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INTRODUCTION

Les spermatozoides subissent au cours de la spermatogenése des modifications
morphologiques et physiologiques qui se poursuivent durant leur séjour dans 1'épi-
didyme. Ce fait a été bien mis en évidence par BLANDAU et RUMERN (1961). Ces
auteurs inséminent des Rattes adultes avec du sperme provenant soit de la queue
soit de la téte de I'épididyme et ils trouvent g7 p. 100 des ceufs fécondés par les sper-
matozoides de la queue de 'épididyme 24 heures aprés U'insémination, et seulement
7 p- 100 dans le cas des spermatozoides de la téte de 1’épididyme. Ceci montre que
les spermatozoides de la téte de 1'épididyme ne sont pas encore mfrs.

L’importance du role de U'épididyme sur la maturation des spermatozoides a
d’ailleurs été soulignée depuis fort longtemps. VAN DER STRICHT (1893) se représen-
tait I'épididyme comme un réservoir protégeant les spermatozoides jusqu’au moment
de leur décharge. La plupart des auteurs, TOURNADE (1913), STIGLER (1918), REDENZ
(1924), Von Lanz (1924), BENOIT (1925), attribuent & la sécrétion épididymaire un
role actif dans le processus de maturation. YouNG (1927-1933) pense, au contraire,
que la maturation n’est pas liée 4 une influence extérieure exercée par 'épididyme,
mais qu’elle dépend uniquement de 1'Age des spermatozoides.

De toute fagon, quelle que soit 'hypothése envisagée, le degré de maturité des
spermatozoides dépend du temps pendant lequel ils subissent l'action des facteurs
intrinséques ou extrinséques qui leur permettent de devenir fécondants.

On sait qu'un éjaculat constitue une population hérétogéne : on y trouve des
spermatozoides morts et d’autres qui présentent tous les degrés de motilité. On peut
se demander si ces différences ne tiennent pas au fait que certains spermatozoides
ont séjourné plus ou moins longtemps dans I'épididyme. ORTAVANT (19560) et CLER-
MONT, LEBLOND, MEISSIER (1959) ont montré que tous les spermatozoides primaires,
formés en méme temps, évoluent de fagon synchrone et donnent naissance a des sper-
matozoides qui arrivent, dans le méme temps, dans la téte de I'épididyme en ayant
pratiquement le méme age. Si I'on admet que les différences entre les propriétés des
spermatozoides recueillis dans un méme éjaculat proviennent d'une différence de
maturité, il faut supposer que dans I'épididyme, tous les spermatozoides ne progres-
sent pas a la méme vitesse.

En profitant des possibilités offertes par le marquage des cellules au moyen des
radioéléments, nous nous sommes attachés dans ce travail :

1° A déterminer le temps de passage des spermatozoides dans 1'épididyme.

20 A étudier les variations de ce temps de transit en fonction de la fréquence des
collectes.



CHAPITRE I

REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
A.

Morphologie de I'épididvine
1 g I ]

I. — CARACTERES ANATOMIQUES

I’étude anatomique et histologique de I'épididyme a été effectuées par BENoIT
(1925) chez de nombreuses espéces. C'est 4 son travail ue nous nous référons pour
décrire les principales caractéristiques morphologiques des voies excrétrices. I’épidi-
dyme, organe vecteur des spermatozoides, est relié au testicule et plus particuliére-
ment aux canaux séminiféres, lieu de la formation des spermatozoides, par le refe testis.
Le rete testis, que 1'on nomme également réseau de Haller, est un systéme de cavités
irréguliéres largement anastomosées entre elles. Il occupe, chez I'Homme, la Souris
et le Rat, une position superficielle, mais chez le Cobaye, le Chien, le Chat et le T'au-
reau, le systéme lacunaire du réseau de Haller plonge dans le testicule en suivant son
grand axe jusqu’au 2/3 et méme aux 3 /4 de l'organe (chez le Taureau) (fig. 1).

116, 1. = Coupe transversale d'un festicule de Tuurean montrant le rete testis
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La jonction entre le rete testis et les tubes séminiféres s'effectue par U'intermé-
diaire des canaux droits et la jonction avec le canal épididymaire proprement dit se
fait par les canaux efférents. Chez la Souris et le Rat, les canaux efférents constituent
un tractus allongé qui s’étend du rele festis a la téte de I'épididyme. Ils se réunissent
en un canal efférent unique qui se prolonge dans le canal épididymaire. Chez le Chien,
le Chat et le Taureau, les canaux efférents forment la majeure partie de la fraction
proximale de I'épididyme. Ils se jettent successivement dans le canal épididymaire.

1 ’épididyme peut étre globalement divisé en trois parties : la téte, qui adhére
intimement au testicule & son pole supérieur, la queue, fixée au podle inférieur et, joi-
gnant les deux parties précédentes, le corps.

L’épididyme est constitué entiérement par les circonvolutions d'un canal unique
extrémement long. Chez le Taureau il atteint 33 & 35 métres selon MARTIN et SHAU-
DER (1938) et 40 4 50 métres selon HARCENCO (1939). Des cloisons conjonctives sépa-
rent ces circonvolutions en une série de lobules.

Le canal déférent se termine par une dilatation, 'ampoule déférentielle avant
de se jeter dans le conduit urogénital, l'urétre.

IT. — CARACTERES HISTOLOGIQUES

De nombreux auteurs ont étudié la structure histologique de I'épididyme,
HENRY (1900) et AIGNER (Igo0) sur le Rat, BENOIT (1925), chez différents animaux
de laboratoire et aussi chez le Chat, le Chien, le Cheval et le Taurean, RrID et CLE-
LAND (1957), REID (1959) chez le Rat, NICANDER (1957-1938) chez le Lapin, 'Titalon,
le Bélier et le Taureau.

1)’aprés ces auteurs la paroi du canal épididymaire est constituée de 3 couches
cellulaires. Kn allant de la périphérie vers la lumiére du canal on rencontre successi-
vement :

— une couche de fibres musculaires lisses circulaires ;

— une couche discontinue de cellules basales ;

— et enfin une couche continue de hautes cellules cylindriques.

Cette structure de base se retrouve tout au long de I'épididyme mais la couche
musculaire trés mince dans la téte de 1'épididyme, s’épaissit considérablement au
niveau de la queue. Elle se double, au niveau du canal déférent, d’une couche externe
beaucoup plus mince de fibres musculaires longitudinales (BENOIT 1925). Les cellules
cylindriques limitant la lumiére du canal présentent de grandes variations histolo-
giques selon le niveau du canal ott elles se trouvent. Dans les canaux efférents 1'épi-
thélium comprend deux types cellulaires : des cellules ciliées et des celtules glandu-
laires. Dans le canal épididymaire toutes les cellules épithéliales ont une fonction
glandulaire et elles sont toutes munies de poils immobiles, les stéréocils. REID et
CrerAND (1957) chez le Rat, NICANDER (1038) chez I'Etalon, le Bélier et le Taureau
ont pu définir des zones histologiques distinctes dans I'épididyme en se basant surla
hauteur des cellules épithéliales, leur coloration, le nombre, la taille et la distribution
des vacuoles intracellulaires, la densité et la nature des inclusions cytoplasmiques,
la forme des novaux.
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III. — CARACTERES HISTOCHIMIQUES

Les études histochimiques montrent également la grande diversité des segments
de Y'épididyme. Depuis que LEBLOND (1950) a étudié la distribution du matériel PAS
positif dans I'épididyme du Rat, de nombreux auteurs ont repris ce probléme chez
différentes espéces. MANEELY en a fait la revue en 1959.

Les cellules épithéliales de la partie proximale de la téte de I’épididyme ne mon-
trent qu'une activité PAS trés faible dans le cytoplasme ; seuls les stéréocils sont
fortement positifs. Dans la partie moyenne de la téte et surtout dans la partie distale,
on observe une augmentation des granules intracytoplasmiques PAS positifs. Dans
la queue de Uépididyme seule la partie distale présente une forte réaction au PAS.

Les enzymes présents dans 1'épithélium épididymaire out également une répar-
tition extrémement définie chez la Souris, selon AILEN et SLATER (1957-1961). Dans
les cellules épithéliales de la téte de I'épididyme sont localisées les phosphatases acides
et alcalines. D’autres enzymes présentent un gradient d’activité croissant de la téte
a la queue de V'épididyme (les aliestérases, la diphosphoripydine-nucléotide-diapho-
rase). FINDLAY et LEVVY (1960) ont également montré que la N-acétylglucosaminidase
est présente principalement dans la téte de I'épididyme chez le Porc.

I.a localisation des enzymes ne se fait pas simplement selon I'emplacement le
long du canal épididymaire mais aussi selon le type cellulaire : ainsi la phosphatase
acide est présente surtout au niveau de I'appareil de Golgi dans les cellules ciliées de
Iépithélium de la téte de I'épididyme. Cet enzyme, nous l'avons vu, est totalement
absent dans le corps et la queue de 'épididyme ; par contre, la thiamine pyrophos-
phatase, qui est également un constituant du matériel de Golgi, se trouve dans tout
le canal épididymaire.

Cette diversité histologique et cytochimique des différentes parties du canal
épididymaire laisse supposer qu'a chaque niveau de 'épididyme doit correspondre
un role physiologique bien déterminé.

B. — Physiologie de I'épididyme

I. — ACTION SUR LES SPERMATOZOIDES
a) Maturation et survie des spermatozoides.

Comme nous 'avons vu dans l'introduction, il est classique d’admettre I'impor-
tance du réle joué par les voies excrétrices du testicule sur la maturation des sperma-
tozoides ; Vox EBNER (1888) et SCHAFFER (1892) en avaient émis I'hypothése. Mais
VaN DER STRICHT (1893) fut le premier 4 mettre en évidence cytologiquement des
phénomenes de sécrétion dans 1'épithélium épididymaire chez le Lézard. MvYERs-
WARD (1897) pense que cette sécrétion sert i la nutrition des spermatozoides. De
nombreuses études effectuées depuis (HamMMmAR, 1897 HENRY, 1900 ; REGAUD, 190T ;
REDENZ, 1924 ; BENOIT, 1925 ; NEMILOFF, 1926 ; WAGENSEIL, 1928) attribuent toutes
aux sécrétions épididymaires un role nutritif pour les spermatozoides durant leur
passage dans 1'épididyme,
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TOURNADE (1913) met en évidence I'existence d’un gradient croissant de motilité
des spermatozoides tout au long de I'épididyme et conclut que 1’épithélium épidi-
dymaire agit directement sur les spermatozoides.

STI6LER (1918) montre que, chez le Cobaye, le Rat et la Souris, les spermato-
zoides acquiérent au cours de leur passage dans I'épididyme. une certaine résistance
aux agents nocifs. En effet les spermatozoides de la partie distale de I'épididyme
conservent mieux leur motilité aux hautes températures que ceux de la partie
proximale ou testiculaire.

COURRIER (1920), étudiant le cycle sexuel des Chauves-Souris, observe que pen-
dant le repos hibernal, les spermatozoides stockés dans la queue de I’épididyme peu-
vent y rester vivants plusieurs mois, nourris par la sécrétion épididymaire.

BenoIT (1925) démontre expérimentalement l'importance du réle nourricier
de 1'épididyme vis-a-vis des spermatozoides. Dans les épididymes de Souris laissés
en place aprés castration bilatérale, les spermatozoides meurent trés rapidement ;
mais, aprés castration unilatérale, leur motilité est normale, du coté opéré, 2 mois
aprés l'intervention. Pour cet auteur, la fonction protectrice de 1'épididyme est con-
ditionnée et entretenue par 'hormone testiculaire. MOORE (1927) réussit a remplacer
cette hormone testiculaire par une injection d’extrait lipoidique de testicule de
Taureau.

Par ailleurs, HAMMOND et ASDELL (1926) montrent que chez le Lapin, les sper-
matozoides peuvent garder leur pouvoir fécondant et leur motilité dans 1'épididyme
ligaturé durant 30 4 60 jours. Chez le Taureau, KIriLLov et Morozov (1937) obtien-
nent aprés ligature des canaux efférents des spermatozoides motiles, 2 mois apres
Uopération. Il semble donc que les séerétions du fluide épididymaire et des glandes
annexes exercent une influence favorable sur le processus de maturation des sper-
matozoides.

Cependant YoUNG (1930) arrive 4 des conclusions trés différentes. Chez le Cobaye,
par ligature, il sépare les extrémités proximales et distales dela queue de I'épididyme.
Ayant abattu, aprés 25 jours, ces animaux, il insémine des femelles avec des sperma-
tozoides provenant de ces deux parties de la queue de I'épididyme. Il obtient, avec
les spermatozoides de la partie proximale, 49 p. Too de gestation, et avec les sper-
matozoides de la partie distale, 25 p. 100 de gestation. Les inséminations effectuées
avec les spermatozoides provenant des fractions comparables d’épididyme non liga-
turé de males normaux donnent respectivement 33 p. 100 et 68 p. 100 de gestation ;
il en déduit que la maturation commence naturellement dans le testicule et se pour-
suit dans I’épididyme, mais ne dépend pas de la qualité des sécrétions del'unoul’'autre
de ces organes. A I'appui de sa théorie, il observe que, dans les tubes séminiféres de
certains animaux, des spermatozoides deviennent mobiles 25 jours aprés la ligature
de 1a téte de I'épididyme alors qu'ils sont normalement immobiles. Il en conclut que
les facteurs de maturation sont intrinséques aux spermatozoides eux-mémes, et qu’ils
dépendent simplement de la présence ou de 1'absence d’'un complexe hormonal tes-
ticulaire.

b) Résorption des spermatozoides
SIMEONE et YOUNG (193I) ont discuté les différentes possibilités d’élimination

des spermatozoides du canal épididymaire, quand les animaux sont au repos sexuel.
Ils envisagent 1'élimination par I'urine, le passage 4 travers la paroi de I'épididyme,
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la liquéfaction et la résorption dans I'épididyme. Finalement, sur la base d’observa-
tions histologiques faites chez le Cobaye ot ils trouvent dans le canal déférent des
masses de spermatozoides en dégénérescence, ces auteurs pensent que l’élimination
des spermatozoides non utilisés se fait par dégénérescence et liquéfaction dans le
canal déférent. ORTAVANT a également observé chez des Béliers et des Taureaux
normaux des figures de dégénérescence des spermatozoides principalement au niveau
des ampoules déférentielles.

D’aprés CLUBB (1951), il est possible, si les animaux sont au repos sexuel, que
les spermatozoides s’accumulent dans la partie distale du canal épididymaire, v
créant une pression interne. Quand cette pression dépasse un certain niveau elle
déclencherait des contractions péristaltiques évacuant les spermatozoides.

Il n’est cependant pas exclu qu'il se produise une résorption des spermatozoides
dans I'épididyme lui-méme.

