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{4 figures)

Depuis la fin du siécle dernier, divers auteurs ont montré
que la coagulation du sperme des Mammiféres, lorsqu’elle a
lieu, se fait & partir d'un matériel protéique, le coagulinogeéne,
séerété par les vésicules séminales (BERGMANN el LEUCKART,
1805 ; Biscuorr, 18562; Hensen, 1876; StockKArRD et Papa-
wicoLAoU, 1919; Lataste, 1888; Manw, 1954).

La transformation du sol protéique en un gel résulte de
laction d’un enzyme auquel Camus et GLEY donnérent le nom
de vésiculase (Camus et GLEY, 1896, 1809, 1907, 1921, 1922).

La vésiculase manque dans les vésicules séminales mais
apparait lors de I'éjaculation ; chez les rongeurs, elle cst sccrétée
par les «glandes de la coagulation» adjacentes aux vésicules
séminales (WALKER, 1910). Dans un travail plus récent, SPEYER
(1959) suggére que la coagulation se fait en deux étapes : la
vésiculase, séerétée par les glandes de la coagulation, est, au
moment de 1'éjaculation, mise en présence d’'um précurseur
inactif, la procoagulase, sécrétée par les vésicules séminales.
La veésiculase activerait la procoagulase en coagulase et celle-ci
agirait alors sur le coagulinogéne pour le transformer en un
caillot de coaguline.

Ce mécanisme n'est pas sans présenter certaines analogies
avec le phénomene de la coagulation du sang chez les Mammiféres
ot une protéine soluble, le fribrinogéne, est transformée en un
caillot insoluble sous laction d’un enzyme, la thrombine,
lui-méme activé par un autre enzyme, la thrombokinase.

De plus, certains auteurs ont montré 'existence de protéines
communes au sperme et au plasma sanguin humain {(Ross ef al.,
1942 ; Hucains el al., 1942 ; Gray et Huceins, 1942 ; HuGgGINs




674 J.=M. MICHEL, J. SALMON ET €. JEUNIAUX

et. NEAEL, 1942). D’aprés Gray et Hugcins (1942), I'étude
électrophorétique du plasma séminal humain révéle 1'existence
de 4 fractions protéiques qui ont respectivement la méme
mobilité que la sérumalbumine, les «, les B et les v globulines
du sérum sanguin; ils identifient ces 4 fractions du plasma
séminal aux fractions correspondantes du sérum sanguin.
GorLpsraTr {1935) a montré que le spermec renferme de la
thrombolkinase.

Cependant, les résultats des travaux de Gorrerer el de ses
collaborateurs (1955) montrent que chez le cobaye, la thrombine
ne provoque pas la coagulation du sperme, et inversément que
la vésiculase du sperme n’entraine pas la coagulation du fibri-
nogene du sang. On nc peut done dans Iétat actuel des connais-
sances décider si le mécanisme de la coagulation du sperme et
celui de la coagulation du sang se fait, chez une méme espéce,
aux dépeng d'un méme substrat protéique et au moyen d'un
méme systéme enzymatique, ce qui pourrait apparaitre comme
unc radiation physiologique d'un méme systéme biochimique.

Nous avons tenté d’apporter de nouveaux arguments expéri-
mentaux 4 cette question en comparant les protéines qui servent
de substrat A la coagulation du sperme et a la coagulation du
sang chez unc méme espéce animale par la méthode de Vanalyse
immunoélectrophorétique.

Matériel et Méthodes

Nous avons choisi le cobaye Cavia procellus L. comme matériel
expérimental. Le sperme de cet animal se coagule aprés I'éja-
culation et il est assez aisé de prélever le matériel coagulable
des vésicules séminales (coagulinogéne) avant 1'éjaculation.

Nous prélevons le coagulinogéne en appliquant une variante
de la technique décritc par GOTTERER ef al. (1955). Les animaux
males adultes sont anesthésiés au nembutal ; aprés laparotomie,
les artéres afférentes aux vésicules séminales sont soigneusement
ligaturées et P'appareil vasculaire est vidé pour éviter toute
contamination du produit & extraire par du sang. On perfuse
alors les vésicules par 2 ml de tampon de Britron ¢t RoBINsSON
{1947) 0.04 M ajusté & pH 5.3 en injectant le tampon & I'aide
d'une seringue dans la porlion moyenne de la vésicule. On
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recueille le liquide de perfusion par lextrémité distale sec-
tionnée. Nous appelons «plasma vésical» le liquide obtenu
de cette maniére.
| Pour obtenir la formation des anticorps nécessaires a l'appli-
i cation de lanalyse immunoélectrophorétique, nous avons
! injecté 4 deux lapins respectivement du plasma vésical et du i
plasma sanguin de cobaye, citraté a 2 ;. Pour faciliter la
formation des anticorps, ces différentes solutions sont diluées
2 fois par de Padjuvant cormplet de Freund (Difco). On injecte
9 ml. des solutions ainsi diluées dans Pespace interdigital de
I'une des pattes du lapin. Ces injections sont répétécs quatre
i fois, & raison d'une fois par semaine en utilisant chaque fois
une patte différente. A la fin de la période d'immunisation, on '
“sacrifie le lapin et on recueille son sérum sanguin qui renferme
en solution les anticorps désirés. :

Au cours de nos recherches, nous avons été amenés a employer |
un immunsérum antifibrinogéne de cobaye. Nous avons préparé |
cet immunsérum en épuisant de l'immunsérum antiplasma |
sanguin de cobaye par du sérum sanguin de cobaye; de cette
facon les protéines sériques somt précipitées par leur anticops i
spécifique, le précipité est éliminé par centrifugation. L anti- 1l
sérum ainsi obtenu ne donne plus qu’une ligne de précipitation
avec le plasma de cobaye soumis & l'analyse immunoélectro-
phorétique ; Vantigene précipité correspond au fibrinogéne.

