentent des résultats

presque systématiquement plus faibles que le JO et le JO+R. A noter que le CANI EX LT®+R

parait offrir une rectitude plus haute que le CANI EX LT®, excepté a TOH. De plus, le CANI
EX LT® chute de fagon tres franche jusqu’a T48H (74,2 %) alors que le CANI EX LT®+R

décroit plus modérément jusqu’a T120H (73,9 %).
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Ainsi, les milieux complémentés en rosiglitazone offrent presque systématiquement des

résultats supérieurs a leur homologue non complémenté.

Ils donnent des résultats qui paraissent supérieurs au CANI EX LT® et CANI EX
LT®+R.

- Analyse comparative descriptive de 1a STR de tous les dilueurs :

Pour la rectitude, 3 groupes semblent se distinguer. Le CANI EX ST® offre les résultats
les plus élevés sur presque toute la durée de 1’étude, bien qu’inférieurs a certains milieux a TOH,
T96H et T168H. Il montre une supériorité face a tous les autres milieux de T24H (86,7 %) a
T72H (82,7 %), de T120H (84,8 %) a T144H (84,8 %) et enfin a T192H (84,3 %), bien que son

nombre d’échantillons ne soit plus que de 3 éjaculats.

Viennent ensuite le JO, JO+R, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST® qui montrent
des résultats proches légérement inférieurs au CANI EX ST®. Le BOTUDOG® affiche
globalement des résultats faisant partie des plus élevés sur toute la durée d’étude. Il semble étre
le plus ¢levé a TOH (87,3 %). Excepté le CANI EX ST®, il reste supérieur aux autres milieux
jusqu’a T48H (83 %) ainsi qu’a T120H (81,3 %). A T72H, sa STR (81,5 %) est uniquement
inférieur au JO+R (81,7 %) et au CANI EX ST® (82,7 %). A T192H (80,8 %), il est seulement
inférieur au CANI EX ST® (84,3 %) et JO+R (82,8 %), mais le nombre d’échantillons demeure
faible et différent entre les milieux (8 éjaculats pour le BOTUDOG® a T192H).

Le JO+R affiche la STR initiale la plus faible (83,4 %) aprés le MASTERBREEDER®
(78,6 %), bien qu’il apparaisse ensuite avec une rectitude similaire au JO, BOTUDOG®,
CHILL LT® et CHILL ST® sur toute la durée d’étude, sauf a T120H ou un décrochage est
observé (77,8 %) mais qui remonte ensuite jusqu’a T192H (82,8 %) valeur uniquement
inférieure au CANI EX ST® (84,3 %). A T72H (81,7 %) il est uniquement inférieur au CANI
EX ST® (82,7 %). 1l présente de plus la valeur la plus élevée a T96H (81,9 %). 11 est important
de rappeler que le JO+R perd des échantillons et qu’il n’en dispose plus que de 8 en fin
d’expérience.

Le CHILL LT® et le CHILL ST® donnent des résultats proches dans I’ensemble,
1égérement moins élevés que le JO, JO+R, CANI EX ST® et BOTUDOG®. A T72H, le CHILL
LT® (78,8 %) montre une valeur seulement supérieure au CANI EX LT® (74,4 %), CANI EX
LT®+R (76,8 %) et MASTERBREEDER® (71,2 %) tandis que le CHILL ST® apparait
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légérement plus élevé (81,4 %). A T192H, ils sont tous deux trés proches et seulement
supérieurs au MASTERBREEDER® (67 %), le CHILL ST® (78,5 %) affichant une valeur tres
légérement supérieure au CHILL LT® (78 %).

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R présentent des résultats inférieurs aux
milieux précédents de T24H a TI20H, mais qui demeurent supérieurs au
MASTERBREEDER® tout au long de I’expérience. Le CANI EX LT® chute rapidement
jusqu’a T48H (74,2 %) pendant que le CANI EX LT®+R décroit plus modérément jusqu’a
T120H (73,9 %). Quoiqu’il en soit, ils présentent tous deux des résultats inférieurs au JO, JO+R,
CANI EX ST®, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST® de T24H a T120H, mais
augmentent fortement au-deld. En effet, le CANI EX LT® (77 %) croit jusqu’a T168H, mais
reste inférieur a tous les autres milieux excepté le MASTERBREEDER® (67,5 %), tandis que
le CANI EX LT®+R augmente beaucoup plus et présente le résultat le plus élevé a T168H (86
%). Ces faits sont a nuancer avec le nombre d’échantillons qui décroit au cours du temps (4

pour le CANI EX LT® et 7 pour le CANI EX LT®+R contre 15 et 16 pour le JO et JO+R).

Enfin, le MASTERBREEDER® présente des résultats trés inférieurs a tous les autres
dilueurs a chaque instant de mesure, bien que le nombre d’échantillons conservé soit différent

des autres dilueurs (7).

Ainsi, le CANI EX ST® semble montrer les résultats les plus élevés.

Le JO, JO+R, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST® affichent des résultats qui
paraissent globalement proches et supérieurs au CANI EX LT®, CANI EX LT®+R et
MASTERBREEDER®. Ces trois derniers dilueurs semblent plus en marges que les milieux
précédents, le MASTERBREEDER® donnant les pourcentages de rectitude qui sont de loin les
plus faibles.

- Modélisation statistique de la STR en fonction du milieu et du temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une modé¢lisation statistique est
requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que 1’effet croisé entre le temps et le milieu est
significatif (p < 0.001), ce qui signifie que la différence de mobilité entre TOH et T96H n’est
pas équivalente dans les différents milieux. L’effet du milieu et 1’effet du temps sont aussi

significatifs (respectivement p < 0.0001 et p <0.0001).
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Etant donné I’interaction entre les facteurs « Milieu » et « Temps », 1’analyse deux &

deux des moyennes des valeurs de STR est nécessaire. Les résultats sont résumés dans les

tableaux XXVI.

Tableau XXVI : Résultats des tests statistiques de corrélations linéaires entre les moyennes
des pourcentages de rectitude (STR) des différents milieux de TOH a T96H
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CANI | CANI
TOH JO+R EX EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BoTUDOG | CHILL CIELLL
LT +R L i
P <0,05
Jo NS NS NS NS ©0.0016) NS NS NS
JO+R NS NS NS NS NS NS
P <0,05
CANIEX LT NS ©.0001) NS NS NS
P <0,05
CANIEXLT +R NS ©0.0004) NS NS NS
P <0,05
CANI EX ST 0.0083) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
BRI A AN (<0.0001) | (<0.0001) | (0.0040)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
CANI | CANI
T24H JO+R EX EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG CI:ITLL CI;ITLL
LT +R
P <0,05 P <0,05
Jo NS NS 0.0091) ©0.0011) NS NS NS
P <0,05
JO+R NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05
CANIEX LT ©.0010) 0.0100) NS NS NS
P <0,05 P <0,05
CANIEXLT +R ©00110) 0.0008) NS NS NS
P <0,05 P <0,05
CANI EX ST (<0.0001) NS NS 0.0279)
P <0,05 P <0,05 P <0,05
BRI A AN (<0.0001) | (<0.0001) | (0.0002)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
cant | GAM CHILL | CHILL
T48H JO+R EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BOTUDOG
EX LT TR LT ST
P <0,05 P <0,05
Jo ©0.0292) NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05
JO+R 0.0003) NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05 P <0,05
(LB CUT (<0.0001) NS (<0.0001) 0.0143) | (0.0010)
P <0,05 P <0,05
CANIEXLT +R 0.0209) ©0.0058) NS NS NS
P <0,05
CANI EX ST (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
A (<0.0001) | (<0.0001) | (<0.0001)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST




CANI
T72H jo+r | EANL 1 pxir | cANtExsT | MASTERBREEDER | BoTUDOG | CHILL CHILL
EX LT e LT ST
P <0,05 P <0,05
JO NS 0.0027) NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05
JO+R 0.0014) NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
CARIIBR LT (0.0035) NS (0.0053) NS (0.0067)
P <0,05
CANIEX LT +R NS ©0.0430) NS NS NS
P <0,05
CANI EX ST (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
RASIBLTLIIVI (<0.0001) | (0.0009) | (<0.0001)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST
CANI | CANI
T96H JO+R EX EXLT | CANIEXST | MASTERBREEDER | BoTUDOG | CHILL S
LT +R LT ST
P <0,05
JO NS NS NS (<0.0001) NS NS NS
P <0,05
JO+R NS NS NS (<0.0001) NS NS NS
CANI EX LT NS NS NS NS NS
P <0,05
CANIEX LT +R NS 0.0209) NS NS NS
P <0,05
CANI EX ST (<0.0001) NS NS NS
P <0,05 P <0,05 P <0,05
MIASIDIN IR (<0.0001) | (<0.0001) | (0.0003)
BOTUDOG NS NS
CHILL LT
CHILL ST

Le MASTERBREEDER® est significativement inférieur a tous les autres milieux a

T24H, mais également a tous les autres temps de mesures excepté le JO+R a TOH et de T48H
a T96H a I’exception du CANI EX LT®.

Le CANI EX ST® présente a T24H des résultats significativement supérieurs au JO,
CANI EX LT® et CANI EX LT®+R et CHILL ST®, pendant qu’a T48H, il montre aussi des
différences significatives avec le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R.

Enfin, de T48H a T72H, le CANI EX LT® est significativement moins haut que tous
les milieux sauf par rapport au CANI EX LT®+R et MASTERBREEDER® a T48H et vis-a-
vis du CANI EX LT®+R, MASTERBREEDER® et CHILL LT® a T72H.
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En résumé, les milieux complémentés en rosiglitazone semblent offrir des résultats
plus élevés que leur homologue qui n’en contiennent pas. Cependant, aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre le JO et le JO+R d’une part, et entre le CANI

EX LT® et le CANI EX LT®+R d’autre part.

Le CANI EX ST® donne les valeurs de STR les plus élevées qui sont
significativement supérieures au MASTERBREEDER® de TOH a T96H. Elles
apparaissent également avec une supériorité significative par rapport au JO, CANI EX

LT®, CANI EX LT®+R et CHILL ST®.

Les milieux JO, JO+R, BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST® semblent
légérement plus faibles. Certains d’entre eux présentent d’ailleurs des résultats
significativement plus faibles que le CANI EX ST® jusqu’a T96H. Il n’existe en outre

aucune différence significative entre ces cinq milieux.

Le CANI EX LT® et CANI EX LT®+R offrent des valeurs moins importantes,
mais toujours supérieures au MASTERBREEDER®. Ce dernier affiche les résultats les
plus faibles, presque toujours significativement inférieur a la totalité des dilueurs jusqu’a
T96H. Cela étant, le CANI EX LT® ne montre plus aucune différence significative avec
le MASTERBREEDER® a partir de T48H. Le CANI EX LT® présente de surcroit des
différences significatives avec le JO, JO+R, CANI EX ST®, BOTUDOG®, CHILL LT®
et CHILL ST® entre T48H et T72H, a 'inverse du CANI EX LT®+R qui en affiche
uniquement avec le CANI EX ST® a T48H.
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j) L’Elongation

L’ELONGATION évalue les dimensions de la téte des spermatozoides des 20
échantillons en fonction des jours dans chacun des milieux. Comme précédemment, aucune
valeur ’ELONGATION n’a été relevée en dessous de 30 % de mobilité totale. Ainsi donc, le
nombre d’échantillons pour un milieu donné décroit au cours du temps en fonction de sa

capacité a maintenir une mobilité supérieure a 30 %.

Il est ainsi question de comparer les milieux selon leur ELONGATION. Les tableaux

XXVII et XXVIII ainsi que la figure 60 résument les résultats obtenus.