En effet KYRLE et SHOPPER (1915) ont signalé les premiers, que I'épithélium
des canaux efférents en plus de sa fonction sécrétoire pouvait contribuer a 1'élimi-
nation de la lumiére du canal des cellules provenant des tubes séminiféres. I)’autres
auteurs ont montré d’ailleurs une résorption des spermatozoides par 'épithélium
épididymaire. Chez la Taupe, MICTKIEWSKI (1048) situe cette résorption dans les
segments médians et terminaux du canal épididymaire. WEGELIN (1921) et MoRr-
GENSTERN (I924) ont cru voir chez "Homme une élimination des spermatozoides
nécrosés par des spermiophages géants dont l'origine pour MORGENSTERN est située
dans I'épithélium épididymaire, mais les observations de ces deux derniers auteurs
portent sur des cas pathologiques.

Von WAGENEN (1924), YOoUNG (1933) ont signalé que la ligature des canaux
efférents chez lex petits Rongeurs détermine a l'intérieur du testicule dans les 12 &
24 heures suivant U'opération, une augmentation du volume du fluide sécrété. I1 en
résulte, d’aprés ces auteurs, un accroissement de la pression testiculaire entrainant
une atrophie des cellules germinales ; si la ligature est plus distale, 1'atrophie est
moins rapide. Ces expériences montrent que les sécrétions testiculaires sont norma-
lement résorbées au cours de leur passage dans les canaux efférents et la partie
proximale de la téte de 1'épididyme.

La résorption des particules de colorant par cette région de 1'épididyme a été
bien montrée, que celles-ci soient administrées par voie sous-cutanée (VoN MOLLEN-
DORYF, 1920 ; VON ILANzZ, 1026 ; NASSONOV, 1027 ; WAGENSEIL, 1928) ou qu’elles soient
injectées directement dans le refe festis (T'oorHILL et Young, 1931 ; CLUBB, IQST ;
MasoxN et SHAVER, 1952).

Cette revue bibliographique relative a l'action de 1’épididyme sur les spermato-
zoides permet de penser que les spermatozoides quittent le testicule en étant mor-
phologiquement immatures et avec un pouvoir fécondant nul ou trés faible. Ils ac-
quierent ce pouvoir fécondant au cours de leur passage dans I'épididyme. Si les sper-
matozoides ne sont pas éjaculés, ils perdent progressivement leur pouvoir fécondant
et disparaissent par liquéfaction, par résorption ou par éjaculation.

Quelle que soit la théorie admise sur les causes de la maturation et de la sénes-
cence des spermatozoides, celles-ci ne se réalisent que progressivement. Il est donc
essentiel de déterminer le temps exact pendant lequel les spermatozoides séjournent
normalement dans 'épididyme. Nous allons passer en revue les différents résultats
déja obtenus sur ce sujet.
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II. — TRANSPORT DES SPERMATOZOIDES DANS L 'LPIDIDYME

a) Détermination de la vitesse de tramsit des spermatozoides dans
Uépididyme par des méthodes indirectes.

Les premiers auteurs qui s’intéressérent a ce sujet tels que LoDE (1891) et EXNER
(1904) pensaient que le passage des spermatozoides dans U'épididyme est trés rapide,
n’excédant pas deux jours chez 'Homme et le Chien. Ils se basaient sur le fait qu’a-
prés le troisiéme ou le quatrieéme éjaculat, ils ne trouvaient plus de spermatozoides
et que 3 jours plus tard ils en obtenaient de nouveau dans 1'éjaculat.

La plupart des auteurs ont tenté de résoudre ce probléme par injection de colo-
rant dans la téte de ’épididyme.

TooTHILL et YOUNG (1931) montrérent que les particules d’encre de Chine
injectées dans la téte de I'épididyme de Cobayes adultes n’atteignent la queue de 1'épi-
didyme qu’aprés 14 a4 19 jours.

CrLuBB (105I) reprit ce probléme. Fn injectant de I'encre de Chine dans le rete
testis chez plusieurs espéces, il trouve que la durée du transit épididymaire est égale 4 :

22 4 25 jours chez le Cobaye;

19 a 22 jours chez le Rat;

9 a 10 jours chez le Hamster.

GRANT (1958) remplagant ’encre de Chine par du bleu trypan, injecté dans les
canaux efférents du Rat, trouve une durée de transit épididymaire égale A 13 jours,
C'est ce qu’observent aussi MAcMILLAN et HARRISON (1955), aprés injection de sulfate
de baryum dans les canaux efférents.

Chez le Bélier, GUNN (1936), trouve que les particules d’encre de Chine, injectées
dans le vefe festis, apparaissent dans 1'éjaculat 11 jours plus tard.

Chez le méme animal, PHirr1rs et Mc KENZIE (1934) tentérent une approche
directe du probléme, en réalisant une isolation scrotale destinée 4 provoquer des ano-
malies morphologiques dans les spermatozoides testiculaires par suite de I'augmen-
tation de température. Ils observent que le temps nécessaire pour que ces sperma-
tozoides anormaux arrivent dans 1'éjaculat est en moyenne de 8,8 jours aprés I'iso-
lation.

PorLoveEvA (1938) arrive a un résultat analogue par une autre méthode. Chez
le Bélier, cet auteur ligature la téte de 1’épididyme et recherche le temps que mettent
les derniers spermatozoides pour arriver dans l'éjaculat. Il trouve ainsi un temps
moyen de 7 jours.

Ainsi diverses études poursuivies sur une méme espéce ne donnent pas toujours
entre elles des résultats concordants. Ceci est 1ié 3 une impossibilité d'interprétation
de ces expériences. Dans le cas des injections de colorant le temps mesuré correspond
non pas au passage des spermatozoides eux-mémes mais a celui du fluide épididy-
maire ; par ailleurs, les différences observées peuvent dépendre du volume de colorant
injecté. Dans le cas d’une isolation scrotale, I'endroit du tractus oti les spermatozoides
sont altérés par la chaleur n'étant pas connu avec précision, il est difficile d’en déduire
la durée de transit épididymaire (GLOVER, 1960). Quant aux ligatures de la téte de
V'épididyme elles suppriment Uapport des sécrétions testiculaires qui, pour certains
auteurs, conditionnent la progression des spermatozoides dans "épididyme.
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Mais pour suivre dans le temps le déplacement des spermatozoides dans U'épi-
didyme, il semble que la technique du marquage par des éléments radioactifs per-
mette une précision plus grande. Aussi cette méthode a-t-elle donné lieu 4 de nom-
breux travaux.

b) Détermination de la vitesse de transit des spermatozoides dans
Uépididyme au moyen du marquage par radioélément

De nombreux isotopes ont été utilisés pour marquer les spermatozoides et suivre
ensuite leur évolution : le 3P a été le premier isotope choisi pour ce genre d’études.

Bisaor et WEINSTOCK (1948) ont en effet montré que, chez le Taureau, les sper-
matozoides éjaculés sont capables d’absorber in vitro du #P ajouté sous forme de PO,
HNa,. Par la suite BisHor (1952) a constaté que le 3P s'incorpore principalement
dans les composés phosphorés acidosolubles.

D1 STEFANO et MazIA (1953) ont observé qu'une forte proportion de 32P s’in-
corpore dans les piéces intermédiaires des spermatozoides d’'Oursins.

Puis de nombreux auteurs ont montré que le 32P administré in vitro par voie
intraveineuse s’incorpore également dans les spermatozoides. BENGSTON (1949) aprés
avoir injecté du 3?P 4 des Lapins males, retrouve une forte radioactivité dans le sang
et le foie des femelles une heure aprés l'accouplement avec ces mailes marqués ; le
32P ¢’était donc incorporé in vivo dans les spermatozoides ou le plasma séminal.

LorenTz, CavoUuLas et CARSON (1950) ont observé le méme phénomeéne chez
le Coq. Mais ils ont montré surtout que les maxima de radioactivité dans le plasma
sanguin, le plasma séminal et les spermatozoides n’'apparaissent pas simultanément
et que les spermatozoides ne deviennent radioactifs qu’aprés plusieurs semaines.
Novik (1956), MaNzINA (1958) ont confirmé ces observations.

Si ces travaux mettent en évidence l'existence d’une incorporation du 2P dans
les spermatozoides, ils ne montrent pas dans quelle fraction phosphorée elle se produit.
Parallélement 4 ces travaux de nombreux auteurs étudiaient 'incorporation du 32P
dans les cellules de divers organes. C’est ainsi que KLINE et CLIrTON (1952) en utili-
sant la technique d’extraction des composés phosphorés introduite par ScHMIDT et
THANNHAUSER (1945) et SCHNEIDER (1946), ont pu déterminer la durée de vie des
leucocytes au moyen du 3P et sont arrivés ainsi 4 suivre la formation, la décharge,
puis la destruction des leucocytes dans le sang.

De la méme maniére, ORTAVANT (1956) a marqué les spermatozoides de Bélier
par du 3P et suivi ensuite leur évolution. Il en a déduit, d'une part, la durée du cycle
spermatogénétique qui est de 49 jours et, d’autre part, la durée du transit épididy-
maire qui, chez le Bélier, varie de 14 4 21 jours.

DawsoN (1958 a) a repris les mémes expériences chez le Bélier et chez le Tau-
reau (1958 b). Chez le Bélier, il trouve une vitesse de passage des spermatozoides dans
I'épididyme de 10 4 14 jours. Nous discuterons de ces travaux et des conclusions qui en
en sont proposées au cours de ce travail.

De nombreux auteurs ont utilisé d’autres radioéléments pour marquer les sper-
matozoides : SIRLIN et EDWARDS en ont fait une revue en 1958. Signalons simplement
HeaTH et al. (1953), GLUCKSMANN et al. (1955) qui ont utilisé le 35S, SIRLIN et
EDpWARDS (1955) l'adénine 8-14C, SirrIiN (1958) CLERMONT et al. (1959) FOOTE et
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KOEFED-JOHNSEN (1959), JOHNSON et CRONKITE (1959) et KAPLAN (1960), la thymi-
dine tritiée. Mais ces auteurs n’ont pas utilisé leurs résultats en vue de déterminer la
durée du transit épididymaire.

c) Mécanisme du transport des spermatozoides dans Uépididyme

Les facteurs qui conditionnent le déplacement des spermatozoides sont mal
connus. D’aprés ToorHILL, et YoUNG (193I) au moins quatre facteurs peuvent
intervenir :

— l'action des cils vibratils bordant la lumiére des canaux éfférent ;

— les contractions péristaltiques du canal épididymaire ;

— la production constante du fluide testiculaire et des spermatozoides par les
tubes séminiféres ;

— et enfin I'élimination des spermatozoides déja formés selon le rythme des
éjaculations.

Des études plus récentes (RISLEY, 1958 ; MACMILLAN, 1958 ; CROSS, 1959 ; MAc-
MILLAN et AUKLAND (1960) montrent le role prédominant que doivent avoir les con-
tractions péristaltiques sur la progression des spermatozoides dans I'épididyme.

d) Variation du temps de transit des spermatozoides dans ['épididyme
en fonction de la fréquence des collectes

On observe couramment que le premier éjaculat obtenu d’un Taureau aprés un
long repos sexuel contient une plus forte proportion de spermatozoides immobiles
que les éjaculats suivants.

De plus, WILLET et OHMS (1958) ont montré en collectant deux éjaculats en
I'espace de quelques minutes chez un Taureau que la résistance 4 la congélation des
spermatozoides du premier éjaculat est plus faible que celle des spermatozoides de
I’éjaculat suivant. Pour ces auteurs, cette différence de résistance est due aux sper-
matozoides eux-mémes et non au plasma séminal. WALES et WHITE (1959), dans une
expérience similaire, rapportent également que la résistance au choc thermique est
plus grande pour les spermatozoides du deuxiéme éjaculat que pour ceux du premier,
ceci chez 7 Taureaux sur 9.

DE Groort (1961) montre par une étude statistique que les spermatozoides du
premier éjaculat sont moins mobiles et ont une plus grande sensibilité au froid que
les spermatozoides du deuxiéme éjaculat obtenu au cours d’'une méme collecte.

Ces résultats semblent donc indiquer que les spermatozoides stockés dans 1'épi-
didyme commencent 4 y subir un processus de vieillissement, dii & une influence
nocive trop prolongée des sécrétions du canal épididymaire ou simplement 4 une
sénescence.

On peut prévoir qu'inversement en effectuant des collectes successives séparées
par un court intervalle de temps on doit pouvoir obtenir des spermatozoides d’4ge
moyen décroissant qui finalement seront immatures.

Contrairement 4 ce que nous venons de voir, STIGLER (1918} avait observé chez
I'Homme que les spermatozoides du deuxiéme éjaculat sont moins résistants vis-a-
vis de la chaleur que ceux du premier éjaculat obtenus au cours de la méme journée.
LiLovp-JoNES et HAYES (1918) remarquérent, chez le Lapin, que la vitalité des sper-
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matozoides décroit quant le nombre des éjaculations augmente au cours d'un test
d’épuisement.

Des résultats semblables sont rapportés chez I'Homme par MANTEGAZZA (1866),
chez le Cheval par LEwIs (1911), chez le Chien par AMANTEA et KRYSZKOWSKI (1921),
chez le Taureau par LAGERLOF (1936).

Tous ces résultats tendent donc & montrer qu'a la suite d’éjaculations répétées,
des spermatozoides immatures apparaissent dans la queue de I’épididyme ; ceci peut
s'expliquer par des variations de la durée du séjour des spermatozoides dans I'épidi-
dyme en fonction de la fréquence des copulations. C'est ce que montrent certaines
observations directes. Ainsi GUNN (1936) en étudiant le passage du sperme dans 1'épi-
didyme chez le Bélier au moyen d’injection d’encre de Chine trouve un temps de
transit plus court de 6 jours chez des animaux fréquemment collectés. ORTAVANT
(xg56) montre également que chez des Béliers au repos sexuel les spermatozoides
mettent au moins 21 jours a traverser I'épididyme, et que ce temps est réduit a 14
jours lorsqu’on effectue des récoltes fréquentes.

Cependant, KOEFED-JOHNSEN (1959), recherchant chez le Taureaul'influence que
peut avoir la fréquence des collectes sur I'apparition des spermatozoides 48 ADN mar-
qué dans 1'éjaculat, arrive 4 une conclusion différente. En effet, ces spermatozoides
apparaissent toujours entre le 47° et le 51¢ jour aprés 'injection, que les animaux
solent collectés 2 & 3 fois par jour ou 1 fois par semaine. 11 en conclut que le temps de
formation des spermatozoides et leur temps de transit dans ’épididyme sont remar-
quablement constants et ne sont pas influencés par la quantité de spermatozoides
éjaculés. Mais, l'examen attentif des résultats de KOEFED-JOHNSEN montre
qu’il existe peut-étre une légére influence de la fréquence des collectes sur la date
d’apparition des spermatozoides marqués. Par ailleurs, il n'est pas exclu que la
fréquence des collectes modifie 'arrivée de ces spermatozoides dans la téte de
I'épididyme.

11 était donc nécessaire avant d’étudier les mécanismes de la résorption des sper-
matozoides de connaitre avec précision la durée du transit épididymaire.



CHAPITRE 1I

MATERIEL ET METHODES

A. — Animaux utilisés

Les animaux utilisés sont des Taureaux adultes de race Francaise. Frisonne Pie-noire, Normande
et Flamande. Leur 4ge varie de 2 ans & 6 ans et leur poids de 500 a 1 ooo kg.

