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RESUME : Le but de cette revue est de décrire les techniques de congélation de la semence
équine. Un rappel résumera la formation du spermatozoide dans le testicule, son anatomie
et sa physiologie en insistant sur les structures lésées pendant le processus de congélation
et décongélation. Les techniques de congélation du sperme seront ensuite résumées dans
différentes espéces et comparées avec celles utilisées pour la semence équine. Les critéres
actuels de qualité seront définis pour le sperme avant et aprés congélation en insistant sur la
mobilité totale, progressive et les différentes définitions de ces concepts dans la littérature.
Les autres méthodes d’analyse comme la cytométrie de flux seront présentées ainsi que leurs
intéréts cliniques. Les prochains développements et progrés dans le domaine de la congélation
seront enfin envisagés : la prédiction de la qualité du sperme congelé a partir du sperme frais,

I’amélioration des dilueurs et la lutte contre les formes activées de 'oxygéne.

1. INTRODUCTION

Depuis vingt ans, la congélation du
sperme équin a permis de diffuser la
génétique de nos meilleurs étalons et
d’importer celle des champions. Les
congélations effectuées en dehors des
saisons sportives permettent d’insémi-
ner de nombreuses juments pendant la
saison de reproduction pendant que
les étalons concourent dans des lieux
¢loignés. Ainsi, les éleveurs ont en
permanence acces a des doses d’insé-
mination sans risques sanitaires.

Malheureusement, des inconvénients
subsistent. D’une part, apres décongé-
lation, la durée de vie des spermato-
zoides est courte, ce qui oblige a insé-
miner ou échographier plus souvent
la jument (Daels, 2003). D’autre part,
malgré une bonne qualité de sperme
frais, 20 % des ¢éjaculats équins ne sup-
portent pas la congélation, la qualité
du sperme aprés décongélation étant
insuffisante pour des raisons encore
inconnues (Vidament et al., 1997 ;

Vidament, 2005). Les doses n’étant
pas commercialisables, la perte est
lourde pour le propriétaire de 1’éta-
lon : la gestion de la carriere de repro-
ducteur est plus compliquée, 1’expor-
tation hors Europe est impossible et la
génétique est moins diffusée.

Face a ces faits, la recherche s’oriente
actuellement dans plusieurs direc-
tions. Une premicre approche vise
a optimiser le milieu de congélation
(ou extender) (Vidament et al., 2001 ;
2005 ; Squires, 2005 ; Morrell, 2006 ;
Pillet et al., 2008 ; 2010). La recherche
s’intéresse aussi aux méthodes de des-
cente en température, pour diminuer
les lésions cellulaires dues au froid
(Nawroth et al., 2002 ; Isachenko et
al., 2003 ; 2005). Une autre approche
est la détermination de 1’origine des 1¢-
sions subies par le spermatozoide lors
de la congélation. Actuellement, les
formes activées de I’oxygéne (FAO)
(reactive oxygen species), des com-
posés hautement réactifs interagissant
avec différentes molécules, sont parti-

culiérement mises en cause en andro-
logie humaine et vétérinaire (Wang et
al., 1997a; Ball et al., 2001 ; Aitken et
Baker, 2004 ; Morrell, 20006).

Le but de cet article est de revoir
la physiologie du spermatozoide et
d’en discuter les implications dans le
contexte de la congélation. Les amé-
liorations des techniques de congéla-
tion présentes ou a venir seront aussi
évoqueées.

2. NOTIONS DE
CRYOBIOLOGIE

La congélation des cellules a pour but
de réduire leur métabolisme cellulaire
au maximum afin d’augmenter leur
durée de conservation. Cependant,
I’exposition des cellules au froid leur
fait courir trois types de danger : le
choc thermique qui entraine la déna-
turation de certaines protéines, la cris-
tallisation intracellulaire qui provoque
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des Iésions des organelles et la déshy-
dratation intracellulaire qui entraine la
dénaturation de certaines protéines et
I’accumulation de composés toxiques
(Graham, 2011).

La technique de congélation idéale
devrait prévenir ces différents
risques. Cependant, chaque technique
de congélation va limiter certains
risques, mais en promouvoir d’autres.
Lors de la congélation, qui consiste
a faire diminuer progressivement la
température, le risque de formation
de cristaux intracellulaires est élevé,
ce qui implique le recours a de fortes
concentrations en agent cryopro-
tecteur. Lors de la vitrification, qui
consiste en une diminution brutale de
la température, la réorganisation en
cristaux n’a pas lieu, mais le risque
de dénaturation des protéines est pré-
sent (Graham, 2011). Cette technique
nécessite cependant le recours a de
hautes concentrations en agent cryo-
protecteur (Bagchi et al., 2008) méme
si de récentes publications laissent
penser que non (Nawroth ef al., 2002).

Les milieux de congélation vont
contenir des agents cryoprotecteurs
afin de diminuer la formation de cris-
taux intracellulaire. Il existe deux
types d’agents cryoprotecteurs :

—les agents pénétrants, comme le
glycérol, le diméthylsulfoxyde
(DMSO) (Gilmore et al., 2000) ou
les amides (Alvarenga et al., 2005) :
ils sont de bas poids moléculaire ; en
entrant dans la cellule, ils limitent
la formation de cristaux intracellu-
laires ;

— les agents non pénétrants, comme le
saccharose ou le tréhalose : ils vont
rester a I’extérieur de la cellule et la
déshydrater par osmose ou protéger
la cellule en augmentant la viscosité
du milieu.

Les concentrations en agent cryopro-
tecteur doivent étre minimales, car
ces derniers peuvent étre toxiques au
niveau cellulaire. Cette concentration
dans un milieu de congélation doit
étre néanmoins suffisante pour limiter
les dégats cellulaires liés a la congéla-
tion, mais doit rester basse pour limi-
ter sa toxicité surtout chez le cheval
et le porc, chez lesquels la membrane
du spermatozoide est particuliere-
ment sensible aux effets osmotiques
toxiques des agents cryoprotecteurs
(Squires et al., 2004).
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Le spermatozoide est une cellule
contenant relativement peu d’eau par
rapport aux autres cellules, ce qui li-
mite la formation de glace intracellu-
laire, mais 1’expose aussi rapidement
aux dangers liés a la déshydratation
cellulaire et a la dénaturation des pro-
téines. La connaissance de 1’anatomie
et de la physiologie du spermatozoide
permet de comprendre quelles struc-
tures sont sensibles aux effets de la
congélation.

3. SPERMATOZOIDES,
SPERMATOGENESE,
CAPACITATION ET
FECONDATION

3.1. Le spermatozoide

Le spermatozoide transporte 1’infor-
mation génétique dans le tractus
génital femelle et la délivre a I’inté-
rieur de I’ovocyte. Afin d’accomplir
cette mission, le spermatozoide est
hautement différencié. La taille et la
forme du spermatozoide varient entre
especes (Senger, 2005). Chez 1’étalon,
il mesure 60 um de long sur 2,7 um de
large (Amann et Graham, 2011). Mor-
phologiquement, le spermatozoide des
mammiféres est divisé en deux parties
(figure 1) (Senger, 2005) : (i) la téte,
comprend 1’acrosome, le chapeau nu-
cléaire et le noyau cellulaire et (ii) la
queue ou flagelle, comprend la picce
intermédiaire, la piéce principale et la
piece terminale.

