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Etudes sur I=s gamones,
par B. RyBAK.

F. R. LiLig (1] a donné le nom de fertilisine & ce qui, dans eay de
mer qui a contenu des ovules d’Oursins par exemple, 1°) attire les sper-
matozoides d’Oursins (chimiotactisme positif), 2°) les active (mouve-
ments flagellaires accélérés) et 3°) les agglutine réversiblement (Pagre-
gation des spermatozoides cesse spontanément au bout d’un certain
temps). Bien que LiLLIE ait déja soupgonné la présence de deux sub-
stances dans cette eau de mer ovulaire, ce n’est que depuis les travaux
de KunN, HARTMANN et leurs collaborateurs [2] qu’on distingue systé-
matiquement deux gynogamones, I'une responsable du tactisme et de
P’activation, l'autre de I’agglutination réversible. Pour ces aufeurs [3,
4], ces gynogamones, étudiées sur Arbacia pustulosa, seraient : I’échi-
nochrome A libre ou combiné dans un symplexe ternaire {échinochro-
me-protéine-support annexe) comme gynogamone I (d’activation et de
tactisme) et le support-annexe de nature inconnue comme gynogamo-
ne II (<« agglutinine »): ce support-annexe jouerait le role non seule-
ment d’agglutinine mais encore de cofacteur d’activation spermatique
du complexe echinochrome-protéine inactif par lui-méme, si bien que
le symplexe ternaire serait efficace du triple point de vue de lactiva-
tion, du tactisme et de l’agglutination. Or

1°) TvrLer [5] n’a pu obtenir d’activation de spermatozoides d’Our-
sin avec de I’échinochrome cristallisé ; nous remarquerons toutefm_s
que KunN et WALLENFELS signalaient dans leur travail [3] que I’échi-
nochrome cristallisé était 100 fois moins actif que I'échinochrome
complexé de 1’eau de mer ovulaire ;.

2°) L’eau de mer ovulaire de Paracentrotus. lividus (oursin dont les
ovules ne possédent pas d’échinochrome mais des caroténoides [6])
active, attire et agglutine les spermatozoides de cette variété d’Oursins;

3°) Pour CLOWES et BacuMAN [7] la gynogamone I serait un glpool
supérieur ; ils ont en effet pu obtenir une activation non spécifique
des spermatozoides d’Etoiles de mer ou d’Oursins en utilisant le dis-
tillat de Ueau de mer ovuldire de ces animaux, activation reproducti-
ble avec les alcools propylique, allylique ou cinnamique ou encore
par le propyléne & trés basses dilutions. CornNMaN [8] a verifié sur
Arbacia que par - distillation de Peau de mer ovulaire ou du ('j-lalysat
de cette eau de mer ou encore du complexe échinochrome-proteine, on
obtenait un facteur stimulant le sperme. CORNMAN pense également

e A » ;. . S 1= .
que ce facteur pourrait étre un alcool et il dénie toute action a Iéchi~

nochrome. : )
En ce qui concerne les sécrétions d’origine spmermatique,
nait écalement deux androgamones; l'une agglutine irréversible
les ovules et dans certaines conditions les spermatozoides, on sal il
puis Hurtin [9] qu’il s’agit d’une protéine basique (protamine ou 1%
tone), dans la systématique A’HARTMANN ce sera I’androgamone I; ]‘t‘g_,
tre lyse la gangue de l'ovule et permet la pénétration du sperma 5
zoide, c’est la hyaluronidase [10] [11] ou androgamone 11, . elle est
calisée dans I’acrosome du spermatozoide [12, 13]. hant
Nous avons enirepris I’étude de ces substances en nous attach?
particuliérement aux gynogamones du point de vue de leur B4

on. con-
ment
t de-

chimique et de leur mode d’action et a I'androgamone I du point ==
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vue de son mode d’action. Les résultats que nous présentons dans ce
travail ont été obtenus surtout avec Paracentrotus lividus Lk de la ré-
gion de Roscoff.

I. — GYNOGAMONES.

Avant d’effectuer une quelconque analyse chimique il convient au-
paravant de localiser chimiquement 13 substance et de I'obtenir & Iétat
pur. C’est donc P’extraction de Ia fertilisine qui nous occupera en pre-
mier lieu. Nous entendons par extraction I'utilisation.d’un agent qui
nous permetira de retirer de 1a cellule considérée 1a substance cher-
chée avec le marimum de sélectivité, cet agent ne peut donc étre que
chimique : les techniques de cytolyse par solutions hvpotoniques. de
broyage, de chauffage ou de congélation suivie d’éclatements de Ia
cellule qui ont été utilisées par différents biologistes dans la question
des gamones particuliérement [14] sont des procédés brutaux qui ne.
renseignent que peu ou pas du tout méme sur la nature de la substance
recherchée; ces techniques sont d’autant .plus gratuites que les gamo-
nes — tout au moins les deux gynogamones et Pandrogamone I — sont
des substances qui diffusent normalement dans Peay de mer et, dans
ces conditions, leur isolement peut.se réaliser facilement en traitant
leau de mer ovulaire ou spermatique. - )

. Extractions
1)-A partir des ovules :

Nous' avong déja indiqué [15] comment nous opérions. Nous rap-
pellerons ici le texte de notre note:

Aprés avoir pris bien soin de retirer tout le liquide ceelomique des

" Oursins -utilisés, les gonades. femelles prélevées sont portées sur un

filtre Biichner recouvert d’une gaze. On enléve les ovules par une sé-
rie de petits lavages 4 T’eau de mer filtrée, puis on alterne centrifuga-
tions a 6000 tours/m pendant 5 minutes ot lavages par eau de mer
filtrée ou par une solution de CINa isotonique. On pése de facon 2
connaitre le poids humide du matériel. soit x grammes. On ajoute len-
tement et en agitant constamment 3-4 x cms3 d’acide trichloracéticrie
N/2. On laisse 10-15 minutes en contact 4 Ia temvoérature du laboratoi-
re, puis on centrifuge i 6000 tours/m. pendant 5 minutes, on décante
le liquide surnageant que I'on met 3 dialyser 3 heures contre de I’eau

dialvser 3 heures contre un grand volume d’eaw distillée; ponr les
rssais hioloeiques, on met Jog dialyseurs contre I’eau de mer courante
pendant 3 heures également.

2) A partir de Peau de mer ovulaire

a) Localisation par voie ammonicaue : Iéquipe allemande ayant si-
§nalé que la fertilisine était précinitable par le sulfate d’ammonium,
BOUs avons vérifié ce résultat en partant de Peau de mer ovulaire.,

Pour cela nous avons préparé une eau de mer ovulaire et nous
a¥cns préalablement vérifié aw’elle possédait Ia propriété d’agglutiner
Teversiblement les spermatozoides. Puis aprés refroidissement 3 + 4° C
o0 aigute un volume d’une solution saturée de sulfate d’ammonium
fgalement refroidie. On obtient une précipitation faible. On laisse &
a glaciére 3 heures, centrifuge, reprend le surnageant par SO,(NH,).
saturé de facon 2 obtenir une concentration finale de ce sel de
1,75 de 1a saturation. On laisse reposer, centrifuge et met 4 dialyser
a 4° C contre de I'eau de mer fréquemment renouvelée. Apreés 16
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heures et malgré la dilution due 4 l'adjonction du sulfate d’ammo-
nium, le liquide agglutine réversiblement les spermatozoides. On re-
prend alors ce liquide et on I’améne a la saturation théorique en
SO(NH,). (2 volumes d’'une solution saturée de ce sel pour un volume
d’eau de mer ovulaire traitée). On laisse reposer, centrifuge. On pré-
léve le surnageant dont on fait deux parts. )

— la premiére est mise, & dialyser contre de 'eau de mer courante,
Aprés 16 heures de dialyse, on obtient toujours les formations caracté-
ristiques de la fertilisine avec les spermatozoides. On préleve alors
30 mi de ce liquide et on I’additionne d’un volume de SO.(NH)). sa-
turé. On obtient une légére opalescence. On laisse 4 heures & + 4° C.
Puis on ajoute III gouttes d’acide sulfurique concentré. On agite et
reporte & la glaciére; aprés 6 heures on porte & dialyser conire de
I’eau de mer courante : le surnageant agrége encore faiblement les
spermatozoides de P. lividus (petits agrégats visibles a la loupe, la-
biles dans les 10-12 secondes);

— la seconde est gardée 24 heures a + 4° C. On obtient ainsi une
nouvelle précipitation. On centrifuge et met 4 dialyser le surnageant
contre de 'eau de mer courante pendant une nuit a 17° C : le dialy-
sat est encore trés légérement actif sur les spermatozoides du point
de vue de leur agrégation.

De ceci nous conclurons deux choses

1) 1a fertilisine est encore active a4 des dilutions trés grandes;

2) on doit tenir compte de la salinité de ’eau de mer (35 p. 1000)
dans le relargage par le sulfate d’ammonium; nous pensons d’ailleurs
aw’en régle générale en protéinologie il est absalument nécessaire de
préciser la salinité et le pH du milieu_dans lequel on effectue la pré-
cipitation ammonique (voir Comx [16]). Dans notre cas précis nous
allons d’aillerrs constater combien est insuffisante la seule indication
du taux de saturation du sel relargant. .