70
65
60 -0
< -=JO+R
Z 55 ~CANIEXLT®
= ——CANIEX LT ®+R
S 50 ~CANIEXST®
(@)
= ~MASTERBREEDER ©
45 —BOTUDOG ®
—CHILLLT®
_ ®
" CHILL ST
35

TO T24 T48 T72 T96 T120 T144 T168 T192
TEMPS (HEURES)

Figure 60 : Evolution moyenne de 1'élongation (ELONGATION) pour chaque milieu en
fonction du temps
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Tableau XXVII : Pourcentages moyens d’élongation mesurés pour chaque milieu toutes les 24
heures jusqu’a 192 heures

% MILIEUX
Elongation
; SEMENCES
TEMPS ¢! FRAICHES CANI
. CANI CANI
NB >30% AR jo |19 ] ex Lo EX | MASTERBREEDER | BoTUDOG | CHIL | CHILL
R el [RET e LT ST
™) R
% 50,75 522 | 5265 | 485 | 491 | s03 49,8 497 49,6 49,8
ToH - R S| S R | S S S | e -
N= 20 20 | 20 20 20 20 20 20 20 20
% 462 | 491 | 475 | 479 | 474 49,8 473 46,8 485
T24H | R — 1 [N SRR | R B -
N= 20 | 20 20 20 20 20
% 486 | 48 | 499 | 465 | 473 512 49 46,8 46,6
(VT): | EE——— ||| | N | | W R -
N= 19 | 20 18 19 18 17
% 485 1 494 | 481 | 481 | 479 49,1 47,1 47 489
T72H [t R | W || SRR S NN R — -
N= 19 | 19 15 18 16 16 14
% 491 | 466 | 458 | 475 | 494 48 46,7 476 462
TOGH -t SR | NN || PR | R I -
N= 17 | 17 13 15 15 13 13
% 463 | 430 | 488 | 5o 50 46,1 462 455 46,8
TI20H | SRR SUREEN) e S NN MR — -
N= 15 | 16 7 15 13 1 13
% 465 | 478 | 525 48 | 433 495 473 46,4 478
(RPN | EEmE— ||| SR —— . | W N (S -
N= 2] 2 11 10 10 11
% 476 | 509 | 68 43 50,8 49,9 48,6 51 46
T168H! b SR S e —— | R I -
N= 10 | 10 8 8 6 7
% 491 ) 484 | ™oy | npy | 557 59 473 66,8 537
ToHN e | R SR EEEE -
N= 7 8 7 8 4 6

- Analyse comparative descriptive de PELONGATION du JO, JO+R, CANI
EX LT® et CANI EX LT®+R :

Ces quatre milieux semblent globalement similaires jusqu’a T96H, mais fluctuent
davantage au-dela. Le JO demeure stable tout au long de 1’étude, alors que le JO+R chute a
T120H et affiche une valeur plus faible de 43 % contre 46,3 % pour le JO. A TI168H, ils
présentent des résultats proches, mais voient également le nombre d’échantillons qu’ils

conservent diminuer au cours du temps.

Le CANI EX LT®+R au-dela de T120H affiche des résultats qui évoluent dans le sens
inverse du CANI EX LT®. Il chute a 43 % a T168H pendant que le CANI EX LT® croit trés
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fortement jusqu’a 68 %, bien que le nombre d’échantillons qu’ils maintiennent décroit trés

fortement au cours du temps.

Ainsi, aucune différence ne semble se manifester entre le JO, JO+R, CANI EX LT® et
CANI EX LT®+R jusqu’a T96H, bien qu’ils semblent plus fluctuants au-dela.

- Analyse comparative descriptive de PELONGATION de tous les dilueurs :

De TOH a T144H, presque tous les milieux semblent similaires. En revanche, une forte
augmentation de I’¢longation est mise en évidence a partir de T120H jusqu’a T168H pour le
CANI EX LT® dépassant largement tous les autres (68 %). Il conserve cependant de moins en

moins d’échantillons au cours du temps et n’en préserve plus qu’un seul a T168H.

Le CANI EX ST®, MASTERBREEDER®, CHILL LT® et CHILL ST® augmentent
aussi a T192H, le CHILL LT® affichant de loin la plus haute valeur a ce moment-la par rapport
aux autres (66,8 %). Cependant, le nombre d’échantillons baisse également pour chacun de ces

dilueurs.

Tous les milieux semblent globalement donner des résultats similaires jusqu’a T144H.
Le JO, JO+R et le BOTUDOG® apparaissent équivalents au-dela pendant que le CANI EX
LT® croit et que le CANI EX LT®+R décroit considérablement a T168H. Le CANI EX ST®,
MASTERBREEDER®, CHILL LT® et CHILL ST® augmentent drastiquement a T192H, le

nombre d’¢jaculats comparés demeurant cependant différent au cours du temps.

- Modélisation statistique de PELONGATION en fonction du milieu et du

temps :

Afin de définir si ces observations sont significatives, une modé¢lisation statistique est
requise. Considérant le test ANOVA, il apparait que I’effet croisé entre le temps et le milieu
n’est pas significatif (p = 0,3391), ce qui signifie que la différence d’¢longation entre TOH et
T96H est équivalente dans les différents milieux. L’effet du milieu est lui aussi non significatif

(P =0,0685), tandis que I’effet du temps apparait pour sa part significatif (P <0.0001).
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L’interaction entre les deux facteurs étant non significative, 1’étude indépendante de
I’effet principal du parametre « Temps » est requis. Les résultats sont résumés dans le tableau

XXVIIL

Tableau XXVIII : Evolution de 1’élongation au cours du temps jusqu’a T96H. Les termes de la
diagonale correspondent a la moyenne des valeurs d’élongation (moyenne calculée sur tous les
milieux). Les termes en dessous de la diagonale correspondent a la différence des moyennes
entre les deux temps de mesure et les termes au-dessus de la diagonale sont les p-valeurs du
test de Tukey correspondant a la différence de moyenne)

MOBILITE TOH T24H T48H T72H T96H
TOH [50.0] 0.0371 0.2116 0.2132 0.0590
T24H 2.5715 [47.5] 0.9470 0.9588 1.0000
T48H 1.9163 - 0.6552 [48.1] 1.0000 0.9542
T72H 1.9494 - 0.6221 0.0331 [48.1] 0.9637
T96H 2.5951 0.0237 0.6788 0.6457 [47.4]

D’apres les résultats d’analyse statistique, le parametre d’élongation évolue de fagcon

significativement différente entre TOH et T24H pour I’intégralité des milieux.

En résumé, aucune différence significative n’a été trouvée entre le JO et le JO+R

d’une part, ni entre le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R d’autre part.

L’¢élongation est statistiquement équivalente entre les dilueurs au moins jusqu’a T96H.
Cependant, leur évolution est significativement différente pour l’intégralité des milieux
de TOH a T24H. Bien que le CANI EX LT® augmente considérablement a T168H et que
le CANI EX ST®, le MASTERBREEDER®, le CHILL LT® et le CHILL ST® croissent
de facon importante a T192H, le nombre d’échantillons qu’ils conservent diminue et n’est

pas équivalent au cours du temps.
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4) DISCUSSION
a) Discussion générale
Le but de cette étude était de comparer les parametres de mobilité de neufs milieux
pendant 8 jours de réfrigération a + 4°C. Les parametres ¢tudiés étaient la mobilité totale, la
mobilité progressive, la VAP, la VSL, la VCL, I’ALH, la BCF, la LIN, la STR et
I’ELONGATION.

i) Protocole
(1) Animaux
Un total de 13 chiens males de 18 mois a 7 ans ont été prélevés pour cette étude de facon
a limiter I’effet de I’age sur les résultats puisqu’il est bien établi que I’age des animaux influence
la qualité de la semence canine (Johnston et al., 2001). L’age maximal d’inclusion a ét¢ fixé a
7 ans en raison de ’augmentation des anomalies morphologiques rapportée a partir de 8 ans
(Mickelsen et al., 1993). Quoiqu’il en soit, la mobilité totale de tous les échantillons allait de

80 % a 95 %, témoignant de la qualité notable de 1’ensemble des éjaculats récoltés.

Certains d’entre eux sont prélevés a plusieurs reprises de maniére a obtenir une cohorte
de 20 échantillons. Lorsque le sperme d’un individu a été récolté plusieurs fois, les récoltes ont
été espacées de 48 heures de facon a ne pas altérer la qualité de la semence. Le prélévement
répété de semence sur un individu unique peut cependant introduire un biais en cas d’altération
de son sperme (Noakes et al., 2019 ; Feldman et Nelson, 2004 ; England, 1999). C’est par
exemple le cas du seul individu de race Rottweiler qui a donné sa semence a 3 reprises. Ainsi,
en cas d’altération initiale de sa semence, son inclusion a I’étude aurait pu conduire a des

modifications indésirables de tous les parametres étudiés potentialisant les risques d’erreurs.

Il est bien établi que la race influence considérablement la qualit¢ d’un éjaculat
(Johnston et al., 2001). Or, une hétérogénéité du nombre d’individus par race existe dans cette
¢tude. En effet, les races Rottweiler et Terre-Neuve ne sont représentées que par un unique
individu tandis que celle des American Staffordshire Terrier comprend au total 5 échantillons
provenant de 3 individus différents. Toutefois, I’incorporation de ces échantillons dans les
milieux a concerné l'intégralité des dilueurs a tester, ce qui ne posait en définitive aucun

probléme.
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(2) Dilution et réfrigération

Dans cette étude, la concentration finale aprés dilution a été définie a 100.10°
spermatozoides/mL. Diverses études concluent de fagon divergente et équivoque sur les
rapports de dilution a appliquer, chacune étant dépendante des facteurs expérimentaux propres.
En général, les taux de dilution de ’ordre de 200.10° spermatozoides/mL. Des taux de dilution
trop importants sont cependant connus pour réduire la survie des spermatozoides or, dans le cas
présent, la dilution appliquée demeure raisonnable car elle a toujours consisté en une part de
semence contre une a cinqg parts de dilueur (Sugai et al., 2023 ; Noakes et al., 2019 ; Bencharif

et al., 2013 ; Pena et al., 2006 ; Johnston et al., 2001).

L’étude nécessite le prélevement d’une certaine quantité d’échantillon toutes les 24
heures afin de la soumettre a 1’analyse CASA, ce qui peut mener a la mise en contact de la
semence avec une température inadéquate susceptible de fausser les résultats. Une attention
bien particuliere a néanmoins été portée sur ce point, les manipulations ayant toutes été

effectuées dans de la vitrine réfrigérante.

La vitesse de dilution est I’un des paramétres les plus importants a considérer. Elle doit
étre lente et réalisée au goutte-a-goutte afin de limiter I’incidence du changement
d’environnement se manifestant principalement par un choc osmotique. Ainsi, la méthode
n’étant pas standardisée, il est possible que plusieurs échantillons aient été dilués trop
rapidement, compromettant la qualité du milieu concerné et faussant ses résultats (Fontbonne,

2022).

(3) Déroulement de I’analyse et procédure CASA

Les milieux ont été évalués par systétme CASA toutes les 24 heures pendant § jours.
L’appareil Hamilton-Thorne IVOS II est validé pour I’évaluation de la mobilité chez le chien
ce qui en fait un outil fort adapté pour cette étude (Rijsselaere et al., 2003). Cependant, bien
qu’il soit exempt de subjectivité grace a son automatisation, des erreurs humaines en amont
(erreurs de prélévements, mauvaises manipulations, contamination d’échantillons, erreurs dans
la préparation des milieux, erreurs de dilution lors de I’analyse...) ont pu étre commises faussant

ainsi possiblement tous les résultats.

Toutes les mesures ont néanmoins ¢été¢ prises de facon a limiter les biais et les
inexactitudes. C’est la raison pour laquelle un échantillon dont la mobilité totale est trouvée

inférieure a 30 % a systématiquement été retesté 24 heures plus tard. Ceci a permis de détecter
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de potentielles anomalies et de s’assurer de 1’exactitude des résultats, notamment pour la
mobilité totale, parametre qui conditionnait la poursuite des analyses pour 1’échantillon en
question. Dans certains cas, des valeurs a nouveau supérieures a 30 % ont été obtenues le
lendemain, démontrant que la valeur de la veille était erronée. Cette valeur a alors été éliminée
et remplacée par celle du surlendemain. Ceci a offert de réduire les biais en un sens, mais a
aussi introduit une imprécision de I’autre, concourant de ce fait a une perte de puissance

statistique. Ces manifestations n’ont toutefois concerné qu’une infime partie des échantillons.