La membrane cytoplasmique consti-
tue la barriére avec le milieu exté-
rieur. Elle n’est pas homogéne mais
est divisée en de nombreux micro-do-
maines (mosaique) ou des protéines

spécifiques sont fixées (Senger, 2005 ;
Lopez et al., 2007 ; Boerke et al.,
2008 ; Gadella, 2008b). De nature lipi-
dique, la membrane peut étre modifiée
par le milieu ou se trouve le sperma-
tozoide avec lequel des échanges sont
possibles, comme par exemple avec
le cholestérol (Moore et al., 2005a ;
Oliveira et al., 2010). Chez le cheval,
le bovin et I’homme, la membrane
est sensible aux dommages causés
par la congélation (Barthelemy et al.,
1990 ; Blottner et al., 2001 ; Bollwein
et al., 2008). Les FAO semblent in-
duire des Iésions de la membrane lipi-
dique lors du processus de congélation
chez I’homme (Wang et al., 1997¢), le
bovin (Koss et al., 2007) et le cheval
(Neild et al., 2005 ; Ortega Ferrusola
et al., 2009a), méme si des modéles
de production in vitro de FAO n’ont
pas augmenté la peroxydation des
membranes du spermatozoide équin
(Baumber et al., 2000).

Classiquement, la téte est décrite
comme comprenant trois parties : (i)
I’acrosome, (ii) le noyau et (iii) le
chapeau nucléaire (Blom et Birch-An-
dersen, 1975). La surface de la mem-
brane de la téte est structurée en une
mosaique de territoires exposant des
protéines nécessaires a la capacitation
(Senger, 2005 ; Boerke et al., 2008 ;
Gadella, 2008a ; Gadella et al., 2008).
L’acrosome est une vacuole située a
I’avant du noyau qui est formée lors
de la spermiogenése pendant la phase
de Golgi (Senger, 2005 ; Amann et
Graham, 2011). Les enzymes hydroly-
tiques synthétisés par I’acrosome sont
responsables de la lyse de la zone pel-
lucide ovocytaire lors de la féconda-
tion (Senger, 2005 ; Amann et Graham,
2011). La congélation provoque des

Figure 1 : structure schématique du spermatozoide
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réactions acrosomiales prématurées
(Barthelemy et al., 1990 ; Schembri
et al., 2002).

Le noyau comprend le matériel géné-
tique male. Il est récemment apparu
que le noyau du spermatozoide ma-
ture produit encore des ARN messa-
gers (Miller, 2007), contredisant 1’idée
généralement admise de ’inactivité
du matériel génétique des gameétes
matures. Chez le cheval et ’homme,
la présence de FAO entraine la frag-
mentation de I’ADN du noyau (Irvine
et al., 2000 ; Baumber et al., 2003)
et des FAO peuvent étre produites
au cours du processus de congélation
(Wang et al., 1997b). La fragmen-
tation de I’ADN a été directement
associée a la fertilité chez ’homme
(Evenson et Jost, 2000).

La queue comprend trois parties : la
piéce intermédiaire, la piéce princi-
pale et la piéce terminale. La queue
s’attache via une piece spécifique, la
capitulum, a la téte du spermatozoide.
La piéce intermédiaire est €largie par
des mitochondries (figure 1), produi-
sant I’ATP, disposées en hélice autour
de I’hélice fibreuse qui recouvre 1’axo-
néme central (Senger, 2005 ; Amann
et Graham, 2011). Chez le cheval, il
a été montré que la congélation pro-
voque une diminution de [’activité
mitochondriale (Schober ef al., 2007).
La piéce principale est composée de
I’axonéme central et la piece termi-
nale ne comprend que la fin des fibres
du flagelle (Senger, 2005).

3.2. De la spermatogenése
a léjaculation

Dans le testicule équin, la formation
d’un spermatozoide dure 57 jours
(Senger, 2005 ; Amann et Graham,
2011). Les spermatogonies sont si-
tuées le long de la membrane basale
des tubes séminiféres. Au cours de
leur différentiation, elles vont étre
conduites vers la lumicre de ces tubes
par les cellules de Sertoli (Senger,
2005).

Au cours de la spermatocytogenése,
ou phase de prolifération, les sper-
matogonies se divisent par mitoses
pour arriver au stade spermatogo-
nie B ou renouveler le stock de cel-
lules souches. Les spermatogonies B
subissent une division mitotique
pour passer au stade spermatocyte I.
Le stade spermatocyte II sera atteint

apres la premiere division méiotique
(réductionnelle) et la seconde divi-
sion méiotique (équationnelle) les
amenera au stade spermatide (Senger,
2005 ; Amann, 2011). La différen-
ciation ou spermiogenése va ensuite
permettre aux spermatides d’acquérir
leur forme et leurs fonctions (Senger,
2005 ; Amann, 2011). Elle se divise
en 4 étapes : la phase de Golgi (for-
mation de 1’acrosome par 1’appareil
de Golgi), la phase de chapeau (¢élon-
gation de 1’acrosome autour du noyau
et début de I’organisation du flagelle),
la phase acrosomale (allongement du
cytoplasme et du noyau), la phase de
maturation (mise en place du flagelle
et du manchon de mitochondries de la
piéce intermédiaire) (Senger, 2005 ;
Amann, 2011).

La différenciation terminée, lors de la
spermiation, le spermatide est libéré
dans le tube séminifére par les cel-
lules de Sertoli. Les tubes séminiféres
se collectent dans le refe testis, puis
dans les canaux efférents avant d’en-
trer dans 1’épididyme (Amann, 2011).
Le spermatozoide équin séjourne
au minimum 4,1 jours dans 1’¢pidi-
dyme (Senger, 2005 ; Amann, 2011),
ou des modifications physiologiques
et morphologiques vont avoir lieu.
Durant ce transit, des protéines et des
glucides indispensables a la capacita-
tion vont étre inclus a la surface de la
membrane de la téte (Senger, 2005 ;
Lopez et al., 2007 ; Gadella, 2008b).
Le liquide présent a I’entrée de 1’épi-
didyme va presqu’entiérement étre ré-
absorbé et il sera ensuite remplacé par
une sécrétion de la partie distale de
I’épididyme (Senger, 2005 ; Amann,
2011). Dans la téte de 1’épididyme, les
spermatozoides ne sont ni mobiles, ni
fertiles et une gouttelette cytoplas-
mique proximale est présente (Senger,
2005 ; Amann, 2011). La progression
des spermatozoides dans 1’épididyme
ne dépend pas de leur mobilité propre,
mais de mouvements de 1’épithélium
ciliaire et de I’activité musculaire lisse
de la paroi (Senger, 2005 ; Suarez,
2006). Dans le corps de I’épididyme,
les spermatozoides acquiérent leur
mobilité. L’apparition de la mobilité
fait suite a 1’absorption de carnitine au
niveau de la téte de I’¢épididyme (Sen-
ger, 2005 ; Amann, 2011). A ce stade,
la gouttelette cytoplasmique se trouve
sur ’extrémité distale de la piéce
intermédiaire (Braun et al., 1994) et
les spermatozoides peuvent se lier a
I’ovocyte et sont capables de féconder
un ovocyte (Sostaric et al., 2008a).