On part de nouveau d’une eau de mer ovulaire renfermant de la
fertilisine et on la soumet préalablement 4 une dialyse de 24 heures
contre de Teau bidistillée (ean changée 3 fois); il ne e produit au-
cune précipitation dans le sac de dialyse ; II gouttes de ce dialysat
opalescent + VI gouttes d’eau de mer donnent lieu 4 une agglutination
réversible typique des spermatozoides (le dialysat brut améne des

agglutinations irréversibles). Si on précipite par le sulfate d’ammo-

nium & 1/2 saturation on n’obtient qu’un faible précipité, par contre
3 la saturation en SOLNH.). on obtient un -floculat blanc d’une cer-
taine importance. On centrifuge et dialyse le surnageant endant '24
heures contre de I’eau de mer. Ce surnageant est inactif du point de
vue. de Pagrégation spermaiiaque. La fertilisine est-donc effectivement
précipitable par le sulfate d’ammonium. :

- h) Extraction trichloracétique :

En premier lieu, pour vérifier notre technique d’extraction 4 partir
.des ovules, nous avons ajouté 4 de l’eau de mer ovulaire de Pacide
trichloracétique en cristaux jusqu’a N/2 de concentration finale. Nous
avons laissé cette solution pendant 16 heures a 18° C en I'agitant de
temps en temps. Aprés centrifugation et dialyse (10 heures) contre de
JTeau de mer courante nous piimes vérifier que le dialysat r‘enf‘er_mal?
toujours, la fertilisine.. Dans d’auytres expériences nous avons‘agOUt‘f
CCI3CO2H jusqu’a la concentration finale d’une molécule par lifré:
aprés 24 heures -de contact, centrifugation et dialyse contre de Teat
de mer, la fertilisine était encore présente dans le.dialysat. Cette solu-
tion de fertilisine chauffée 4 I’ébullition pendant 50 minutes puis lals"

- sée en repos pendant 24 heures en I'agitant de temps en temps de fa-
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con (u’elle s’aere était encore active. Cette propriété est intéressante
car elle indique que la fertilisine ne coagule pas par la chaleur, méme
en présence de NaCl.

Nous avons ensuite extrait la fertilisine de la maniére suivante
On part d’une eau de mer ovulaire dont I’activité a été préalablement
testée, on la chauffe & I’ébullition pendant 10-15 minutes (il se pro-

-duit des coagulats filamenteux d’importance variable), on filtre ou cen-
- trifuge, laisse refroidir jusqu’a stabilisation de la température puis on

précipite par 4-5 volumes d’éthanol absolu ou d’acétone; on laisse re-
poser 15 minutes a la température du laboratoire, cenirifuge, lave le
précipité a ’é¢ther (on peut le sécher a 50° C). On le dissout au mieux
4 laide d’un agitateur dans le minimum d’eau de mer, centrifuge
le liquide surnageant renferme de la fertilisine. Le résidu insoluble
est purifié de la facon suivante : on le place dans un mortier en pré-
sence d’'un abrasif quelconque (nous avons utilisé le sable de Fontai-
nebleau) et d’une solution d’acide trichloracétique.normal, on le broie
alors pendant 30-60 minutes, centrifuge et met le surnageant a dialy-
ser contre de ’eau de mer courante jusqu’a pH de I’eau de mer. Le
dialysat renferme de la fertilisine. On peut également dialyser contre
de Teau bidistillée jusqu’a pH 7 et précipiter ensuite par 4-5 volumes
‘d’alcool ou d’acétone, laver le précipité a 1’éther et le sécher dans
le vide a.P205. _

Par cette technique nous avions obtenu une fertilisine de pureté
convenable, néanmoins la présence dans 1’eau de mer de matiéres or-
ganiques thermostables, précipitables par I’éthanol ou l’acétone en
méme temps que la fertilisine et solubles dans CCl;CO-H N rendait pré-
férable le procédé d’isolement de la fertilisine a partir des ovules.
Or il était important de pouvoir comparer des échantillons de ferti-
lisine obtenus directement & partir des ovules avec ceux obtenus a
partir de l’eau de mer ovulaire.  C’est. pourquoi nous avons mis au
point la technique suivante & laquelle nous nous sommes arrété (tou-
tes les opérations se font i la température du laboratoire).

On place les ovules dans une solution isotonique de NaCl (35,5 ¢./1).
On agite lentement pendant 5 minutes de facon & faciliter la diffusion
de la fertilisine. centrifuge, puis on ajoute au surnageant 4-5 volumes
d’acétone ou d’éthanol en agitant constamment, laisse reposer 30 mi-
nutes, centrifuge, reprend le précipité par CCL,CO.H N, centrifuge, dia-
lyse contre de l'eau bidistillée jusqu’a la neutralité, précipite par 4-5
volumes d’acétone, laisse reposer 30 minutes, centrifuqe, lave a Uéther
le nrécipité. le porte ¢ la dessiccation dans le vide sulfurique ou
phosphorique. _

Remarque : Avec les sels trichloracétiques concentrés il se produit
une précipitation au cours de la dialyse contre ’eau distillée : une
partie du précipité se colle contre le sac de collodion ce qui ralentit
la vitesse de dialyse d’olt la nécessité de dialyser en agitant constam-
ment. La substance blanche, visqueuse, collée sur les parois du sac
de collodien ou précipitée est aussi active que la solution opalescente
centrifngée du double point de vue gynogamone I-gynogamone II. TI
ne s’agit donc pas du support-annexe des auteurs allemands.

Quelques propriétés chimiques :

On sait déja que la fertilisine est thermostable et qu’elle précipite
par le sulfate d’ammonium a saturation en milieu' d’eau distillée. Les
substances obtenues directement a partir res ovules ou indirectement
a partir des eaux ovulaires sont identiques. Aprés précipitation acéto-
nique et lavage a I’éther, la fertilisine se présente sous un aspect caout-
chouteux rappelant le gluten. Aprés dessiccation c’est une masse amor-
Phe brillante et finement craquelée, plus. ou moins brunétre, se dis-
BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, 31, x* 2.
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dans Ueau distillée ou 'eau de mer 4 froid donnant
des solutions opalescentes blanches. Ses solutions aqueuses précipitent
avec l'androgamone I, la thymohistone de veau. Elle donne une Té-
action du biuret légérement positive, la réaction des hexoses est nette
(Molisch), les réactions du glycogéne et des stérols sont négatives. Elle
est insoluble dans T’éthanol, l'acétone, I’éther, le toluéne, le benzéne,
ol a 35 p. 100, Palcool amylique, le tétrachlorure de
carbone, le sulfure de carbone. Elle renferme 10,27 p. 100 d’azote, nous
n’y avons pas décelé de phosphore. Par chauffage en milieu acide elle
donne lieu 4 un précipité biologiquement inactif.

solvant assez mal

Quelques propriétés biologiques

La substance que nous avons obtenue active, aftire et agglutine ré-
versiblement les spermatozoides en eau de mer, c’est pourquoi nous
avons constamment employé le terme général de fertilisine dans Vex-
posé que nous avons consacré a l'extraction. CORNMAN [8] avait déja
signalé qu’il était possible de séparer par dialyse la gynogamone I
de la gynogamone II : la gynogamone 1 dialyse tandis que la gyno-
gamone II et une partie de la gynogamone I restent dans le dialyseur.
Or nous avons pu constater que Vintensité de Uagglutination réversible
était proportionnelle & Pactivité flagellaire des spermatozoides utilisés.
Cest pourquoi nous allons étre amené a examiner le mécanisme de
Pactivation flagellaire (*) et la nature chimique de la substance res-

onsable de ce phénomeéne. Disons tout de suite qu’il n’y a pas de
criteres objectifs de la motilité spermatique, cependant la technique
des trois gouttes classiquement utilisée permet d’établir des compa-

raisons (**).

L’activation flagellaire

Cette activation peut emprunter bien des voies, d’ou la multiplicité

des agents pouvant jouer le role de gynogamone I Nous allons exa-

miner les différentes possibilités

I) L’activation serait liée & un accroissement de la respiration sper-
matique qui indirectement, par accroissement général du métabolisme,
acceélérerait le mouvement flagellaire. Ce serait le mode d’action de

diatement le départ entre les différents types-

.(*) 11 convient de faire immé
des gamones et de la fécon-

d’activations que l'on connait dans le domaine
dation. Il existe en effet : 1°) Lactivation cytoplasmique de T'ov
respond -au premier temps de la fécondation ou de la parthénogénése, carac-
térisée dans les conditions normales, chez 1'0ursin tout-au-moins, par la
formation de la membrane de fécondation ; elle conduit & 29) 1’actina}‘i0n
nuecléaire de Povule qui est identique a 3°) Pactivation nucléaire spermatique
qui correspond & une dissociation des nucléoprotéines, dissociation qui pa-
rait indispensable a la formation de laster spermatique aprés.la pénétra-
tion du gaméte male dans Tovule : 4°) Pactivation des mouvements des
spermatozoides par prolongation ~du temps de battements  flagellaires. ;
50) I’activation des mouvements des spermatozoides par augmentation dn
nombre de battements flagellaires de base.

Remarquons que I’agglutination réversible s’effectue généra
flagelles.