Nous avons utilisé :

26 I'rancais Frisons Pie-noive

5 Normands

1 Flamand
soit 32 Taureaux en tout — 46 expériences ont été réalisées, certains animaux étant utilisés plusieurs
fois.

B. — Choeix des isotopes et technique d’injection

Pour notre travail nous avons €éliminé d’emblée les marqueurs tels que la thymidine -3H, 'adé-
nine 8-** C; d’une part a cause de leur prix et des doses nécessaires, d’autre part, en raison de leur
longue période qui rend leur utilisation impossible sur une large échelle chez les animaux domesti-
ques.

Nous avons utilisé comme marqueur le 32P ; la teneur élevée des spermatozoides en phosphore
(MANN, 1954) laissait présumer une radioactivité détectable malgré des doses injectées relativement
faibles.

TABLEAU I

Distribution des composés phosphorés dans le sperme de Bélier (MANN, 1954)
résultats exprimés en mg P. pour 100 ml sperme.

]

; Sperme ‘ Spermatozoides l Plasma séminal

b e e e~ . —_——
) | 328,5 \ 196,7 141,8
P acidosoluble . ....................... I 159,4 27,4 132,0
P phospholipidique . ................... | 30,8 } 27,9 | 2,9
PADN.....oooiiiiii ] 111,0 ! 111,0 | 0
Porésiduel ... ... . ‘ 27,3 ‘ 20,4 L 6,9

Le 32P de période 14,7 jours, émetteur de rayonnements 3, d’énergie 1,7 Mev, était fourni par
le Commissariat 4 ’Energie Atomique sous forme de PO,HNa, en solution stérile ayant une activité
de 2 mC/ml. Cet isotope fut administré dans la jugulaire de I'animal 4 la dose de 0,05 & 0,1 mC/kg
de poids vif.

Nous avons par ailleurs utilisé des particules de charbon de sucre sur lesquelles de '1%8Au de
période 12,69 jours est adsorbé. Ces dernitres furent spécialement préparées par le C. K. A. 4 une
dimension voisine de celle des spermatozoides (54 10 ). 99 p. 100 des rayonnemeants émis par le 1Ay
sont d’origine § ayant une énergie de o, g6 Mev. Les particules sont mises en suspension dans du
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dextran, fortement agitées pour rompre les liaisons électrostatiques qui les retiennent en amas, et
ijectées directement dans le refe testis. Approximativement 100 X 10® particules ayant une activité
totale de 32 mC sont ainsi injectées dans le testicule.

C. — Prélévements des échantillons a analyser

1. — I/ APPAREIIL, GENITAL

Dans la majorité des cas I'appareil génital est prélevé par castration. Celle-ci est effectuée :

— soit sous anesthésie générale par injection intraveineuse de chloral (0,5 mg/kg de poids vif)
aprés une préparation au largactil (o 5 mg/kg de poids vif) 1 heure avant 'opération.

— soit sous anesthésie locale a I'aminocaine et au chlorure d’éthyle.

2. — LES SPERMATOZOIDES
a) Collecte du sperme

Nous avons récolté le sperme au moyen d’un vagin artificiel selon la technique décrite par AN-
DERSON (1945), BONADONNA (1948) et TERRIL (1949). Le vagin artificiel, aprés avoir été aseptisé
avec de I'alcool & 95 p. 100, est lubrifié & 'aide d'une pate soluble & 'eau froide (DAUZIER et al., 1952).
La température du vagin doit varier selon les animaux de 419C & 45°C et ’éjaculat est recuelilli dans
un tube gradué au 1/10 de cm®. Apres avoir noté le volume de 1'éjaculat, la motilité du sperme est
évaluée selon une notation allant de o lorsque tous les spermatozoides sont immobiles a 5 lorsque les
spermatozoides présentent une motilité d’ensemble en « tourbillons ».

La concentration du sperme est déterminée au photocolorimétre selon une technique dérivée
de celle de ROTHSCHILD (1950), WILLET et BUCKNER (1951), CoX et MELROSE (1953).

Pour séparer les spermatozoides du plasma séminal, le sperme est traité 20 mn a 5 ooo tours/mn
dans une centrifugeuse maintenue 4 0°C. Aprés élimination du surnageant, le culot de spermatozoides
est remis en suspension dans une solution de Krebs-Henseleit-Ringer préconisée par MANN (1954)
pour la dilution du sperme, dont la composition est la suivante :

100 cm? CINa 0,9 p. 100,
4 cm? CIK 1,15 p. 100,
t em?® SO,Mg, 7H,0 3,8 p. 100,
2 cm® NaHCOj, 1,36 p. 100.

La suspensmn est centrifugée 10 mn & o°C et le culot de spermatozoides obtenu est lavé 2 fois
de la méme maniére. On obtient ainsi les spermatozoides séparés du plasma séminal.

b) Obtention des spermatozoides de I'épididyme

Nous avons suivi la technique de DALLAM et THOMAS (1953) en la modifiant légérement au cours
des expériences.

L’épididyme est séparé du testicule et débarrassé du tissu conjonctif qui I'entoure en prenant
garde de ne pas couper le canal épididymaire lui-méme. En effet les fibrilles musculaires de la paroi
de I'épididyme maintiennent a I'intérieur de celui-ci une pression telle qu’a la moindre lésion du canal
le sperme se répand a 'extérieur.

L’épididyme est ensuite fractionné en 6 parties, la téte, le corps et la queue étant séparés en frac-
tion proximale et distale (fig. 2).

Chaque partie de I'épididyme est finement découpée dans une solution de Krebs-Ilenseleit,
rendue hypotonique en ajoutant aux volumes indiqués précédemment de l'eau distillée jusqu’a
500 ml. Cette solution est sans action sur les spermatozoides mais cause ’hémolyse des hématies.
On laisse macérer ’ensemble 30 mn & 0°C puis on filtre sur 6 couches de gaze. Ce filtrat est centri-
fugé pendant 10 mn a 5 ooo t/mn. Le surnageant coloré en rose par ’hémoglobine est écarté.

Le culot est homogénéisé trés brievement & trés faible vitesse dans un Potter-Elvehjem, puis
centrigufé & o°C pendant 1o mn. De nouvelles homogénéisations suivies de centrifugations permet-
tent d’obtenir une préparation de spermatozoides débarrassés des hématies et du tissu conjonctif.
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Fic. 2. — Schéma de dissection de Uépididyme : T, Partie proximale de la téte —
T,, Partie distale de la iéte — C,, Partie proximale du corps — C,, Partie distale du corps —
Qy, Partie proximale de la queue — Q,, Partie distale de la quene — CD, Canal déférent.

). — Techniyues physico-chimiques

I. — EXTRACTION DES DIFFERENTES FRACTIONS PHOSPHOREES
DES SPERMATOZOIDES

Le 2P, principal marqueur utilisé, s'incorpore dans les composés phosphorés du plasma séminal
dont le principal est constitué par la glycéryl-phosphoryl-choline (DIAMENT et al., 1952). On le
retrouve également dans certains constituants des spermatozoides tels que phospholipides, phospho-
protéines, nucléotides et acides nucléiques. Pour déterminer la radioactiviété spécifique de chacun
de ces composés, il est nécessaire d’obtenir les différentes fractions qui les renferment. Pour ce faire,
nous nous trouvons en présence de nombreuses méthodes.

a) Données bibliographiques

Nous avons éliminé un certain nombre de techniques malgré leur simplicité parce qu’elles ne
réalisaient Pextraction que des acides nucléiques seuls.

Citons la méthode de POLLISTER et MIRSKY (19406). Ces auteurs réussissent l'extraction des
acides nucléiques des spermatozoides de Truite, Salmo fario, par du CINa N. Malheureusement, cette
méthode ne convient pas a I’extraction des nucléoprotéines des spermatozoides de toutes les espéces.
Déja pour I’Oursin, Uextraction n’est possible qu'avec du CINa 2M. Quant aux Mammiféres, le pro-
bléme est plus difficile : aucune nucléoprotéine de spermatozoides de Taureau ou de Bélier ne peut
étre extraite par une solution saline & quelque concentration que ce soit (DALLAM et THOMAS, 1953 ;
MANN, 1954). L’extraction n’est pas réalisée non plus avec NaOH o,1 N (BERRY et MAVER, 1959).
Chez ’'Homme, ZAMENHOFF, SHETTLES et CHARGAFF (1950) ont montré qu’il est nécessaire de traiter
le sperme par de la trypsine cristallisée pour que l'extraction des acides nucléiques puisse se faire.
BoRENFREUND, FITT et BENDICH (1961) sur des spermatozoides bovins et humains ont refait la méme
observation. Cette grande résistance des spermatozoides aux solutions salines concentrées peut étre
due 4 la présence d’une membrane protéique protectrice entourant la téte des spermatozoides (GREEN,
1940 ; ZITTLE et O’DELL, 1941). Elle peut dépendre aussi du degré de polymérisation des différents
acides nucléiques pour différentes espéces (WILKINS et RANDALL, 1953).
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OGUR et ROSEN (1949) préconisent la séparation des acides nucléiques par extraction a Pacide
perchlorique. Cette technique donne d’excellents résultats sur les tissus végétaux, mais elle est plus
difficilement applicable aux tissus animaux, car I’acide perchlorique froid extrait 'ADN en méme
temps que ARN (HABERS et NEUMANN, 1954).

ScHMIDT et THANNHAUSER (1945) et SCHNEIDER (1945) ont été les premiers &4 proposer une
méthode de fractionnement des différents composés phosphorés des tissus en vue d’obtenir les acides
nucléiques. Cette méthode permet en outre d’opérer sur de petites quantités de tissus animaux.

ScHMIDT et THANNHAUSER (19435) traitent les tissus homogénéisés par de I'acide trichloracétique
et par un solvant des lipides pour enlever toutes les substances acidosolubles et lipidiques. Le résidu
est incubé avec un alcali, la chaine d’acide ribonucléique se trouve alors fractionnée en nucléotides
fortement alcalisolubles par estérification du radical OH libre sur le carbone 2 ou 3 du ribose. Le
désoxyribose ne posséde pas ces radicaux OH et ne peut, par conséquent, fournir de tels nucléotides :
il reste inattaqué. Par acidification de '’hydrolysat PADN précipite avec les protéines, ’ARN restant
en solution sous forme de nucléotides acidosolubles. La quantité de phosphore peut ensuite étre esti-
mée sur les 2 fractions.

SCHNEIDER (1945) extrait les acides nucléiques en traitant le résidu délipidé par de 'acide tri-
chloracétique chaud. Les acides nucléiques passent alors en solution sous forme de produits acido-
solubles. Les réactions colorées des sucres sont utilisées pour distinguer PARN de I’ADN : la réaction
a 'orcinol étant plus communément utilisée pour 'ARN et la réaction a la diphénylamine ou I'indole
pour FADN.

Cette méthode a pour elle I'avantage de la rapidité et de la simplicité, mais elle ne permet pas,
comme celle de SCHMIDT et THANNHAUSER, la séparation entre PARN et ADN. Cependant cette
derniére méthode a été vivement critiquée par 1DAVIDSON, FRAZER et HUTCHISON (1g951), HOKIN
et HOKIN (1953), DRASIIER (1953).

DavipsoN, FrRAZER et HUuTcHISON montrent que la fraction ADN peut étre contaminée par
des traces persistantes de phosphate acidosoluble puisque I’adjonction de phosphate inorganique
radioactif & un homogénat de foie d’animaux ayant recu du ®2 P par injection 2 heures avant,entraine
une contamination de la fraction ADN, méme aprés 20 ringages a I'acide trichloracétique.

Ces auteurs ont également montré que la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER donne pour de
nombreux tissus un rapport P. ARN /P. ADN plus grand que les autres méthodes. Dans le foie par
exemple la fraction ARN peut contenir en plus des ribonucléotides 25 p. 100 de composés phos-
phorés non nucléotidiques (DAVIDSON et SMELLIE, 1952) représentés principalement par des phos-
phopeptides et des phosphates d’inositol (HUTCHINSON et al., 1956). La contamination de ’ARN est
donc plus importante que celle de FADN.

D’autre part, MAURITZEN, ROY et STEDMAN (1952) ont montré, en fractionnant du thymus, que
IADN peut étre dégradé au cours de '’hydrolyse alcaline et qu'une certaine partie doit passer dans
le surnageant acide, c’est-a-dire dans la fraction ARN. De méme Mc INDOE et DAVIDSON (1952), en
dissolvant et en reprécipitant a plusieurs reprises le précipité obtenu par la méthode de ScHMIDT
et THANNHAUSER, ont remarqué que 'ADN devient progressivement alcali-soluble.

MARKO et BUTLER (1951) pensent que 'acide trichloracétique n’est pas complétement éliminé
et qu’il en reste une certaine quantité dans le résidu insoluble & 'acide, méme apres les ringages, et
que cette acidité résiduelle peut entrainer des modifications chimiques dans 'ADN qui le rend sen-
sible & I'hydrolyse alcaline. Ils proposent, aprés les rincages & ’acide et 4 1'eau, plusieurs extractions
avec une solution d’éthanol saturé en acétate de Na pour neutraliser cette acidité.

IEn dépit de ces critiques la technique de SCHMIDT et THANNIIAUSER reste trés utilisée et nous
semble convenir a I'étude du probléme envisagé.

Toutes les études critiques dont nous avons parlé ont en effet été faites sur des homogénats de
fole, pancréas ou de thymus, dont les noyaux sont trés sensibles a toutes les variations dans le pro-
cessus expérimental. Ainsi LILIENFELD (1894) a réalisé 'extraction par l'eau distillée, de 'acide
nuzléique a partir d’homogénats de thymus. MIRSKY et POLLISTER (1942) réalisent 'extraction avec
du CINa, 1 M. Mais nous avons vu que 'extraction des acides nucléiques des spermatozoides de
Mammiferes n’est pas aussi aisée,

Aux expériences faites par DAVIDSON (1951) pour montrer la contamination de la fraction ADN,
"L.uNDIN (1958) donne une explication différente. I.e phosphate radioactif livré par le Radiochemical
Center d’Amersham ne contient que 40 p. 100 d’orthophosphate. En hydrolysant le 32P avec SO,H,
concentré pendant 6o minutes a 150°C, 99 p. 100 du P est converti en orthophosphate. En repre-
n:nt, a I'aide de cette préparation, les expériences de contamination de DAVIDSON, il montre qu’en
utilisant le 32P sous forme d’orthophosphate, pratiquement tout le P inorganique est enlevé par
3 ringages a 'acide trichloracétique. Par conséquent cette critique par DAVIDSON de la méthode de
SCHMIDT et THANNHAUSER n'est pas fondée.

Les critiques insistent également beaucoup sur la contamination de la fraction ARN par des
phosphoprotéines ou méme par du phosphore inorganique. Les spermatozoides ne contenant pas
ou peu de ribonucléotides, nous n’avons pas été amenés a étudier cette fraction.