Chez I’humain (Hutchon et al., 1998 ;
Bachtell et al., 1999), le chien (Mar-
tins et al., 2009) et le cheval (Braun
et al., 1994 ; Bachtell et al., 1999), les
spermatozoides récoltés dans 1’épidi-
dyme peuvent étre congelés. Dans la
queue de I’épididyme, les spermato-
zoides sont capables de féconder un
ovocyte, cet endroit servant de réser-
voir (Senger, 2005).

Seuls les spermatozoides présents
dans la partie distale de I’épididyme
sont ¢jaculés. Les préliminaires
sexuels provoquant une libération
d’ocytocine, les contractions des
muscles lisses vont amener les sper-
matozoides jusqu’a ’urétre pelvien ou
ils seront stockés avant 1’¢jaculation
(Senger, 2005). Le plasma séminal
est produit chez 1’étalon par 1’épidi-
dyme, I’ampoule du canal déférent,
les glandes séminales, qui produisent
la grande majorité du plasma séminal,
la prostate et les glandes bulbo-uré-
trales (Senger, 2005). Dans le plasma
séminal, la membrane cytoplasmique
de la téte va étre recouverte par des
protéines et des glucides du plasma
séminal (Lopez et al., 2007 ; Gadella,
2008b ; Gadella et al., 2008). La di-
lution du milieu épididymaire par le
plasma séminal va aussi lever I’inhibi-
tion de la mobilité des spermatozoides
(Senger, 2005).

3.3. Capacitation
du spermatozoide
et fécondation

Pour pouvoir féconder 1’ovocyte, les
spermatozoides doivent transiter entre
I'utérus et I’isthme de 1’oviducte du
tractus génital femelle afin d’y subir
la capacitation : les protéines et glu-
cides présents a la surface de la téte
vont étre détachés (Gadella, 2008a ;
2008b) (figure 2). Lors de la capacita-
tion, les spermatozoides seront immo-
bilisés sur I’épithélium de 1’oviducte
et seront ensuite libérés pendant plu-
sieurs heures ou jours (Senger, 2005 ;
Sostaric et al., 2008b). Apres congéla-
tion, une augmentation de la propor-
tion de spermatozoides capacités a été
observée chez le cheval, le bovin et le
porc (Cormier et al., 1997 ; Schembri
et al., 2002 ; Thomas et al., 2006) : en
I’absence de fixation aux voies géni-
tales femelles en attendant une libé-
ration postérieure, le spermatozoide
a une durée de vie et de fécondation
aprés insémination réduite a 12-24
heures chez la jument.
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Figure 2 : capacitation du spermatozoide
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Dans I’oviducte, les mouvements du spermatozoide augmentent et ne sont plus
linéaires. Le spermatozoide va s’arrimer a des composants spécifiques de la zone
pellucide (ZP3) grace a des zones de liaison présentes sur sa téte (Senger, 2005 ;
Amann et Graham, 2011) ; la fixation va activer la réaction acrosomiale. La réac-
tion acrosomiale et I’hyperactivation du spermatozoide vont permettre la pénétra-
tion de la zone pellucide (Senger, 2005 ; Amann et Graham, 2011). Ensuite, les
membranes du spermatozoide et de I’ovocyte fusionnent, le noyau se décondense
en formant le pronucléus male (Senger, 2005 ; Amann et Graham, 2011).

4. TECHNIQUES DE CONGELATION DU SPERME

Apreés la récolte, le sperme équin est filtré pour extraire la fraction gel du sperme,
une sécrétion filamenteuse des glandes annexes. Le sperme est ensuite analysé
pour déterminer ses caractéristiques (concentration en spermatozoides, mobilité).
Le sperme est dilué une premiére fois avec le premier milieu & base de lait ou de
composants de lait et ne contenant pas d’agent cryoprotecteur. Différentes for-
mulations commerciales existent et servent a conserver le sperme frais dans une
gamme de température allant de 5 a 20°C.

Chez le cheval, le sperme est relativement peu concentré, contrairement a ce qui
est observé dans d’autres espéces comme le bovin (Baracaldo, 2007) : le plas-
ma séminal doit donc étre éliminé par centrifugation (figure 3). Les tubes sont

Figure 3 : processus de congélation de la semence équine
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centrifugés a température ambiante
(Vidament et al., 2000) et le surna-
geant est enlevé. Certaines équipes
(Salazar et al., 2008 ; Ponthier et al.,
2013) proposent de conserver une
petite fraction de plasma séminal, de
I’ordre de 5 % du volume final, pour
la congélation, mais d’autres recom-
mandent de le retirer entiérement
(Vidament et al., 2000 ; 2001), car le
plasma séminal ne semble pas béné-
fique pour le congélation du sperme
équin (Moore ef al., 2005b).

De nouveaux protocoles utilisant des
milieux coussin ont permis d’aug-
menter jusqu’a plus de 90 % le pour-
centage de récupération des sperma-
tozoides apres centrifugation. L’ajout
de ces milieux, qui sont composés
d’une solution d’iodixanol, au fond
des tubes permet d’augmenter 1’accé-
lération de la centrifugeuse (1000 g
pendant 20 minutes au lieu de 600 g
pendant 10 minutes, sans milieu cous-
sin) et le temps de centrifugation sans
provoquer de lésions du spermato-
zoide (Waite et al., 2008 ; Hoogewijs
et al., 2010). Le nombre de paillettes
produites par éjaculat est donc plus
grand car le nombre total de sperma-
tozoides aprés centrifugation est plus
¢élevé (90 % des spermatozoides récu-
pérés au lieu de 60 % avec le proto-
cole de centrifugation n’utilisant pas
les milieux coussins). Une alterna-
tive a la centrifugation est de séparer
les fractions d’éjaculation lors de la
récolte pour ne conserver que la frac-
tion riche en spermatozoides (Sieme
et al., 2004 ; Kareskoski et al., 2005),
comme chez le chien (Linde-Forsberg,
1991 ; Thirumala et al., 2003 ; Kutzler,
2005). Cependant, cette technique de-
mande de 1’expérience de la part des
personnes effectuant la récolte.

Une étape intermédiaire peut étre
ajoutée au processus de congélation
classique : la centrifugation sur des
milieux colloidaux. Cette méthode
permet de séparer les spermatozoides
anormaux, les débris cellulaires et les
bactéries et d’ainsi améliorer la qualité
du sperme aprés décongélation en ne
sélectionnant que les spermatozoides
normaux qui sont considérés comme
mobiles et potentiellement fertiles
(Glander et al., 1990 ; Kobayashi et al.,
1991 ; Loomis, 2006 ; Morrell, 2006 ;
Edmond et al., 2008 ; Hoogewijs
et al., 2010 ; Ponthier et al., 2013).
Cette méthode est trés utile chez les
¢étalons dont la qualité du sperme frais



est faible, mais elle nécessite du temps
et entraine de grandes pertes en sper-
matozoides et donc une diminution de
la production de paillettes par éjaculat.