(**) Cette technique cohsiste a placer au centre d'une lame porte-objet de
microscopie une goutte de sperme concentré et frais, a gauche une gouite
d’eau de mer et a droite une goutte d’eau de mer renfermant la substance .
essayer ou inversement. On recouvre ces gouttes d'une lamelle et on observe
4 un grossissement moyen alternativement les frontiéres sperme-eau de mer
et sperme-X. Avec une certaine habitude on distingue aisément Jes diffe
rences d'activité flagellaires. Cette techmnique est préférable a celle des Cog
pillaires qui est trés délicate A réaliser.
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Péchinochrome dans les expériences de Iéquipe allemande (si celles-ci
avaient été vérifiées), étant donné les résultats de FRIEDHEIM [17],
mais ceux-ci ont eux-mémes été contestés par TYLER [5]... Nous avons
nous-méme supposé [18] qu’il était possible que -le tactisme et I'acti-
vation soient de nature respiratoire : les caroténoides ovulaires -de
P. lividus sont des antioxygénes, ils sont liés & une protéine et ce
complexe renferme du fer, d’out la possibilité de leur intervention dans
des mécanismes respiratoires. -

L’expérience suivante va nous montrer que Yoxygéne du milieu est
en tout cas un facleur limitant de Uagglutination spermatique : )

On prépare une eau de mer ovulaire et on vérifie quelle est active.
On la laisse de 16 a4 24 heures 4 la température du laboratoire en
-présence des ovules. Aprés ce temps on constate qu'elle ’agrége plus
les spermatozoides qui deviennent immobiles. Ce fait peut étre attribué
4 une desiruction de la fertilisine par un enzyme quelconque ou &
“une multiplication bactérienne étant donné qu’aucune précaution pas-
teurienne n’était prise pour la confection et la conservation.de l'eau
de mer ovulaire. Cependant si on préléve 0,1 ml. de cette solution et
quon la dilue avec 6-10 volumes d’eau de mer fraiche le pouvoir
agglutinant typique réapparait. Nous avons alors dosé I'oxygéne selon
‘la technique de WINKLER-NICLOUX : on trouvait 8,15 mg. d’0:/1 dans
Peau de mer normale et aucune trace d’oxygéne dars leau de mer
ovulcire conservée. Il existe done un seuil d’oxygénation pour que la
fertilisine puisse agir. De plus-ce résultat prouve deux choses : d’une
part Pactivité des spermatozoides est essentielle pour qu’ils donnent
le phénomeéne de LiLLie (*), d’autre part le fait qu’en absence d’oxy-
géne les spermatozoides ne sont pas agglutinés stafiquement indique
quon ne saurait comme ’a fait TYLER [20] comparer la fertilisine &
une agglutinine du type sérique (son extractibilité par CCLCO-H N
rendait d’ailleurs impossible toute assimilation & une globuline ou
méme a4 une albumine).

Nous nous sommes alors demandé si ce n’était pas la disparition de
Poxygéne qui était responsable de la rupture des agglutinats sperma-
tiques obtenus par I'eau de mer ovulaire: Cependant on savait déja
qu'une fois I’agglutination terminée on ne pouvait la reproduire en
ajoutant de Peau de mer ovulaire fraiche. En effectuant I’expérience
suivante nous avons encore pu démontrer que l'oxygéne n’intervenait
pas dans le phénoméne de désagrégation

I est commode pour effectuer les expériences avec la fertilisine, du
point de vue agrégation spermatique, de placer quelques 1/10 de ml.
@eau de mer ovulaire dans un verre de montre, d’y ajouter I a I gout-
tes d’un sperme concentré et frais et d’agiter rapidement jusqu’a ho-
mogénéisation compléte : les agrégats spermatiques apparaissent plus
ou moins immédiatement aprés Parrét de P'agitation et disparaissent
au bout d’un temps plus ou moins long. Or si aprés cette désagréqa-
tion on ajoute une goutte de sperme concentré et frais et que Uom
hqmogénéz‘se, Pagrégation se reforme. Avec une méme eau de mer ovu-
laire nous avons pu obtenir jusqu’a 6 agrédations consécutives en uti-
lisant & chaque fois un sperme frais. Il est vraisemblable d’admettre
que ce sont les spermatozoides frais qui s’agglutinent. Cette expé-
fence, qui n’avait jamais été effectuée malgré sa simplicité, est pleine
(}’erlseignements ; elle indique particuliérement que la cessation de
Pagglutination spermatique n’est pas due a la destruction de la ferti-
ISIne mais 4 une modification des spermatozoides, ce qui confirme
les résultats de Popa [21] qui avait constaté une modification morpho-

(&) Remarquons toutefois que d’aprés McLeop [19] Poxygéne ne serait
Pas nécessaire a4 la motilité des spermatozoides humains.
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logique des spermatozoides souniis 4 Vaction de ’eau de mer ovulaire
et elie montre quil n'est pas utile de faire intervenir une quelcongue
« fertilisine univalente» (221 dans les questions de désagrégation
spermatique. .

2) On saif que les protéines basiques spermatiques sont capables
d’agglutiner Jes spermatozoides dont elles sont issues. Ces auto-agglu-
tinats irréversibles apparaissent au bout de quelques secondes aprés
la dispersion. du sperme concentré (prélevé dans les testicules) dans
de Ieau de mer normale ; ce sont de minces agrégats localisés 2 la
surface de l'ean. Certains auteurs ont admis une relation entre l'acti-
vité du sperme et sa faculté d’auto-agglutination ; cetie relation est’
évidente s’il s’agit de l’activation nucléaire, les travaux de POLLISTER,
et MIrskyY [23] dont nous aurons 'occasion de reparler indiquent net-

‘tement que Pextraction des nucléoprotéines a acide desoxyribonucléi-

que sous l’influence des solutions salines s’effectue conjointement 4
Jeur dissociation, or les protéines basiques ainsi libérées sont aggluti-
nantes. Remarquons que cette auto-agglutination ne porte pas sur tous
les spermatozoides d’une méme suspension spermatique, cependant
dans la mesure olt on inhibera ce phénomene lactivite totale de la
suspension spermatique considérée sera accrue puisqu’elle sera. con-
servée.

On. peut précisément inhiber l’auto-agglutination en ajoutant des

substances 4 point isoélectrique acide.qui auront tendance a se com-

biner avec les protéines basiques spermatiques. On savait déja que le,

sérum concentré (de’cheval par exemple) inhibait les mouvements des
spermatozoides mais quapres dilution il avait au contraire tendance
a4 prolonger leur motilité, cependant la présence d’enzymes —— parti-
culierement de lécithase et de.phosphatase — dans le sérum empé-
chent de conclure sur le mode d’action réel de ce miljeu complexe.
Nous avons toutefois reconnu que Povalbumine et la céphaline pro-
longeaient la motilité des spermatozoides. _ ]
On concoit que la fertilisine elle-méme, qri a un point 1s0-
électrique. acide, posséde cette affinité envers I’androgamone I (*).
Cependant nous avons constaté qu’aprés leur agglutination par la fer-
tilisine les spermatozoides étaient moins mobiles que des spermat0zol-
des en eau de mer normale anrés un méme temps : mais le probléme
est ici différent : la fertilisine posséde sa propriété d’isoelectrique
acide a coté d’autres propriétés biologiques plus importantes et par-
ticuliérement la faculté de ’eau de mer ovulaire de produire des mo-
difications morphologiques sur les spermatozoides (Pora, loc. cit.) pa-
rait étre en relation avec la dépression des mouvements fiagellaires.
3) Enfin Pactivation flagellaire proprement dite (augmentation -du
nombre de battements dans une unité de temps) (**) peut porter sur
le systeme flagellaire lui-méme. Or les résultats de ENGELHARDT ef col-

laborateurs [24], Ivaxov et collaborateurs [25], McLeop [19], Manx

[26], HARVEY et ANDERSON 277 sur le métabolisme et la structure des
spermatozoides et particuliérement du systéme flagellaire perl}lettent’
avec certaines réserves, de comparer ces fibres contractiles a celles
d’un muscle rudimentaire. On doit donc ‘éventuellement pouvoir acet:
lérer les mouvements flagellaires en activant un des cystémes respol”
_sables du mouvement normal du flagelle. Or CORNMAN, dans son inte:
ressant travail, avait suggéré que le tactisme et Pactivation constatts

(*) Le pouvoir anti-fertilisine des protéines basiques. constituant
gamone I reléve de la formation de complexes hétéropolaires entre ¢ 3
tances, complexes dont I’insolubilité est fonction de la salinité et du P%

(**) Insistons encore sur ce que cette « mesure>» 2 de subjectif.

es subs-
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avec léchinochrome (technique des tubes capillaires) par Iéquipe
KuHN-HARTMANN pouvaient étre dus a une alcalinité plus élevée dans
le tube a échinochrome, il avait en effet remarqué a la suite de GRAY
28] et ConN [29] que P’augmentation .de Ialcalinité de 'eau de mer

accélérait les mouvements spermatiques. De plis ENGELHARDT a ImOI-
tré [24) que la motilité des spermatozoides dépendait directement des

_transformations de Pacide adénosinetriphosphorique (ATP). Précisé-

ment on sait que Uoptimum d’activité de PATPase est a pH 9 (eau de
mer de Roscoff est aux environs de pH 8), ce qui nous parait expliquer
les résultats de CORNMAN, CGray et Conn. Nous avons donc pensé agir
sur la motilité spermatique en activant "ATPase non plus cette fois
par augmentation de P’alcalinité mais a l'aide d’ions comme Ca*™.

