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On sait que l ' irradiation par les rayons U.V, fait perdre aux spermatozoides un 
certain nombre de leurs propri6t6s fondamentales: leur motilit6 est compl6tement 
inhib6e et leur pouvoir f6condant est diminu6 d 'autant ;  apr~s la f6condation, la dur6e 
de la premi6re segmentation est consid~rablement allong6e chez l'oursin et le d6veloppe- 
ment embryonnaire est retard6. Chez la grenouille, le noyau du gam6te irradi6 devient, 
pour des doses relativement faibles, totalement inerte; il est rapidement 61imin6 et les 
embryons sont donc haploides (voiff pour les r6f6rences ~t ces travaux). I1 nous a donc 
paru int6ressant de rechercher quelles pourraient ~tre les perturbations biochimiques qui 
se trouvent ~ l'origine de ces diverses ldsions. En ce qui concerne la motilitd et le pouvoir 
f6condant des spermatozoides, nous avons recherch6 si l ' irradiation ne provoquerait  pas 
une diminution de leurs r6serves d'dnergie: c'est pourquoi nous avons entrepris des 
dosages de l 'ad6nosinetriphosphate (ATP) dans les spermatozoides normaux et irradids. 

MATI~RIEL ET METHODES 

Prdparation des spermatozoa'des 
Pour  chaque  expdrience,  Ies t e s t i cu les  d 'une  grenoui l le  (RaJza /usea ou Rana  esculenla) sont  

broy6s dans  io  ml  d ' eau  de la  vi l le  ou de R inge r  dilu6 (o.oi Ill) (BRIGGS4). La  suspension est  filtr6e 
sur  de la gaze;  elle es t  ensu i te  centr i fug~e et  remise  en suspension dans  une dizaine de ml  de Ringer  
de mani6re  it ob t en i r  une suspension don t  la densi t6  op t ique  est  de I.O, mesnr6e it 400 m/~ sous une 
6paisseur  de i o  mm.  La  cen t r i fuga t ion  est, dans  ce r ta ins  cas, r6p6t6e nne deuxi(qne lois. Des por t ions  
de 2 it 3 ml  de la suspens ion  de spe rma tozo ides  sont  i r radi6es  dans  de pe t i t e s  bol tes  de P6tri ,  l 'dpaisseur  
de la  couche 6 t a n t  d ' env i ron  3 ram. P e n d a n t  t ou t e  la durde de l ' i r r ad ia t ion ,  un disposi t i f  61ectro- 
m a g n 6 t i q u e  brasse 6 n e r g i q u e m e n t  la suspension.  Les tdmoins  non irradi6s sont  agit4s, de la m~'me 
mani6re,  p e n d a n t  une dur6e 6qu iva len te  ~ celle de la plus  longue i r rad ia t ion .  L ' i r r a d i a t i o n  est  effectude 
(it + 4 ° C dans  le cas des d 6 t e r m i n a t i o n s  de I 'ATP) ~ 14 cm d 'une  l ampe  ~t v a p e u r  de mercure  ~ basse 
press ion (Mineral ight) ,  d o n n a n t  au n iveau  de la p r4pa ra t i on  7,5oo e rgs /mm2/min  de lumi6re it 253.7 nvz 
p r inc ipa l emen t .  Le ca l ib rage  de la l ampe  a 6% effectu6 it l ' a ide  du pho tom6t r e  U.V. de LATARJET I2. 

Etude de l 'A T P  
Nous avons  utilis6, pour  le dosage de I 'ATP, la mdthode  de STREHLER 15 SOUS la forme off nous 

t ' avons  d6jit employ6e ". Les spe rma tozo ides  des deux  tes t i eu les  d 'une  grenoui l le  sont  lav6s et  remis  
en suspens ion  dans  13 ml de R inge r  o .oi  i l l .  Des por t ions  de 3 ml sont  irradi6es,  centr i fugdes et  
remises  en suspens ion  dans  28o/z l  d ' u n  t a m p o n  c o n t e n a n t  du PO4KH 2 et  du K2HPO 4 M / I  5 it pH 7.4. 
Ces suspens ions  sont  por t6es  it lOO ° p e n d a n t  1o min.  3 ° / z l  de ces suspensions  chauffdes sont  a joutds  
it 50/~1 d 'un  e x t r a i t  de io  organes  l u m i n e u x  de Phot inus  pyralis** dans  i Ill[ de t a m p o n  au phospha te ,  
e o n t e n a n t  i mg de MgSO 4. 