De plus, lorsque les résultats sont exprimés en activité spécifique du phosphore, une légére peret
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d’ADN au cours de I'hydrolyse alcaline n’influence pas les résultats. Par contre la contamination
par un autre composé tels que les phosphoprotéines pourrait étre génante, mais, comme nous le ver-
rons plus tard, au moment ot 'ADN des spermatozoides est marqué, les phospholipides et les phos-
phoprotéines ne le sont pratiquement plus (IIABERS et NEUMANN, 1954).

Nous avons donc utilisé la méthode de SCHMIDT et THANNHAUSER modifiée par SCINEIDER
(1946) et MARKO et BUTLER (1951).

b) Technique wulilisée

La suspension lavée de spermatozoides est homogénéisée au moyen d’un Potter-Elvehjem dans
10 volumes d’acide trichloracétique 1o p. 100 4 0°C. La suspension est laissée 30 mn & cette tempé-
rature, puis centrifugée & froid pendant 10 mn 4 5 ooo tours/mn. Le surnageant contient le phos-
phore inorganique et les composés phosphorés acidosolubles ; le résidu est extrait 2 fois avec de
'acide trichloracétique 10 p. 100 et lavé avec de 'eau bidistillée & o°C. Puis le résidu est neutralisé
par de l’éthanol-acétate froid, centrifugé et rincé une fois avec la méme solution avant de com-
mencer la délipidation.

Le résidu est ensuite mis en suspension dans 10 volumes d’un mélange chloroforme-méthanol
(2 — 1) pendant 1 heure a 18°C. Apres centrifugation, le surnageant contenant les phospholipides
est prélevé. Le résidu est ainsi extrait 2 fois, lJavé dans 5 volumes d’éther et séché sous ventilation
a la température ambiante.

100 mg de résidu sec ainsi délipidé sont hydrolysés avec 10 cm?® d’une solution NaOH, N, a 37°C,
pendant 20 heures ; une bonne dissolution du résidu est assurée au moyen d’une agitation discon-
tinue. L’hydrolyse alcaline de ’'ARN donne naissance a des nucléotides alcali-labiles, tandis que
I’ADN ne subit pas une telle dégradation. Aussi aprés centrifugation a o°C, 'ADN est précipité &
froid avec o,2 volumes de CiH, 6 N et 1 volume d’acide trichloracétique 5 p. 1o0.

Le précipité est lavé 3 fois avec 5 cm?® d’acide trichlomcétique froid puis FADN est extrait par
6 cm?® d’acide trichloracétique 5 p. 1oo durant 15 mn & go°-95°C.

) Discussion

Nous avons cherché & connaitre, dans le cas particulier de nos expériences, les marges de sécurité
de la méthode utilisée aussi bien pour 'isolement des spermatozoides que pour Iextraction des frac-
tions phosphorées.

o. — Les pertes ADN au cours des extractions.

SALISBURY et al. (1g60) ont remarqué (ue la conservation des spermatozoides 4 5°C, dans des
conditions permettant un métabolisme aérobic ralenti du sperme, pendant 2, 3, 5 et 10 jours, améne
une diminution marquée de 'ADN-Feulgen positif des tétes de spermatozoides.

Aussi avons-nous voulu voir si, au cours du lavage des spermatozoides par la solution de Krebs-
Henseleit-Ringer et selon les conditions ol sont faits ces lavages, il ne se produit pas de diminution
dans la teneur en ADN des spermatozoidss obtenus.

Variations dans la teneur en ADN des spermatozoides en fonction du nombre de lavages avec. a solution
de Krebs-Henseleit-Ringer.

Apres une série de collectes nous avons mélangé tous les éjaculats obtenus et nous les avons
répartis en 8 lots : les 4 premiers lots étaient lavés une seule fois avec la solution de Krebs-Henseleit-
Ringer, les 4 autres étaient lavés 6 fois avant de poursuivre 'extraction des composés phosphorés,

TABLEAU 2

Influence du nombre de lavages avec la solution de Krebs-Henseleit-Ringer sur la leneur
en ADN des spermatozcides (vésultals exprimés en v de P/10® spermatozoides)

Nombre Nombre J . .
de lavages d’¢échantillons ‘ AL+ S Test i

non significatif

|
1 ’ 3 l‘.);i" + 89

\’ 187,5 + 3,3

Les résultats résumés dans 1c tableau 2 indiquent que la différence entre les 2 sérics n’est pas
significative.
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Influence de la lempévature au cours des manipulations du sperme sur la teneur en ADN des sperma-
tozoides

Aprés la collecte, 'éjaculat est placé dans un thermos 4 37°C, puis la motilité des différents éja-
culats est déterminée 4 'intérieur d’une enceinte a 37°C. Les éjaculats sont alors mis & 0°C. Ces diffé-
rentes opérations demandant une heure en moyenne il était nécessaire de contréler que ce séjour pro-
longé a 379C du sperme n’altérait pas PTADN des spermatozoides.

Aussi, immédiatement apres I'éjaculation avons-nous fractionné le sperme en 2 parties égales
dont 'une est mise dans un thermos rempli de glace tandis que Pautre est traitée comme & 'ordinaire.

TABLEAU 3

Influence de la température au cours des manipulations du sperme sur la teneur en phosphore
de 'ADN des spermatozoides (résultats exprimés en v P[10° spermatosoides)

- , '\ombre i .
Tempé Mo S
emperature d’¢chantillons ! S i Pest « £

22,9 4 4,5

3700 ‘ 3 ' 2131 = 5,8
i N

Les résultats indiqués dans le tableau 3 montrent que la différence entre les deux séries n’est
pas significative. Nous pouvons en conclure que la (uantité d’ADN n’est pas influencée par la tem-
pérature au cours des manipulations du sperme. On notera cjue la teneur moyenne en phosphore de
PADN par 10° spermatozoides correspond aux chiffres donnés par SUMMERIILL et OLDS (1961).

B. — La contamination des composés phosphorés radioactifs les uns par les autres.
Contamination des phospholipides par le plasma séminal.

Apreés une injection de 2P, le plasma séminal est le premier constituant marqué. Sa radioacti-
vité augmente rapidement et commence seulement & décroitre quand les phospholipides du sperme
deviennent radioactifs. Aussi une contamination de ceux-ci par le plasma séminal est-elle toujours
4 craindre. Nous avons étudié cette possibilité en deux temps :

En recherchant tout d’abord le pourcentage de phosphore qui était enlevé & chaque lavage des
spermatozoides par rapport a la quantité totale de phosphore du plasma séminal obtenu lors de la
premiére centrifugation ; (tableau 4).

TABLEAU 4

Quantité totale de phosphore enlevée & chaque lavage des spermatozoides par la solution
de Krebs-Henseleit-Ringer exprimée en %, de lo quantité tolale de P du plasma séminal
obtenue a la premiére centrifugation

Nombre (l’é(‘hantillons“ M =S,

Nombre de lavages ‘
! 12,0 - 1.4
2 0 ’ 2,5 = 0,5
3 ‘ { | 1,2 -+ 0,3
4 | 6 : 1,0 = 0,5
5 ‘ 6 i 0,9 = 0,3

Puis en cherchant le pourcentage de radioactivité enlevé a chaque lavage, par la solution de
Krebs-Henseleit-Ringer par rapport a la radioactivité totale du plasma séminal obtenu lors de la
premitre centrifugation (tableau 5).
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TABLEAU §

Radioactivité totale enleviée & chaque lavage des spermatosoides par la solution
de Krebs-Henseleit-Ringer exprimée en pourcentage de la radioactivité lotale
du plasma séminal obtenu a la premiére centrifugation

M £ Sp

Nombre de lavages |Nombre d’échantillons e
i ! 14 ! 7,7 + 11
2 ; 14 ‘ 1,4 + 0,2
3 i 14 0,5 L+ 0,1
i ‘ 14 0,2 + 0,1
5 ! 14 0,07 & 0,1
6 10 0

Nos résultats indiquent qu'apres le 3¢ lavage, le pourcentage de phosphore, aussi bien que le
pourcentage de radioactivité qui est enlevé, est trés faible. On doit cependant remarquer que si, au
4¢ lavage, la radioactivité est {faible, une certaine quantité de phosphore est cependant enlevée.
Elle doit correspondre a du phosphore acidosoluble qui est définitivement enlevé par la suite par
I'acide trichloracétique. Nous en avons conclu que 3 lavages au moins sont nécessaires pour éliminer
le phosphore en provenance du plasma séininal.

Contamination de ' ADN.

Nous avons vu dans la discussion générale de la méthode de ScuMIDT et THANNHAUSER que la
plupart des critiques qui s’y adressent avaient peu d’importance lorsque cette technique est appli-
quée a des spermatozoides.

Cependant, pour vérifier qu’il ne se produit pas de contamination de la fraction ADN par les
phospholipides nous avons recherché 'efhicacité des lavages du résidu au cours de extraction de
ceux-ci.

On voit que 3 lavages sufhsent & éliminer les composés phospholipidiques. lin effet, alors que le
premier lavage permet de récupérer 6,0 p. 100 du phosphore des phospholipides obtenu & la premiere
extraction ct le deuxiémz lavage 1,3 p. 100, on ne retrouve jamais de phosphore au troisieme lavage.
La quantité de phosphore correspondant aux phosphoprotéines extraites aprés 'hydrolyse avec
NaOH par I'acide trichloracétique froid est trop peu importante comparativement a la quantité de
phosphore de la fraction ADN, pour pouvoir contaminer celle-ci et elle est éliminée facilement par
plusieurs lavages.

Drailleurs toutes ces fractions : plasma séminal, phospholipides, phosphoprotéines, ont leur
maximum de radioactivité bien avant PADN et quand celui-ci commence & étre marqué, la radioac-
tivité spécifique de tous ces composés est devenue tres faible.

Dans la discussion générale, nous avons vu également que MARKO et BUTLER prétendent que
Pacidité résultant du traitement a 'acide trichloracétique dénature PADN au cours de 'hydrolyse.

Ces auteurs proposent un traitement par ’éthanol-acétate (13,5 g1 ooo cm?) pour neutraliser
cette acidité. Nous avons comparé, sur des fractions de mémes éjaculats la méthode originale de
SCHMIDT et THANNIAUSER et celle modifiée par MARKO et BUTLER.

TABLEAU 6

Influence du pI du résidu déliptdd sur la leneur
en phosphore de UADN des spermatozoides

! Nombre ‘
‘ d’échantillons

SCHMIDT et THANNHAUSER ... .. vveenn....

ScuMIDT et THANNIIAUSER  modifiéz  par
MARKO et BUTLER ... .. .............. | 10 237.7 = 13,0
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Dans le cas de la méthode originale de ScuMiDT et THANNHAUSER le pIl du culot des sperma-
tozoides avant I’hydrolyse alcaline était en moyenne de 2,6 ; dans le cas de la méthode de ScHMIDT
et THANNHAUSER modifiée par MARKO et BUTLER 1l était de 8,5. Malgré cette différence de pH, on
n’observe pas de différence significative entre les 2 groupes de résultats.

L’ADN extrémement polymérisé des spermatozoides se montre donc stable et résiste certaine-
ment mieux & la dénaturation que FADN des cellules de foie ou de thymus sur lesquelles ont été
essayées les différentes méthodes d'extraction des composés phosphorés.

2. — DOSAGE DU PHOSPHORE

La détermination de la quantité de phosphore dans chacune des fractions extraites est effectuée
selon la technique d’ALLEN (1940) pour les fractions désoxyribonucléiques, selon la technique d’JERN-
STER (1950) pour les fractions phospholipidiques. La technique d’ALLEN perinet de doser des quan-
tités de I> de 20 & 200 v tandis que celle I’ERNSTER permet de doser des quantités plus faibles de
I'ordre de 2 & zo ¥y.

3. — MESURE DE LA RADIOACTIVITE

Une partie aliquote (1 ou 2 ml) de chaque fraction extraite, est mise dans une coupelle et séchée
sous une lampe a rayonnement infra rouge. La radioactivité de la coupelle séchée est mesurée sous
un compteur cloche a atmospheére organique. Les résultats sont toujours ramenés au jour de l'injec-
tion et exprimés en activité spécifique. Seules sont considérées comme significatives les mesures qui
apres calcul du test « t» sont différentes du mouvement propre du compteur avec une probabilité de
95 p. 100, L'activité spécifique est par définition la radioactivité par unité de poids ou de volume :
les activités sont donc exprimées en coups /mn et les quantités de P en pg ou en mg.

#nb cp /minute.

activité spécifique =
ug P

E. — Technique autoradiographique

Nous avons choisi cette méthode pour mettre en évidence des particules d’or radioactif progres-
sant dans I'épididyme.

En effet, cette technique permet de localiser les corps radioactifs présents sur une coupe histo-
logique, par les particules lonisantes (rayons o, B ou y) qu'ils émettent et qui impressionnent les émul-
sions photographiques.

L’état actuel des techniques photographiques permet d’obtenir des autoradiographies de 2 types
assez différents qui sont 'autoradiographie par noircissement global et I'autoradiographie par tra-
jectoires individuelles.

Dans I'autoradiographie par noircissement, on observe, soit  I'wil soit au microscope, une tache
noire plus ou moins dense située en regard du centre radioactif. Le pouvoir séparateur de cette
méthode est assez faible, de I'ordre de 10 4 20

L’autoradiographie par trajectoires individuelles ne s’applique pas aux rayons y mais seulement
aux particules lourdement chargées : elles sont capables d’effectuer dans la couche d’émulsion sen-
sible un parcours déterminé en impressionnant les molécules de BrAg rencontrées le long de ce par-
cours.

On reconnait, sur coupes histologiques, les particules de charbon, soit par le noircissement de
I'émulsion, soit par les trajectoires individuelles résultant du rayonnement du 1**Au.

Nous avons utilisé 'émulsion pelliculable KODAK AR 10 ainsi que 'émulsion liquide ILFORD
K5 qui présente une sensibilité moindre que 'émulsion ILFORD G5 mais cependant supérieure a celle
de I’'émulsion KODAK AR 10. Pour assurer I"adhérence de 1’émulsion au verre, les lames doivent
étre revétues d’un film de gélatine. Nous avons utilisé les lames spécialement préparées par Ilford
a cet effet.

Pour ces études 'épididyme est prélevé sitdt la castration et fixé en entier dans du Bouin-Hol-
lande pour éviter les déplacements des spermatozoides & I'intérieur du canal épididymaire.

Apres fixation, I'épididyme est découpé en 6 fractions (téte proximale et distale, corps proximal
et distal, queue proximale et distale) et chaque partie est déshydratée & l'alcool et au benzoate de
méthyle avant inclusion dans de la paraffine 45-65°C. Les coupes sont faites & 15 1, elles sont étalées
4 Paide d’eau distillée et collées sur les lames substratées puis déparaffinées au toluéne.
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L’émulsion pelliculable KODAK AR 10 est appliquée sur la lame selon la technique de DoNiach
et PELC (1950) et de ZAJDELA (1952). L’émulsion ILFORD Ks est rendue liquide par chauffage
au bain-marie a4 48°C. Une grosse goutte d’émulsion est déposée prés d'une extrémité de la lame.
Une raclette prenant appui par sa collerette sur le bord de la lame chasse ’émulsion devant elle dans
un mouvement de translation lent et régulier. Elle assure la répartition de I'émulsion en couche uni-
forme d’épaisseur constante. Nous avons utilisé principalement une raclette portant un épaulement
de 500 w. L’épaisseur de la couche sensible, une fois séche, est alors de 50 p.