Une fois que le culot riche en sperma-
tozoides est obtenu, il est dilué avec le
milieu de congélation. Chez le cheval,
les milieux de congélation sont pro-
duits a base de lait ou de composants
de lait, contrairement aux milieux
utilisés chez I’humain, le bovin et le
chien dont la base est un milieu tris-
fructose (Esteves et al., 2003 ; Thiru-
mala et al., 2003 ; Baracaldo, 2007).
Du jaune d’ceuf est aussi ajouté au mi-
lieu de congélation chez toutes les es-
peces. Récemment, le plasma de jaune
d’ceuf a été utilisé chez le cheval pour
remplacer le jaune d’ceuf (Pillet et
al., 2011). L’utilisation de milieux de
congélation sans protéines d’origine
animale doit encore étre étudiée chez
le cheval, mais les premiers essais
réalisés avec du sperme réfrigéré sont
décevants (Woelders et al., 2007).

Le glycérol est 1’agent cryoprotec-
teur le plus utilisé pour congeler du
sperme. Alors que les spermatozoides
humains (Agarwal, 2000), bovins
(Baracaldo, 2007) et canins (Farstad,
1998) supportent des concentrations
en glycérol entre 6 et 8 % du volume
total, la concentration chez le cheval
ne devrait idéalement pas dépasser
les 3,5 % du volume total (Vida-
ment, 2005 ; Vidament et al., 2005).
Récemment, un milieu de congélation
ne contenant que 2,5 % de glycérol a
été développé et donne de trés bons
résultats de fertilité observée (Pillet
et al., 2008 ; 2011). Un autre milieu
de congélation ne contenant que 1 %
de glycérol est également disponible
et donne de bons résultats de qualité
de sperme (Alvarenga et al., 2005).
Cependant, ce milieu de congélation
contient aussi des amides qui inter-
viennent dans la cryopréservation,
portant la concentration totale en agent
cryoprotecteur total a 5 % (Alvarenga
et al., 2005). Le volume de milieu de
congélation nécessaire pour atteindre
la concentration finale désirée dans les
paillettes est ajouté (Vidament, 2005).

Le premier palier de la descente en
température consiste a équilibrer la
température du sperme a 4°C pendant
75 minutes (Vidament et al., 2000).
Le sperme est ensuite conditionné
en paillettes de 0,5 ml (Vidament et
al., 2000). Les paillettes sont refroi-

dies dans un congélateur électronique
qui envoie des vapeurs d’azote pour
atteindre -140°C, avec une pente va-
riant, selon le milieu de congélation
utilis¢, entre -20°C et -60°C par mi-
nute (Alvarenga et al., 2005 ; Pillet et
al., 2008). Les paillettes sont ensuite
immergées et stockées dans 1’azote
liquide (-196°C). Pour les décongeler,
les paillettes sont immergées pendant
30 secondes dans un bain-marie a
37°C (Vidament, 2005). Deux pail-
lettes de chaque lot sont ensuite ana-
lysées avant la commercialisation.

5. DETERMINATI()N
DE LA QUALITE
DU SPERME EQUIN

5.1. Concentration en
spermatozoides

La concentration était classiquement
déterminée par le comptage cellulaire
sur hémocytomeétre ou cellule de Tho-
ma. L’utilisation de la photométrie a
facilité la détermination de la concen-
tration, mais certains biais existent si
le sperme était contaminé par d’autres
types cellulaires. De plus, cette mé-
thode n’était pas utilisable pour du
sperme dilué dans un milieu opaque,
comme les milieux de congélation a
base de lait. La coloration nucléaire
a l’iodure de propidium aprés lyse
membranaire et la détermination élec-
tronique du nombre de noyaux colorés
représente actuellement la méthode
la plus rapide et la moins biaisée
(Johansson et al., 2008).

Dans le sperme frais, la concentration
en spermatozoides est habituellement
comprise entre 150 et 300 x 10° sper-
matozoides/ml (Pickett, 1993). Ce-
pendant, la concentration dépend du
volume de plasma séminal émis par les
glandes annexes : 1’excitation sexuelle
augmente la sécrétion des vésicules
séminales, en augmentant le volume
et en diminuant proportionnellement la
concentration (Magistrini et al., 1987 ;
Pickett, 1993 ; Sieme et al., 2004). Un
¢jaculat équin compte en moyenne
10 milliards de spermatozoides, ce
nombre variant selon la fréquence et
la répétition des récoltes (Magistrini et
al., 1987 ; Sieme et al., 2004).

Lors du processus de congélation, le
culot cellulaire obtenu apres centrifu-
gation peut étre plus ou moins dilué
avec le milieu de congélation. La

concentration du sperme congelé dé-
pend donc des options de commercia-
lisation choisies lors de la production,
mais aussi de la contrainte technique
imposée par le milieu de congélation.
En effet, si I’on utilise des milieux
de congélation contenant de basses
concentrations en agent cryprotec-
teur, il faudra minimiser le rapport
entre le volume du milieu de congé-
lation et le volume du culot cellulaire
afin que la concentration en agent
cryoprotecteur ne soit pas trop basse
dans la dilution finale. Le producteur
peut donc définir sa dose de sperme
congelé comme étant de huit paillettes
de 0,5 ml (norme francaise, avec des
concentrations en agent cryprotec-
teur basse dans le milieu de congéla-
tion) ou de quatre paillettes de 0,5 ml
(normes allemande et américaine,
avec des milieux de congélation plus
concentrés en agent cryoprotecteur),
avec des concentrations respectives
100 ou 200 x 10°¢ spermatozoides/ml
(Samper, 2001 ; Vidament, 2005). Il est
conseillé d’inséminer avec des doses
contenant au moins 400 x 10° sperma-
tozoides (Vidament, 2005).

5.2. Mobilité des spermatozoides

Les mouvements des spermatozoides
peuvent étre évalués au microscope
entre lame et lamelle sur une platine
de microscope chauffante. On dis-
tingue la mobilité totale et la mobilité
progressive. La mobilité totale cor-
respond au pourcentage de spermato-
zoides qui se déplacent quelle que soit
leur trajectoire. La mobilité progres-
sive refléte, quant a elle, la proportion
de spermatozoides se déplacant en
ligne droite. L’évaluation de ces para-
metres est fortement liée a 1’opérateur
et subjective, ce qui limite les compa-
raisons entre examens.