En revanche, le fait d’exclure les milieux dont la mobilité devient inférieure a 30 %
rehausse inévitablement les moyennes en raison de la préservation des valeurs les plus élevées.
C’est ce qui explique en partie que des variations trés nettes sont observées, surtout au-dela de
T72H. Ce phénoméne est d’autant plus marqué que le nombre d’échantillons exclus est
important. Le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R et le CANI EX ST® sont ainsi, les dilueurs
pour lesquels 1’exclusion des échantillons est la plus importante. Le CANI EX LT®+R passe
de ce fait de 13 ¢jaculats a T96H a 7 a T120H. Cette manifestation demeure non isolée et se
répéte pour tous les parameétres au cours de 1’étude et pour les différents milieux. De surcroit,
I’exclusion des échantillons au cours du temps conduit a la constitution de groupes hétérogénes
contraignant a nouveau |’analyse des résultats. C’est la raison pour laquelle elle a été

fréquemment nuancée avec le nombre d’échantillons préservés et comparés.

De¢s lors, il légitime de s’interroger sur le degré de représentativité de certains résultats.
Si les échantillons n’avaient pas été exclus et si les effectifs avaient été homogenes, les dilueurs
auraient pu étre plus aisément comparés entre eux et I’analyse aurait pu gagner en puissance
statistique. Ainsi, des différences significatives auraient possiblement pu étre détectées. C’est
aussi une des raisons pour lesquelles I’analyse statistique n’a pu étre faite au-dela de T96H
empéchant de comparer statistiquement les données des quatre derniers jours, les effectifs étant
trop faibles au-dela. Cela étant, cette maniere de procéder a permis de mettre en lumiere la
supériorité¢ de certains dilueurs, et notamment ceux complémentés en rosiglitazone pour

préserver la mobilité des spermatozoides canins supérieure a 30 %.

Toutefois, ce ne sont pas toujours uniquement les moyennes qui varient et qui sont
rehaussées par 1’exclusion des milieux au cours du temps, mais ce sont aussi parfois les
¢chantillons qui augmentent d’un moment a 1’autre. Ainsi, si les valeurs sont analysées et
suivies individuellement, il se trouve que des accroissements sporadiques se manifestent pour
certains échantillons dont la valeur de la veille était en réalité plus faible. Par exemple, la LIN

de I’¢éjaculat 7 (chien « Stan ») dans le CANI EX LT®+R passe de 29 % a T120H a 55 % a
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T144H. Cette augmentation soudaine de la linéarité pourrait éventuellement s’expliquer par la
composition du milieu qui favoriserait I’amélioration des paramétres de mobilité. Néanmoins,
il est aussi probable que des erreurs de mesure imputables au manipulateur (contamination,
erreur de dilution...) ou bien a I’appareil, soient a I’origine de ce type d’observations. En effet,
étant donné qu’il reste de moins en moins d’échantillons au cours du temps, la moindre
inexactitude pourrait immédiatement se répercuter sur la moyenne et conduire a une

augmentation soudaine 24 heures plus tard.

Dans la présente étude, la concentration finale des spermatozoides dans chaque milieu
de réfrigération était de 100.10° spermatozoides/mL. Cependant, Rijsselaere et al., en 2003, ont
montré que les spermatozoides doivent étre dilués a hauteur de 50.10°spermatozoides/mL pour
étre correctement analysés par le systéme informatisé. Ainsi, en 1’état, la concentration en
spermatozoides dans chaque dilueur apparaissait inadaptée et susceptible de conduire a des
imprécisions de lecture (collisions de spermatozoides, superposition). La préparation pour
I’analyse CASA prévoyait donc une dilution du milieu d’origine au quart soit une concentration
de 25.10° spermatozoides/mL au lieu de 100.10° spermatozoides/mL, ce qui correspond a une
dilution au demi par rapport a celle recommandée par Rijsselaere et al., en 2003. Etant plus
importante, la précision de la mesure s’en trouvait donc améliorée (Van der Horst, 2020 ;

Rijsselaere et al., 2012 ; Rijsselaere et al., 2003 ; Verstegen et al., 2002).

La dilution a 25.10° spermatozoides/mL pour I’analyse CASA a donc été réalisée avec
le milieu pur respectif. Des études ont cependant montré que le choix du diluant employ¢ lors
de I'analyse dans I’appareil CASA pouvait influencer les résultats obtenus et qu’il s’avérait plus
judicieux d’utiliser une solution saline ou du PBS. Il est donc pertinent de penser que le recours
a un unique diluant aurait pu étre plus adapté pour accroitre la justesse des résultats. A ’inverse,
la dilution a I’aide du milieu pur respectif peut aussi étre considérée comme avantageuse
puisqu’elle offre la possibilité de s’affranchir du risque d’interférence et de variation lié¢ a une
modification subite d’environnement spermatique évitant ainsi 1'obtention de résultats erronés.
Toutefois, 1’analyse ayant été effectuée immédiatement apres la dilution, ce fait permet de

considérer 1’influence du dilueur comme négligeable (Rijsselaere et al., 2003)

En raison de la composition inconnue de certains milieux de réfrigération,
I’interprétation des résultats avec prudence est de rigueur, eu égard aux interférences avec
I’appareil de mesure CASA que leurs composants sont en mesure de provoquer. C’est par
exemple le cas du jaune d’ceuf dont les granules peuvent créer des artefacts en regard des

données acquises par I'IVOS II (Neves et al., 2014 ; Bencharif et al., 2012).
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b) Les paramétres de mobilité

i) La mobilité totale

Premiérement, il est important de commenter les résultats obtenus vis-a-vis de I’analyse
statistique de Tukey sur le facteur temps. Il est apparu que la mobilité totale décroit
significativement et de maniére identique dans tous les milieux entre tous les temps de mesures
jusqu’a T72H. Ce fait est important a noter car il met en exergue que la mobilité totale diminue
de facon non négligeable sur les trois premiers jours, période la plus importante a considérer
car il s’agit du délai requis pour expédier et acheminer une semence réfrigérée destinée a étre
déposée dans le vagin ou I'utérus d’une femelle en cestrus. Ces observations se manifestent
cependant sur ’intégralité des milieux, dont la décroissance de mobilit¢ est de surcroit
statistiquement identique entre eux a tous les temps de mesure. Il est donc nécessaire de définir

quels milieux préservent globalement le mieux la mobilité totale des spermatozoides réfrigérés.

Globalement, il existe deux groupes de milieux pour maintenir la mobilit¢ totale
supérieure a 30 %. Il y a ceux qui voient leur nombre d’échantillons chuter progressivement et
de fagon globalement similaire, a savoir le JO, JO+R, MASTERBREEDER®, BOTUDOG®,
CHILL LT® et CHILL ST®, et ceux qui chutent beaucoup plus drastiquement et qui présentent
dans I’ensemble des résultats plus en marges comme le CANI EX LT®, le CANI EX LT®+R
et le CANI EX ST®.

D’apres les résultats, le JO+R et le BOTUDOG® sont les deux meilleurs milieux pour
conserver la mobilité supérieure a 30 % apres huit jours de réfrigération a + 4°C. Le JO+R est
le seul milieu qui conserve I’intégralité des échantillons pendant les deux premiers jours.
Considérant qu’il s’agit du méme délai pour expédier et acheminer la semence réfrigérée, ce

milieu apparait en ce sens trés appropri¢ pour favoriser le succes reproducteur.

Concernant le BOTUDOG®), il n’est cependant pas le plus performant lorsque toute la
durée d’étude est prise en compte. En effet, ce sont plutét le JO, le JO+R et le
MASTERBREEDER® qui montrent les meilleurs résultats sur la majeure partie de 1’étude
(jusqu’au septiéme jour), bien que ce dernier affiche une efficacité moindre le premier jour.
Plus spécifiquement, le BOTUDOG® présente des résultats plus en marges le premier jour
(comme le MASTERBREEDER® cependant), le deuxiéme jour et reste plus intermédiaire le
troisiéme jour ainsi qu’entre le cinquiéme et le sixieéme jour. La composition des milieux prend
sans nul doute une part importante dans les différences observées par rapport a I’infériorité du

BOTUDOG® en regard des 3 précédents milieux.
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Cependant, d’autres milieux affichent des résultats bien plus en marges vis-a-vis du
nombre d’échantillons maintenus avec une mobilité supérieure a 30 %. En effet, le CANI EX
LT® et le CANI EX LT®+R sont les moins performants une fois les huit jours de réfrigération
écoulés, étant donné qu’ils sont les seuls a avoir des valeurs de mobilité qui deviennent
inférieures a 30 % au huitiéme jour pour I’intégralité de leurs échantillons. Néanmoins, entre le
deuxiéme et le cinquiéme jour, ce sont en réalité le CANI EX LT® et le CANI EX ST® qui
conservent le moins d’¢jaculats, le CANI EX ST® étant le seul a donner des résultats beaucoup
plus faibles que les autres sur les trois premiers jours. Le CANI EX LT®+R quant a lui, vient

s’ajouter a ce tableau plus tardivement, soit a partir du cinquiéme voire sixiéme jour.

En regard des pourcentages de mobilité totale, le CANI EX LT®, le CANI EX LT®+R,
le CANI EX ST® et le BOTUDOG® semblent afficher des valeurs de mobilité qui ont tendance
a étre plus faibles que les autres milieux, résultats qui viennent corroborer leur infériorité pour

maintenir la mobilité au-dessus de 30 %.

L’analyse ANOVA suivie du test de Tukey a permis de souligner que le CANI EX ST®
et le BOTUDOG® présentent le plus de différences significatives notamment avec le JO, JO+R,
CANI EX LT®+R, MASTERBREEDER®, CHILL LT® et CHILL ST®. Le CANI EX ST®
apparait comme le dilueur montrant le plus de différences significatives avec les autres milieux.
Cependant, 1’absence de différence significative entre le BOTUDOG® et le CANI EX ST®
vient confirmer que ces deux milieux sont, en définitive, bien similaires vis-a-vis des résultats
de mobilité totale, bien que le BOTUDOG® paraisse légerement plus performant. Aussi, le
CANI EX ST® et le BOTUDOG® semblent beaucoup plus en marges et ce, dés le début de
I’étude, alors que le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R présentent des résultats corrects au
moins jusqu’au deuxieéme jour. Ces deux derniers milieux ne montrent d’ailleurs que peu de
différences significatives avec les autres dilueurs, a la différence du CANI EX ST® et du

BOTUDOG®, bien que I’analyse statistique ne se soit portée que jusqu’au quatriéme jour.

L'analyse des données révele ainsi que le JO+R se distingue par des performances de
mobilité totale supérieures tout au long de I'expérience. Il maintient non seulement un nombre
¢levé d'échantillons avec une mobilité dépassant 30 %, mais préserve également des
pourcentages de mobilité totale élevés. En comparaison, bien que le BOTUDOG® conserve
aussi un nombre important d'échantillons avec une mobilité supérieure a 30 % au huitiéme jour,
ses pourcentages de mobilité sont nettement inférieurs et significativement plus faibles que ceux

du JO+R au moins jusqu'au quatrieme jour de I'étude.
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Comme évoqué précédemment, le CANI EX LT® supplémenté en rosiglitazone est plus
performant que celui qui ne I’est pas d’une part pour préserver la mobilité supérieure a 30 %,
notamment sur les trois a quatre premiers jours, mais également au regard des pourcentages de
mobilité totale. En effet, le CANI EX LT®+R semble donner des résultats plus élevés que le
CANI EX LT®. De plus, ce dernier baisse trés fortement entre le deuxiéme et le troisiéme jour
alors que le CANI EX LT®+R décroit plus tardivement, se maintient au moins pendant les
quatre premiers jours et reste supérieur au CANI EX LT® jusqu’au cinquieéme jour. D’un point
de vue statistique, il est apparu que le CANI EX LT®+R affiche des résultats significativement
supérieurs au BOTUDOG® (qui lui fait partie des dilueurs les moins performants pour
maintenir la mobilité totale), alors que son homologue non supplémenté en rosiglitazone ne
présente aucune différence significative avec le BOTUDOG®. Ceci renseigne sur la similarité
entre le CANI EX LT® et le BOTUDOG®, mais indique également indirectement que le CANI
EX LT®+R donne des résultats supérieurs au CANI EX LT®. De cette observation, découle le
fait que, bien qu’il n’existe aucune différence significative entre le CANI EX LT® et le CANI
EX LT®+R, ce dernier apparait dans I’ensemble plus performant pour maintenir la mobilité

totale que le CANI EX LT®.