Les lames sont ensuites séchées sous ventilation toute une nuit puis conservées en boite & ’abri
de la lumiére dans un chiteau de plomb en sous-sol, & 4= 1°C. Du chlorure de calcium maintient un
taux d’humidité constant a U'intérieur des boites.

Aprés 8 4 15 jours d’exposition, les lames sont révélées a I'aide d’un révélateur 4 I'amidol pen-
dant 10 & 30 minutes, selon I'épaisseur de I'émulsion, & 19-20°C (FARAGGI, 1952).

La composition de ce révélateur est la suivante :

sulfite de sodium anhydre............. ... ... 18 g

bromure de potassium 4 10 %...... ... .. oo i 8 cm?
amidol ... 4,5 g
eau bidistillée qus.p. ...l 1000 cm?®

Ce révélateur est préparé dans le noir et utilisé immédiatement.

Les préparations rincées sont passées pendant 5 & 8 minutes dans un bain d’arrét d’acide acé-
tique a 2 p. 100 et enfin fixées aprés un nouveau ringage pendant 3o minutes & 3 heures, selon
I'épaisseur de ’émulsion, dans une solution d’hyposulfite de sodium & 300 g, par litre. Aprés lavage
pendant 2 a 3 heures 4 'eau du robinet, les coupes sont colorées 4 I’hémalum de Mayer pendant 15 mn,
puis aprés un nouveau lavage, séchées et examinées.



CHAPITRE III

DUREE DU TRANSIT EPIDIDYMAIRE
CHEZ LE TAUREAU

Par définition, la durée de passage des spermatozoides dans I’épididyme est
déterminée par la différence entre 'arrivée des spermatozoides dans la téte de 1'épi-
didyme et l'arrivée de ces mémes spermatozoides dans le canal déférent, donc pra-
tiquement dans I'éjaculat.

Nous avons vu précédemment que parmi les nombreuses méthodes utilisables pour
déterminer ce temps de passage, celle basée sur le marquage des spermatozoides par
fe 3P nous semblait la meilleure. Nous allons voir tout d’abord dans quels consti-
tuants des spermatozoides le 3*P s’incorpore et quels sont ceux qui conviennent le
mieux pour l’étude de ce passage.

A. — Incorporation du 3P dans les différents constitzants du sperme

I. — VARIATIONS DE LA RADIOCACTIVITE DANS LE SANG

Nous avons vu ainsi qu’'immédiatement aprés l'injection du 32P une radiocactivité
trés forte apparalt dans le sang. Elle correspond au marquage des composés phospho-
rés acidosolubles du sérum. Mais trés rapidement le phosphore du sérum s’échange
avec le phosphore des différents tissus, et moins d'une heure aprés l'injection, la
radioactivité spécifique du phosphore acidosoluble dans le sérum est trésfaible (fig. 3).

Dawson (1958) a d’ailleurs montré, chez le Bélier, une élimination aussi rapide
du 3P dans le sang. C'est une donnée tout a fait classique, mais il était important
de la vérifier dans nos conditions expérimentales afin de s’assurer que la plus grande

partie du 32P est utilisée dans un laps de temps trés court. On peut donc penser que
dans les cellules germinales fortement marquées 'incorporation du 3P a été bien

localisée dans le temps.

2. — VARIATIONS DE RADIOACTIVITE DANS LE SPERME

Quand des échantillons de semence sont recueillis réguliérement aprés I'injection
de I'isotope, on constate que le sperme devient immédiatement radioactif. Cette
radioactivité atteint un maximum entre le 13¢ et le 19¢ jour qui suivent l'injection,
puis décroit jusqu’au 43¢ jour, pour enfin remonter vers le 52¢ jour, avant de décroitre
définitivement vers le 808 jour (tableau 7, fig. 4).
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Nous retrouvons donc les 2 ondes de radioactivité depuis longtemps décrites
par LorENTZ, Cavouras et CARsON (1950) sur le Coq, ORTAVANT (1954) sur le Bélier,
Dawsox (1958) sur le Taureau. Ces 2 ondes correspondent, pour la premiére au mar-
quage du plasma séminal, et pour le deuxiéme a celui des spermatozoides eux-mémes.

a) Variations de la radioactivité du plasma séminal

La courbe donnant la radioactivité spécifique du plasma séminal en fonction du
temps atteint un maximum entre 13 et 16 jours (tableau 8§, fig 5).

Le plasma séminal chez le Taureau provient du mélange complexe des liquides
sécrétés par les épididymes, les canaux déférents, les ampoules déférentielles, les
vésicules séminales, la prostate et les glandes de Cowper. Les substances sécrétées
sont de nature chimique trés différente : fructuose, acide citrique, etc. ; le principal
composé phosphoré est la glycéryl-phosphoryl-choline. DAwWSON (1958), en séparant
la glycéryl-phosphoryl-choline du plasma séminal par chromatographie, a montré
que les courbes donnant les variations de la radioactivité spécifique du plasma total
et de la glycéryl-phosphoryl-choline, se superposent exactement. La variation de
radioactivité du plasma séminal observée correspond donc a celle de la glycéryl-phos-
phoryl-choline.

b) Variations de la radioactivité des spermatozoides

o Phospholipides.

Les lipides sont principalement localisés dans la gaine mitochondriale de la piéce
intermédiaire et dans la capsule lipoidique des spermatozoides (CAVAZOS, 1954).
Extraits par le mélange chloroforme-méthanol, ils commencent a étre radioactifs vers
le 10¢ jour aprés l'injection et atteignent une radioactivité maximum aux environs

du 22¢ jour, soit 6 4 g jours plus tard que le plasma séminal (tableau 9, fig. 6).

8 — Phosphoprotéines et phosphore résiduel.

Le résidu délipidé présente deux pointes de radioactivité, 'une assez faible entre
le 18¢ et le 25¢ jour aprés l'injection et 'autre trés marquée, le 49¢ jour. Ilest vrai-
semblable que cette premiére onde de radioactivité correspond au marquage des
phosphoprotéines nucléaires. Ce maximum de radioactivité apparait en méme temps
que celui des phospholipides de la piéce intermédiaire mais ne peut étre attribué a
une contamination du résidu par ces derniers car les liquides de lavage aprés 'extrac-
tion lipidique ne contiennent pas de phosphore (tableau 10, fig. 7).

Cependant comme nous n’avons pas étudié cette fraction aprés 'hydrolyse et
précipitation de la fraction désoxyribonucléique par de l'acide trichloracétique, les
quantités de phosphore étant trop faibles pour obtenir une précision suffisante, nous
ne pouvons pas conclure d'une fagon certaine sur I'évolution de la radioactivité de
cette fraction.

v — Acide désoxyribonucléique.

La deuxiéme onde radioactive observée sur le résidu délipidé correspond au
marquage de I'acide désoxyribonucléique des spermatozoides. En effet, parextraction
a partir de ce résidu, nous avons isolé la fraction désoxyribonucléique et nous avons
pu voir que la radioactivité spécifique est nulle jusqu’au 52¢ jour, date a laquelle
elle s’éléve brusquement pour atteindre un maximum vers le 60¢ jour puis décroitre
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jusqu’au go¢ jour. Les comptages effectués alors ne sont pas significativement
différents du mouvement propre du compteur lui-méme (tableau 11 fig. 8).

TABLEAU II

Variations de la radioactivité spécifique du P de 'ADN dans les spermatozoides
de Taureau aprés injection intraveineuse de 3*PO,HNa,
(vésultats exprimés en coup/mn/mg P)

N Taureaux en expérience
Temps aprés injection M S
(jours) : = Sm
709 707 804 809

A6 e ns ns ns ns ns

49 i 341 (%) 344 (%) ns ns 171 + 99
52 i 1321 (3 2373 ns 3969 (3) 1915 + 839
55 e 7 553 8 586 2 682 (3 8773 6898 4 1431
58 . 8914 9739 4 361 6 386 7350 4+ 1225
61 i 9 635 9 640 8 961 6703 8734 + 696
64 L oiiiii e -+ -+ 6 916 6 578 6747 + 169
67 e 8175 9 960 4763 7740 7659 + 1079
70 8229 8 952 5797 7 295 7568 + 631
Th oo 3 251 7 614 4419 4 059 4835 - 959
TT i 3736 3 594 4 266 1798 3348 + 537
81 viiii i 5 259 4 165 4 549 3175 4287 + 434
83 .o 5100 3 312 3 452 4193 4014 + 411
89 L ns ns ns ns ns

92 L ns ns ns ns ns

(1) P = 0,08.
(2) P < 0,05.

c) Discussion

Le 2P s’incorpore donc dans tous les composés phosphorés du sperme, en par-
ticulier dans la glycéryl-phosphoryl-choline du plasma séminal, les phospholipides
et l'acide désoxyribonucléique des spermatozoides. Nous allons voir les raisons qui
nous ont amenés a choisir 'acide désoxyribonucléique comme composé de référence
pour déterminer la durée du transit épididymaire.

o — Plasma séminal.

Bien que la glycéryl-phosphoryl-choline du plasma séminal apparaisse marquée
dés les premiers éjaculats, le maximum de radioactivité ne se trouve qu’entre le 13¢
et le 16¢ jour aprés l'injection. Comme la synthése s’effectue en grande partie dans
la téte de I'épididyme (DAWSON 1957), le délai entre 'injection de 32P et le moment
ot la radioactivité de la glycéryl-phosphoryl-choline est maximum dans I'éjaculat
doit correspondre au temps de passage du sperme 3 travers le canal épididymaire.
Mais pour pouvoir déterminer celui-ci avec précision il faudrait savoir :

— 2 quel moment aprés l'injection la radioactivité de la glycéryl-phosphoryl-
choline est maximum dans la téte de I'épididyme.

— il faudrait également connaitre I'importance de la vitesse de renouvellement
du phosphore de la glycéryl-phosphoryl-choline.

Annales de Biologie animale. — 1g62. 6
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Enfin le temps de transit trouvé correspond au temps de passage du fluide épi-
didymaire et pas nécessairement a celui des spermatozoides.

Aussi par suite de ces imprévisions nous ne nous sommes pas basés sur les varia-
tions de radioactivité du plasma séminal pour étudier le transit des spermatozoides
dans 'épididyme.

8 — Phospholipides.

Les phospholipides peuvent nous apporter des renseignements plus précis et
DAwsoN (1958) les a choisis comme référence pour calculer la vitesse de passage des
spermatozoides dans I'épididyme. Le %2P s’y incorpore vraisemblablement au cours
de la spermiogenése lors de la formation de la piéce intermédiaire (REDENZ, 1924 ;
Cavazos, 1924). Nous avons vu gu'ils ont une radioactivité décelable 10 & 13 jours
aprés l'injection, le maximum se situant, vers 22 jours.

Ces résultats concordent avec ceux obtenus par DAwsoN (1958). Cet auteur pense
qu’il n’y a pas d’échange appréciable du 2P dans des phospholipides une fois que les
spermatozoides ont quitté le testicule. Il suppose alors que le délai de 10-14 jours
trouvé chez le Bélier pour que les phospholipides marqués apparaissent dans 1'éjacu-
lat représente le temps nécessaire pour que les spermatozoides parcourent le canal
épididymaire.

Mais, comme dans le cas de la glycéryl-phosphoryl-choline, ne connaissant ni le
moment précis ou1 le 32P s’incorpore dans les phospholipides, ni la vitesse de renouvel-
lement du phosphiore dans ce constituant il est difficile d’en tirer des conclusions pré-
cises sur la durée de transit des spermatozoides dans I'épididyme.

vy — Actde désoxyribonucléique.

ORTAVANT (1954) choisit TADN marqué comme composé de référence, pour sui-
vre la progression des spermatozoides, dans I'épidydime du Bélier, car le moment de
I'incorporation du 3*P dans’ADN des spermatozoides est bien connu. TAYLOR (1953) et
PLAavUT (1954) en étudiant la formation des grains de pollen ont mis en évidence cette
incorporation dans’ADN des noyaux des microsporocytes au stade leptoténe. HOWARD
et PELC (1950) ont montré que, 2 jours aprés une injection intrapéritonéale de 3P a
des Souris, I'isotope était incorporé dans les spermatogonies. ORTAVANT (1956) a étudié
I'incorporation du 3?P dans la fraction désoxyribonucléique des cellules germinales de
Bélier et a montré que celle-ci s’effectue bien dans les spermatogonies mais aussi dans
les jeunes spermatocytes primaires jusqu'au stade préleptoténe. Ceci constitue le
stade ultime d’incorporation au cours de la spermatogenése. Cet auteur avait pris
la précaution d’éliminer de ses préparations, phospholipides, phosphoprotéines et
ARN, par un procédé dérivé de celui de SULKIN (1951). En présence de désoxyribo-
nucléase il observe d’ailleurs la disparition de toute radioactivité. Dans le cas d'utili-
sation d’autres isotopes, principalement des précurseurs directs de TADN marqués
soit au C soit au tritium (SIRLIN et EDWARDS, 1955 ; PELC et HOWARD, 1950 ;
CLERMONT et al., 1959), les conclusions ont été les mémes.

Ceci confirme les travaux de CASPERSSON (1040) qui par spectrophotométrie,
a montré que la teneur en ADN des noyaux des spermatocytes de Criquet augmente
au stade leptoténe puis reste constante par la suite. Les spermatocytes contiennent
alors la quantité d’ADN exactement nécessaire a la formation des 4 spermatozoides
qui sont finalement produits (L1sSON et PASTEELS, 1949 ; SWIFT ,1950 ; SCHRADER et
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LEUCHTENBERGER, 1950). On connait donc le moment précis ott le 32P s’incorpore
dans 'ADN au cours de la spermatogenése.

De plus OrTAVANT (1956) et CLERMONT, LEBLOND, MEISSIER (1959) ont montré
que les cellules ayant ainsi incorporé le 32P évoluent de fagon strictement synchrone
et aboutissent a la libération, dans la lumiére des tubes séminiféres, de spermatozoides
ayant le méme 4ge.