Les méthodes CASA (computer as-
sisted sperm analysis) ont permis de
standardiser les examens de mobilité
totale et progressive dans un méme
laboratoire et de caractériser le sperme
au moyen de plusieurs parameétres dé-
finis a la figure 4 et dans le tableau I.
Cependant, le matériel d’analyse et les
réglages de ces machines n’étant pas
standardisés entre laboratoires, il est
difficile de comparer les analyses entre
des différents centres (Hoogewijs
et al., 2011). En effet, ni les vitesses
minimales, ni les trajectoires, ni le
type de lame et le milieu de dilution
utilisés pour ’analyse de mobilité¢ ne
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Figure 4 : trajectoires analysées par les analyseurs de sperme assistés par
ordinateur (computer assisted semen analyser, CASA).

Trajectoire ligne droite

Déplacement latéral de la téte

Trajectoire moyenne

Position du centroide

Trajectoire curvilinéaire

sont définis. L’absence d’un protocole
standardisé¢ implique malheureuse-
ment de grandes variations dans les
résultats d’analyse et donc dans les
qualités de sperme commercialisé.

La mobilité totale est le pourcentage
de spermatozoides dont la vitesse de
la trajectoire moyenne (velocity ave-
rage path) du centroide, qui repré-
sente le centre géométrique de la
téte du spermatozoide, est supérieure
a 10-15 mm/s (Amann et Graham,
2011) ou supérieure a 20 pm/s (Vida-
ment, 2005). Du sperme équin frais
maintenu & 37°C a une mobilité totale
proche de 70 % (Amann et Graham,
2011), mais il existe de grandes va-
riations entre les étalons et éjaculats
ainsi que selon les conditions de ré-
colte. Apres décongélation, la mobilité

totale doit approcher les 50 % (Amann
et Graham, 2011). Cependant, dans le
sperme frais comme dans le congelé,
la mobilité totale est peu prise en
compte : les doses sont idéalement
définies a partir du nombre de sper-
matozoides progressifs.

La mobilité progressive est définie
comme le pourcentage de sperma-
tozoides dont la vitesse de la courbe
moyenne (velocity average path,
VAP) est supérieure a 10-15 mm/s
avec une rectitude (STR) (rapport de
la vitesse linéaire (VSL) sur la vitesse
de la courbe moyenne (VAP)) égale
a 100 % (Amann et Graham, 2011).
Vidament (2005) a défini dans ses
conditions d’analyse la mobilité pro-
gressive comme la proportion de
spermatozoides avec une VAP supé-

rieure a 40 pm/s et une rectitude
(STR) supérieure a 80 %. D’autres
décrivent la mobilité progressive
comme étant une VAP supérieure a
30 pm/s et une rectitude (STR) supé-
rieure a 50 % (Brinsko et al., 2003).
Idéalement, la mobilité progressive
du sperme frais équin est supérieure a
50-60 % (Amann et Graham, 2011).

Chez I’homme, une mobilité progres-
sive de 30 % est un critére de qualité
aprés décongélation, mais la congéla-
tion peut aussi étre considérée comme
réussie si la diminution de mobilité
progressive entre le sperme frais et
congelé est inférieure a 40 % (Brother-
ton, 1990 ; Zavos et al., 1991 ; Royere
et al., 1996 ; Agarwal, 2000). Chez
le cheval, on observe habituellement
une diminution de 40 % de la mobilité
progressive aprés décongélation, mais
cette valeur est trés variable selon le
milieu de congélation utilisé et 1’éta-
lon. Des variations peuvent méme étre
observées chez le méme étalon entre
les séances de prélévement. De plus, la
qualité d’un sperme congelé commer-
cialisable doit étre déterminée indépen-
damment des critéres observés dans le
sperme frais, ce qui empéche d’utiliser
ce dernier critére pour le sperme d’éta-
lon. Chez le cheval, il a été montré que
la mobilité progressive et la vitesse de
la trajectoire moyenne (VAP) apres
décongélation étaient corrélées avec
la fertilit¢ (Vidament, 2005). Sur cette
base, les Haras nationaux frangais re-
commandent une mobilité progressive
supéricure a 35 % et un nombre total
de spermatozoides progressifs par dose
supérieur a 140 x 10° spermatozoides

Tableau I : définitions des trajectoires et des parameétres étudiés par les analyseurs de sperme assistés par
ordinateur (computer assisted semen analyser, CASA)

Paramétre Abréviation Définition
Vitesse de la trajectoire curvilinéaire VCL Vitesse de la trajectoire entre centroides dans un
(velocity curvilinear  |intervalle de temps défini
path)
Vitesse de la trajectoire moyenne VAP Vitesse de la trajectoire lissée entre n positions
(velocity average path) |du centroide par intervalle de n temps
Vitesse de la trajectoire en ligne droite VSL Vitesse de la trajectoire entre 2 positions du
(velocity straightline | centroide pris entre n intervalle de temps
path)
Linéarité LN (linearity) VSL/VCL
Rectitude STR (staightness) VSL/VAP
Oscillation WOB (wobble) VAP/VCL
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Tableau II : classification de la qualité des doses de sperme congelé proposée par Vidament (2005)

Critére Indice Définition

AT >3 x 750 x 10° soit 2,25 x 10° spermatozoides pour 3 cycles
A" >2x 750 x 10° soit 2,25 x 10? spermatozoides pour 2 cycles
Nombre de spermatozoides pour la saison
A’ > 1 x 750 x 10° dans 2 paillettes pour un cycle
B autres offres ou non spécifié
A >35%
% de mobilité rapide en décongélation
B < 35 % ou non spécifié
A <4 %
% de glycérol dans la paillette
B >4 % ou non spécifié

Un indice, représenté par une lettre, est attribué a chacun des trois critéres : ['offre A™"AA représente la qualité idéale alors que

l’offre BBB est la moins bonne.

apres décongélation (Vidament, 2005).
Idéalement, les doses ne correspondant
pas a ce critére de qualité ne sont pas
commercialisées. Dans ce contexte, le
concept de « congélabilité » (en an-
glais : « freezability ») du sperme dé-
signe la capacité d’un éjaculat a étre de
qualité suffisante aprés décongélation
sur base de sa mobilité progressive. Le
tableau II (Vidament, 2005) propose
un systéme d’harmonisation des doses
commercialisées selon les normes des
Haras nationaux frangais. Récemment,
la World Breeding Federation a recom-
mandé 250 x 10° spermatozoides pro-
gressifs par dose. La cohabitation de
ces deux normes complexifie les seuils
a fixer pour la production alors que les
conditions d’analyse ne sont toujours
pas définies.

5.3. Examens microcopiques
apres coloration

L’inactivation du sperme (typique-
ment au formol) suivi de I’examen en
microscopie a contraste de phase per-
met de déterminer la morphologie des
spermatozoides sur la lame. Diverses
colorations, dont le kit rapide Diff-
Quick®, permettent aussi d’observer
la morphologie des spermatozoides.
Chez I’¢étalon, la proportion de sper-
matozoides anormaux doit étre infé-
rieure a 35 % (Amann et Graham,
2011). Les anomalies primaires,
comme les anomalies de la téte ou de
la piece intermédiaire, sont le signe
d’une dysfonction de la spermatoge-
nése tandis que les anomalies secon-
daires, comme les anomalies de la
queue ou les gouttelettes distales sont

I’expression d’erreurs de récolte (par
exemple, le suremploi de 1’étalon, qui
mene a I’apparition de gouttelettes cy-
toplasmiques distales par manque de
maturation épididymaire) ou d’erreurs
de conservation du sperme comme
un choc thermique (Pickett, 1993 ;
Amann et Graham, 2011). Les ana-
lyseurs automatiques de sperme per-
mettent aussi d’analyser la morpholo-
gie mais les résultats différent encore
trop souvent des observations a I’exa-
men visuel (Gravance et al., 1997).
L’examen au Diff-Quick® permet en
outre d’identifier les cellules d’origine
inflammatoire ou les cellules soma-
tiques provenant de la desquamation
du tractus génital.