De fagon analogue, le JO+R qui présente une mobilité totale plus importante que celle
du JO, permet aussi de conserver plus d’échantillons que le JO avec une mobilité dépassant 30
% et ce, malgré 1’absence de différence significative entre eux. Cependant, a la différence du
JO, le JO+R montre des résultats qui ont tendance a apparaitre plus élevés que tous les autres
milieux et présente le plus de différences significatives avec les milieux les moins performants.
De plus, il est significativement supérieur au CANI EX LT®, alors que ce n’est pas le cas du
JO, ce qui soutient 1’idée d’une supériorit¢ manifeste du JO+R par rapport au JO. Ces
observations peuvent également s’expliquer par des différences de composition et notamment
par la présence de la rosiglitazone dont I’utilisation a montré un bénéfice notable sur la mobilité

des spermatozoides dans d’autres especes que chez le chien.

Chez le verrat et 1’étalon, elle favorise la pénétration du glucose dans les spermatozoides
et assure une modulation métabolique qui accroit ’activité glycolytique au profit d’une
production accrue de glucose. De fagon complémentaire, elle tient un rdéle protecteur a 1’é¢gard
des mitochondries des spermatozoides de bélier et augmente 1’activité mitochondriale et la
production d’ATP lorsque leur environnement direct est supplémenté en rosiglitazone
(Mehdipour et al., 2022 ; Wang et al., 2019 ; Swegen et al., 2016). Ainsi, cette molécule anti-

diabétique, qui favorise I’utilisation cellulaire du glucose pourrait, chez le chien, majorer
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’utilisation métabolique du glucose et conduire a un accroissement des pourcentages de

mobilité (Mehdipour et al., 2022 ; Swegen et al., 2016).

Il a déja été constaté chez le bélier qu'une amélioration de la mobilité totale des
spermatozoides cryoconservés se produit sous I’action de la rosiglitazone (Mehdipour et al.,
2022 ; Swegen et al., 2016). Wang et al., en 2019, ont aussi observé une amélioration de la
mobilité du sperme de verrat conservé a 17°C pendant 7 jours et supplémenté a hauteur de 50
uM de rosiglitazone. Des concentrations de rosiglitazone allant 50 a 60 uM ont aussi fourni des
résultats encourageants allant dans le sens d’une réduction de la mort cellulaire et du stress
oxydatif (Mehdipour et al., 2022 ; Wang et al., 2019). A noter que la concentration de
rosiglitazone utilisée dans la présente étude était de 50 uM que ce soit pour le JO+R ou le CANI

EX LT®+R ce qui correspond aux concentrations utilisées usuellement.

Ces divers éléments, pris en association, pourraient ainsi expliquer les meilleurs
résultats du CANI EX LT®+R et du JO+R par rapport a leurs homologues non complémentés
(Ortiz-Rodriguez et al., 2019). Néanmoins, il reste tout de méme important de garder a 1’esprit
que la plupart des études réalisées dans ce cadre portent en réalité sur la congélation et non pas
la réfrigération. Il est de plus nécessaire que les concentrations de glucose incorporées au milieu
soient suffisantes pour que la rosiglitazone puisse jouer son role. La concentration en glucose
incorporée dans les milieux testés demeure en revanche inconnue et ne permet donc pas de
s’exprimer davantage sur ce point. Des concentrations en glucides plus élevées auraient peut-
étre permis d’augmenter davantage les différences entre les valeurs de mobilité et de mettre en

¢vidence des différences significatives.

Concernant le MASTERBREEDER®), il fait partie des dilueurs les plus performants
pour maintenir la mobilité totale. Bien qu’elle soit 1égeérement plus en marge, aucune différence
significative n’a pourtant été décelée avec les meilleurs dilueurs. De plus, il présente des
résultats significativement plus élevés que le CANI EX ST® et le BOTUDOG®. Ainsi donc, a
I’image du JO+R, il fait partie des milieux qui conservent le plus d’échantillons avec une
mobilité supérieure a 30 % et dont les pourcentages de mobilité sont relativement élevés qui
plus est. Le fabricant assure cependant une conservation de la mobilité totale pendant 10 jours.
D’apres les résultats obtenus, il s’aveére que la mobilité totale devient inférieure a 70 % a partir
du deuxiéme jour, témoignant qu’il ne permet pas d’atteindre le niveau de préservation
escompté (Fontbonne, 2022).

Le CHILL LT® et le CHILL ST® décrivent des résultats intermédiaires a partir du

deuxiéme jour vis-a-vis du nombre d’échantillons conservés avec une mobilité supérieure a 30
220



%. Lorsque les pourcentages de mobilité sont analysés, ils semblent faire partie des milieux les
plus performants pour conserver la mobilité totale, mais ne montrent aucune différence
significative avec eux. Il apparait aussi que le CHILL LT® devient inférieur a 70 % a partir du
troisieme jour alors qu’il devrait avoir la capacité théorique de maintenir un pourcentage de
mobilité supérieur a 70 % pendant dix jours.

Le CHILL ST® est pour sa part censé conserver une mobilité supérieure a 70 % pendant
au minimum cing jours. Néanmoins, son pourcentage de mobilité devient inférieur a 70 % apres
le troisieme jour démontrant que ce milieu n’affiche pas non plus les résultats escomptés.

Entre ces deux milieux, il semble que les différences des moyennes par rapport a tous
les milieux soient plus importantes avec le CHILL ST® qu’avec le CHILL LT®. Ces différents
¢léments sous-tendent donc que le CHILL ST® est plus performant que le CHILL LT® pour

maintenir la mobilité totale.

En regard des pourcentages de mobilité totale, aucune différence significative n’a été
trouvée entre le JO, le JO+R, le MASTERBREEDER®, CHILL LT® et le CHILL ST®,
démontrant que ces dilueurs sont sensiblement similaires pour ce parametre et qu’ils affichent
des résultats proches, au moins jusqu’au quatrieéme jour. Ces données restent cependant toujours

a nuancer avec le nombre d’échantillons comparés qui décroit au cours du temps.

ii) Comparaisons en regard des autres paramétres de mobilité
(1) Le JO etle JO+R
Le milieu le plus performant pour maintenir la mobilité progressive est le JO+R. En
effet, ses valeurs restent trés stables tout au long de 1’étude et montrent le plus de différences
significatives avec les milieux les moins performants. Aucune différence significative n’a
cependant été détectée avec le JO, le BOTUDOG®, le CHILL LT® et le CHILL ST®,

soutenant la similarité entre ces dilueurs.

Dans I’ensemble, le JO et le JO+R affichent de bons résultats a I’égard de la plupart des
parametres étudiés. De fagon générale, trés peu de différences significatives ont pu étre
constatées entre le JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST®. En revanche, de nombreuses
différences significatives ont été relevées avec le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CANI
EX ST®, MASTERBREEDER® et BOTUDOG® selon les parameétres considérés.

Le JO+R semble aussi donner de meilleurs résultats que le JO pour les paramétres de
VAP, de VSL, LIN, et d’ALH. Etant donné qu’il affiche les meilleurs résultats de mobilité

progressive, les valeurs apparentes plus faibles d’ALH par rapport au JO sont cohérentes
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soulignant que la mobilité dans le milieu supplémenté en rosiglitazone est bien progressive avec
des mouvements de téte peu amples. De surcroit, I’étude de Iguer-Ouada et Verstegen, en 2001,
sur la semence fraiche de 42 chiens beagles males, a permis d’établir des valeurs de référence.
Concernant la LIN, la STR, la VCL et ’ALH, leurs valeurs moyennes rapportées sont
respectivement de 1’ordre de 55 %, 81 %, 163 um/s et 7 um. Ainsi, I’intégralité¢ des parameétres
cinétiques affichés par ce dilueur supplémenté en rosiglitazone est conforme a cette référence.
Ces résultats soulignent bien que le mouvement est linéaire et progressif et que les

spermatozoides ne sont pas entrés dans un statut d’hyperactivation.

Cette conclusion vient se confronter aux effets potentiellement indésirables de la
rosiglitazone qui n’ont finalement pas été observés pour ce milieu. En effet, des manifestations
de capacitation prématurée de type hyperactivation sont possibles notamment par activation de
la phosphorylation de la tyrosine kinase et stimulation de 1’efflux membranaire de cholestérol

qui sont des ¢éléments clés de ce processus (Santoro et al., 2020).

Concernant la VCL, la BCF et PTELONGATION, les résultats semblent varier sans
qu’aucune tendance ne puisse véritablement s’en dégager. Quoiqu’il en soit, aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre le JO et le JO+R quel que soit le paramétre

considéré.

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R affichent des manifestations similaires au
JO et JO+R. En effet, bien qu’aucune différence significative n’ait pu étre mise en évidence
entre eux, les résultats issus de 1’analyse descriptive sous-tendent que le CANI EX LT®+R est
plus performant que le CANI EX LT® et permet régulié¢rement de conserver les parameétres
cinétiques a des valeurs correctes plus longtemps que le CANI EX LT®+R. Il existe aussi
certains parametres pour lesquels le CANI EX LT® compte davantage de résultats
significativement moins bons avec les autres milieux que le CANI EX LT®-+R. De plus, la STR
du CANI EX LT® apparait avec d’importantes différences significatives au cours du temps, ce
qui n’est pas le cas du CANI EX LT®+R. Enfin, la mobilité progressive, la VAP et la VSL du
CANI EX LT®+R deviennent significativement inférieures au JO+R plus tardivement que le
CANI EX LT®. Ces observations viennent renforcer les considérations précédentes. Aussi, la
LIN du CANI EX LT®, qui semble plus faible que celle du CANI EX LT®+R, devient plus
précocement que le CANI EX LT®+R non significativement supérieure au
MASTERBREEDER®. La encore, la prise en compte du nombre d’échantillons est importante
car elle conditionne la représentativité des résultats, le CANI EX LT® ne conservant plus que

5 ¢éjaculats a T96H contre 13 pour le CANI EX LT®-+R.
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Malgré ces observations non significatives, la différence apparente peut a nouveau étre
attribuée a la présence de la rosiglitazone. Premicrement, les hypotheéses formulées
précédemment tiennent lieu de premiere réponse a ces manifestations. Secondairement,
s’ajoutent a cela les résultats obtenus par Mehdipour et al., en 2022, qui indiquent qu’une
amélioration de la mobilit¢ progressive et de la VAP des spermatozoides de bélier
cryoconservés se produit en présence de rosiglitazone. Ces données correspondent aux
manifestations objectivées dans cette présente étude. En revanche, les résultats du JO et du
JO+R pourraient aussi étre interprétés a la lumicre de la composition du JO non complémenté
en rosiglitazone. Il est bien admis que la viscosité du JO est en mesure de réduire la mobilité
progressive (Johnston et al., 2001). Ainsi, la plus faible mobilit¢ du JO, imputable a cette
viscosité, pourrait étre compensée par la supplémentation en rosiglitazone qui permettrait une
amélioration du taux de spermatozoides progressifs. Enfin, le JO+R présente aussi davantage
de différences significatives vis-a-vis du JO par rapport aux milieux moins performants que le

JO.

L’efficacit¢é de la complémentation en rosiglitazone semble toutefois relativement
discrete. Le CANI EX LT®+R parait effectivement donner de meilleurs résultats que son
homologue non complémenté, mais présente tout de méme des valeurs en marges par rapport
aux meilleurs milieux et ce, pour la plupart des parametres étudiés. En effet, la mobilité
progressive, la VAP, la VSL et la VCL finissent par exemple par devenir significativement plus
faibles que le JO ou le JO+R a partir d’un certain temps, ce qui indique et renforce 1’idée que
le CANI EX LT®+R ne maintient pas suffisamment les taux de spermatozoides progressifs, ni
leurs paramétres de vitesse. Ainsi donc, la supplémentation en rosiglitazone n’apporte que peu
d’amélioration au CANI EX LT®, milieu déja peu performant. De ce fait, il peut étre formulé
I’hypotheése que 1’ajout de rosiglitazone ne permettrait a priori pas de compenser I’absence
d’efficacité initiale d’un dilueur, bien que le CANI EX LT® parait toutefois donner des résultats

corrects les deux premiers jours.