Le 32P incorporé dans UADN du noyau reste ensuite métaboliquement stable.
Certains auteurs ont méme été jusqu'a penser que dans les cellules dites an repos
(foie, rein) I'activité métabolique de 'ADN était nulle (DAVIDSON et LESLIE 1G50).
Le renouvellement de I’ADN dans ces cellules est cependant certain bien que trés
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F16. 9. — Variations de la radioactiviié spécifique du phosphore de UADN des spermatozoides

dans la téte de Pépididyme ches le Taureau aprés injection de 3*POHNa, par voie intraveineuse

lent. BrRUES, TrACY et COHN (1944) ont montré, en utilisant du phosphore marqué,
qu’aprés 3 jours, pas plus de IT p. 100, et aprés 8 jours seulement 20 p. 100 du phos-
phore de 'ADN d’un foie non en croissance, s’était renouvelé. La durée de vie de
I'ADN serait ainsi trés longue, Swick, KocH et HANDA (1956) l'ont estimée & 150 jour
dans le foie de Rat adulte ; BENDICH, RUSSEL et BROWN (1953), en comparant les
vitesses d'incorporation du C dans 'ADN de différents tissus, ont montré que si
I'incorporation du marqueur était beaucoup plus faible dans le testicule que dans I'in-
testin gréle par exemple, le 14C une fois intégré a 'ADN y reste stable, plus stable
méme que dans le foie. Le 32P incorporé ainsi dans I’ADN reste donc stable dans le
noyau durant tout le cycle spermatogénétique et peut étre transmis aux cellules filles :
Howarp et PELC (1950), PELC et HOWARD (1956), ORTAVANT (1956). CLERMONT,
LEBLOND et MEISSIER (1959) en utilisant du tritium ont confirmé ces données.
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En résumé, & cause de ces trois principaux avantages : moment d’incorporation
trés localisé, évolution synchrone des cellules marquées et enfin renouvellement trés
lent de ’ADN dans la cellule nous avons choisi de suivre TADN marqué des sperma-
tozoides.

B. — Détermination expérimentale de la durée du passage
des spermatozoides dans Pépididyme

En castrant 10 Taureaux 4 des temps différents aprés U'injection de 32P (36, 38,
40,41, 42, 43 jours), nous avons observé que jusqu’'au 40¢ jour aprés l'injection on ne
trouve aucun spermatozoides a acide désoxyribonucléique radioactif dans la téte
de 1’épididyme. Ceux-ci apparaissent 4T jours aprés I'injection dans la partie proxi-
male de la téte de I'épididyme (fig. 9).

Pour détecter leur arrivée dans la partie distale de la queue de I'épididyme, nous
avons simplement suivi les variations de la radioactivité des spermatozoides de
I’éjaculat, puisque ceux-ci proviennent des ampoules du canal déférent et de la partie
distale de la queue de 1'épididyme. Nous avons donné les résultats précédemment
(tableau 11 ; fig. 8) en étudiant l'incorporation du 3?P dans les différents composés
phosphorés du sperme et nous avons observé que les spermatozoides a acide désoxy-
ribonucléique marqué apparaissent entre le 498 et le 55¢ jours aprés linjection
mais dans la majorité des cas ceci se produit le 52¢ jour. Nous en avons déduit que
les spermatozoides mettent en moyenne 11 jours pour traverser 1’épididyme.

Ce résultat ne peut cependant étre accepté sans critique car le 32P n’est-il
pas capable d’altérer les cellules et de perturber le phénomene biologique observé?

Plusieurs auteurs ont en effet signalé que le 3P injecté 4 des animaux provoque
des dommages importants aux testicules : WARREN, MACMILLAN et DIXON (1950)
sur la Souris, Russ (1950) sur le Hamster. Avec 1 uC par gramme de poids vif, Russ
a trouvé que la plupart des tubes séminiféres sont endommagés et ne renferment
plus, 30 jours aprés l'injection, que des cellules de Sertoli. Chez le Bélier, ORTAVANT
(1958) a constaté qu’avec des doses de T mC par kilogramme de poids vif, il se produit
un arrét des multiplications spermatogoniales, mais que les spermatocytes primaires
déja formés dans les 48 heures qui suivent l'injection continuent i se développer
normalement. Il rejoint en cela V'observation faite par SHAVER (1953) qui, aprés avoir
stérilisé des Rats par les rayons X, montre que la maturation des cellules germinales
autres que les spermatogonies se poursuit a la vitesse normale.

En utilisant un autre isotope, le tritium, JoENSON et CRONKITE (1959) ont mon-
tré que l'effet biologique sur les spermatogonies des Souris recevant 1 uC par gramme
de poids vif, correspondait & une irradiation de 5 r par une source de ®°Co. OAKBERG
{1957) estime que cette dose ne ralentit pas le processus spermatogénétique
et la maturation des spermatides en spermatozoides.

Nous avons administré le 32P 2 la dose de 0,05 4 0,1 mC par kilogramme de poids
vif, ces doses étant 10 fois plus faibles que celles rapportées dans les travaux précé-
dents nous pensons donc ne pas avoir provoqué de perturbations dans la vitesse de
la spermatogenése et que le temps de transit des spermatozoides dans I’épididyme
que nous avons déterminé, correspond a la réalité.
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Il est d’ailleurs intéressant de noter qu’on peut retrouver cette valeur de fagon
indirecte, par le calcul, d’aprés les résultats trouvés dans la littérature. ORTAVANT
(1956) et ALMQUIST (1958) ont en effet étudié la distribution des spermatozoides dans
les différentes parties de 'épididyme du Taureau (tableau 12).

TABLEAU I2

Nombre (x10%) et pourcentage des spermatozoides dans chaque partic de U'épididyme du Taureau.

Epididyme
Référence [ff — S —
i Queue Corps Téte Total
31,8 + 2,4 5,2 + 0,9 14,3 + 1,7 .
DRTAVANT 1956 . ..ovoiuiiiiinnnn. ; ’ o) 2o 51,3
ORTAVANT 1956 ‘ 61,9 9 10,4 9, 97,3 %

. | 37,3 & 3,2 48 + 0,9 ‘ 20,3 + 2,57 .
ALMQUIST 1936 . v oo v eeiiananns | ’ ’ A 2.4
MQUIST 1956 f 59,7 9 ‘ 7,7 9% 32,5 % 62,4

En tenant compte de l'importance relative des réserves spermatiques dans cha-
cune des parties de I'épididyme et en supposant la vitesse des spermatozoides uni-
forme dans le canal épididymaire, il est possible de calculer le temps passé par les
spermatozoides dans la téte, le corps et la queue de I'épididyme, soit :

téte 12,44 3,3 jours;

corps : 0,7 4 1,0 jour;

queue : 4,9 4 6,7 jours.

D’aprés le tableau 11, nous voyons en outre que l'épididyme entier contient
en moyenne 56,8 X 10° spermatozoides, connaissant d’une part, la quantité totale
de spermatozoides contenus dans I'épididyme et d’autre part, la quantité de sperma-
tozoides produits quotidiennement par le testicule (5 4 7 X 10° ALMQUIST, 1956)
il est facile de calculer le temps nécessaire pour que tous les spermatozoides de 1'épi-
didyme soient renouvelés. On trouve 8 4 11 jours, résultats qui se trouve en parfait
accord avec la valeur que nous avons déterminée expérimentalement.



CHAPITRE 1V

VARIATIONS DANS LA DUREE
DU TRANSIT EPIDIDYMAIRE

Ayant défini le temps que les spermatozoides passent dans 1'épididyme, dans les
conditions de la pratique courante, c’est-a-dire chez des animaux collectés tous les
3 jours, il restait a déterminer les variations possibles de la durée du transit épididy-
maire dans différentes conditions expérimentales et, en particulier, en fonction de la
fréquence des collectes.

A. — Variations dans la durée du transit épididymaire
en fonetion de la fréquence des collectes

I. — RECHERCHE DES VARIATIONS DANS LA DATE D'ARRIVELE DES
SPERMATOZOIDES MARQUES DANS LA TETE DE I, LPIDIDYME

ORTAVANT (1956) et CLERMONT, LEBLOND et MEISSIER (1059) ont fait remarquer
la stabilité du cycle spermatogénétique chez le Bélier et le Rat. Tous les spermatocytes
primaires, formés en méme temps, évoluent de facon synchrone et donnent naissance
a des spermatozoides qui arrivent dans la téte de I'épididyme en ayant le méme 4ge.
Nous avons cependant voulu vérifier que la fréquence des collectes n'influe pas sur
I'arrivée des spermatozoides dans la téte de 1'épididyme. Les résultats sont donnés
dans le tableau 13.

TABLEAU I3

Influence du nombre de spermatozoides collectés sur la date d'apparition dans la téte
de Uépididyme de spermatosoides & ADN marqué

L i i

Intervalle entre le jour de l'in-| ‘ | ‘ l
jection du 32 P et celui de 1‘1‘ ‘ ’
castration . ............. 36 . 38 40 41 52 43

[ ) o - D )
Taureaux ................ ) 702 703 O‘) ‘ /01 393 0 500 705 706 | 806 © 704

Radioactivité spécifique  de

'ADN cp/mnjmg P....... 00 0 ‘ o 1o !s01 420 11200 1960 | 964 | 685 | 666
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On constate que le 408 jour aprés l'injection il n’existe aucun spermatozoide
a4 ADN marqué dans la téte de l'épididyme, que les animaux soient collectés ou nomn.
Au contraire, 41 jours aprés cette injection, on trouve toujours des spermatozoides
marqués.

Ainsi, la fréquence des collectes n'influence pas la date d’apparition des sperma-
tozoides radioactifs dans la téte de 'épididyme. Par conséquent, toute modification
dans la date d’apparition de ces spermatozoides dans 1’éjaculat proviendra d'une
variation dans la durée du transit épididymaire.

II. — RECHERCHE DES VARIATIONS DANS LA DATE D ARRIVEE
DES SPERMATOZOIDES MARQUES DANS I'EJACULAT

Nous avons recherché le moment ot les premiers spermatozoides & ADN marqué
apparaissent dans l'éjaculat selon que les animaux sont au repos sexuel, collectés
2 2 3 fois par semaine ou soumis a des « tests d’épuisement ». Nous appellerons « test
d’épuisement » une série de collectes successives effectuées pendant un temps trés
court, en général 2 & 3 heures, et arrétées lorsque la concentration des éjaculats est
inférieure 4 100 000 spermatozoides par mm?3. Cette étude porte sur 28 Taureaux
et les résultats sont rassemblés dans le tableau 14 et la figure 10.

Nous avons ainsi trouvé que chez 2 animaux au repos sexuel depuis le jour de
I'injection et soumis & un « test d’épuisement » I'un au 498 jour et l'autre au 52¢

TABLEAU T4

Influence de la quantité de spermalozoides collectés sur la date d’apparition des
spermaltozoides @ ADN marqué dans I'djaculat chez le Taureau

Nombre moyen (X '1()9)1 :

de spermatozoides col- “

lectés par jour entre le . Date d’apparition des |

Taureau i1¢ jour et le jour  |spermatozoides 8 ADN I'réquence des collectes
d’apparition des sper- | marqué dans I'éjaculat
matozoides 4 ADN
marqué |

A99 Ll 0 3] épuisement a 49 j.
801 ..vviiiia 0 52 épuisement a 52 j.
809 ..o 1,3 52
B0 i 1,5 55 collecte tous les 3 jours depuis le
709 oo 1,7 52 jour de l'injection.
T07 oo, 2,0 49
804g covreereaanns 3,1 52
80U veraeannn 3,3 52
35773 . 3,7 52 collecte tous les 2 jours depuls 46 j.
AMR28 L 3,7 50
T09y coiii a1 35 collecte tous les 3 jours depuis le
BOS e 4,3 52 jour de linjection.
801y oveeiinnnn 7,6 44 épuisement a 41 j. Collecte quoti-
805 v 9,3 (3] dienne & partir de 45 j.
A 10,8 49
T06g i 12,6 A épuisement tous les 2 jours a partir
[ S 13,9 47 de 41 j.
8005 vvvveaninnns 14,4 19
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jour la radioactivité spécifique de 'ADN, faible dans les premiers éjaculats allait
en croissant jusqu’aux derniers éjaculats indiquant ainsi que les spermatozoides a
ADN marqué étaient déja arrivés dans la queue de I'épididyme 4 ces deux dates.

Chez 8 autres Taureaux collectés 2 raison de 2 éjaculats en moyenne, tous les
3 jours depuis le jour de l'injection, les spermatozoides 4 ADN marqué arrivent le
49° jour aprés linjection chez un Taureau, le 528 jour chez 5 autres et le 53¢
jour chez les 2 derniers. Mais les animaux n’étant collectés que tous les 3 jours la
date d’apparition n’est connue qu’avec une précision de 2 jours.

551 ° °
54

83

injection

52¢ oo 0o o

Jours apres

51

49 o ¢ ° ° o L] L4

a8

46 1 1 1
o 5 10 15

Nombre moyen (x 10% de spz. collectés/jour

¥i16. 10. — Variation du jour de Uapparition des premiers spermalozoides & ADN marqué
dans Uéjaculat en fonction de la fréquence des collectes

Enfin chez 2 animaux laissés au repos sexuel jusqu’au 46¢€ jour aprés 'injection
puis collectés tous les 2 jours les spermatozoides & ADN marqué arrivent dans 1'éja-
culat le 50¢ jour aprés I'injection chez 1'un et le 52¢ jour chez 'autre.

En résumé, on voit que les spermatozoides 3 ADN marqué arrivent dans 'éjaculat
le 52¢ jour aprés l'injection chez 8 Taureaux sur 12 et ceci que les animaux soient
au repos sexuel ou collectés régulierement. On aurait donc pu conclure que la fré-
quence des collectes w'a pas d’'influence sur la durée de passage des spermatozoides dans
Uépididyme.

Cependant il faut remarquer que chez tous ces Taureaux le nombre moyen « jour-
nalier » de spermatozoides collectés entre le 41¢ et le jour d’apparition des sperma-
tozoides marqués est inférieur a 7 X 10°, valeur correspondant a la production sper-
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matogénétique quotidienne, estimée par ArmQuisT (1956). Il était donc néces-
saire de poursuivre cette étude en augmentant la quantité de spermatozoides
collectés.

ArMQUIST (1958) étudiant la distribution des spermatozoides dans le tractus
génital méle d'un Taureau (Tableau 12 )a montré qu'’il est possible, par un test d’épui-
sement, de vider presque complétement la queue de ’épididyme des réserves sperma-
tiques qui s’y trouvent. Les spermatozoides arrivant toujours le 41° jour aprés 'in-
jection dans la téte de I'épididyme il doit donc étre possible, en procédant a un test
d’épuisement & ce moment, d’accélérer le passage des spermatozoides dans 1'épididyme
Les taureaux n° 8or1 et 805 ont donc été soumis 4 un épuisement le 41° jour apreés
I'injection de 3*P. Au cours de ce test, pour chaque animal, 34 x 10% spermatozoides
ont été recueillis en 20 sauts consécutifs. Cette valeur, qui correspond bien aux réser-
ves spermatiques de la queue de 1'épididyme donnée par ArmQuIST (tableau 12)
représente environ 60 p. 100 de la totalité des spermatozoides contenus dans 1'épi-
didyme. Puis ces animaux ont été collectés quotidiennement a partir du 45¢ jour.
Les spermatozoides a ADN marqué sont arrivés dans I'éjaculat 49 jours aprés I'in-
jection. La vitesse de passage des spermatozoides dans 'épididyme semble donc
avoir été légérement accélérée mais cependant pas dans les proportions que 'on
pouvait attendre aprés avoir épuisé la queue de I'épididyme de tous les spermatozoi-
des qui s’y trouvaient stockés.