L’¢osine est un colorant entrant dans
les spermatozoides lorsque leur mem-
brane est 1ésée (Leeb et Rennhofer,
1954 ; Bjorndahl et al., 2003). La
coloration a 1’éosine-nigrosine permet
donc de colorer et de quantifier la pro-
portion de spermatozoides dont 1’in-
tégrité membranaire est perdue. De
nouvelles méthodes observant la fluo-
rescence du noyau aprés coloration
au I’iodure de propidium permettent
de déterminer le pourcentage de sper-
matozoides ayant une membrane per-
méable et de donner un indice d’in-
tégrité membranaire et de viabilité
(Johansson et al., 2008).

5.4. Nouveaux controles
de qualité

Les contrdles de qualité actuels re-
posent sur le postulat qu’un spermato-

zoide progressif est de bonne qualité
et que, par conséquent, il pourra fé-
conder I’ovocyte. Cependant, une fois
arrivé a I’ovocyte, le spermatozoide
va devoir utiliser d’autres organites
pour accomplir d’autres fonctions : se
fixer sur I’ovocyte, traverser la zone
pellucide, fusionner et libérer une
information génétique non altérée.
Diverses structures du spermatozoide
ont été étudiées : on peut citer 1’inté-
grit¢ de I’acrosome (Oliveira et al.,
2010), I'intégrité de I’ADN (Baumber
et al., 2003), la fonction mitochon-
driale (Ortega Ferrusola et al., 2009b),
I’intégrité membranaire (Oliveira et
al., 2010) et les indices morphomé-
triques qui évaluent la forme géomé-
trique du spermatozoide (Gravance
etal., 1997).

L’analyse par cytométrie de flux
permet de standardiser I’interpréta-
tion de la fluorescence émise par les
sondes moléculaires spécifiques aux
différentes parties du spermatozoide
(Varner, 2008). Le recours a ces tech-
niques permet d’augmenter le nombre
de parametres étudiés dans le spermo-
gramme en donnant un apercu plus
complet de la qualité du sperme. Ces
méthodes ont déja montré un grand
intérét clinique : chez 1’homme, la
fragmentation de ’ADN est reliée a
la fertilité¢ du sperme (Evenson et Jost,
2000) et chez le cheval le potentiel des
mitochondries dans le sperme frais
permet de prévoir la qualité du sperme
apres décongélation (Ortega Ferrusola
et al., 2009b). Cependant, les valeurs
seuils de chaque test ne sont pas fixées
et les seules observations cohérentes
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se font en comparant un individu de
fertilité inconnue a un individu de fer-
tilit¢ connue (Morrell, 2006), ce qui
limite les comparaisons entre équipes
et méme entre analyses.

6. RESULTATS, LIMITES
ET PERSPECTIVES
EN REPRODUCTION
EQUINE

Pour des raisons inconnues, 20 % des
¢jaculats de bonne qualité ne sont pas
congelables malgré I’amélioration des
techniques (Vidament, 2005). Actuel-
lement, les recherches s’orientent sur
quelques nouvelles voies pour amélio-
rer les protocoles de congélation et la
qualité du sperme congelé.

6.1. Prédiction de la congélabilité

Actuellement, la qualité du sperme
congelé d’un étalon ne peut pas étre
prédite de maniére fiable. Les essais de
congélation sont coliteux et requiérent
I’immobilisation de 1’étalon en centre
de reproduction, lI’empéchant de
poursuivre sa carriere sportive. Des
marqueurs de la congélabilité ont été
décrits dans différentes especes, mais
leur utilisation reste encore anecdo-
tique en raison des difficultés tech-
niques et du manque de recul a propos
de I'utilité¢ de ces marqueurs en pra-
tique courante.

En médecine humaine, plusieurs mar-
queurs de la congélabilité ont été étu-
diés. L ¢lastase, une enzyme contenue
dans les neutrophiles est un marqueur
de I’inflammation du tractus génital
mais pas de la congélabilit¢ (Mania-
Pramanik et al., 2004 ; Eggert-Kruse
et al., 2008). Le HOST (hypo-osmotic
swelling test), un test évaluant I’inté-
grité de la membrane plasmatique
basé sur ’entrée d’eau dans le sper-
matozoide en milieu hypo-osmotique,
ne semble pas corrélé aux caractéris-
tiques observées aprés décongélation
(Chan et al., 1990 ; Volpes et al.,
1992). Cependant, des résultats in-
verses ont été obtenus lors d’une étude
postérieure (Aribarg et al., 1995). La
fluidité des membranes est un mar-
queur de la congélabilité du sperme
humain (Giraud et al., 2000). Plus
récemment, I’intégrité et la symétrie
membranaire ont été déterminées par
une technique simple de marquage du
spermatozoide frais a 1’annexine V,
détectable en cytométrie de flux (Sion

64

et al., 2004). Le marquage des sper-
matozoides frais par ’annexine V
est négativement corrélé a la qualité
du sperme apres congélation (Sion et
al., 2004). La concentration en glu-
tathion et I’expression des génes de
la glutathion peroxydase (GPx) 1 et
4, enzymes réduisant 1’activité des
FAO, sont un pronostic de la congé-
labilité du sperme humain (Meseguer
et al., 2004), mais le dosage d’ARN
messagers spécifiques a la GPx est
difficilement utilisable en pratique
quotidienne. L’intégrité membranaire
et le statut antioxydant semblent donc
jouer un role déterminant dans le pro-
cessus de congélation et sur la qualité
du sperme congelé. Actuellement, les
causes et implications physiopatho-
logiques de ces marqueurs observées
dans le sperme frais sur la qualité du
sperme congelé sont inconnues et leur
utilisation reste empirique. De plus,
méme si ces facteurs de congélabilité
sont établis chez I’humain, ils sont dif-
ficilement accessibles pour les centres
zootechniques.