. Disons avant toute chose que GELLHORN [30] avait montré que
le chlorure de magnésium mobilisait les spermatozoides d’Invertébrés
et de Vertébrés ; de plus CORNMAN avait encore constaté que dans une
solution de NaCl les spermatozoides d’Arbacia n’étaient pas « aggluti-
nables » par la fertilisine, ce que nous avons confirmeé sur Paracentro-
tus. Par contre nous avons pu observer que Pauto-agglutination des
snermatozoides n’était nas affectée lorsqu’on les placait dans une solu-
tion renfermant 35 . 1000 de NaCl, mais que les. spermatozoides « meu-
rent » alars ranidement (arrét total de leurs mouvements). Nous avons

. olors recherché si adionction d’ions divalents a une solution de ferti-

lisine dans de eau a 35 p. 1000 en NaCl levait inhibition d’agrégation
des spermatozoides. Toutes nos expériences ne nous ont pas donné des
résultats identiques : les souillures des gamétes males ou femelles par
des ions ou d’autres substances lors de leur extraction du corps de
Panimal sont en effet toujours a craindre, cependant de T’ensemble
@’un grand nombre d’expériences nous pensons pouvoir conclure que
CLCa léve effectivement Iinhibition (’augmentation conjointe de l'al-
calinité favorise son action) (7). ‘Nous-avons_en tout cas constaté que
CLCa (a 20 g./1. d’eau de mer) active sensiblement les mouvements
flagellaires et diminue de plus le. temps de latence d’agrégation. Ces
faits nous paraissent indiquer :. -

1°) que, ce que nous avions déja vu, Pactivité spermatique est un
facteur naraissant nécessaire a lagclutination temporaire des sper-
matozoides par la fertilisine, constatation qui ne peut manquer de
présenter quelque intérét étant donné la présence simultanée des deux
gynogamones dans nos préparations de fertilisine hautement purifiée ;

2°) que le calcinm représenterait un nouveau type de facteur limi-
tant de lactivité de la fertilisine.

Tous ces résultats sont intéressants en soi mais il est peu vaisem-
blable d’admettre que ce soit le caleium ou la fertilisine qui se vola-
tilisent donc constituent la gynogamone 1. On se souvient en effet que
CLOwES et Bacuman puis CORNMAN ont affirmé que le distillat d’eau
de mer ovulaire activait les spermatozoides. Nous avons repris ces:
expériences en distillant de 1’eau de mer ovulaire de P. lividus dans
un appareil de distillation pour micro-Kjeldahl et Topération était
conduite comme pour un dosage d’azote. On recevait le distillat dans
de Ieau de mer normale ; on arrétait la distillation lorsque le volume
avait doublé. Dans ces conditions non seulement le distillat n’active
pas les spermatozoides mais il les immobilise, méme aprés plusieurs
heures d’aération du distillat. Cependant si on dilue ce distillat toxi-
aqre avec 4 volumes d’eau de mer normale, le nouveau milieu accélére
effectivement le mouvement flagellaire. En régle générale pour cons-

I3

™)
pH 8.
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tater une activation il faut ramener le volume du distillat au moins au
volume du_ distillant. Mais Pactivation a lieu encore aprés des dilu-
tions - considérables CLowes et BacHMAN ont obtenu des activa-
tions spermatiques avec des alcools 4 des dilutions dépassant le
1/100.060.000 ! Cette extréme activité nous a fait éliminer Poxygéne
comme agent activateur possible dans les expériences de distillation.

Dans un court exposé précédent [18] nous avions surtout souligné
Panalogie que Ion pouvait établir entre les gamones et les toxines
bactériennes et singuliérement entre la fertilisine et P’antigéne O des
bactéries & Gram négatif. On sait qu’in vitro ces substances attirent
les polynucléaires mais qu’in vivo au contraire elles inhibent leur dia-
pédese par un mécanisme indirect [31]. C’est dans cet esprit que, pa-
rallélement &4 nos recherches sur le tactisme spermatique, nous avions
ébauché avec Madeleine MARREC une étude du tactisme lymphocy-
taire chez les Invertébrés [32]. Nous devions terminer quelques expé-
riences et les rédiger lorsqulun accident mis tragiquement fin a la vie
de Madeleine MARREC. Elle aurait cependant pu constater le role Iym-
photactique positif de 'antigéne O du bacille typhique O 901 et du
polysaccharide correspondant. Ainsi paraissait se préciser I’analogie,
et celle-ci était d’autant plus plausible que la localisation cellulaire
de ces deux types de substances est la méme. c’est-a-dire périphérique,
et qu’'elles sont extractibles par I’acide trichloracétique, ceci étant

peut-étre la conséquence de cela. D’autre part LoIseEL [33] avait mon- -

tré que 'ovule d’Oursin renfermait une toxalbumine et nous en étions
alors & Tanalyse chimique de la fertilisine que nous considérions
déja comme un mucinoide, or des substances apparentées comme la
mucine sont connues pour avoir la propriété d’abaisser la résistance

~des animaux aux infections [34]. Mais cette méme analyse chimique

nous révélait des différences importantes entre fertilisine et anti-
gene O (portant sur I’azote, le phosphore essentiellement). Cependant
partant de ces considérations analogigues nous avons ainsi été amené
4 sounconner la présence dans la fertilisine d’une fraction lipidique
ou plus exactement d’un produit de dégradation de lipides, ce qui

- était vraisemblable & la suite des.résultats de GLASER [385] relatifs a

la nrésence d’une lipase dans les produits de sécrétions ovulaires.

Nous avons alors repris des expériences de distillation de I’eau de
mer ovulaire et nous avons constaté que le produit volatil est basique.
Voici le protocole d’une expérience :

On place 3,740 grammes (poids humide) d’ovule ovariens miirs et
frais en présence de 100 ml. d’eau de mer normale (milieu alcalin) ;
on laisse en contact 30 minutes en agitant de temps en temps, puis
on centrifuge 4 fond de facon & obtenir une eau de mer ovulaire ab-
solument dépourvue de cellules ou de fragments de gangues. On ve-
rifie son pouvoir gamonal et met & distiller-dans un apparveil de Kjel-
dahl 20 ml. de cette préparation. Nous recueillons le distillat dans un
indicateur de pH comme pour un dosage d’ammoniaque et nous do-
sons avec un acide sulfurique N/84 : nous avons trouvé une libération
de produits basiques correspondant i 0,09 ml. de cét acide (*). Si 'la
préparation-mére est laissée une nuit au repos a 18° C puis distillée,
on trouve une libération de base de 4 a 5 fois plus importante que

- la veille. Faut-il attribuer ce fait 4 la présence -d’une lipase ou d'un

autre systéme enzymatique ? Faut-il le relier a la toxicité pou,r_les
spermatozoides des eaux de mer ovulaires conservées ? Des expérien-
‘ces- en cours nous le diromns.

(*) On obtient des résultats similaires avec une solution de- fertilisine
purifiéz en eau de mer.
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Quoiqu’il en soit, des témoins de distillation réalisés avec de l'eau
de mer normale ou une solution de thymohistone dans I’eau de mer
pont pas livré de bases volatiles ; par contre, par distillation d’une
suspension de spermatozoides ou d’antigéne O du bacille typhique
0 901 ou encore de céphaline, nous avons également obtenu la libéra-
tion de bases, mais, tandis que. dans le cas de la fertilisine cette libé-
ration était brusque et massive, dans le cas des substances ci-dessus -
mentionnées elle était faible mais étalée sur un temps beaucoup plus.
long, ce qui laisse supposer que la ou les bases volatiles provenaient
d’une hydrolyse alors qu’elles doivent étre plus ou moins libres dans
Peau de mer ovulaire. Remarquons que dans le cas de la céphaline par
exemple (20 mg. suspendus dans 5 ml. d’eau de mer) le distillat
recueilli dans 1 ml. d’eau de mer jusqu’a volume final de 2,5 ml. et
dilué 45 fois avec de ’eau de mer activait les spermatozoides, quoi-
e moins intensément que le distillat de fertilisine.

* Le distillat d’eau de mer ovulaire, sur lequel ont surtout porté nos

investigations, chauffé en présence de ‘'soude donnait bien une odeur
de triméthylamine, cependant en recueillant le distillat dans une solu-
tion concentrée de sel de Reinecke nous n’avons pu obtenir la forma-
tion d’un reineckate ; recueilli dans le réactif de Nessler il donnait
lieu & la formation d’un précipité jaune, il ne semble donc pas qu’il -
s'agisse d’ammoniaque. La nature chimique de la base volatile pro--
venant de la fertilisine reste a préciser et d’ailleurs il n’est pas dé-
montré que la substance se trouvant dans le distillat soit identique a
la substance présente dans I'eau de mer ovulaire ; cependant a la
suite ‘de ces Tésultats le flagelle spermatique nous paraissait- décidé-
ment avoir un comportement trés comparable a celul d'une fibre mus-
culaire et nous avicns posé comme hypothese qu’il devait par consé-
quent réagir avec les substances myodynamiques comme la choline,
les méthylamines. etc. LARDY, HANSEN et PHILLIPS [36] dans leurs
expériences avaient cependant montré que Pacétylcholine ne pouvait
accélérer la mise en mouvement de spermatozoides provenant de I’épi-
didyme de Bovidées, mais il n’y a pas a priori d’identité entre la mise
en mouvement et ’accélération du mouvement de spermatozoides et
surtout entre spermatozoides de Vertébrés et d’Invertébrés. De toute
facon nous n’avions pas 4 notre disposition ces produits (que nous
nous proposons d’ailleurs -d’étudier dans un proche avenir) ; par con-
tre nous possédions de l'adrénaline cristallisée

0,5-1mg./ml. de celte hormone dans Ueau de mer (faible solubilité,
autoxydation rapide due ¢ Ualcalinité) active considérablement le mou-
vement flagellaire spermatique ; de plus elle diminue le temps de la-
tence d’agglutination -par la fertilisine et renforce son action.