(2) Le MASTERBREEDER®

Concernant le MASTERBREEDER®), il est I’'un des milieux les plus performants pour
maintenir la mobilité totale, mais affiche des pourcentages de mobilité progressive beaucoup
plus en marges caractérisés par une décroissance treés franche et rapide. D’un point de vue
statistique, des différences significatives sont régulierement observées pour ce parameétre avec

le JO, JO+R et le CHILL ST® notamment entre le deuxiéme et le quatriéme jour. La mesure

223



de la VAP suggere que le MASTERBREEDER® conserve des vitesses ¢levées et
statistiquement similaires au JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST®.

Considérant que la mobilité progressive correspond a un mouvement rectiligne, ceci
signifie que la mobilité des spermatozoides du MASTERBREEDER® est bien maintenue, mais

avec un schéma du mouvement modifié (James et al., 2020 ; Jouannet et Serres, 2013).

L’analyse concomitante de la LIN, de la STR, de la VCL et de I’ALH sugggre en réalité
un état de mobilité hyperactivée. En effet, la LIN et la STR du MASTERBREEDER®
apparaissent significativement inférieures a la presque totalité des autres dilueurs a presque tous
les temps de mesures, et méme dés la dilution initiale des spermatozoides. En ce qui concerne
la VCL et I’ALH, elles apparaissent significativement supérieures a presque tous les autres
milieux a tous les temps de mesures. De plus, les résultats recueillis pour le
MASTERBREEDER® s’écartent notablement des valeurs de références établies par Iguer-
Ouada et Verstegen, en 2001.

Ainsi, sont donc relevés d’une part une augmentation de la vitesse des spermatozoides
associée a des mouvements latéraux de la téte plus amples et d’autre part, une baisse du
pourcentage de mobilité progressive qui souligne que les mouvements des spermatozoides
deviennent non linéaires ce qui s’objective également par les valeurs relevées de STR et de
LIN. De plus, ’importante BCF du MASTERBREEDER® qui est de surcroit régulierement
significativement plus élevée que le CHILL LT® et le CHILL ST® entre le deuxi¢me et le
troisiéme jour montre également que la téte des spermatozoides dilués dans ce milieu se déplace

intensément, corroborant de ce fait les résultats d’hyperactivation constatés.

Ces résultats laissent donc envisager que le MASTERBREEDER® favorise les
phénoménes de capacitation et conduit trés rapidement, dés la dilution, a un état
d’hyperactivation de la mobilité. Il est a ce titre déja bien établi que le milieu de réfrigération

peut influencer 1’état de capacitation des spermatozoides (Iguer-Ouada et Verstegen, 2001).

Les manifestations observées ici pourraient s'expliquer par la composition du
MASTERBREEDER®. D'une part, le froid étant en mesure d'induire une cryocapacitation, un
défaut de protection contre le choc thermique inhérent & une constitution inadaptée du dilueur
pourrait tenir lieu de premiére réponse a ce phénomene. 11 est aussi possible que les constituants
mémes de ce dilueur en soient la cause directe, bien qu’il soit encore plus probable que ces deux
facteurs agissent en synergie et soient responsables de ces observations (Silvestre et al., 2021 ;

Rota et al., 1999 ; Kumi-Diaka et Badtram, 1994).
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Par conséquent, méme si les spéculations formulées ici ne sont que théoriques, il est
possible qu’une accumulation rapide de ROS par défaut et/ou exces d’antioxydants, associée a
un milieu trés alcalin proche de celui du tractus génital de la femelle puisse fournir les
conditions idéales a 1’origine de la capacitation précoce objectivée dans cette étude pour ce
milieu (Silvestre et al., 2021 ; Lucio et al., 2016 ; Jouannet et Serres, 2013 ; Noblanc et al.,
2011 ; Thibault et Levasseur, 2001).

Il a été démontré par Schéfer-Somi et Tichy, en 2019, que la mobilité progressive en
association a la VCL, la STR et la LIN sont prédictifs de la qualité du milieu réfrigération, ce
qui souligne I’intérét d’avoir analysé concomitamment I’évolution de ces parametres au cours
du temps. Ainsi, a la lumiére de ces résultats, le MASTERBREEDER® semble étre un milieu

moins performant que les autres.

(3) Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R

Le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R sont dans I’ensemble plus en marges. Au
regard de ce qui a été précédemment constaté pour la mobilité totale et qui les plagait comme

les moins performants, les autres paramétres cinétiques analysés corroborent aussi cette idée.

Les parametres cinétiques des spermatozoides y sont globalement faibles. Cette
observation s’objective notamment par les faibles valeurs de mobilité totales déja évoquées,
mais également par les faibles taux de spermatozoides progressifs et les faibles valeurs de VAP,
de VSL et de VCL.

En effet, elles sont a plusieurs reprises, significativement plus faibles que celles du JO,
JO+R, CHILL LT® et CHILL ST®, mais seulement a partir du troisi¢éme ou quatri¢éme jour.
Cette observation soutient que ces deux milieux de réfrigération ne parviennent pas a maintenir

adéquatement la mobilité ainsi que les paramétres cinétiques a partir d’un certain temps.

Cependant, bien qu’ils soient significativement moins performants que les autres, ils
n’induisent pas pour autant des modifications du statut de mobilité de type hyperactivation,
comme c’est le cas pour le MASTERBREEDER®. Ainsi, leurs VCL et leurs ALH demeurent
faibles et significativement inférieures a celles du MASTERBREEDER®. Concernant la STR
et la LIN, les pourcentages affichés par ces deux milieux sont aussi faibles, mais demeurent
significativement supérieurs a ceux du MASTERBREEDER® bien que cela ne soit le cas que

sur le premier jour seulement pour la LIN. Il en est de méme pour leur STR qui apparait
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significativement plus élevée que le MASTERBREEDER®, mais seulement le premier jour
pour le CANI EX LT®. Ces données attestent de la méme maniere que ces dilueurs voient leurs
résultats se dégrader au cours du temps, mais de fagcon plus importante pour le CANI EX LT®.
A ce titre, il est de rigueur de mentionner que le nombre d’échantillons qui diminue au cours
du temps et la non-homogénéité entre les milieux peuvent rendre ces considérations moins

représentatives.

Ces données permettent finalement d’infirmer ’existence d’une hyperactivation, bien
que la BCF soit ¢élevée et significativement supérieure au CHILL LT® et au CHILL ST®. Ceci

soutient tout de méme que la téte des spermatozoides se meut a des fréquences ¢élevées.

Leurs valeurs se rapprochent dans I’ensemble des références établies par Iguer-Ouada
et Verstegen, en 2001. D’apres ce qui a été décrit par Schafer-Somi et Tichy, en 2019, eu égard
des faibles valeurs de mobilité progressive, de VCL, de STR et de LIN, ces deux produits de
réfrigération peuvent ainsi étre considérés comme moins compétitifs pour maintenir la mobilité
des spermatozoides au-dela des trois premiers jours de réfrigération en comparaison des
meilleurs dilueurs testés au cours de cette étude. Ils demeurent cependant utilisables sur les
deux voire trois premiers jours car leurs résultats sur cet intervalle de temps (durée
généralement requise pour expédier la semence jusqu’a sa destination finale) restent corrects,
et plus particulierement pour le CANI EX LT®+R qui maintient souvent plus longtemps ses
parametres que le CANI EX LT®. IIs sont certes moins bons que les autres milieux a I’échelle
de I’étude dans son ensemble, mais demeurent suffisants pour espérer une gestation car ils
maintiennent tout de méme entre 14 et 15 échantillons avec une mobilité supérieure a 30 % au
troisieme jour de réfrigération ainsi que des résultats de mobilité totale et progressive qui restent
acceptables, d’autant plus qu’aucune manifestation de capacitation prématurée ne semble s’y

produire.

Pour affiner I’interprétation des résultats, il est essentiel de mentionner qu’il existe une
variabilité dans la significativité des comparaisons inter-milieux. En effet, certains parameétres
qui différent de facon frappante entre deux milieux a un temps précis selon 1’analyse
descriptive, n’apparaissent finalement pas, d’apreés 1’analyse statistique, significativement
différents. A I’inverse, d’autres résultats qui semblent de prime abord clairement similaires
s’averent en définitive, selon D’analyse statistique, significativement différents. C’est par
exemple le cas pour le CANI EX LT® dont la VCL au quatriéme jour n’apparait pas
significativement inférieure a celles du JO+R, alors que le BOTUDOG® présente une VCL

plus élevée qui est pourtant significativement différente du JO+R.
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Ces observations se répétent au cours de 1’étude et peuvent étre attribuées a la
diminution du nombre d’échantillons au cours du temps pour chaque milieu et a I’hétérogénéité
du nombre d’éjaculats qui en découle. De ce fait, étant donné que le CANI EX LT® contient
moins d’échantillons (5) que le BOTUDOG® (15), malgré son infériorit¢é manifeste, aucune
différence significative n’est mise en évidence. Si les échantillons avaient été conservés, une
différence significative aurait éventuellement pu étre trouvée permettant d’améliorer la

précision de certains résultats.

Ainsi donc, ces deux milieux fournissent des résultats convenables uniquement sur les
deux a trois premiers jours. Au méme titre que le CANI EX ST®, la mobilit¢ des
spermatozoides ne semble pas y étre grandement favorisée, le déplacement y étant peu
progressif et relativement lent au regard des dilueurs les plus performants surtout au-dela des
trois premiers jours. Ils montrent, notamment pour le CANI EX LT®, davantage de résultats
significativement moins bons que le CANI EX ST® par rapport aux meilleurs milieux en ce

qui concerne les parameétres de mobilité progressive, de VAP, de VSL et de STR.

(4) Le CANI EX ST®

I1 apparait comme le dilueur le moins performant pour maintenir la mobilité totale des
spermatozoides canins. A cela vient s’ajouter la mobilité progressive, la VAP, la VSL et la VCL
qui paraissent plus faibles et régulierement significativement inférieures aux meilleurs dilueurs,

notamment le JO+R voire le JO, CHILL LT® et CHILL ST®.

Cependant, il est intéressant de noter que I’ALH, la STR et la LIN évoluent de fagon
inverse au MASTERBREEDER®. Premiérement, les faibles valeurs d’ALH soutiennent
I’absence de manifestations de type hyperactivation. Secondairement, la LIN et la STR du
CANI EX ST® donnent les valeurs les plus élevées dont certaines sont significativement
supérieures aux autres milieux, bien que cela ne soit valable qu’en début d’expérience et que
I’analyse statistique ne se soit pas poursuivie au-dela du quatriéme jour. A noter que la STR et
la LIN mesurées correspondent bien aux valeurs de référence de Iguer-Ouada et Verstegen, en
2001, alors que les résultats de VAP, VSL, VCL et d’ALH s’écartent de fagon notable de ces

données.

Par conséquent, en comparaison aux meilleurs dilueurs, et en considérant qu’il affiche
aussi des taux de mobilité totale qui sont significativement plus faibles que la plupart des autres
milieux, il peut étre émis comme hypothése qu’il ne favorise que peu la mobilité des

spermatozoides, lesquels s’y déplacent de fagcon moins rectiligne a une vitesse moindre avec
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des mouvements de la téte trés peu amples, bien que cela ne soit valable qu’a partir du troisiéme
voire quatriéme jour. Cependant, comme mentionné plus haut, il présente des résultats plus
favorables que le CANI EX LT® et le CANI EX LT®+R, bien que leurs résultats de mobilité
totale soient pour leur part plus favorables que ceux du CANI EX ST®.

Ces différences peuvent la encore étre attribuées a la composition du milieu qui n’est

que peu favorable a la mobilité des spermatozoides.

(5) Le BOTUDOG®

Le BOTUDOG® n’affiche aucune différence significative avec les autres milieux en ce

qui concerne la mobilité progressive, ce qui le place comme un dilueur intermédiaire a cet égard.