Chez le bovin, la VAP et la VSL ob-
servées lors de 1’analyse CASA du
sperme frais permettent de prédire la
mobilité apres décongélation (Defoin
et al.,2008). Chez le chien, les indices
morphométriques observables en mi-
croscopie ont été décrits pour prédire
le résultat de congélation (Nunez-
Martinez et al., 2007). Chez le cheval,
peu de facteurs prédisant la congéla-
bilit¢ du sperme ont été décrits. Une
ancienne étude estime que, dans 80 %
des cas, la qualité aprés décongéla-
tion peut étre prédite par quelques
facteurs simples : analyse du sperme
frais, concentrations en phosphatase
alcaline et en protéines totales (Bitt-
mar et Kosiniak, 1992). Cependant,
des études postérieures n’ont pas pu
prédire la congélabilit¢ du sperme
d’étalon en se basant sur les uniques
données de base du spermogramme :
volume, concentration, morphologie
et mobilité (Torres-Boggino et al.,
1995). Actuellement, dans les centres
zootechniques, malgré la sélection des
¢jaculats congelables sur le critére
de la mobilité progressive du sperme
frais, 20 % des éjaculats sont de qua-
lit¢ insuffisante aprés décongélation
(Vidament et al., 1997 ; Vidament,
2005). Récemment, des ¢tudes de cy-
tométrie de flux sur le sperme équin
ont montré que si des marqueurs
apoptotiques ¢étaient observés dans
les mitochondries des spermatozoides
du sperme frais, la qualité¢ de sperme

aprés décongélation était mauvaise
(Ortega Ferrusola et al., 2009b), per-
mettant de prédire la congélabilité.
Les études par coloration spécifique
des organites du spermatozoide sont
en plein essor, mais actuellement, peu
de centres zootechniques disposent de
ce matériel et ces analyses manquent
aussi d’harmonisation entre équipes.

En conclusion, en andrologie hu-
maine et vétérinaire, la prédiction de
la congélabilit¢é manque de méthodes
simples et utilisables en pratique.

6.2. Amélioration de la technique
de congélation

Dans un premier temps, les courbes
et paliers de descente en température
utilisés pour 1’étalon ont été empiri-
quement déduites et adaptées de ceux
utilisés chez le bovin. Ces étapes de
descente en température pendant le
conditionnement de sperme sont pro-
gressivement remises en cause afin de
les adapter a chaque espéce.

L’étape de refroidissement et d’équi-
libration a 4°C a été ¢étudiée chez le
cheval. Par exemple, la centrifuga-
tion a 4°C semble diminuer la qua-
lit¢ du sperme aprés décongélation si
on la compare a celle effectué¢e 25°C
(Vidament et al., 2000 ; Knop et al.,
2005). Il a aussi été montré qu’apres
une centrifugation a 25°C, le refroidis-
sement a 4°C pendant 12 heures avant
la congélation pouvait étre bénéfique
pour la mobilité en décongélation
(Crockett et al., 2001). L’allongement
de la phase d’équilibration de la tem-
pérature a 4°C semble donc permettre
une meilleure survie des spermato-
zoides a la congélation.

Les courbes de congélation sont aussi
discutées : diverses modifications des
vitesses de descente en température et
des paliers de descente ont été testées.
En se basant sur des propriétés physico-
chimiques du spermatozoide comme la
taille, le volume et la composition des
membranes cellulaires, les courbes
théoriques de descentes en température
obtenues chez I’humain et le bélier
sont supérieures a -100°C/min (Curry
et al., 1994), ce qui entrainerait en pra-
tique une destruction de la plupart des
spermatozoides. De nouveaux modeles
mathématiques prennent en compte
I’osmolarité, la concentration en agent
cryoprotecteur et les températures
de formation de glace intracellulaire



(Devireddy et al., 2002 ; Thirumala
et al., 2003 ; Woelders et Chaveiro,
2004). La vitesse optimale sans agent
cryoprotecteur semble étre de -30°C/
min, alors qu’en présence de cryopro-
tecteur, elle est de -60°C/min chez le
cheval et le chien (Devireddy et al.,
2002 ; Thirumala et al., 2003 ; Woel-
ders et Chaveiro, 2004). Ces modeles
mathématiques incluant les données
physico-chimiques du spermatozoide et
de son milieu sont actuellement mis en
place pour tenter de définir des courbes
de descente en température spécifiques
a chaque type de sperme (Devireddy
et al., 2002 ; Thirumala et al., 2003 ;
Woelders et Chaveiro, 2004).

La vitrification (Holt, 1997) est une
technique de congélation avec des
descentes en température plus rapides
(Pegg, 2005). Elle consiste en une
brusque mise en contact du sperme
avec 1’azote liquide, mais elle néces-
site généralement de hautes concen-
trations en agent cryoprotecteur (Holt,
1997 ; Hossain et Osuamkpe, 2007).
Elle évite la formation de cristaux
intracellulaires qui peuvent étre dan-
gereux pour la cellule et ses organites
en court-circuitant la phase de réor-
ganisation en cristaux. Des essais ont
permis de mener a bien la congélation
de spermatozoides de mammiféres
en 1’absence d’agent cryoprotecteurs
(Isachenko et al., 2003 ; 2004). Chez
le cheval, aucune étude n’a encore été
réalisée pour déterminer si cette tech-
nique pouvait permettre de préserver
la fertilité.

6.3. Amélioration des milieux
de congélation

Le choix du milieu de congéla-
tion chez 1’étalon est critique pour
la production de paillettes équines.
Plusieurs facteurs interviennent : la
concentration et la nature de 1’agent
cryoprotecteur ainsi que les caractéris-
tiques physico-chimiques du milieu.
Actuellement, les milieux de dilution
du sperme équin sont classiquement
préparés avec du lait ou des protéines
micellaires de lait et différentes pro-
portions de jaune d’ceuf et de glycérol
(Vidament et al., 2001).

Depuis la découverte de ses pro-
priétés cryoprotectrices, le glycérol
est utilis€ pour congeler le sperme
de nombreuses espéces. La concen-
tration optimale en glycérol dans le
milieu de congélation est variable

selon I’espéce : chez I’homme :
7,5 % (Agarwal, 2000) ; chez le bo-
vin : 7 % (Baracaldo, 2007) et entre
6 et 8 % chez le chien (Farstad, 1998).
Chez le cheval, la concentration maxi-
male est de 3,5 % (Vidament et al.,
2005). La toxicité du glycérol réside
dans son faible passage a travers les
membranes cellulaires, entrainant un
choc osmotique pour le spermato-
zoide (Ball et Vo, 2001 ; Squires et al.,
2004). Le spermatozoide du cheval et
du porc supportant trés mal les varia-
tions osmotiques, des agents cryopro-
tecteurs traversant plus facilement les
membranes ont été étudiés (Squires
et al., 2004). Le DMSO a été étudié
chez le cheval, mais le sperme était
de moindre qualité aprés décongéla-
tion (Ball et Vo, 2001). Les propriétés
cryoprotectrices de certains lipides,
les phosphatidylcholines (Ricker
et al., 2006), d’agents protéiques (Pra-
thalingam et al., 2006) et de certaines
amines (Squires et al., 2004 ; Alva-
renga et al., 2005) et de la glutamine
(Khlifaoui et al., 2005) ont donné de
bons résultats de qualité apres décon-
gélation. Les amines ont déja par-
tiellement remplacé le glycérol dans
certains milieux de congélation com-
merciaux équins comme le BotuCryo®
(Alvarenga et al., 2005).