Ces résultats constituent une nouvelle démonstration du role de Pacti-
vité flagellaire dans Iagrégation spermatique. Cette activation des sper-
matozoides & I’allure d’un véritable choc, en effet aprés 4-5 minutes les

. spermatozoides placés dans une eau de mer adrénalinique deviennent

immobhiles.
II. — ANDROGAMONE L

Pour HARTMANN [37] cette gamone, dont nous rappellerons qu’il s’agit
d’une protéine basique agglutinant irréversiblement les ovules et cer-
tains spermatozoides d’une suspension spermatique (cette auto-aggluti-
nation peut porter sur I’ensemble des spermatozoides, c’est une ques-
tion de concentration), aurait pour rdle de prolonger le pouvoir fé-
condant en immobilisant les gamétes méles. Une telle conception est
loin @’¢tre claire mais d’autre part nous ne pensons pas qu’il faille
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cherchier dans l'agglutination des ovules Iexplication . du mode d’ac-
tion de cette substance ; en effet la fécondation peut se réaliser avec

suceés en placant un ovule en presence d’un spermatozoide, dés lorg
on voit mal le réle de lagglutinine spermatique. Or,

i° D’aprés LoEs [38] la fécondation, qui soulignons-le est umn type
d'induction mitotique, serait le résultat d’une lysé périphérique de
I’ovule par une substance spermatique (on sait aujourd’hui qu’il s’agit
de la hyaluronidase) suivie d’une rectification c¢’est-a-dire d’une inhibi-
tion de cette lyse par une substance que LoEgB supposait lice au sperma-
tozoide ; si on ne rectifie pas ovule activé, la lyse ébauchée a la péri-
phérie s’étend a I'ensemble du gaméte femelle d’otl Pavortement de la
régulation (cette rectification était réalisée dans les parthénogénéses de
LoEB 4 Iaide de solutions hypertoniques) ; -

90 KUpELWIESER [39] a montré le premier qu’on pouvait obtenir la
formation d’une membrane en plongeant des ovules vierges de Stron-
gylocentrotus purpuratus ou S. franciscanus dans du sperme concentré
ou dans des filtrats de sperme de deux variétés de Chiton et que, si 'on
fraitait ensuite ces ovules avec de Peau de mer hypertonique selon
1.OEB, ils se développaient ; .

3o B. T. RoBerTSON [40], en 1912, a extrait par HCI N/10 du sper-
matozoide d’Oursin une substance agglutinant les ovules et induisant
la formation d’une membrane. Or I'extraction des protéines basiques
s’effectue précisément par les acides minéraux fort dilués [41] et
HuLTIN en 1946 [9] a extrait antifertilisine spermatique par ce pro-
cédé. De plus ROBERTSON, dans ce méme travail signalait qu’il était
possible d’obtenir un développement 'parthénogénétique partiel des
ovules d’Oursin en les plongeant dans une eau de mer renfermant
son extrait chlorhydrique de spermatozoides d’Oursin puis en les
portant dans une eau de mer iso- ou hypertonique ; {

4° L’apparition des asters, spermatique et ovulaire dans la féconda-
tion ou uniquement ovulaire dans la parthénogéneése, se traduit systé-
matiquement par une augmentation de la viscosité du cytoplasme de
Peeuf [42] ; : . K ;

5° Le ‘suc nucléaire participe directement a la formation de la figure
achromatique [43] or il est trés riche en protéines basiques ; de plus
la perméabilité de I'ceuf croit aprés Pactivation cytoplasmique [44] or
POLLISTER et MIRSKY [23] ont montré que sous Vinfluence d’'une forie
concentration saline les nucléoprotéines du noyau spermatique de
Truite étaient dissociées, partiellement extraites, avec gonflement nu-
cléaire et apparition de formations chromosomiennes. Cette découverte
est importante car elle tend a montrer entre autres que la prophase
est conditionnée par la salinité.

Partant de ces considérations nous avons pensé que: . |
a) La propriété d’androgamone I des protéines basiques spermati-

ques (agglutination interovulaire) ne devait étre qu’une propriété for-
tuite de ces substances et que leur propriété réelle devait étre d’inter-
venir non sur l’ovule mais sur le zygote, autrement dit non pas avant

la pénétration du spermatozoide mais apreés;

b) Qu’elles devaient alors réagir avec des substances cytoplasmiques
ovulaires a point isoélectrique atide et participer ainsi 3 Ia rectifica-

. Iy

tion de la fécondation et a la formation de la figure achromatique ;

¢) Comme TYLER a pu extraire d’ovules d’Oursin une substance qu!

nous parait étre une protéine basique étant donné les propriétés de-

~crites par TYLER [20], la rectification de la parthénogénese serait éga-
lement supportée par des protéines basiques du noyau ovulaire,
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yation du noyau étant liée 4 une dissociation de ses nucléoprotéines
consécutives au premier temps de la parthénogénése qui conduit a4 une
augmentation de la perméabilité. ) )

Nous avons constaté que les protéines basiques spermatiques extrai-
tes par HCl N/10 donnaient lieu a la formation de complexes insolu-
bles avec les protéines cytoplasmiques d’ovules extraits par broyage au
mortier en présence de NaCl 0,14 M, centrifugation, précipitation am-
‘monique (& saturation) du surnageant, centrifugation, dispersion du
‘culot dans NaCl 0,14 M et dialyse contre NaCl 0,14 M. Des complexes
de ce type, véritables protéinates de protéines, ont déja été étudiés
dans le cas d’autres protéines surtout par PrRzyLEcK1 [45] qui les nom-
‘me symplexes de coordination. Nous avons entrepris ensuite une étu-
de avec la thymohistone de Veau (extraite également a I’état d’hydro-
chlorure) et différentes fractions de protéines sériques
. — Avec les euglobulines, obtenues par dialyse du sérum de Cheval
contre de l’eau bidistillée, la thymohistone donne lieu a des précipités
solubles uniquement dans la solution d’EDSALL-BANGA-SZENT-GYORGYI
[46] ou la solution de BaNGA-SZENT-GYORGYI [46] ;

__ Avec des albumines cristallisées ou des albumines amorphes ob-
tenues par fractionnement ammonique du sérum de Cheval, la thy-
mohistone donne également des précipités déja solubles dans la solu-
tion d’EDSALL.

Il y a donc toute une gamme de ces complexes correspondant a une

amme de solubilités, telle que, pour une méme histone, ces complexes
sont d’autant moins solubles que leur protéine « cérapsée » est dau-
tant plus polymérisée. Or la clupéine, par exemple, qui est une protéine
basique, est une protéine fibreuse [47] d’ou son role possible de ma-
trice dans la formation de la figure achromatique ; celle-ci est d’ail-

Jeurs certainement formée par d’autres substances que des complexes

protéiques : ses mouvements sont peut-étre soumis 4 un systéme ATP-
ATPase, en tout cas PASTEELS y a reconnu récemment [48] la présence
d’acide ribonucléique ; mais ce qui nous semble important dans une
telle figure, c’est sa propriété de charpente, de molécules de structure,
qui nous parait liée a la formation de complexes protéiques (7).

Les résultats de Mirsky [49] peuvent s’expliquer de la méme facon ;
rappelons les faits : MirskY a constaté que I'ceuf vierge d’Oursin pos-
sédait 82-85 p. 100 de ses protéines solubles dans KC1 M a pH 7,3 tan-
dis que I’ceuf fécondé n’en possédait plus que 69-72 p. 100 dans les
mémes conditions, il en a déduit que des protéines se dénaturaient.

- Or a cette « dénaturation » ne correspond pas de libération de groupes

—SH, mais surtout nous ne pensons pas qu’on puisse conclure & une
dénaturation en se fondant uniquement sur une perte de solubilité. Si
on se reporte maintenant a nos expériences relatives a la formation
de complexes protéiques, on concgoit qu’aprés la fécondation une cer-
taine quantité de protéines cytoplasmiques (« acides ») s’étant combi-
née avec des protéines nucléaires pour donner des ensembles moins
solubles, il y ait moins de protéines solubles dans KCl M. Cependant
les protéines basiques possédent des groupements guanidiques et
GREENSTEIN et JENRETTE [50] ont montré que le catior guanidium dé-
naturait certaines protéines, mais si cette dénaturation possible des
protéines acides lors de leur accouplement avec des protéines basiques

(") Dans une note préliminaire [51] nous avions suggéré que les protéines
basiques nucléaires se fixaient & des phospholipides pour donner des com-
plexes insolubles type CHarGarr [52]. Ce point de vue n’est peut-étre pas
erroné, des proléines cytoplasmiques. tout-au-moins, pouvant se¢ trouver
sous forme de cénapses lipoprotéiques type MacHEs@UF et dans la formation
des « symplexes de coordination » on mne sait rien du mode de liaison : il
¢st possible qu’intervienne la partie lipidique.
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demande certainement a etre étudiée, nous ne pensons pas qu’'elle re-
présente le fond méme du phénomeéne découvert par MIRSKY.

Nous consacrerons dans un prochain mémoire de caractére biolo-
gique une étude détaillée relative 4 nos résultats sur la parthénogé-
nése partielle réalisée a Taide des protéines basiques.

ETUDE SEROLOGIQUE.