Dans une derniére expérience nous avons soumis les taureaux nos 499, 706, 706 (5,
801 (5 a des « tests d’épuisement » tous les 2 jours a partir du 4 jour. Les quantités
de spermatozoides collectés allajient jusqu’a une moyenne de 14,4.10° spermatozoides
par jour, c’est-a-dire 2 fois la production spermagonétique quotidienne estimée par
A1mouist (1956). Dans ce cas, les spermatozoides & ADN marqué apparaissent chez
un animal, le 47¢ jour et chez tous les autres, le 49¢ jour aprés l'injection de 32P,
soit en moyenne 3 jours plus t6t que les chez animaux faiblement collectés.

Nous pouvons donc conclure que si le nombre moyen de spermatozoides collectés
pav jour me dépasse pas la production spermatogénétique quotidienne, la fréquence
des collectes n'influence pas la vitesse de passage des spermazoides dans I'épididyme qui
est 11 jours environs, mais quand on dépasse la production spermatogénétique quoti-
dienne, la duvée du transit peut étve vaccourcie de 3 jours en moyenne. La fréquence
des collectes a donc une influence faible mais certaine sur la durée du lransit
épididymanre.

Les conclusions auxquelles nous arrivons ne correspondent pas a celles que
KOEFED-JOHNSEN (I1960) propose pour ses résultats. Cet auteur pense en effet quela
fréquence des collectes n’influe pas sur la date d’apparition des spermatozoides mar-
qués dans I'éjaculat. Mais un examen attentif des résultats donnés par cet auteur
{tableau 15) montre que méme dans les cas ot les fréquences des collectes sont élevées
(2 & 3 éjaculats par jour) les quantités de spermatozoides collectés restent faibles
et se situent toujours en de¢a de la production spermatogénétique quotidienne sauf
dans un seul cas. Dans ces limites, il y a effectivement peu de chances
d’observer une accélération de la vitesse de passage des spermatozoides dans
I'épididyme.

Remarquons que KOEFED-JOHNSEN, chez les animaux faiblement collectés,
obtient une apparition des spermatozoides marqués plus précoce que celle que nous
observons. Cette différence est inexplicable, dans notre étude nous n’avons pris en
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Apparition du phosphore radioactif dans UADN des spermatozoides ¢jaculés aprés
injection intra-musculaire de phosphate inorganique marqué o des
Taureaux (KOEFED-JOHNSEN, 1960).

Nombre moyen par Tatervalle (jours) entre linjection et
) 1 yen | J ]
Nombre de spermato-| I7%T € spermato- l o !
e . o, |zoides collectés entre i
zoides &jaculés (x 109)|7 7, ", - .
o : . . le 31¢ jour et le ]ouri N
No desTaureaux elltr}‘ le 30¢ jour et dapparition de La premicre appa- Le marquage
le jour d’apparition | ! N rition du 32 maximum du 32pP
de PADN maraué I'ADN marqué (cal- PADN le TADN
S marq culé d’aprés les don- dans IAD? iae N (moyenne)
nées de l'auteur) ‘
Fo, 15,2 0.8 A8 -
B T 23,5 1,2 50 69
¥ 32,9 1,6 a0 I 66
TR 38,5 | 21 4% \ 60
Phoo 50.2 ¢ 24 51 1 03
¥ 45,1 ' 2,6 47 : 55
B I 53,7 3,0 ! AR 52
Phoooooooin. 167,7 \ 8,8 ( 49 58
) ‘ |

considération que les valeurs statistiquement différentes du mouvement propre du
compteurs aprés calcul du test « t ». Fividemment lorsque les collectes ont eu lieu tous
les 3 jours, l'apparition n’est connue qu’avec une précision de 2 jours, dans ce cas,
les spermatozoides a ADN marqué ont pu apparaitre dans 1'éjaculat, en moyenne,
le 50¢ jour aprés l'injection, si la quantité de spermatozoides collectés est inférieure
a la production spermatogénétique quotidienne. Le méme argument peut s’appliquer
aux animaux fortement collectés et quel que soit le mode de raisonnement, 1’écart
reste de 2 jours au moins.

III. — RECHERCHES SUR LA VARIATION DE LA DUREE DE TRANSIT
DE PARTICULES RADIOACTIVES

Nos résultats différant de ceux obtenus par KOEFED-JOHNSEN, il était nécessaire
de les vérifier par une autre méthode.

Des particules de charbon de sucre, de la taille des spermatozoides, sur lesquelles
de Vor radioactif est adsorbé ont été injectées dans le rete testis puis détectées au
compteur de Geiger-Muller au moment ot1 elles arrivent dans 1'éjaculat Ceci se produit
le 8¢ et le g jour aprés lUinjection, chez deux Taureaux ayant donné 5a 10 x 10°
spermatozoides par jour au cours d’une collecte quotidienne et le 5¢ jour chez un
Taureau collecté 5 fois par jour et ayant donné 14 X 10° spermatozoides par jour,
c’est-a-dire 3 ou 4 jours plus t6t. Dans ce cas 'augmentation de la quantité de sper-
matozoides collectés a bien diminué la durée du passage des particules dans 1'épidi-
dyme. Mais on constate que la durée de transit, donnée par cette méthode, ne corres-
pond pas a celle obtenue avec les spermatozoides 4 ADN marqué. Nous avons vu
en effet que dans le cas d’injections de particules, un certain nombre de facteurs
pouvait modifier la durée de transit observée : volume du liquide injectée ou forme
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des particules. Néanmoins, dans cette étude, le volume de liquide injecté et les
dimensions des particules étant toujours les mémes on peut conclure que I'accélération
du passage du sperme dans I'épididyme, que nous avons mis précédemment en évi-
dence, est confirmée par cette expérience.

En conclusion nous pouvons dive que si la fréquence des collectes n’influence -pas
la date d’apparition des spermatozoides @ ADN marqué dans la téie de I'épididyme, elle
modifie de 2 a 3 jours la date lewr arvivé dans I'éjaculat.,

B. — Variations de Pdge moyen des spermatozoides dans un éjaculat

Jusqu’a maintenant, nous avons considéré uniquement la date d’apparition des
spermatozoides 4 ADN marqué dans I’éjaculat. Ce moment correspond & l'arrivée
des premiers spermatozoides parmi ceux issus des spermatocytes qui furent marqués,
immeédiatement aprés l'injection. Or nous avons vu que les spermatozoides provenant
des spermatocytes marqués au stade préleptoléne, sont libérés a la sortie du testicule
pratiquement au méme moment, 1'écart ne dépassant pas une trentaine d’heures
(CLERMONT, LEBLOND et MEISSIER, 1959). On peut se demander si tous ces sperma-
tozoides traversent le canal épididymaire 4 la méme vitesse et, en particulier, si la
fréquence des collectes n’exagére pas des différences pouvant exister dans la durée
individuelle de passage des spermatozoides. Dans l'affirmative il y aurait une aug-
mentation des écarts d’dge entre spermatozoides d'un méme éjaculat, I'dge d'un
spermatozoide étant par définition, le temps qui s’écoule depuis la formation du
spermatocyte primaire jusqu'a l'arrivée du spermatozoide issu de celui-ci, dans
I’éjaculat.

KOEFED-JOHNSEN a essayé de calculer I’Age moyen des spermatozoides a partir
de la courbe d’activité spécifique de 'ADN, en recherchant 'dge moyen de tous les
spermatozoides marqués aprés une injection de 32P. Il applique aux spermatozoides
le raisonnement qui a permis 4 SHEMIN et RITTENBERG (1946), OTTESEN (1954) de
déterminer I’Age moyen d’une population de cellules sanguines. Ces auteurs, connais-
sant Lactivité spécifique de 'ADN des leucocytes et 'activité spécifique du précur-
seur de TADN de ceux-ci, ont établi une équation différentielle qui, par intégration,
donne I'dge moyen de la population cellulaire. KOEFED-JOHNSEN, ne connaissant
pas l'activité du précurseur immédiat de 'ADN des spermatozoides, suppose que
Pactivité spécifique du phosphore inorganique de 1'urine en donne une approximation
assez exacte, et il calcule que, chez le Lapin, I'Age moyen des spermatozoides
éjaculés est de 65 jours, le maximum de l'activité spécifique de I'ADN étant a
60 jours,

Nous pensons qu’il n’est pas possible d’appliquer cette méthode. On ne connait
pas le précurseur immédiat de UADN et le choix de l'activité du phosphore de 'urine
semble arbitraire, I'activité du phosphore du plasma sanguin en donnerait une appro-
ximation plus exacte. Malis si la radiocactivité du phosphore de 'urine est encore appré-
ciable au moment ott ’ADN commence & étre marqué, celle du plasma sanguin diminue
beaucoup plus rapidement et est déja faible 24 heures aprés linjection (fig. 3).
D’autre part un échantillon de leucocytes prélevés dans le sang ne peut pas se com-
parer 4 un éjaculat. En effet tous les leucocytes sont mélangés dans la circulation
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sanguine, quel que soit leur 4ge, alors que, dans l'appareil génital, les spermatozoides
d’age différent ne sont jamais que trés partiellement mélangés.

Quand on considére un éjaculat obtenu quelques jours aprés I'apparition des
spermatozoides marqués, la radioactivité spécifique de 'ADN de cet éjaculat peut
étre due :

— soit & des spermatozoides marqués au méme moment que ceux qui sont
apparus dans le premier éjaculat radioactif mais qui ont traversé 1’épididyme plus
lentement

— soit a des spermatozoides qui ont été marqués non plus au stade préleptoténe
mais antérieurement :

— soit enfin a des spermatozoides qui ont pu étre marqués au stade préleptoténe
mais postérieurement 4 la date d’injection, par du *P provenant d’un précurseur
mis a leur disposition par 'organisme.

Ne voulant pas déterminer ’Age moyen des spermatozoides mais ses variations
en fonction de la fréquence des collectes, nous avons choisi un éjaculat particulier :
celui correspondant a la radioactivité spécifique maximum de 'ADN. On peut penser
en effet, que la majeure partie des spermatozoides de cet éjaculat, provient des sper-
matocytes primaires dans lesquels le 32P s’est incorporé immédiatement aprés 1'in-
jection. On obtient ainsi une approximation de 'Age moyen des spermatozoides.

En partant de ce critére, et en appliquant deux fréquences de collectes diffé-
rentes, si nous trouvons que les dates d’apparition des spermatozoides radioactifs
dans I'éjaculat différent de x, jours et que la radioactivité maximum varie de x, jours,
nous aurons une preuve que tous les spermatozoides n’ont pas traversé le canal épi-
didymaire 4 la méme vitesse que les premiers spermatozoides récoltés.

Résultats

Au cours de nos expériences nous avons donc recherché, pour différentes fré-
quences de collectes, ol se situe le maximum de l'activité spécifique de 'ADN des
spermatozoides. Les résultats sont rapportés dans le tableau 16 et la fig. 11.

Compte tenu des précautions prises dans le choix de la dose injectée, la détermi-
nation de la courbe donnant Vactivité spécifique de 'ADN des spermatozoides en
fonction du temps n’est pas aisée car les comptages étant effectués plus de 2 mois
aprés V'injection les activités mesurées sont faibles. Dans les cas douteux nous avons
pris comme maximum la moyenne des jours oll Uactivité spécifique de 'ADN est
supérieure ou égale a4 g5 p. 100 de la radioactivité maximum.

D’aprés la figure 12 nous voyons que les activités spécifiques de UADN des sper-
matozoides sont variables d’un animal a 'autre et que leur comparaison s’avére diffi-
cile. Pour pallier cet inconvénient, pour chacune des courbes de variation de cette
activité, nous avons d{i exprimer en pourcentage 'activité spécifique relative, par
rapport a lactivité maximum dans chaque cas. On peut alors établir une courbe
moyenne pour chaque lot d’animaux soumis & des fréquences de collectes différentes.
Dans le premier lot sont groupés les animaux qui, collectés tous les 3 jours, ont donné
entre le 40¢ et le 64¢ jour aprés l'injection, un nombre moyen de spermatozoides
allant de 14 5 X 10° Le deuxiéme lot est constitué par les animaux collectés quo-
tidiennement ou tous les 2 jours et ayant donné entre 5 et 10 X 10° spermatozoides
par jour (tableaux 17 et 18, figure 13).
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FiG. 12. — Variation de la radioactivilé spécifique du phosphore de 'ADN
dans les spermatogoides de quatre Taureaux
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TABLEAU I6

Influence du nombre de spermatozoides collectés sur la position du maximum
d’activité spécifique de acide désoxyribonucléique de spermatozoides de

Péjaculat chez le Taureau

No de I'animal

Nombre moyen
(x 10%) de sperma-
tozoides collectés
par jour entre le
40¢ et le 64° jour
aprés 'injection

Fréquence des
collectes

1,0
1.1
1,7

6,6

7,9
10,5
10,6

1
i Intervalle entre | Intervalle entre Ilg?;;iii?o:néle
l'injection et la | Vinjection et la |4, y
o . , YD "AD?
premiére appari- lradioactivité ma- etpledax;l;:imgi
tion du 32P dans| ximum du 32P | de radioactivité
PADN des sper-|dans 'ADN des, du 32P dans
matozoides spermatozoides {1, ADNdes sperma-
éjaculés (jours) | éjaculés (jours) it(;ZO'l'deS &aculés
A i
]
55 61 i 6
52 55 3
52 61 9
49 62,5 13,5
52 58 6
50 61 1
52 61 9
55 64 9
52 64 12
49 55,5 6,5
49 53 A
49 54 5
A7 56 9
49 54 | 5
a4 56 J 7

Collecte tous les
3 jours depuis
I'injection.

Collecte tous les
2 jours a partir
du 46¢ jour aprés
I'injection.
Collecte tous les
3 jours depui¢
'injection.
Epuisement  le
41e jour aprés
Pinjection  puis
collecte  quoti-
dienne.

Epuisement tous
les 2 jours a par-
tir du 41¢ jour
aprés l'injection

TABLEAU Iy

Variation de Pactivité spécifique de ' ADN des spermatozoides éjaculés chez des
animaux fatblement collectés (exprimée en pourcentage de Uactivité spécifique maximum)

Temps apres I'injection Moyenne + Sm Nombre de données
(jours)
52 204 L+ 11,4 7
55 60,3 & 10,4 7
58 68,6 L 8,3 9
61 88,5 + 54 7
64 87,5 £ 4,0 7
67 79,6 L+ 5,8 7
70 76,7 = 3,9 7
74 51,4 & 9,8 4
77 35,3 = 5,7 4
79 38,5 + 3,8 3
81 454 L 4,3 b4
83 4,3 + 4,3 4
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TABLEAU 18

Variation de Uactivité spécifique de UADN des spermatozoides djaculés chez des
animaux fortement collectés (exprimée en pourcentage de lacitvité spécifique maximum)

Temps ag;isrsl)m]e(,tlon Moyenne + Sp Nombre de données
49 225 + 7,1 6
51 63,0 & 8,1 6
54 88,4 1 5,0 6
56 88,5 + 5,9 6
58 7,7 + 1,3 4
61 73,6 4 &6 4
63 76,7 + 3,2 i 4
72 55y7 + "*)0 ! A

Dans le premier lot on constate que la date d’apparition de la radioactivité de
ADN a lieu en moyenne le 52¢ jour aprés l'injection, cette radioactivité augmente
rapidement jusqu’a un maximum situé a 62,5 jours puis décroit lentement jusqu’au
84 jour aprés linjection date a laquelle les activités observées ne sont plus signi-
ficativement différentes du mouvement propre du compteur.