Actuellement, en médecine vétéri-
naire, les milieux de congélation uti-
lisent des composés d’origine animale
comme le lait ou le jaune d’ceuf pour
des raisons économiques et de disponi-
bilité. L’étude de leur formulation vise
a adapter leur contenu en protéines,
glucides et lipides afin d’assurer aux
spermatozoides un base nutritionnelle
et de protéger les membranes des ef-
fets de la congélation. Par exemple,
de maniére anecdotique, ’effet de
I’addition de jaune d’ceuf de canard
a amélioré la qualité aprés décongé-
lation par rapport au jaune d’ceuf de
poule (Clulow et al., 2007). D’autres
études se sont penchées sur les fac-
teurs nécessaires a la congélation :
la membrane cytoplasmique pouvant
intégrer des molécules hydrophobes,
la composition lipidique du milieu de
congélation est déterminante (Gadel-
la, 2007). Cependant, la vitesse et la
proportion des échanges lipidiques
entre le milieu et la membrane cyto-
plasmique du spermatozoide doivent
étre pris en compte (Gadella, 2007).
Par exemple, 1’ajout de cholestérol
au premier milieu de congélation a
amélioré la qualité du sperme apreés
décongélation (Moore et al., 2005a).

D’autres études ont permis de sépa-
rer et de déterminer la concentration
idéale en LDL (low density lipopro-
teins) issus du plasma de jaune d’ceuf
chez le bovin (Amirat et al., 2004),
le chien (Varela et al., 2009). Chez le
cheval, des essais utilisant le plasma
de jaune d’ceuf qui contient des LDL
ont montré de bons résultats en termes
de fertilité alors que la mobilité apres
décongélation n’était pas augmentée
(Pillet et al., 2008 ; 2011), illustrant
bien les limites de I’examen de la mo-
bilité comme critére de fertilité.

En andrologie humaine, les milieux
de congélation ne contiennent sou-
vent plus de protéines animales. Les
résultats obtenus chez I’homme avec
des milieux de congélation « syn-
thétiques » sont comparables a ceux
contenant des protéines animales
(Akinola et Ashiru, 1993). Chez le
chien (Beccaglia et al., 2009) et chez
le verrat (Erokhin et Evtukh, 2007)
I’utilisation de lécithine de soja pour
remplacer le jaune d’ceuf a montré de
bons résultats.

Les mécanismes d’interaction et
d’échange entre les spermatozoides
et leur milieu sont encore peu connus.
L’étude des échanges lipidiques, de la
fixation des protéines et des effets du
froid sur la membrane doit encore étre
approfondie chez le cheval. Cepen-
dant, les milieux sans protéines ani-
males doivent rester économiquement
viables pour avoir un réel intérét en
reproduction équine.

6.4. Implication des formes
activées de I’oxygéne

Depuis quelques années, les androlo-
gies animales et humaines se penchent
sur les origines et effets des FAO.
Chez I’humain comme chez le cheval,
ces molécules hautement réactives
ont des effets déléteres sur la mobilité
progressive (Baumber et al., 2000 ;
Pasqualotto et al., 2000), I’intégrité
des membranes et I’ADN du sperma-
tozoide (Baumber et al., 2000 ; 2003 ;
Said et al., 2005). La production de
ces molécules semble augmenter lors
du passage a 4°C avant la congélation
(Wang et al., 1997b). Actuellement, la
recherche s’oriente sur deux axes : (i)
trouver ’origine des FAO et (ii) inhi-
ber leurs effets.

L’origine des FAO dans le sperme
est multiple : chez I’humain, la voie
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de production dite intrinséque corres-
pond a la production endogene par le
spermatozoide et la voie extrinséque
correspond a la production de FAO
par les cellules inflammatoires, prin-
cipalement les neutrophiles (Henkel
et al., 2005). La voie extrinséque
semble étre la principale source de
FAO dans le sperme humain (Hen-
kel, 2005). Récemment, une voie
alternative, liée aux débris cellulaires
présents dans le sperme, a été mise
en évidence chez 1’étalon (Ponthier
et al., 2008 ; 2010a ; 2010b ; 2012) :
la myéloperoxydase (MPO), une en-
zyme produite par les neutrophiles,
est présente dans le sperme, et elle
est associée aux débris cellulaires pré-
sents dans le sperme en 1’absence de
neutrophiles. Sa concentration dans
le sperme congelé influence négative-
ment les paramétres de qualité aprés la
décongélation (Ponthier et al., 2008 ;
2010a ; 2010b ; 2012).

L’autre approche consiste a inhiber
la production ou les effets des FAO,
mais les résultats ne sont pas constants
selon les agents utilisés et les especes
étudiées. L’incorporation au sperme
de molécules antioxydantes a large
spectre comme la vitamine E ou la
vitamine C ont donné des résultats
contradictoires. Chez le cheval, I’ajout
de vitamine E dans le sperme conge-
1é n’a pas amélioré la mobilité apres
décongélation (Baumber et al., 2005),
mais I’a augmenté chez le porc (Brei-
ninger et al., 2005). Chez le chien,
la vitamine E a augmenté la viabilité
des spermatozoides aprés décongéla-
tion (Michael et al., 2007). Un autre
antioxydant, 1’acide ascorbique ou
vitamine C, n’a pas montré¢ de résul-
tats sur le sperme frais de donneurs
humains sains (Branco et al., 2010).

Alors que les effets antioxydants a
large spectre se révelent variables et
parfois décevants, les études récentes

sur des inhibiteurs spécifiques de la
MPO comme le resveratrol et la cur-
cumine ont quant a eux montré des
effets positifs sur la qualité du sperme
humain, ovin et porcin aprés décon-
gélation (Jang et al., 2009 ; Branco
et al., 2010 ; Bucak et al., 2010),
indiquant qu’une inhibition ciblée des
sources de FAO pourrait améliorer la
situation.

Pour résumer, ces données montrent
que la compréhension de 1’origine des
FAO dans le sperme reste incomplete
et que 1’apparition de traitements effi-
caces et ciblés contre le stress oxydant
nécessite des nouvelles recherches.

7. CONCLUSIONS

Le spermatozoide est une cellule hau-
tement différenciée dont la fonction
est de transporter et de délivrer le
message génétique male dans le trac-
tus génital femelle. La conservation
du sperme demande la mise au point
de critéres standardisés permettant de
déterminer les I1ésions subies lors du
conditionnement. Cependant, les cri-
teres actuels d’appréciation des sper-
matozoides, comme la mobilité et la
viabilité, sont arbitraires et les critéres
de définition de la mobilité ne sont
pas harmonisés entre équipes. Méme
s’il existe des normes définissant la
qualité des doses de sperme aprés
décongélation, ces recommandations
sont peu connues ou reconnues par
les différents producteurs. De plus, la
capacité du gaméte méale a apporter
un matériel génétique en bon état au
sein du gaméte femelle n’est pas dé-
terminée par les analyses de routine,
comme la mobilité et la viabilité. Par
exemple, 1’intégrité de I’ADN ayant
été directement associée a la ferti-
lit¢ chez ’humain, cette analyse sera
peut-étre ajoutée aux futures normes
de qualité. Un organisme internatio-
nal central dictant les reégles d’analyse
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