C’est depuis MOXTER (53], METCHNIKOFF [54] et METALNIKOFF ([55]
que s’est posée la question des sérums anti-gametes et plus spéciale-
ment anti-spermatozoides particuliérement au regard de propriéiés
spermotoxiques. A la suite de ces classiques, FITZGERALD [56], Yama-
KAMI [57], LANDSTEINER et LEVINE (58], Mupp et Mupp [59], HENLE
7607, He~xLE, HENLE et CHAMBERS [61], TyLer [62], SNELL [63] et
d’autres encore pour les spermatozoides, UHLENHUTH et WURM [64]
et TYLER [62] pour les ovules ont 4té unanimes a montrer 'existence
d’anticorps de différents types mais spécifiques a la suite d’injections
de ces gamétes. Nous inspirant de la technique d’absorption de Yama-
KAMI et LANDSTEINER-LEVINE nous avions nous-meéme recherché des
anticorps anti-gamétes et anti-eaux de mer ovulaire ou spermatique
de P. lividus en injectant ces substrats a des Lapins par voie intra-
péritonéale puis intra-veineuse. Aprés surimmunisation, souvent mal
tolérée par les animaux (surtout avec les spermatozoides), nous avions
obtenu des sérums qui paraissaient posseder des anticorps spécifi-
ques [18]. Or en réexaminant tant nos propres résultats que ceux de
nos devanciers, nous nous aperciimes que lexistence réelle d’anti-
corps n’était rien moins que prouvée .En effet, en ce qui concerne le
pouvoir antigénique de T'ovule d’Oursin, nous avions déja pu cons-
tater quil était extrémement faible, ce qui est sans doute dit a la
substance de type mucinique de sa gangue ; il en va de méme avec
leau de mer ovulaire qui par surcroit donne des précipités avec les

sérums méme normaux ; d’ailleurs, en ce qui concerne le faible -pou-.

voir antigénique des substances muciniques, les travaux de ELLIOTT
65], Goopxer [66] et V. GODIN [67] étaient déja explicites. Quant
aux spermatozoides, la question est également douteuse surtout
parce quils possédent des protéines basiques non antigéniques mais
certainement anti-complémentaires [68] et donnant en général des
réactions parasites avec les protéines sériques (précipités du type
symplexe de coordination). La libération de ces protéines basiques
étant ‘sous la dépendance de la salinité du milieu, on obtient des
résultats aberrants pour des variations relativement faibles de cctte
salinité et ce qui est pis, comme nous allons le voir au cours des
résultats ci-dessous, la dissociation des nucléoprotéines varie con-

" sidérablement d’un sperme de P. lividus, ¢ un autre sperme de P

Jlividus. Nous avons donc repris I’analyse sérologique.

Protocole :

On utilisait les gameétes males et femelles et les eaux de mer COI
respondantes de Paracentrotus lividus.,On prenait soin d’effectuer
3-4 centrifugations a 6000 tours/m. pendant 10-15 minutes pour la
confection des eaux de mer gamonales de facon a éliminer toute
cellule ou débris de cellule et on vérifiait Iactivité biologique —

surtout pour Peau de mer ovulaire — avant chaque injection ou

chaque essai in vitro. .
Te lapin n° 1 était inoculé¢ avec les spermatozoides, soit 3

Le lapin m° 2 était inoculé avec I’eau de mer spermatique, soit |

dm ;

Le lapin n° 3 était inoculé avec les ovules, soit @

Le lapin n° 4 était inoculé avec l'eau de mer ovulaire, soit @ ™’

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, 31, x° 2.
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*4dm témoin.........

dm 1/10...........

29 1208 5055050 05

dm 1/50, 1/100 et 1,

N° 3 : awcune agglutinatic
breux ceufs lysés. o0 l

Ne° 4 : .
? m-témoin.........
. @ m conrentré......
Qi 1/0s s mimipes
¢ m 1/20, 1/50,... 1/%

B. —

Prise des substrats :0,25 ml.

témoin sérum 4+ eau
témoin & + eau de m
d concentré.........
S1/2.. ... ..
S A D5 50 simsme R
-& 1/10, 1/20, ... 1/10
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Les injections étaient pratiquées tous les 2-3 jours. de facon a
réaliser une série de 3 intra-péritonéales suivie d’une série de 3 intra-
musculaires (veine marginale de loreille), repos de 5-6 jours puis
1 et parfois 2 injections de rappel par voie intra-veineuse. Les lapins
étaient alors saignés et leurs sérums testés du point de vue aggluti-
nation et précipitation sans absorption préalable. Avant d’effectuer
la premiére injection, nous avons étudié les sérums de nos lapins

- par rapport a nos. substrats. En sérologie bactérienne, pour rendre

les réactions plus sensibles, on a I’habitude de faire des lectures
d’acglutination: et de précipitation a la température du laboratoire,
a 37° C puis 4 50° C. Une premiére remarque s’impose : les gamétes
ont tendance a s’agglutiner dés que Ion éléve la température (parti-
culiérement 4 50° (. pour les spermatozoides), c’est pourquoi on se
trouve dans Dobligation de faire toutes les lectures a la tempéra-
ture de 17-20° C.
Résultats :

A. — Sérums normaunzx.

Technique. générale pour les sérums : on utilise de petits tubes
de sérologie a collerette ; on place 0,5 ml. du substrat en eau de
mer -+ 1/10 du volume en eau 10 fois physiologique (90 g./1) +
IT gouttes du sérum & essayer. Les dilutions données ci-dessous
sont les dilutions du -sérum (faites avec une solution de NaCl a

0.9 p. 100) ; les lectures sont faites aprés 12 heures de repos a
18° C. )
N° 1 : avenne agglutination des spermatozoides (qui sont morts

(dilutions allant de la concentration initiale Jjusqu’au 1/400). De
méme aucune agglutination de type sérique avec le témoin 0.5 ml.
de la susnension spermatique en eau de mer + 1/10 du volume en
eau 10 fois physiologique + IT gouttes d’eau de mer.

N 2 : :

Ol 40O
+

N 3 avcune
breux ceufs lysés.

N° 4

agglutination (étude faite jusqu’au 1/200). Nom-

? m-témoin légére opalescence

©m conrcentré................ + 4+ 4+ +

L3 o [ 40 | =

¢ m 1/20, 1/50,... 1/200....... opalescence
B. — Sérums anti-.

Prise des substrats :0,25 ml. ; le reste comme pour les sérums nor-
maux. ‘

Ne1: : .
témoin sérum 4 eau de mer.. O ‘
témoin & + eau de mer....... + 4+ 4+ =+
d concentré.................. + 4+ +
A 1 S + 4=+
/5. w6 2 ++ 4+ +
g 1/10, 1/20, ... 1/100........ + .

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, 31, ~° 2.
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Ne 2 ¢
témoin sérum -+ eau de mer.. 0
témoin d m -+ eau de mer..... o -
dm concentré.............e- fin précipité
Fm 1/2 e faible preécipité
dm 1/5,.. 1/100. .. c0vevnenns trés faible opalescence
N° 3 : aucune agglutination (étude faite jusqu’au 1/100) ; nombreux
ceufs lysés.
Ne 4 :
témoin eau de mer -+ sérum... O
témoin eau de mer + 2 m.... O
@ m concentré.............--: + 4+ 4+
O 1/2. . + 4+
e 1/5.ueieneie e 4+
om 1/10 . cueeevnnnnnns i +
oM 1720 e ?
om 1/50, 1/100........0--- .. O

Les resultats ci-dessus se résument ainsi

les spermatozoides seraient antigémiques ; ils donnent un phéno-
méne de zone ; 'eau de mer spermatique n’est pas antigénique ;
les ovules et ’eau de mer ne sont pas antigeniques.

Remarques.

1°) La salinité de l’eau de mer qui constitue le milieu dispersant’
des spermatozoides permet la dissociation des nucléoprotéines avec
 libération de protéines basiques. auto-agglutinantes qui conduisent
aux agglutinations des spermatozoides par 1’« anti y-sérum ; on re-
marquera particuliérement la forte agglutination dans le témoin sper-
matozoides + eau de mer et Pagglutination nettement plus faible en
présence de '« anti y-sérum concentré. Ce dernier point nous parait
s'expliquer de la fagon sujvante : le sérum renferme des protéines
4 point isoélectrique acide qui ont une grande affinité pour les pro-
téines basiques spermatiques d’ot le pouvoir tampon du sérum vis-
a-vis des auto-agglutinations spermatiques ; le phén,om'éne de zome

semble sexpliquer de la méme manieére étant donné que nous tra-
vaillons en_ diluant

le sérum, donc en présence de concentrations.
variables (décroissarites) de.protéines sériques ; au 1/5 on se trou-
verait & la limite de formation des protéinates et a une valeur éle-
vée de la dissociation des nucléoprotéines. Toutefois la chute a par-
tir du 1/10 s’explique mal, d’autant plus qu’il semble que, pour une
dilution infinie du sérum, on devrait retrouver une agglutination
aussi importante que dans le cas du témoin  spermatozoides -+ ealt
de mer. Un autre fait demeure troublant : le sérum normal n’avait
pas donné lieu a de tels phénomenes ; or @ en refaisant de nouvelles
tectudes avec les mémes sérums et des spermatozoides _provenant
d’autres individus de P. lividus nous avons pu obtenir des aggluti-
nations -comparables tant avec le sérum normal gquwavec T« anti »-
sérum. Ce fait est d’une extréme gravité car il montre que les sper-
matozoides d’une méme espece d’Oursin peuvent se comporter tres
différemment par rapport a leur dissociation nucléaire, d’ou des
réactions sérologiques completement perturbées. D’ailleurs st on
effectue les lectures en utilisant des spermatozoides qui cette fol
sont dispersés dans de I'eau physiologique (0,14 M NaCl) on ne pet
trouver ancune agglutination spermatique tant dans le témoin sper”

BULL. STE. CHIM. BIOL., 1949, 31, ~* 2.
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matozoides + eau physiologique que dans les tubes renfermant soit
le sérum normal soit I’« anti »-sérum 4 différentes dilutions (dilu-
tions par eau physiologique ; on n’ajoute évidemment pas d’eau 10
fois physiologique dans ce cas ; les lectures ont été faites jusqu’au
1/100) ; ceci est une confirmation du fait que I’agglutination sper- -
matique est due 4 une auto-agglutination liée a une dissociation des
nucléoprotéines. Les différences constatées anciennement sont dans
le domaine des fluctuations.