Autrement, ce milieu montre réguli¢rement des résultats significativement moins élevés
par rapport au JO, JO+R, voire au CHILL LT® et CHILL ST® notamment pour les paramétres
de VAP, VSL, VCL, et d’ALH.

De plus, il présente des résultats significativement plus élevés que ceux du
MASTERBREEDER® pour la LIN et la STR a tous les temps de mesures et significativement
plus faibles pour la VCL et la VAP. Ces ¢léments suggéerent ainsi qu’il ne conduit pas a des

manifestations de type capacitation prématurée a I’inverse du MASTERBREEDER®.

Ainsi, en considérant les résultats de mobilité totale, ce milieu favorise moyennement
la mobilité des spermatozoides dont le déplacement est moyennement progressif. De surcroit,
les spermatozoides présentent une vitesse moindre, attestée par les faibles résultats de VAP,

VSL et de VCL.

Des différences de compositions peuvent également expliquer ces observations.

(6) Le CHILL LT® et le CHILL ST®

Le CHILL LT® et le CHILL ST® montrent un profil d’évolution similaire pour la

plupart des parametres étudiés.

Le CHILL ST® affiche de bonnes performances pour conserver une mobilité de type
progressive et présente des différences significatives avec les milieux de réfrigération les moins
bons tels que le CANI EX LT® et MASTERBREEDER®), bien que 1’analyse statistiques se

soit restreinte uniquement aux quatre premiers jours. Le CHILL LT® apparait discrétement
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plus en marge puisque qu’aucune différence significative n’a été détectée avec les milieux les
moins performants.

Ces deux milieux se distinguent pour les autres parametres cinétiques par le fait que leur
VAP, VSL et VCL soient, aux cotés du JO et du JO+R, meilleurs que celle des moins bons

milieux.

Cependant, leur ALH est ¢levée et supérieure a celle du JO (milieu témoin), mais
demeure en réalité significativement moins ¢levée que celle du MASTERBREEDER®. Elle
augmente tres fortement au-dela du septiéme jour, mais cette observation peut étre attribuée a
I’exclusion des échantillons au fur et @ mesure du temps. En effet, a partir du septiéme jour, il
ne reste respectivement que 6 et 7 échantillons pour le CHILL LT® et le CHILL ST®.
Cependant, bien que leur ALH apparaisse significativement supérieure au CANI EX ST® et au
BOTUDOG®, aucune différence significative n’a été trouvée avec le JO, JO+R, CANI EX
LT® et CANI EX LT®+R jusqu’au quatriéme jour.

A P’inverse, la BCF dont ils font preuve apparait a plusieurs reprises significativement
plus faible que celle du MASTERBREEDER® et du CANI EX LT®. De surcroit, leur VCL est
¢galement significativement inférieure a celle du MASTERBREEDER®. Ces données

infirment donc I’hypothétique capacitation prématurée au sein de ces deux dilueurs.

Ainsi, bien qu’un statut de mobilité de type hyperactivée soit craint, cette hypothese est
infirmée apres prise en compte de I’intégralité des parametres, notamment la BCF qui démontre
que I'intensité du mouvement de la téte des spermatozoides est de faible intensité, a I’inverse
du MASTERBREEDER®. Ces observations pourraient s'expliquer par une composition

chimique spécifique, dont les détails précis ne sont pas connus.

D’aprés I’étude de Goericke-Pesch et al., en 2012, il s’est avéré que le CHILL LT®
offre de meilleurs résultats apres 10 jours de réfrigérations a + 4°C, par rapport au Jaune d’(Euf-
Tris et a I’Uppsala Equex-2. Les résultats de la présente étude soutiennent ainsi pareillement le

fait que ce dilueur soit également tres performant.

Ces deux milieux permettent donc de conserver adéquatement la mobilité des
spermatozoides, avec un mouvement progressif et rapide sans pour autant générer les
manifestations de capacitation prématurée du MASTERBREEDER®. Comme 1’absence de
résultats significativement différents I’ont montré a maintes reprises, ils paraissent sensiblement

équivalents au JO et JO+R.
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¢) Les autres limites de cette étude

Premiérement, il aurait été possible d’approfondir cette étude en mettant en ceuvre des
tests de vitalité. En effet, I’ensemble du spermogramme est requis pour apprécier la qualité ainsi
que le pouvoir fécondant de la semence canine (Feldman et Nelson, 2004). Par exemple,
I’évaluation de ’intégrité membranaire est essentielle car positivement corrélée a la mobilité
progressive. Etant donné que la membrane se détériore au-dela de 48 heures de stockage a +
5°C et que les paramétres sont souvent corrélés entre eux, c’est donc sur une approche plus

globale que le protocole aurait pu se fonder (Martinez, 2004).

Comme précédemment évoqué, 1’acces restreint a la composition des dilueurs constitue
une importante limite a cette étude. Il n’est pas possible d’exclure que certains composés
présents dans les plus mauvais milieux de réfrigération soient a I’origine des résultats

défavorables obtenus pour ces derniers.

Considérant les manifestations laissant suspecter [’initiation d’une capacitation
prématurée dans le MASTERBREEDER®, une analyse plus ciblée de la vitalit¢ des
spermatozoides et notamment de I’intégrité de I’acrosome aurait 1a aussi été particuliérement
pertinente afin de mettre en évidence les modifications et altérations potentielles inhérentes a

cet état d’hyperactivation, notamment en regard de 1’acrosome.

Une telle évaluation aurait aussi été appropriée afin de mettre en exergue les éventuels
effets protecteurs et bénéfiques de la rosiglitazone déja documentés sur la semence de verrat,
tant sur le plan de I'intégrité membranaire et acrosomale que sur la survie cellulaire (Mehdipour

etal., 2022 ; Wang et al., 2019).

Concernant 1’évaluation de la rosiglitazone il aurait aussi ét¢ intéressant de tester des
concentrations légérement supérieures. Néanmoins, il convient de noter que des concentrations
excessives de 1’ordre de 100 pM peuvent entrainer des effets déléteres en lien avec la
cytotoxicité cellulaire suspectée d’apparaitre a partir d’une certaine concentration (Wang et al.,
2019). En revanche, avant d’envisager des concentrations plus élevées, il serait nécessaire
d’évaluer au préalable sa cytotoxicité cellulaire potentielle. A ’instar de la notable résistance
des spermatozoides canins face au choc di au froid, il se pourrait qu’ils tolérent des
concentrations plus élevées, de I’ordre de 70 a 90 uM voire davantage. Cela pourrait permettre

de révéler des différences plus frappantes qui pourraient devenir significatives.
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d) Portée et perspectives de I’étude

Les conclusions de ce travail apportent des éclaircissements concernant les différents
milieux pour la réfrigération de la semence canine a + 4°C, pour certains disponibles sur le

marché, et ouvrent vers de nouvelles perspectives prometteuses.

Parmi ceux évalugs, le milieu JO+R se révele comme le plus efficace et le plus adapté
pour conserver la semence canine par réfrigération. Secondairement, 1’étude confirme
I’efficacité du jaune d’ceuf et vient démontrer que le CHILL LT® et le CHILL ST® permettent

d’offrir eux aussi de bons résultats.

A P’inverse, les données indiquent que le CANI EX LT®, le CANI EX LT®+R, CANI
EX ST®, MASTERBREEDER® et BOTUDOG® ne préservent pas les spermatozoides de
facon aussi satisfaisante qu’espérée et ne répondent pas aux exigences qualitatives attendues
sur le long terme. En revanche, leurs résultats convenables sur le court terme (2-3 jours), ne

contre-indiquent cependant pas leur utilisation.

Les données acquises au cours de cette étude apportent ainsi des éléments objectifs et
utiles pour que 1’opérateur puisse choisir le milieu de conservation le plus adapté pour la

conservation par réfrigération du sperme canin.

De plus, les premiers résultats obtenus a la suite de I’ajout de la rosiglitazone sont
encourageants et laissent entrevoir le potentiel de cette molécule pour améliorer la conservation
de la semence canine. Son incorporation semble ainsi se montrer comme un nouvel axe de

recherche prometteur sur la préservation de la semence canine.

En ce sens, mener des recherches supplémentaires est essentiel pour confirmer ou infirmer
le potentiel bénéfice de cette molécule chez le chien. Il serait ainsi intéressant d’évaluer son
effet en supplémentant divers milieux a base de jaune d’ceuf avec des concentrations croissantes
en rosiglitazone afin de déterminer si son utilisation apporte un bénéfice significatif sur les
parametres de mobilité des spermatozoides canins.

Aussi, il pourrait étre envisageable de tester son incorporation dans plusieurs milieux de
réfrigération préexistants sur le marché et a différentes gammes de concentration. La réalisation
de tests de mobilité et de vitalité tout en portant une attention particuliere a l'intégrité de
l'acrosome et de la membrane plasmique s’avérerait trés utile pour de définir les modalités

d’utilisation les plus optimales chez le chien.
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Dans la continuité de cette étude, il serait pertinent d’évaluer les bénéfices de la
rosiglitazone sur tous les milieux testés. A I’image de 1’étude de Iguer-Ouada et Verstegen, en
2001, qui a montré que la supplémentation de dilueurs commerciaux avec du jaune d’ceuf
améliore la mobilité, il serait envisageable de procéder de fagon identique avec la rosiglitazone.
Compte tenu de 1’état d’hyperactivation observé dans le MASTERBREEDER®), et sachant que
la mobilité progressive des spermatozoides de bélier cryoconservés s’améliore en présence de
rosiglitazone, 1’utilisation de cette molécule avec ce milieu pourrait éventuellement s’avérer

utile pour réduire les manifestations d’hyperactivation (Mehdipour et al., 2022).

Toutefois, il est suggéré que la rosiglitazone peut induire un efflux membranaire de
cholestérol ainsi qu’une augmentation de la phosphorylation de la tyrosine, deux événements
responsables de la capacitation. Ces données seront donc a confronter avec les résultats d’une
telle expérimentation, car son emploi pourrait en outre étre contre-indiqué avec ce milieu qui
provoque déja une hyperactivation des la dilution (Santoro et al., 2020). Quoi qu’il en soit, des

études supplémentaires sont nécessaires afin d’étayer toutes ces hypotheéses.

De plus, a ’exemple de ce qui a déja été effectué chez 1’étalon, le verrat, le bélier et
I’Homme, il serait intéressant d’apprécier secondairement I’effet de la rosiglitazone sur les
différents aspects du métabolisme du spermatozoide canin, a savoir I'utilisation métabolique
du glucose par les spermatozoides, 1’activité mitochondriale et la production d’ATP, la
réduction de I’activation des facteurs pro-apoptotiques ainsi que la réduction de la production
d’espéeces réactives de I"oxygene. Ces études seraient utiles pour caractériser et préciser les

bénéfices ainsi que les modes d'action de la rosiglitazone sur les spermatozoides canins.

Au-dela, il pourrait étre pertinent d’évaluer les effets de la concentration en glucose ou
en fructose dans des dilueurs déja supplémentés en rosiglitazone. Cette analyse complémentaire
permettrait de définir la meilleure association entre la rosiglitazone et le glucose au sein de ces

milieux.

Enfin, ces travaux devraient étre conduits a la fois dans le cadre de la réfrigération et de
la congélation afin d'évaluer de facon la plus exhaustive possible son bénéfice et d’optimiser

les différentes méthodes de conservation de la semence canine.

En définitive, aboutir a des réponses concrétes sur ce sujet est fondamental, car la

rosiglitazone pourrait dans un futur proche étre exploitée pour développer des milieux de
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réfrigération commerciaux performants et innovants en maticre de préservation de semence

canine, tant réfrigérée que congelée.

Le processus d’autorisation et de commercialisation de dilueurs de sperme canin
complémentés en rosiglitazone est cependant complexe et requiert des démarches
administratives afin de mettre en conformité I'usage d’une molécule a usage thérapeutique

humain pour la conservation par réfrigération ou la congélation de la semence canine.
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CONCLUSION

La réfrigération de la semence est une technique de reproduction assistée en constante
évolution, justifiant le développement continu de nouveaux milieux de réfrigération et d’agents

cryoprotecteurs.