L’analyse immunoélectrophorétique de notre malériel a été
effectuée en appliquant une variante de la technique de GRaBAR - !
et WirLiaMs, la micro-immunoélectrophorése décrite par ;
ScHEIDEGGER {1955). ' ‘
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1) Localisation des arcs de précipilation correspondant. au coa- ‘
gqulinogéne el au fibrogéne de cobaye lors d'une analyse immu- ‘
noéleclrophorétique effectuée a pH 8.2.

Pour déterminer la position de cet arc par rapport a la cuvette th
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fraichement prélevé. Nous avons provoqué la coagulation
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d’une partie de ce plasma au moyen de vésiculase de cobaye.
Nous avons écarté le caillot par centrifugation ; le sérum sur-
nageant contenait donc toutes les protéines du plasma vésical
a l'exception du coagulinogéne. Le sérum ainsi préparé et le
plasma vésical ont été soumis 4 Pélectrophorése en gélose sur
une méme plaque, Aprés I'électrophorése, nous avons incubé ces
solutions de protéines en présence de sérum de lapin antiplasma
vésical de cobaye. La figure 1 montre le diagramme immuno-
électrophorétique obtenu.

On voit sur le cliché un arc trés net entre « @ » et « b » partant
4 peu prés de la cuvette de départ et orienté vers la cathode.
Cet arc a disparu entre «a» et «b». Nous pouvons conclure
que cet arc correspond au coagulinogéne puisque celui-ci est
présent en ¢ a» ef absent en «eo».

La localisation de l'arc de précipitation correspondant au
fibrinogéne de cobaye est basée sur le méme principe.

On soumet du plasma et du sérum sanguin de cobaye a 1'élec-
trophorése en gélose, aprés quoi on incube en présence d’immun-
sérum -antiplasma sanguin de cobaye (fiz. 2). Puisque le sérum
est du plasma débarrassé du fibrinogéne par la coagulation,
I'arc de précipitation orienté vers la cathode, qui n’apparait
pas du coté de la cuvette chargée avec du sérum, est celui qui
correspond & 'arc du fibrinogéne observé du c6té de la cuvette
chargée avec du plasma. '

2) Comparaison du fibrinogéne ef du coagulinogéne par Ianalyse
immunoélectrophorélique.

Nous avons soumis du plasma sanguin et du plasma vésical
de cobaye 4 lanalyse immunoélectrophorétique en réalisant
la précipitation immunochimique 4 'aide d'immunsérum anti-
plasma sanguin d'une part et d’'immunsérum antiplasma vésical
de cobaye d’autre part. Le diagramme immunoélectrophoré-
tique obtenu est présenté dans la figure 3.

Abordant le probléme d’une autre fagon, nous avons soumis
a l'électrophorése, sur unc méme plaque, du plasma sanguin
et du plasma vésical de cobaye; nous avons ensuite incubé
ces solutions antigéniques en présence d'immunsérum anti-
fibrinogéne de cobaye. On trouvera le résultat de cet essai
dans la figure 4.

a
b
4
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Discussion

- Nosg résultats expérimentaux montrent que, comme Ic fibrino-
géne, le coagulinogéne séminal du cobayc peut jouer le role
d’antigéne chez le lapin. ,

L’examen des figures 3 et 4 indique que, 4 pH 8.2, le coa-
gulinogéne et le fibrinogéne de cobaye migrent tous deux vers
la cathode, et que leurs mobilités sont voisines. Toutefois le
fibrinogéne est une protéine différente du coagulinogéne. En
effet, on voit (fig. 3) que l'arc de précipitation correspondant
au coagulinogéne qui apparait trés nettement entre «c» et «d»
n’apparait pas éntre «c» el « b» On voit de méme que 1'arc
correspondant au fibrinogéne entre «a» et « b» n’apparait pas
entre «c» eb «b» Si ces deux protéines étaient identiques,
nous aurions obtenu une réaction de précipitation entre chacune
de ces protéines et Iimmunsérum renfermant I’anticorps spé-
cifique de J’autre.

La figure 3 montre cependant qu'il existe au moins une pro-
téine commune au plasma vésical et au plasma sanguin de

I1g. 3. — Comparaison du plasma sanguin et du plasma vésical de cobaye
réalisée par immunoélectropliorése a pII 8,2
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Fie. 4. — Comparaison entre fibrinogéne et coagulinogéne de cobayo réalisée
par immunoélectrophorase 4 pIl 8.2.
¢ = plasma vésical de cobaye.
t = immunsérum antifibrinogéne de cobaye.
¢ = plasma sanguin de cobaye.

cobaye; 'arc de précipitation correspondant a cetle protéine
est situé dans la zone des globulines.

Ces résultats sont confirmés par le diagramme repris dans
la figure 4. Ce cliché montre clairement que seul le plasma
sanguin donne un arc de précipitation, qui correspond au com-
plexe fibrinogéne — anticorps — anti-fibrinogene, en présence
de l'immunsérum correspondant. Le plasma vésical ne donne
lieu 4 aucune ligne de précipitation avec le méme immunse-
rum, ce qui prouve bien qu’il ne renferme pas de fibrinogéne.

Conclusions

I’analyse immunoélectrophorétique du coagulinogéne de
cobaye et du fibrinogéne du méme animal montre que ces deux
protéines différent par leurs caractéres immunochimiques. Ges
deux protéines ne possédant pas de parenté immunochimique,
ne sont certainement pas identiques; on peut donc conclure
que le mécanisme de la coagulation du sperme chez les Rongeurs
se fait A partir d’un substrat protéique différent de celui de la
coagulation du sang.
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