* I n s t i t u t  des Sciences nucl6aires  "Bor i s  Kidr ic" ,  Belgrade.  
** Nous  remerc ions  v i v e m e n t  les Drs. STREHLER et  ~{cELROY de l ' envoi  de ce matdr ie l .  
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L ' d m i s s i o n  de Iumi~ re  es t  i n s t a n t a n 6 n l e n t  n l e su rde  g l ' a i d e  d ' u n e  cel lule  p h o t o m u l t i p l i c a t r i c e  
d'¢51ectrons. L a  q u a n t i %  d ' A T P  p e u t  6 t re  d¢Sduite d ' u n e  c o u r b e  d ' d t a l o n n a g e  fa i t e  g l ' a i de  de  so lu t ions  
de  t i t r e  c o n n u .  L e s  r d s u l t a t s  o b t e n u s  o n t  dt6 cor r igds  p o u r  les p e t i t e s  v a r i a t i o n s  de c o n c e n t r a t i o n s  
des  d i f % r e n t e s  p o r t i o n s  d tudi6es ,  c h a c u n e  des  s u s p e n s i o n s  a y a n t  6% p r d a l a b l e m e n t  s o u m i s e  g u n  
e x a m e n  n d p h ~ l o m d t r i q u e .  

R E S U L T A T S  E X P E R 1 M E N T A U X  

I. Teneur an addnosinetriphosphate des spermatozoides irradids 

Le Tableau I indique les variations de la teneur en ATP. des suspensions de sperma- 
tozoides avant et au cours de l'irradiation. Nous avons ramen6 arbitrairement les chiffres 
fl une valeur correspondant ~ la quantit@ totale d 'ATP des deux testicules d'une gre- 
nouille. Remarquons que toute l'activit@ des spermatozoides, en prfsence de l 'extrait de 
Photinus pyralis, ne d@end probablement pas uniquement de la pr@sence d'ATP. En 
effet, nous avons 6tudi6 non pas un extrait des spermatozoides, mais la suspension 
totale : celle-ci s'est montr~e beaucoup plus active que l'extrait. I1 est donc vraisemblable 
qu'une partie assez consid6rable de la r6serve d'6nergie se trouve sous la forme de 
compos6s phosphoryl6s peu solubles ou fortement adsorb6s par les structures cellulaires; 
STREHLER ET TOTTER 15 ont notamment montr6 que de l'acide ribonucl@ique pouvait 
exciter la luminescence du syst~me que nous avons utilis6. Compte tenu de ces restric- 
tions, nous pouvons affirmer qu'imm6diatement apr~s l'irradiation, la teneur en ATP 
des suspensions de spermatozoides diminue consid6rablement. 

T A B L E A U  I 

T E N E U R  E N  A D E N O S I N E  T R I P H O S P H A T E  D E  S P E R M A T O Z O I D E S  D E  G R E N O U I L L E ,  

A P R ~ S  I R R A D I A T I O N  U . V .  

Rana ]usca Rana esculenta 

DurOe des Exp. I Exp. I1 Exp. I I I  Exp. IV  Exp. V 
irradiations 
(minutes) % °"o % % O/o % % 

A T P  A T P  mobilitd% A T P  A T P  A TP A T P  A T P  A T P  mobilitd A T P  A TP mobilitd 
restant reslant restant restant restant 

o 2.8 - -  - -  3.Ol - -  6.2 - -  4.3 - -  - -  3.3 - -  - -  
2 - -  - -  - -  3 " 5  1 1 5  - -  - -  2 , 8  6 6  6 O  2 .  3 7 1  8 2  

5 - -  - -  3.1 i oo  3.5 5 6 1. 4 32 I 1.9 5 8 57 
15 1.O2 36 IO 0.65 21 O.8 13 0"4 9"5 ---  I.O 31 I 

A T P :  la  t e n e u r  en  A T P ,  e x p r i m 6 e  en  y, e s t  r a m e n 6 e  ~ la  q u a n t i t 6  t o t a l e  d ' A T P  c o n t e n u e  d a n s  
les 2 t e s t i c u l e s  d ' u n e  g renou i l l e .  

O,7o m o b i l i t 6 :  o/,o des  s p e r m a t o z o i d e s  e n c o r e  m o b i l e s  g la  fin de  l ' e x p 6 r i e n c e .  

On voit 6galement que, jusqu'au moment oh il ne reste plus que 5o% de I 'ATP 
initial, il existe un certain parall~lisme entre la perte de I 'ATP et celle de la motilit6. Cette 
derni~re a @t6 mesur6e simplement en observant sous le microscope quelques centaines 
de spermatozoides. Le comptage est facilit6 en r6duisant, fl l'aide d 'un petit diaphragme, 
l 'ouverture de l'oculaire. Dans le cas de Rana/usca, nous avons v6rifi6 le pouvoir f6con- 
dant des spermatozoides: des irradiations de 5 ~t IO minutes ne diminuent pas le nombre 
des embryons qui se d@veloppent; au del~ de cette dose, done au moment oil la teneur 
en ATP diminue, le pourcentage des oeufs f@cond6s dinfinue. Mais une irradiation de 
I min suffit d6j~ ~ provoquer un ralentissement du d~veloppement embryonnaire dfi ~t 
l'haploidie; tolls les embryons pr6sentent de la microc@halie et de l'hydropisie carac- 
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t6ristiques du syndrome haploide; l 'examen cytologique confirme que cette faible dosc 
d'U.V, suffit pour inactiver totalement la chromatine paternelle, qui est dlimin(.o an 
cours des premi(;res mitoses de segmentation (1)ALC~ E'r Sl~iO~ -5, BR~\CH~Ta). 