Cette étude visait principalement a comparer neuf milieux de réfrigération a + 4°C,
incluant des produits disponibles sur le marché ainsi que d’autres en phase de développement
industriel. Un autre objectif était d’évaluer I'intérét de la rosiglitazone en tant qu’agent
cryoprotecteur pour préserver la mobilité et les paramétres cinétiques des spermatozoides

canins réfrigérés.

L’incorporation de rosiglitazone, avait déja montré des résultats prometteurs dans le
cadre de conservation de la semence congelée ou réfrigérée de différentes especes, notamment
le verrat, I’étalon, le bélier et ’'Homme, mais son utilisation chez le chien n’avait jusqu’alors

jamais été étudiée.

Bien qu’aucune différence significative n’ait été détectée, les résultats semblent
suggérer que 1’utilisation de la rosiglitazone a une concentration de 50 uM pourrait s’avérer
bénéfique pour la conservation du sperme canin, en améliorant les paramétres de mobilité des

spermatozoides réfrigérés.

La comparaison des neuf milieux de réfrigération a permis de confirmer I’intérét du
jaune d’ceuf (JO) pour la conservation de la semence canine réfrigérée a + 4°C sur une période
prolongée et a aussi révélé des résultats trés encourageants pour le CHILL LT® et le CHILL
ST®.

En revanche, parmi les dilueurs évalués, le CANI EX LT® et son homologue
complémenté en rosiglitazone (CANI EX LT®+R), le CANI EX ST®, et le BOTUDOG® se
sont montrés moins performants sur le long terme, bien que leurs résultats restent acceptables
sur les deux a trois premiers jours.

Enfin, les résultats du MASTERBREEDER® soulignent que les spermatozoides entrent
immédiatement, c’est-a-dire des la dilution, dans un état de capacitation prématurée, objectivé

par I’hyperactivation de la mobilité qui s’y produit.
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Les données issues de cette étude offrent aux professionnels de la reproduction animale
des indications utiles pour la sélection des dilueurs les plus adaptés pour la réfrigération du
sperme canin. De plus, les premiers résultats concernant I’utilisation de la rosiglitazone chez le
chien son trés prometteurs et incitent a poursuivre les recherches pour confirmer ses bénéfices

potentiels et sa contribution ou non a I’amélioration du succes reproducteur.

Pour conclure, ce travail de recherche contribue notablement a accroitre les
connaissances sur les milieux de réfrigération de la semence canine et permet d’envisager des
pistes séduisantes pour optimiser les techniques de réfrigération, notamment au travers d’une
potentielle future incorporation de la rosiglitazone aux milieux de réfrigération de semence

canine.
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ANNEXES

Annexe 1 : Données brutes issues de l'analyse CASA

CHIEN NOM TEMPS MILIEU VAP  VSL VCL ALH BCF STR LIN ELONGATION MOBILITE MOBILITE PROGRESSIVE
1 parker 0 AUCUN 111,3 1003 148 56 275 88 67 41 81 65
2 nostromo 0 AUCUN 155,4 128,7 2044 68 251 80 63 48 98 68
3 apollo 0 AUCUN 954 80,9 1351 56 321 81 58 49 91 55
4 rowdy 0 AUCUN 143,6 119,7 2085 74 335 79 55 59 95 61
5 stormfire 0 AUCUN 117,8 97,2 1729 7 30 75 53 46 81 43
6 hermes 0 AUCUN 143,2 121,5 197,7 68 308 80 59 63 80 53
7 stan 0 AUCUN 151,7 130,7 206,8 6,8 34,7 83 62 42 94 67
8 tom 0 AUCUN 128,7 111,8 1776 6,6 186 84 62 57 96 70
9 spirit 0 AUCUN 1352 112,1 1896 6,3 334 79 58 46 95 59
10 nostromo 0 AUCUN 108 87 159,7 66 30 75 52 42 89 47
11 stormfire 0 AUCUN 159,5 132,5 252,7 87 345 80 52 47 96 67
12 VASCO 0 AUCUN 69,8 56,7 1088 6,3 26 78 52 46 85 35
13 VOICE 0 AUCUN 1132 92,2 1669 7 271 76 51 60 93 48
14 VIRUS 0 AUCUN 106,6 94,7 1466 6 284 84 61 53 89 59
15 SPIRIT 0 AUCUN 138,8 120,2 1833 66 27,1 82 62 50 90 61
16 NOSTROMO 0 AUCUN 1339 1148 1749 63 252 81 63 67 94 64
17 STORMFIRE 0 AUCUN 165,2 1551 2064 6,2 243 92 75 62 93 83
18 LOCKNESS 0 AUCUN 1144 1071 1623 57 351 91 65 43 68 60
19 APOLLO 0 AUCUN 71,6 62,5 110,2 56 284 85 57 47 80 44
20 ROWDY 0 AUCUN 1159 984 1779 7,1 33 81 54 47 86 57
1 parker 0 BOTUDOG 113,7 106,4 1563 54 332 91 68 41 59 51
2 nostromo 0 BOTUDOG 147,8 136,3 1726 52 232 91 78 56 96 83
3 apollo 0 BOTUDOG 76,3 62,6 1178 6 31 77 51 48 85 35
4 rowdy 0 BOTUDOG 106,7 82,4 1826 79 295 74 44 52 92 50
5 stormfire 0 BOTUDOG 98,2 89,8 1287 48 286 85 67 47 58 37
6 hermes 0 BOTUDOG 143,5 1343 1666 49 259 90 76 60 86 68
7 stan 0 BOTUDOG 143,5 1357 1779 56 299 92 74 42 88 72
8 tom 0 BOTUDOG 113,1 1042 1376 52 239 8 71 55 79 56
9 spirit 0 BOTUDOG 136,8 127,3 1728 56 341 89 71 47 87 70
10 nostromo 0 BOTUDOG 127,9 1189 1554 54 238 90 73 44 79 61
11 stormfire 0 BOTUDOG 1555 146,2 1821 49 30 92 79 50 91 80
12 VASCO 0 BOTUDOG 68,7 59,8 953 5 266 83 59 51 81 35
13 VOICE 0 BOTUDOG 985 846 1392 59 316 80 57 47 86 47
14 VIRUS 0 BOTUDOG 75,6 641 1102 52 31 8 56 43 84 39
15 SPIRIT 0 BOTUDOG 138,8 1316 1629 5 291 91 76 46 82 64
16 NOSTROMO 0 BOTUDOG 136,6 1283 1592 5 21,3 91 78 49 86 72
17 STORMFIRE 0 BOTUDOG 134,2 127,7 157 43 31,7 92 78 57 79 65
18 LOCKNESS 0 BOTUDOG 128,7 122,2 1654 52 336 93 73 50 66 56
19 APOLLO 0 BOTUDOG 73,8 66,6 1004 4,9 235 88 67 53 78 45
20 ROWDY 0 BOTUDOG 124,8 1136 1751 7,1 27 83 64 56 84 61
1 parker 0 CANI EX LT 113,4 103,2 1574 6,2 243 89 66 37 68 57
2 nostromo 0 CANIEX LT 154,8 1384 1894 68 18,7 83 73 44 98 81
3 apollo 0 CANI EX LT 99,7 84 138,7 62 21,8 81 59 47 92 56
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99,9
70,9
93,6
52,7

103,1

104,1
46,6
95
46,5
125,4
104,4
74,6
106,9
63,1
110,3

55,8

171,2
129,3
190,1
119,2
166,8
111,9
107,5
88,2
119,9
118,1
125,5
59,6
153,2
125,8
93,7
189,9
119,3
241,6
160,8
127,6
188
170,7
201,9
134,9
198,9
123,1
116,7
171,7
164
122,9
164,8
153,1
94,9
63,9
110,1
195,5
126,3
210,9
106,7
189,5
197,4
153,3
206,4
122,8
185,1
142,1
125,7
154

169,5

6,9
7,4
7,5

9,5

270

30,4

85

84

81

86

91

70

79

81

89

83

82

83

82

91

70

74

74

78

54

73

84

80

74

71

82

69

72

77

78

70

77

76

67

78

76

80

75

77

71

88

82

81

80

78

85

74

78

75

77

52

54

50

65

71

37

50

52

67

61

50

56

50

70

34

49

38

45

25

38

54

43

46

39

53

31

42

42

55

43

52

44

33

44

44

55

38

45

48

66

54

49

52

51

60

41

50

45

54

40

46

56

55

50

48

48

42

55

42

56

43

57

48

58

64

44

48

46

47

43

44

55

41

44

49

51

65

49

57

51

38

44

49

38

41

48

51

61

44

55

45

49

45

43

44

44

40

47

74

49

71

46

86

34

48

30

54

55

30

49

67

16

94

61

87

38

42

77

42

78

45

77

64

80

75

74

80

84

16

25

14

92

55

87

33

85

78

64

84

64

83

65

74

67

77

56

30

48

30

75

19

37

33

28

49

53

18

57

15

60

23

45

15

58

13

27

40

41

31

51

65

18

54

11

71

57

40

58

33

64

27

34

35

44
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17

18

19

20

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
parker
nostromo
apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO
VOICE
VIRUS
SPIRIT
NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
parker
nostromo
apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO
VOICE
VIRUS
SPIRIT
NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
parker
nostromo
apollo

rowdy

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL LT

CHILLLT

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

83

102,5

130,1

135,4

123,9
75,4
97,5
59,8
104

124,2

141,5

113,4
34,9

107,4
65,2

138,2
68,4

147,9

127,2
65,9
115,7
78,1
107,6
120
76,2
117
80,1
126,5
36,6

28

117,9
60,8

121

137,2
164,4
163,6
79,4
197,6
132,1
195,9
135,2
200,9
148,2
157,4
176,5
125,4
183,4
121
177,9
123,1
69,9
108,7
101
93,2

178,6

133,2
136,4
112,3
154,4
161,8
190,6
187,9
60,2

215,1
115,6
2224
150,4

264,4

8,2
7,2
7,3
9,5
6,3
11,2
7,1
10
8,3

111

271

32,4

28,4

21,4

32,4

72

77

79

77

71

81

88

82

85

86

89

89

88

86

86

91

69

76

66

84

65

69

64

84

84

76

82

74

80

59

84

82

82

75

85

84

78

83

71

78

86

90

84

81

73

73

81

73

79

46

50

49

39

40

53

65

47

56

56

66

66

59

62

65

70

31

43

43

59

40

36

41

53

55

45

56

36

48

32

54

52

47

47

61

55

45

59

39

53

67

68

53

50

38

40

53

35

46

41

51

38

46

50

67

45

46

45

51

48

42

45

45

44

46

49

51

34

52

41

54

67

49

51

40

43

49

45

67

43

55

50

49

51

48

47

41

45

45

40

44

49

49

49

60

44

48

53

75

83

36

24

73

16

87

10

82

38

66

80

63

77

47

84

21

33

10

45

59

22

94

63

89

27

75

86

63

79

69

80

84

83

60

75

84

74

30

30

56

94

44

90

34

51

22

32

10

72

61

26

51

67

41

61

32

71

16

17

35

11

72

27

63

56

63

43

43

50

61

40

50

16

42

64

63

24

30

71

15

61



10

11

12

13

14

15

11

12

13

11

12

13

stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO
VOICE
VIRUS
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NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
APOLLO
parker
nostromo
apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO
VOICE
VIRUS
SPIRIT
NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
parker
nostromo
apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO

VOICE

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

CHILL ST

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

JO+R

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

126,7
128,9
109,7
118,1
36
126,3

133

130,1
91
135,6

105

112,5
120,7
90,3
110,8

90,8

137,1
58,2

59

64,8

78,7

176,4
213,5
191,6
218,8

149,8

129,2
134,4
137,7
171,9
174,5
172,2
208,5
60,4
254,6
207,7
228,4
177,6
249,2
203
181,5
214,7
190,4
228,3
152,5
207,2
143,5
134,8
121,6
151,1
180,2
167
188,1
93,4
229,4
176,3
261,1
264
342
270,3