9°) Les résultats négatifs obtenus avec P’anti-sérum - ovulaire
* staient peut-étre dus au fait que les ovules utilisées dans les tests
“gvaient été mis en contact avec le liquide ccelomique. On sait :[69]

ue de tels ovules sont fécondables mais quils ne forment pas de
membrane de fécondation aprés la pénétration du spermatozoide. 1l
doit se produire une modification chimique et en dernier ressort

hysico-chimique de la surface de I’ovule. Dans ces conditions, les -

’

sérums ayant été préparés avec des cellules qui en moyenne

“ p’avaient pas été mises en contact avec le liquide ceelomique, on

pouvait concevoir que Ianti-sérum ne fiit pas réagissant. Clest
pourquoi mous _avons refait des essais sérologiques en prenant tous
les soins possibles pour que, lors de Pextraction des ovules, il n’y
ait pas de contamination par le liquide périviscéral. Malgré ces pré-
cautions nous n’avons pu constater d’agglutination des ovules ni- par
le sérum anti-ovule ni par le sérum anti-eau de mer ovulaire.

En conclusion, nos résultats de 1046 et ceux exposés ci-dessus
nous permeitent de dire que les gamétes donnent lieu a des réactions
parasites qui génent considérablement les lectures sérologiques dans
la mesure ou ces substances sont réellement amtigéniques ; pour les
ovules particuliérement nous avions pu obtenir en 1946 -des sérums
anti-P. lividus qui agglutinaient ¢ P. lividus au 1/40 et @ Psamme-
. chinus miliaris au 1/12, il est possible que 1a encore il y ait des cas
d’espéce a moins qu’une élimination possible des gangues ne ‘soit -
intervenue. Si on soumettait & un examen critique les techniques et
les résultats de nos devanciers, on concluerait au sujet de leurs expé-
riences comme nous avons conclu au sujet des nétres.

DiscussioN (*).

La fertilisine purifiée aue nous avons obtenue est active du point
de vue de lactivation, du tactisme et de P’agglutination temporaire
(que nous nommons agrégation), cependant le fait que les gynogamo-
nes peuvent étre séparées par dialyse (CornMAN) semble indiquer
quwil v a non pas unicité des gynogamones mais présence simultanée,
4 moins d’admettre qu’il existe deux gynogamones 1, une liée a la
gynogamone II, autre P’accompagnant seulement. Nous avons donc
la une premiére expérience 3 realiser qui ne sera. pleinement signi-
ficative que lorsque nous connaitrons la nature chimique de la base
volatile activatrice que nous avons décelée dans le distillat de ferti-
lisine. i
~ L’activation parait étre la cheville ouvriére de toutes les mani-
festations de la fertilisine. En effet.

1) Le tactisme spermatique doit étre regardé comme le résultat
dun champ d’activation, le spermatozoide se dirige vers la région
oll son activité flagellaire (et peut-étre générale) est maximum £**)s

(*) Cette discussion portera uniquement sur les gynogamones.

(**) Si on place des spermatozoides d’Oursin dans une cau de mer ren-
f'ermant une substance activant le mouvement flagellaire, Tactivation étant
¢galement distribuée, les spermatozoides ne seromnt gvidemment pas soumis
A une activation vectorialisée (selon une direction privilégiée) et le résultat
sera uniquement une activation flagellaire sans tactisme.

RULL. eTf. cHIM. BIOT.. 1930, 31, N7 2. . 31
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remarquons d’ailleurs que ce. gradient d’activation caractérisant le
tactisme n’agit pas sur tous les spermatozoides, ce qui fait du tac-
tisme un phénoméne statistique, c’est pourquoi certains auteurs [70)]
ont pensé que l'ceuf n’induisait aucun « appel » et que la rencontre
ovule-spermatozoide n’était due qu’au hasard, mais exisience d’une
substance chimiotactique d’origine ovulaire ne fait actuellement au-
cun doute.

2) Nous avons donné de nombreux exemples pour monirer que
I’agrégation spermatique ne se réalisait qu’en fonction de lactivité
des spermatozoides et a fortiori de leur activation (on remarquera a
ce .sujet que cette agrégation porte souvent sur les flagelles).

Nous avons donc : le tactisme lié a activation et I'agrégation liée
5 Pactivité et aussi a P’activation (se reporter par exemple aux expeé-
riences avec 'adrénaline : cette hormone diminue le femps compris
entre 1a fin de ’homogénéisatign du milieu spermatozoides + ferti-
lisine et le début de I'apparition des premiers agrégats spermati-
ques). L’activation est donc le dénominateur commun des actions de
la fertilisine : dans le cas de I’activation et du tactisme, les facteurs
se confondent ; dans celui de l’agrégation, Pactivation ou seulement
Pactivité est semble-t-il facteur limitant (cofacteur). ,

Les résultats de O. GLASER sur Pexistence d’une lipase dans les sé-
crétions ovulaires et ceux de Popa sur laltération, dans T’eau de mer
ovulaire, de la surface des spermatozoides, altération portant parti-
culiérement sur les substances lipochromatiques, sont trés concor-
dants. Il reste & savoir si la fertilisine est elle-méme lipolytique. Au
sujet du rapprochement entre fertilisine et antigéne O, on a vu qu'il
nous avait été utile dans notre étude, cependant un tel rapproche-
ment doit étre abandonné, non seulement par suite des caractéres
chimiques et antigéniques, mais aussi par rapport 4 la foxicité : le

Dr DEeLAUNAY, de UInstitut Pasteur de Paris, a bien voulu essayer.
“ un de nos échantillons de fertilisine pure sur des Cobayes (*) et il

n’a pu constater aucune intoxication du type antigéne O des Sal-
monellas. Nous pensons que si un quelconque rapprochement est
possible entre fertilisine et substances bactériennes périphériques, on
devrait plutdt Peffectuer avec le composé exirait par A. ANDUREAU
de Moraxella Lwoffi [71] ou .encore avec la_substance muqueuse de
nos variants de Phytomonas tumefaciens [72]. Cependant, dans I’état
actuel de notre connaissance de la fertilisine, une telle recherche
d’analogies ne nous parait plus profitable. '

En ce qui concerne le mécanisme de Yactivation ' flagellaire par
action” directe sur le systéme flagellaire, nous allons tout d’abord
nous arréter a Pactivation par les sels.

Si 'on admet que lintervention de ces substances se fait sur
IATPase, les résultats de GELLHORN sur Dactivation par MgCl. sont
assez troublants : LYUBIMOVA et PEVZNER [73] confirmés par DUBOIS

et PoTTER [74] ont montré gue non seulement le magnésiumAn’a.vait
pas d’effet activateur sur PATPase mais quau contraire cet ion biva--

Tent était un inhibiteur. On doit cependant tenir compte la-dessus des
remarques de GREVILLE et LEEMANN [75] pour qui cette action «nar-

cotique » du magnésium ne porterait pas sur la cellule musculaire

elle-méme mais sur les points de jonction nerf-muscle. Cependant
pour BaiLEY [76] P’ATPase musculaire cristallisée serait activée par
Ca**, Mn*, mais non par. Mg*". Nous avons repris alors des expérien-
ces sur les spermatozoides de P. lividus : ceux-ci placés dans une
eau ovulaire renfermant 20 g/1 de MgCI2 n’ont pas été activés. tout-
au-moins nettement, par contre a la méme concentration ce sel con-

(*) Qu'il recoive ici tous nos remerciements.
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duit rapidement a la formation d’une grande quantité de plages sur-
nageantes d’auto-agglutination ; mais il r’active pas la formation des
agrégats spermatiques lorsquwon le place en presence de fertilisine.

il y a donc la un point litigieux ‘que nous reprendrons ultérieure-
ment car il parait présenter un certain intérét. On ne peut rester en
effet indifférent aux résultats de Burk [77] d’ume part, relatifs a la
libératio de groupes -—SH dans 'le cas de rortaines protéines par
action ‘d’ions bivalents selon l'ordre .d’activité croissant Mg™ < Mn**
< Ba* < Ca™ et d’autre part aux résultats de ENGELHARDT et LYUBI-
vova (78], ZIFF [79], BARRON et SINGER [80] sur la propriété d’en-
zyme a —SH de I’ATPase. Le probléme porte peut-étre sur une ques-
tion de concentration. Quoiqu’il en soit -la présence de‘ces groupes
__SH dans I’ATPase nous retiendrons encore au sujet’ de l’action de
I’adrénaline. . )

Pour le biologiste P’adrénaline est une hormone, pour le chimiste
c'est un amino-acide benzénique tres auto-oxydable. Disons avant tout
que la propriété de Padrénaline vis-a-vis du flagelle spermatique est
assez remarquable car, le spermatozoide ne possédant pas de sys-
téme nerveux, on démontre que l'action de ‘T’adrénaline porte par

On- sait [79] que I’ATPase partiellement inactivée par exposition
_a Dair est fortement Téactivée par des substances réductrices com-
me la cystéine, le glutathion et aussi. acide. ascorbique. L’adrénaline
n’a pas été essayée, pourtant il nous parait fort probable quelle est
active dans ce cas bien que HEeNAUER et Comi [81] n’aient pas trou-
vé de variation dans le taux d’adénosine-triphosphate apres action:
de Yadrénaline sur le muscle de Grenouille en -anaérobiose. Remar-
quons que G. TOWNSEND [82, 83] a trouvé 0,03 & 0,04 p. 100 de glu-
tathion dans les ceufs de Nereis limbata et quelle a montré que les
spermatozoides étaient activés par ce tripeptide. De plus GREEN et ses
collaborateurs [84, 85] ont montré que Padrénaline activait les lac-
tico- et malicodeshydrogénases animales (*) et surtout que Tadréna-
line était un transporteur d’hydrogéne. Nous pensons que I’adréna-
line agit sur le flagelle spermatique en activant ’ATPase en tant
que réducteur. .