II.  Libdmtion d'ul¢ peptide au cours de l'irradialio,~ 

Si on examine au spectrophotom~tre le liquide (Ringer ou eau de ville) qui a contenu 
les spermatozoides pendant l 'irradiation, on constate que l 'absorption entre 28o et 
25o m/, est peu modifife; tout au plus s'accroit-elle un peu pour les fortes irradiations. 
Au contraire, l 'absorption est notablement accrue aux lon~leurs d'onde plus faibles 
(Tableau II).  I1 n 'y  a pas de maximum d'absorption correspondant aux acides nucldiques 
ou aux prot6ines, s ice  n 'est  une dbauche d '"@aule" .  Si l 'on additionne k cette solution 
2 fois son volume d'acide trichloroac6tique k 25% on observe une opalescence nette, 
que nous avons mesur6e k 4oo rot, (Tableau II). Ce ldger pr6eipit6 est sddimentable par 
centrifugation ~ 3,ooo tours/minute et le culot obtenu est soluble dans l'6thanol. De plus, 
ce constituant est dialysable. Par hydrolyse il lib4re des acides aminds; on est donc 
justifi6 de supposer qu'il s 'agit d 'un peptide. 

T A B L E A U  I I  

P R O P R I I ~ T I ~ S  D O  M I L I E U  D E  D I S P E R S I O N  D E S  S P E R M A T O Z O t D E S  (R [USCg) 

Du rde de l' irradiation 
(minutes) 

Turbiditd cn prdsence 
d'acide trichIoracdtique 25 % 

F. rtinction d IOO m/* 

t+7 tp. 1 f,'ap. I I  

Extinction d 22o nip 

E~p. I E~p. I I  

O O. ! 35 0 .120 O.680 0 .486 

t 5 0.207 O.2 l 4 0 .835 O.731 
30 0 .250 o.3S8 1.O3 0.925 

Une analyse chromatographique pr61iminaire nous a permis d'identifier dans 
l 'hydrolysat (HC1 6 N pendant 18 heures k 13 o°) les acides aspartique et glutamique, de 
l'ornithine, de l'alanine, de la glycine et de la valine. D'autre  part,  la prfsence de sfrine, 
d'arginine, de lysine, de leucine et d'histidine nous parait  probable. Les solvants utilis6s 
pour les chromatogrammes descendants k une dimension, 6taient le propanol, eau, 
NH4OH (8o/I9/I en volumes), le butanol normal, eau, acide acdtique (lOO/5O/15-2o en 
volumes) et le phfnol satur6 d'eau alcalinis6 par l 'ammoniaque. Notons enfin qu'un 
essai de pr6cipitation du milieu de dispersion des spermatozoides n 'a  donn6, chez 
Rana esculente, aucune diff6rence de prfcipitation par l'acide trichlorac6tique entre les 
milieux t6moins et les milieux irradifs: ce fait indique un comportement diff6rent des 
esp~ces. Une diff6rence de susceptibilit6 entre diverses esp6ces de grenouilles apparait  
aussi, dans le cas des rayons X, lorsqu'on compare les travalLx de DALCQ ET SIMON s 

ceux de RUGH 14. Les premiers auteurs ont trouv6 que les spermatozoides de Rane/usca 
perdent leur pouvoir f6condant apr6s une irradiation de 3,000 r alors que ceux de Rana 
pipiens sont beaucoup plus rfsistants. 

D I S C U S S I O N  

Nos r~sultats montrent  que les r~serves ~nerg~tiques d'une suspension de sperma- 
tozoides de grenouilles s '@uisent tr~s rapidement k la suite d'une irradiation U.V. 

B i b l i o g r a p h i e  p .  2 0 2 .  
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En effet, les manipulat ions cons6cutives au t ra i tement  ne durent  que quelques minutes  
(lavage sur la centrifugeuse). Des spermatozoides en mouvement  consomment  eertaine- 
ment  des quantit6s eonsidfrables d ' A T P  et son 6puisement rapide r6sulte tr6s vrais- 
emblablement  d 'un  effet de l ' i rradiation sur sa synth6se. I1 est peu probable que la perte 
d 'ATP  soit due '~ une diminution de la respiration: en effet, celle-ci, particuli6rement 
dans le cas des substrats  endog6nes, est plut6t  st imulfe par I 'U.V. ehez les micro- 
organismesl,S, 1~. Par  contre, la glycolyse ana4robique peut,  dans une certaine mesure, 
~tre inhibfe par  I'U.V., chez la levure no tamment  ~. 