224,5

264,4
254,8
184,1
286,8
174,5

168,5

7,7
8,9
9,2
9,7
7,6
9,9

7,2

7,2

8,1

9,9
55
11,7
8,5
9,2
8,5

10,9

6,5
8,1
8,6
9,7
6,5
6,6
7,5
7,8
7,8
6,4
6,6
6,2

8,1

9,9
7,7
11,9
11,6
15

10,4

272

40,8
25,6

27

45

86

86

82

81

82

79

79

85

84

86

85

83

85

83

77

90

81

74

77

92

87

83

81

80

84

92

77

74

72

85

88

86

86

81

79

66

70

69

64

59

74

68

62

68

72

71

71

78

18

62

58

46

51

59

42

47

60

54

64

64

56

51

52

40

61

48

34

41

63

64

53

47

47

61

66

40

41

38

60

62

64

54

51

46

34

38

28

27

24

44

33

30

37

45

35

35

43

72

41

47

43

45

42

45

41

51

38

56

47

52

44

52

48

45

44

42

49

69

52

44

46

45

44

58

47

47

44

47

43

46

52

49

47

54

54

55

62

66

61

42

51

47

47

48

46

64

84

85

59

85

67

39

83

86

71

79

85

73

24

27

81

50

91

74

85

48

85

81

72

78

80

88

73

70

51

73

83

78

61

57

81

43

95

63

84

40

89

88

75

74

80

83

78

69

63

66

40

61

44

23

42

48

41

56

66

50

19

51

44

68

36

52

45

67

60

49

56

56

79

35

29

17

45

68

58

48

20

54

11

44

27

27

50

38

21

32

41

42

35

36



14

15

16

17

18

19

20

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

VIRUS
SPIRIT
NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
parker
nostromo
apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO
VOICE
VIRUS
SPIRIT
NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
parker
nostromo
apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO
VOICE
VIRUS
SPIRIT
NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
parker

nostromo

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

MASTERBREEDER

R

R

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

BOTUDOG

CANIEX LT

CANIEX LT

104,5
95,3
110,4
83,8
111,4
44
87,7
69
128,9
77,3
125,1
127,9
130,8
123,5
114
124,7
1131
151,3
72,4
76,5
54,6
115
73,8
137,2
120,3

64

107,7

79,4
77
91,5
78,5

92

103,5
56
97,5
123
120,3
105,1
99
98,6
101
142,1
54,8
57,9
39,6
102,9
53,5
129,6
108
56,4
103,6
95,4
88,4
47
77,5
58,2
70
75,8
26,7
100,3
73,4
113,1
40,9
49,4

44

198,8
167,3
165,2
109,3

231

153,9
145,3
112,9
158,2
143,6
175,5
202,6
98,9
217,8
219,9
1771
123,7
208,9
168,2
133
167,5
87,7
160,1
126,3
164
94,7
105,9
78,3
110,7
122
131,1
132
64,7

154,3

169,1

9,5
9,8
8,1
4,5

11,3
5,6

10,8
8,5
9,7
8,9

11,1
6,9
6.8
8,8
8,4
10
6,2
6,9
8,2
8,5
7.4
6,3
83
5,5
83
53
9,7

10,3
7,8
7,6
9,7
8,4
6,6
7,3
7,3
6,6
5.8
5,8
6.8
5,8
48
5,5
56
5,6
6,5
5,6

7,8

273

32

32,4

23,4

71

73

77

91

81

78

70

80

79

71

75

96

89

82

83

76

85

93

73

71

69

84

69

91

89

85

78

82

83

77

76

72

83

82

66

85

82

92

76

77

81

82

91

86

80

84

78

74

38

42

53

68

40

42

37

48

44

30

38

68

64

49

50

44

62

67

35

38

35

61

38

71

54

56

46

45

52

39

39

36

53

47

32

60

58

70

43

47

54

56

72

62

50

58

44

50

45

49

42

46

52

47

46

49

43

49

53

48

47

40

55

46

42

49

49

52

53

48

48

52

51

45

52

42

41

50

58

48

52

38

53

48

43

45

44

43

64

47

40

58

47

53

56

53

78

46

76

48

23

38

63

48

92

67

87

26

84

81

79

79

80

88

73

65

31

75

44

73

66

63

79

34

74

50

72

69

70

73

66

41

79

39

40

19

60

50

64

21

46

86

37

20

46

31

16

21

18

66

28

51

26

70

61

54

49

59

84

31

26

49

18

60

58

29

50

22

54

17

41

30

40

50

47

24

69

10

15

29

38

41

24

47
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12

13
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apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO
VOICE
VIRUS
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NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
parker
nostromo
apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo
stormfire
VASCO
VOICE
VIRUS
SPIRIT
NOSTROMO
STORMFIRE
LOCKNESS
APOLLO
ROWDY
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nostromo
apollo
rowdy
stormfire
hermes
stan
tom
spirit
nostromo

stormfire

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

72

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANIEX LT

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX LT+R

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

CANIEX ST

CANI EX ST

121,2
80,4
40,1
47,4
25,5
97,4
45,1

117,5
59,1

66

110,1

40,9

141,9

119,8
65,8
100,7
84,5
57,8
76,5
27,4
122,9
62,9
114,9
48,8
56,5
123,4
49,5
132,2
87,7

110,6

100,5

124,2
64,2
83,6
42,9
54,7
53,4

103,2
47,9

82

106,5
54,4
100,9
37,5
45,7
113,6
43,9
119,6
79,9

101,6

124,9
171,5
195,3
130,4
187,6
106
88,4
117,4
150,2
153,6
187,6

137,7

213,7
100,5
116,1

172,4

168,4
78,9
183,2
124,9

165,3

10,1
5,4

7,3

6,6
9,8
6,8
8,9
6,2
7,6
6,8
11,8
6,4
7,5
6,8
5,7

6,3

7,6

8,8
5,8
6,3
6,1

51

5,7

6,1

274

27
373

38,4

28,4
30,3
38,2

31

34,4
30,3
29,6

28

60

72

72

73

75

81

76

74

74

70

74

74

71

74

81

74

69

59

57

75

68

78

66

78

87

77

86

78

80

73

77

73

84

69

78

76

76

70

65

84

79

83

74

72

89

86

87

87

89

28

35

31

41

39

47

48

45

41

33

41

37

46

45

55

45

39

35

29

46

37

44

41

46

58

47

59

54

48

37

47

38

53

41

52

49

47

37

31

56

45

52

41

43

66

55

63

62

61

51

49

47

42

47

49

50

44

54

52

42

40

55

49

42

56

48

45

43

47

46

50

60

41

40

43

48

53

46

53

43

55

48

47

43

41

52

47

55

42

69

54

49

40

40

51

46

47

48

69

48

18

36

63

69

37

64

49

46

56

71

59

85

10

80

14

81

48

24

73

14

79

67

57

63

68

57

61
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Annexe 2 : Vérification de la normalité des résidus de la mobilité totale
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Annexe 3 : Vérification de la normalité des résidus de la mobilité progressive
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Annexe 4 : Vérification de la normalité des résidus de la VAP
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Annexe 5 : Verification de la normalité des résidus de la VSL

Normal Q-Q Plot
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Annexe 6 : Vérification de la normalité des résidus de la VCL
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Annexe 7 : Vérification de la normalité des résidus de I’ALH
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Annexe 8 : Verification de la normalité des résidus de la BCF

Normal Q-Q Plot
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Annexe 9 : Vérification de la normalité des résidus de la LIN

Normal Q-Q Plot
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Annexe 10 : Vérification de la normalité des résidus de la STR

Normal Q-Q Plot
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Annexe 11 : Vérification de la normalité des résidus de ’ELONGATION

Normal Q-Q Plot
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Annexe 12 : Résumé de [’étude présentée au 25" congrés international de reproduction
EVSSAR - Barcelone du 27 au 29 Juin 2024

Comparative study of different refrigeration media to improve the
conservation of canine semen at +4°C: Preliminary test with the use of
Rosiglitazone

Hamed FARNIA!, Emmanuel MONZINGER!, M. LE-GUIRIEC!, P. WARMOES?, L.
VANKRIEKEN? and Djemil BENCHARIF!

! Theriogenology Unit, ONIRIS, National College of Veterinary Medicine Food Science and Engineering
Nantes, France? HuVeSearch Compagny, Belgium

Preserving semen through refrigeration or freezing is crucial for the selective breeding of dog
breeds. While canine spermatozoa are resilient, storing them at +4°C can be detrimental. To
mitigate negative effects, it is necessary to use extension media containing cryoprotective
agents. Therefore, this study aimed to compare various sperm extenders currently available in
the market with or without the addition of rosiglitazone. Twenty ejaculates were collected from
healthy dogs and diluted in three media with and without the additive. Samples were then
refrigerated at +4°C, and total and progressive motility was assessed using a computerised
system (CASA) at the time of dilution (tOh) and every 24 h for 8 days until mobility dropped
below 30%. Initial findings suggested that JO+R retained the most ejaculates (8 in total) with
mobility remaining above 30% after 192 h of storage. Its progressive motility indicated
superiority over other media, particularly at t72h (47.5%), significantly higher than CANI EX
LT (26.8%) and MASTERBREEDER (26.8%). Similarly, at t96h (45.5%) and t120h (45.1%),
JO+R exhibited better progressive motility than CANI EX LT (28.8% and 18.2% respectively),
while at t120h, CANI EX LT+R showed a significantly lower rate (23.7%). Between t144h
(48.3%), t168h (42.6%), and t192h (49.8%), JO+R outperformed MASTERBREEDER (22.3%,
23.1%, and 18.6% respectively) (P < 0.05; Chi-squared test). These initial findings suggest that
the JO+R medium is the most efficient in maintaining total and progressive motility for 192
hours of refrigeration at +4°C. The inclusion of rosiglitazone, particularly its ability to enhance
glucose penetration intracellularly, may explain this superiority compared to other

environments.
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Emmanuel MONZINGER

ETUDE COMPARATIVE DE NEUF MILIEUX POUR LA REFRIGERATION DE
LA SEMENCE CANINE : TESTS DE MOBILITE

COMPARATIVE STUDY OF NINE EXTENDERS FOR CANINE SEMEN
REFRIGERATION: MOBILITY TESTS

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 18 septembre 2024

RESUME

Cette étude avait pour objectif de comparer divers dilueurs pour certains disponibles sur le
marché et dont deux étaient supplémentés en rosiglitazone a une concentration de 50 uM.
Vingt échantillons de semence canine ont été collectés et dilués dans neuf milieux différents
: JO, JO+R, CANI EX LT®, CANI EX LT®+R, CANI EX ST®, MASTERBREEDER®,
BOTUDOG®, CHILL LT® et CHILL ST®. Les échantillons ont ensuite été réfrigérés a
+ 4°C, et la mobilité totale et progressive ainsi que les parametres cinétiques (VAP, VSL,
VCL, ALH, BCF, STR, LIN et ELONGATION) ont été évalués par systéme informatisé
(CASA) au moment de la dilution (TOH) et toutes les 24 heures pendant 8 jours, jusqu'a ce
que la mobilité devienne inférieure a 30 %. L’analyse montre que les dilueurs supplémentés
en rosiglitazone offrent de meilleures performances que leurs homologues non
complémentés, malgré une absence de différence significative. De plus, la comparaison des
milieux révele que JO, JO+R, CHILL LT® et CHILL ST® obtiennent globalement de
meilleurs résultats, tandis que le CANI EX LT®, CANI EX LT®+R CANI EX ST® et
BOTUDOG® apparaissent quant a eux moins efficaces. Enfin, le MASTERBREEDER® est
encore moins bon, puisqu’une capacitation prématurée des spermatozoides s’y produit. En
conclusion, les résultats de cette étude suggerent que l'incorporation de rosiglitazone dans le
JO et le CANI EX LT® améliore les paramétres de mobilité, mais sans pour autant
compenser un défaut initial du dilueur. Elle dresse en outre un tableau comparatif de
différents milieux commerciaux, en cours de développement, ou préparés directement en
laboratoire et en fournit un état des lieux actualisé.

MOTS CLES :

- SPERME

- CHIEN

- REFRIGERATION

- CONSERVATION DU SPERME
- ROSIGLITAZONE

- DILUEURS

- REPRODUCTION

DATE DE SOUTENANCE : Le 18 septembre 2024