En ce-qui concerne la nature chimique de la fertilisine on remar-
quera que KunHN et WALLENFELS [4] précipitaient la fertilisine d’Ar-
bacia pustulosa par SO4(NH4)2 en présence de 4 p. 100 de NaCl alors:
quen présence de 3,55 p. 100 de salinité totale (dont 2,35 p. 100-en-
viron de NaCl) nous n’avons pas pu précipiter la fertilisine.de Pa-
racentrotus lividus ; il est vrai que la courbe de relargage donnée
par KuaN et WALLENFELS indique un optimum de précipitabilité en-
tre’ 30 et 34 p. 100 en SO4(NH4)2, avec une chute rapide pour 38
p. 100, or nous n’avons pas étudié la précipitabilité dans ces concen-
trations en sulfate d’ammonium. Mais il y a plus : il n’est pas im-
possible que 1’échinodrome A intervienne par son redox sur un en-
zyme comme I’ATPase, si bien quon en arrive a cette conclusion
quil doit y avoir autant de fertilisines différentes quil y a d’especes
d’Oursins ‘en particulier, ce serait toutefois des substances princi-
palement- muciniques, comme I’avaient déja supposé RunNsTROM, TI-
_SELIUS et VASSEUR [88]. .

Les résultats de Popa et les notres sur la réversibilité de ’aggluti-

(*) BaLL et MEYERHOF [86] ont trouvé de la succinodeshydrogénase dans
les spermatozoides d'drbacia punctulata. Toutefois le D* HuMPHREY, de I'Uni-
versité de Sidney, n’a pas trouvé d'acide citrique dans les spermatozoides de
Paracentrotus lividus que nous lui avions fournis. Il n'en a pas ‘trouvé non
plus dans les produits séminaux de Scylliorhinus caniculus [87].
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nation spermatique obtenue 4 I'aide de la fertilisine indiquent clai-
rement qu’elle est due a une altération des spermatozoides. Le cal-
cium paraissant indispensable & Pactivité de la fertilisine et le Sys-
téme ATP-ATPase libérant du phosphate pouvant se complexer au
calcium de Peau de mer ovulaire. nous avons toutefois recherché sj
la réversion de l’agglutination était sous la dépendance de cette pos-
sible intervention. L’expérience suivante montre que cette réversion
est en fait indépendante de la formation éventuelle d'un phosphate
de calcium.

On effectue une agrégation de spermatozoides de P. lividus en
verre de montre comme il a déja été indiqué. Lorsque cette agréga-
tion a complétement cessé on ajoute CaCl2 4 20 g./1 : il ne se pro-.
duit aucune réagrégation quelle que soit la concentration. Il en va
de méme avec MgCl2, un mélange de ribonucléotides de Levure &
0,5-1 mg./ml ou encore de I’acide adénylique de Levure aux mémes
concentration 8 (p 8). .

RESUME

1) Nous avons particuliérement étudié les gynogamones (fertilisi-
ne) du point de vue chimique, biochimique et sérologique et I’andro-
gamone I du point de vue biochimique chez Paracentrotus lividus.

2) On a extrait et purifié la fertilisine 4 partir-des ovules et 4 par-
tir d’eaux ovulaires. : v

3) On donne quelques résultats sur la nature chimique de la ferti-
lisine (il s’agirait principalement d’un mucinoide) ainsi que certai-
nes propriétés biologiques nouvelles.

4) On étudie l’activation des spermatozoides par rapport a diffé-
rentes possibilités ; on a obtenu une base volatile 4 partir de la
fertilisine. pouvant jouer le réle de gynogamone I. Son étude chimi-
que est en cours.

- 5) On indique le rdle activateur de ’adrénaline sur les mouvements
flagellaires spermatiques.

6) On apporte des résultats chimiques concernant le réle de recti-

ficatrice de la fécondation de P’androgamone I (protéine basique) et .

sa participation probable dans la constitution de la figure' achroma-
tique. La perte de.solubilité de protéines ovulaires aprés la fécon-
dation, attribuée par MIRSKY & une dénaturation, est assignée a la
formation de- complexes protéines basiques nucléaires-protéines aci-
des cytoplasmiques. ;

7) L’étude sérologique des gamétes méiles et femelles et des eaux
de mer correspondantes a été reprise. On conclut que la technique
sérologique est en fait inopérante pour différentes raisons qui sont
exposées. \

8) On discute la plupart de ces points. .

Nous tenons a adresser nos sincéres remerciements 3 MM. F. Gros
et U. RAMBECH.qui n’ont pas hésité a venir travailler pendant les

vacances de 1948 au Laboratoire de Roscoff en apportant leur amica-

le collaboration technique. .
(Station biologique de Roscoff et Institut Pasteur de Paris).
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DISCUSSION.
M. FAURE-FREMIET : A propos de la trés intéressante analyse de

P’action des gamones sur Pactivation et lorientation du mouvement
des spermatozoides, j’évoquerai les recherches poursuivies dans mon

laboratoire par H. MUGARD (Thése Doctorat, mars 1948) sur les Infu- .
scires Ciliés histiopbages. Le mouvement ciliaire de ces derniers est
orienté par la présence dans le milieu liquide d’un fragment de tissus -

en voie d’autolyse. L’analyse du phénoméne monire qu’il s’agit d'une
substance diffusant dans Peau ; les protéines et les peptones, les aci-
des aminés m’agissent pas ; les acides ribo- et désoxyribo-nucléiques
agissent fortement ainsi.que l'acide adénosine triphosphorique tandis
que les nucléotides, nucléosides, bases puriques et pyrimidiques, su-
cres, n'agissent aucunement. . '

.M. RyBAx : Dans le cas des gynogamones. nous avions également
pensé a l'acide ribo-nucléique et surtout a I'A.T.P. ; cependant des
que nous avons eu effectué les dosages de phosphore ces substances
ont été éliminées. Je- voudrais attirer Pattention sur lintérét d’étu-
dier les activations flagellaires ou ciliaires, on a sainsi semble-t-il un
excellent matériel d’étude du_systéme A.T.P.-ATPase (ENGELHARDT,

Manw) particuliérement du point de vue pharmacodynamique.
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MICRODOSAGE DU MANNITOL DANS I

Microdsosage du mannitol dans

Contribution & I’étude d’une nouv
fonctionnelle d

E par, Mlle Nicole .

On utilise habituellement pour déter
rénale ou « clearance » du mannitol,
FINKELSTEIN N. et Smra H'W. [6] qui
les opérations suivantes : apré{ destru
la levure, le sang est déféqué par I'oxyd
tol est alors oxydé par une quantité ¢
exces, 'excés d’acide periodique est e
soude 0005 N. :

Nous nous proposons d’étudier ici un
S direct du mannitol qui a pu étre misq
. grice aux renseignements que nous a o
a8 Homer SMITH & qui nous adressons 1nos

Nous ne détaillerons pas ici la techni
le sang et dans l'urine en vue de la d
cette description ayant-fait 'objet d’une
d’autre part en collaboration avec Jear
Duizenxo [14, 15].

PRINCIPE DE LA M!

Le mannitol en solution est oxydé a
suivant la réaction de MALAPRADE [1 a
. agidlt}on de chlorure stanneux {7, 8] e
réaction est titré par l'acide chromotr:
: _naphta]!ene 3,6 disulfonique) en milieu s
" coloration pourpre en 1/2 heure a 100°

iR * loration est lue au photoméire de Meur
i reportant a la courbe d’étalonnage, on lil
e oo mannitol de I'urine ou cdu plasma an:
TECHNIQUE,

i3 | Nous ne donnerons ici que l'indicatio
AE mqsagga du mannitol en milieu aqueux, ]
% : ination de la « clearance » telle que

: ‘voyons aux notes publiées d’autre part |
ﬁ} ‘ Réactifs.

g ) — Solution de sulfate de cadmium :
E;’ i 3 SOCA; 8 HaO s miw s mwsoms v
i Solution N de SOH: .........

Eau distillée g.s.p. .o vvoovn e
) — Solution de soude : 1,1 N.

i. CHIM. BIOL., 1049, 31. ~° 2.