Rappelons que nous avons montr6 pr~c~demment que chez les bact6ries en crois- 
sance, seules les phosphorylat ions ana6robiques sont inhib~es par  I'U.V2,1°. I1 serait 
toutefois int6ressant de v~rifier, dans le cas pr6sent, l 'activit~ glycolytique et respira- 
toire des spermatozoides imm6dia tement  apr~s leur irradiat ion:  on pourrai t  ainsi pr6- 
ciser si les phosphorylat ions sont bloqu~es all niveau des m6canismes d'uti l isation des 
substrats  ou du transfert  d'6nergie. Le mat6riel que nons avons utilis6 nous paral t  tr~s 
favorable ~ une telle ~tude. 

D 'un  point  de vale plus sp6cifiquement biologique, il semble exister un certain 
parallflisme entre la teneur en ATP, la motilit~ et le pouvoir  f6condant des spermato- 
zoides. 

Ce r6sultat diff~re quelque peu de ceux que KOZlN n a obtenus sur les spermato-  
zoides de coqs, qui perdent  plus rapidement  leur pouvoir  f fcondant  que leur motilit6 soils 
l 'effet des rayons X. 11 est donc possible qu 'k  c6t6 de I 'ATP, un facteur sensible au 
rayonnement  ionisant soit 6galement indispensable k la fertilit6 des spermatozoides. 

En  ce qui concerne la lib6ration d 'un  peptide h la suite de 1'irradiation des sperma- 
tozoides de Rana [usca, il ne s 'agit  1~ peut-~tre que d 'un  ph~nom~ne d'int~r~t limit6 
puisqu' i l  n ' a  pas 6t6 retrouv6 dans le cas de Rana esculenta. On peut  cependant,  dans 
une certaine mesure, rapprocher  ce r6sultat  de ceux que nous avions obtenus sur de la 
nucl6ohistone puriti~ee: 1'irradiation U.V. de solutions concentr6es de nucl6ohistone 
lib~re un const i tuant  dialysable, fort semblable du point  de vue spectrophotom6trique 
au peptide lib6r6 lors de l ' i rradiation des spermatozoides. I1 serait int6ressant de r@~ter 
les exp6riences pr6sentes sur la nuc16oprot6ine purifi6e. Remarquons  enfin que les 
observations biologiques mont ren t  que, pour  des intensit~s d ' i r radiat ion net tement  
inf6rieures ~ celles utilis~es pour la partie bioehimique du pr~sent travail, des 16sions de 
la chromatine paternelle se manifestent  d6j~. Ceci n ' a  rien d '6tonnant ,  car il est fr6quent 
d 'observer  qu 'un  test biologique est de loin plus sensible que la plupart  des tests physieo- 
ou biochimiques; le cas des facteurs t ransformants  est f rappant  k cet 6gard (ZAMENHOF17). 

Rt~SUMt~ 

L'irradiation de spermatozoides de grenouiUes diminue trSs rapidement leur teneur en ad6nosine- 
triphosphate. I1 semble exister un certain parall61isme entre cet effet, la perte de la motilit6 des 
spermatozoides et la perte de leur pouvoir f6condant. De plus nous avons montr6 que, chez Rana ]usca, 
un petit peptide est libdr~ par l'effet de l'irradiation. 

SUMMARY 

Irradiation of frog spermatozoa diminishes very rapidly their content of adenosine triphosphate 
There appears to be a certain relationship between this effect, the motility of the spermatozoa and 
their fertilizing capacity. Furthermore, we have observed that, in the case of Rana [usca, a small 
amount of peptide is liberated when the spermatozoa are irradiated. 
Bibliographie p. 202. 
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Z U S A M M E N F A S S U N G  

D u t c h  die B e s t r a h l u n g  yon Frosch-Spern la tozoen  wird  ihr  A d e n o s i n t r i p h o s p h a t g e h a l t  sehi  
schnell  ve r r inger t .  Es  sche in t  eine gewisse Bez iehung  zwischen dieser  \Vi rkung  auf die Spermatozoen  
und  dem Ver lus t  ihrer  13eweglichkeit  und dem Verlus t  ihrer  Be f ruch tungs fgh igke i t  zu bestehen.  
Ferner  haben  wir  gezeigt ,  dass im Fal le  yon Ra~m Fusca ein kleines  Pep t id  f re igesetz t  wird,  wenn 
die Spermatozoen  b e s t r a h l t  werden.  
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