Dans le deuxiéme lot on constate que 'apparition des spermatozoides marqués
a lieu en moyenne le 49¢ jour aprés l'injection soit 3 jours plus tot que dans le pre-
mier lot et que le maximum de la courbe de I'activité spécifique de 'ADN se situe
le 55¢ jour, soit 7,5 jours plus t6t.
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Fi16. 13. — Variations de la radioactivité spécifigue de 'ADN des spermatozoides éjaculés —

Courbe A chez des animaux foriement collectés -— Courbe B ches des animaux faiblement collectés



96 M.-C. ORGEBIN-CRIST

Nous avons voulu confirmer les données précédentes en recherchant l'effet de
la fréquence des collectes sur le maximum de I'activité spécifique du plasma séminal
aprés injection de 32P. Dans le cas d’animaux collectés tous les 3 jours et donnant 1 &
5 X 10° spermatozoides par jour, le maximum de la radioactivité spécifique se situe
en moyenne a 14,2 jours. Chez les animaux donnant de 5 &4 10 X 10° spermatozoides
par jour, le maximum se situe en moyenne a 8,8 jours. Les résultats sont rassemblés
dans le tableau 19 et les figures 14 et 15. On observe donc une différence de 5,4 jours
résultats assez comparable a celui que nous avons trouvé en étudiant les variations
de l'activité spécifique de I’ADN des spermatozoides.

TABLEAU IQ

Influence du nombre des spermatozoides collectés sur Uintervalle entre Uinjection et le
maxtmum de radioactivité du 2P dans le plasma séminal de Taureau

i

: i
Nombre moyen ( x 10%) par!

‘our des shermatozoides Intervalle entre l’iuje(‘tion‘l
Numéro de I'animal ]rollectés Ijusqu’qu ’1160 et le maximum de la Fréquence des collectes
‘ jour suivant l'injection courbe (jours)
804 15 22 |
809 1,8 18 :
707 2,0 13
709 2,2 13
709, 2,4 13
804, 2,5 13 R .
309, 26 16 Collecte tous les 3 jours
5356 28 1
303 29 16
701 3,2 15
703 3,8 15
702 4,0 1
33 830 7,0 9,5 )
26 68% 8,0 9 Epuisement
26 684, S
162§ 9,0 8 tous les 2 jours

KOEFED-JOHNSEN observe également au cours de ses expériences (tableau 14)
une variation dans les dates des maxima de la courbe de 'activité spécifique de TADN
en fonction du nombre des collectes, ce qui est en accord avec nos données.

Ainsi il est certain que la date du maximum de radioactivité spécifique de ’ADN
des spermatozoides subit un déplacement important en fonction de la fréquence
des collectes.

La différence x; = 3 jours entre les dates d’apparition des premiers spermato-
zoides marqués dans les 2 lots d’animaux n’est pas égale a la différence x, = 7,5 jours
entre les dates ol le maximum d’activité est atteint. il en résulte que suivant la fré-
quence des collectes tous les spermatozoides ne traversent pas le canal épididymaire
3 la méme vitesse et que 1'dge des spermatozoides les plus jeunes n’a pas été influencé
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de la méme fagon que I’Age moyen des spermatozoides par la fréquence des collectes,

Il y a donc un mélange des spermalozoides an cours de la traversée du canal épi-
didymaire. 11 est d’ailleurs d’observation courante qu’'un éjaculat ne constitue pas
une population homogéne, certains spermatozoides étant trés motiles d’autres moins
et certains pas du tout. Ceci laisse penser que les spermatozoides d'un éjaculat n’ont
pas tous le méme Age.

Nous avons voulu voir comment s’opérait ce mélange des spermatozoides. A
cet effet, I'épididyme d’animaux injectés avec du 3P est prélevé par castration, puis
coupé en série. Par autoradiographie nous avons cherché a repérer a chaque niveau
de I'épididyme les spermatozoides 2 ADN marqué. Cette méthode ne nous a pas donné
de bons résultats car la radioactivité d'un seul spermatozoide est trop faible pour
impressionner I'émulsion autoradiographique. Aussi avons-nous utilisé des particules
de charbon de sucre sur lesquelles de ''"Au était adsorbé. Aprés injection dans le
rete testts nous avons constaté que :

— 48 heures aprés l'injection, les particules sont groupées dans la partie distale
de la téte de 'épididyme ;

— 5 jours aprés l'injection les particules sont arrivées dans la queue de I'épi-
didyme ;

— et 6 jours aprés U'injection, elles sont dispersées dans toute la queue de 1'épi-
dyme et dans le canal déférent. Il semble donc que les particules une fois arrivées
dans la queue de I'épididyme ne progressent pas toutes 4 la méme vitesse.

Le phénomeéne est certainement identique pour les spermatozoides : certains
sont déja dans le canal déférent alors que d'autres, formés en méme temps, ne sont
encore que dans la partie proximale de la queue de 'épididyme. I existence de ce
mélange de spermatozoides permet de comprendre la présence de spermatozoides
morts dans un éjaculat alors que d’autres sont trés mobiles.

En conclusion, nous pouvons dive que dans le canal épididymaive, chez le Taurean,
tous les spermatozoides w’avancent pas .a la méme vilesse, et qu'un éjaculat veprésente
une population hétérogéne de spermatozoides.

DISCUSSION

A. — VARIATIONS DANS LA DURKE DU TRANSIT

FPIDIDYMAIRE SELON LES ESPECES

La vitesse de passage des spermatozoides dans 1'épididyme n’est pas la méme
selon les espéces. Les valeurs que nous avons indiquées dans la revue bibliographique
variaient considérablement d’une espéce 4 une autre mais il était difficile de comparer
entre eux des résultats provenant de 'utilisation de méthodes différentes. Aussi nous
nous bornerons 4 comparer le Taureau au Bélier et au Verrat puisque la vitesse de
passage des spermatozoides dans I'épididyme a été déterminées chez ces deux der-
niéres espéces selon la méme méthode (ORTAVANT, 1956 ; SINGH, 1962). (Tableau 20.)
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TABLEAU 20

Temps de passage des spermatosoides dans I'épididyme quand les animaux sont réguliévement collectés

| Intervalle entre
RN Intervalle entre
Pinjection et la Liniecti
L injection et la
1re apparition re - Nombre d
du 22P dans 1re apparition Durée de ombre de
Espece \ . du 32P dans N collectes par Référence
'ADN des PADN dos transit (jours) semaine
I spermatozoides s erAmaAto7;‘1:dcs
i de la téte de P Sacules
I'épididyme | ) ’ |
Taurcau........ ; a1 £9-52 8-11 37 ORGEBIN (1961)
Bélier ......... | 30 42-45 12-15 7 ORTAVANT (1956}
Verrat ......... [ 25 39 ‘ 14 2 SINGH (1962)

On constate que si la durée de la spermatogenése va en diminuant du Taureau
au Bélier et au Verrat la durée du transit épididymaire semble varier en sens inverse
dans des conditions expérimentales voisines.

ORTAVANT a rapporté (1956) que la fréquence des collectes influence le transit
épididymaire chez le Bélier, en castrant des Béliers au repos sexuel, les spermatozoides
radioactifs ne sont présents dans la partie distale de la queue de I'épididyme que le
51¢ jour aprés l'injection : la durée du transit épididymaire est alors de 18 a 21 jours.
Nous avons vu que chez un Taureau collecté pour la 17¢ fois le 518 jour aprés l'in-
jection on trouve des spermatozoides radioactifs dés les premiers éjaculats. La vitesse
de transfert des spermatozoides dans 1'épididyme semble donc moins influencée chez
le Taureau que le Bélier. Les modalités de passage des spermatozoides dans 1'épidi-
dyme, chez ces deux espéces, pourraient donc étre différentes. D’ailleurs, les réserves
spermatiques du Bélier sont relativement plus élevées que celles du Taureau. Les
réserves de la queue de I’épididyme du Bélier sont suffisantes pour une quarantaine
d’éjaculations alors que celles du Taureau ne représentent que 7 a 8 éjaculats.

On constate également que la vitesse de passage dans I'épididyme est en rapport
inverse avec la quantité de spermatozoides mis en réserve dans cet organe (tableau 21)
Chez le Bélier et le Verrat ot les réserves spermatiques sont sensiblement les mémes,
la durée du transit épididymaire est peu différente.

TABLEAU 21

Nombre total de spermatozoides dans Uépididyme de Taurean de Bélier et de Verrat
(moyenne -+ erveur standard)

Espece Nombre “total de " Nombre d’animaux Référence
spermatozoides x 10

Taureau.................... 70,9 + 14,3 8 ALMQUIST (1958)
51,3 4 5,0 15 ORTAVANT (1956)

Beélier ..o 162 13 PoLovcEvA (1938)
160,6 + 14,1 15 ORTAVANT (1956)

Verrat ... 175-300 NOVOSELJCEV (1951)
142,9-193 17 KENNELLY (1960)
190,8 + 8,3 8 SINGH (1962)

Annales de Biologie animale. — 1962. 7*
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B. — FREQUENCE DES COLLECTES ET HETEROGENEITE DE L'BEJACULAT

Nous voyons en effet qu’en laissant un animal au repos sexuel ou en le collectant
peu fréquemment, les spermatozoides obtenus dans un éjaculat sont trés hétérogénes,
la majorité d’entre eux commencent a subir des processus de vieillissement du fait
de leur séjour prolongé dans I'épididyme. Ceci vient confirmer les observations de
WILLET et OHMS (1958), WALES et WHITE (1959), de GrooT (1961) montrant que
les spermatozoides du premier éjaculat sont moins résistants au choc thermique et
moins mobiles que les spermatozoides du deuxiéme éjaculat, obtenu au cours d'une
méme collecte.

En augmentant la fréquence des collectes nos résultats montrent que les éjacu-
lats obtenus sont plus homogénes, les écarts d’Age entre les spermatozoides étant
moins importants. Le pouvoir fécondant de ces éjaculats devrait donc étre meilleur
que celui des éjaculats obtenus de Taureaux récoltés peu fréquemment. En effet
ALMQUIST, HALE et AMANN (1958) ont montré que la fertilité de 3 Taureaux récoltés
6 fois par semaine pendant 8 & 14 mois n'était en rien diminuée. Le pourcentage de
Vaches fécondées aprés une insémination était respectivement de 70, 74 et 77 p. 100,
6 mois apres le début de I'expérience ; le nombre de Vaches inséminées étaient de 281
pour le 1°f Taureau, 286 pour le 2¢ et 656 pour le 3¢.

Cette expérience confirme nos résultats mais va a I'encontre de l'opinion géné-
ralement admise selon laquelle des spermatozoides immatures, et donc moins fécon-
dants, apparaissent dans le sperme a la suite d’'éjaculations répétées (LLOYD-JONES
et HAYES, 1918 ; LEWIS, 19IT ; LAGERLOF, 1036). Cette expérience montre de plus
que les Centres d’'Insémination Artificielle auraient peut-étre intérét a utiliser les
Taureaux reproducteurs plus souvent qu’ils ne le font généralement.

C. — RZESORPTION DES SPERMATOZOIDES

Nous avons également été amené a revoir l'importance des phénomeénes de ré-
sorption a l'intérieur du canal épididymaire du Taureau. D’aprés le Tableau 16 on
constate que chez 3 animaux (499, 80I¢,) et 801(;) donnant entre le 418 et le 49® jour
aprés l'injection un nombre total de spermatozoides de 18 X 10% 56 X 10° et
115 X 10% les premiers spermatozoides marqués arrivent a la méme date dans 1'éjacu-
lat. 11 y a donc une résorption des spermatozoides, non seulement quand les animaux
sont au repos sexuel, mais aussi quand ils sont récoltés fréquemment et donnent par
collecte presque l'équivalent de la production spermatogénétique journaliére esti-
mée par ALMQUIST et HALE (1956). La résorption des spermatozoides dans 1'épidi-
dyme a été signalée depuis fort longtemps mais chez le Taureau elle semble prendre
une trés grande importance. Elle doit étre trés rapide, car dans le sperme éjaculé,
on trouve rarement des spermatozoides nécrosés ou en voie de dégénérescence. On
ne peut manquer de rapprocher ces phénomeénes de résorption de ceux qui se pro-
duisent dans les voies génitales femelles (AUSTIN, 1956) et spécialement chez la Truie
(du MEsNIL du BuissoN et DAUZIER, 1957) otl, en 'espace d’une heure, 80 p. 100
spermatozoides présents dans l'utérus sont résorbés. Cette résorption des sperma-
tozoides est réalisée vraisemblablement par digestion enzymatique mais il reste évi-
demment & le prouver par isolement des enzymes responsables et des produits de
dégradation.
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Cette résorption a lieu & un niveau bien déterminé du canal déférent puisque
aprés ligature de celui-ci ORTAVANT (non publié) a observé en amont de la ligature
une accumulation de spermatozoides non mobiles mais intacts et ceci 6 mois aprés
la vasectomie. Par contre ORTAVANT (1953) a observé que la population de sperma-
tozoides provenant des ampoules déférentielles présentait une trés grande proportion
de spermatozoides morts, colorables électivement par 1'éosine. Ce fait correspond
a I’hypothése de SIMEONE et YOUNG (1930) situant & ce niveau la dégénérescence des
spermatozoides. Mais au cours de la méme expérience ORTAVANT a mis en évidence
qu’un nombre élevé de spermatozoides de la partie proximale du corps de 1'épididyme
présente également une grande perméalibité a I’éosine. GLOVER (1960) au cours d'ex-
périences de cryptorchidie expérimentale a confirmé cette observation en montrant
que les spermatozoides du corps de I'épididyme sont moins résistants et présentent
un fort pourcentage de spermatozoides morts ou décapités. Or d’aprés ces auteurs
le pourcentage de spermatozoides morts baisse brusquement dés la partie distale du
corps de I'épididyme. Il n’est donc pas exclu que dans la partie proximale du corps
de I'épididyme les spermatozoides meurent et disparaissent, leur disparition étant
extrémement rapide.

On peut donc penser que la résorption des spermatozoides est un phénoméne
important chez le Taureau et qu'elle a lieu en grande partie dans les ampoules défé-
rentielles mais peut-étre aussi dans certains lieux privilégiés du canal épididymaire.

En conclusion, si 'angmentation de la fréquence des collectes diminue I'dge moyen
des spermatozoides d'un éjaculat en vidant la queue de I'épididyme de ses véserves, I'action
dece facleur seva plus faible sur la phase critique de la maturation épididymaire qui semble
se situer dans le corps de I'épididyme. On congoit ainsi qu'il persiste toujours une faible
proportion de spermatozoides morts dans un éjaculat.

RESUME ET CONCLUSION

La vitesse de passage des spermatozoides dans 1'épididyme du Taureau a été
déterminée au moyen du marquage de 'ADN des spermatozoides par le *P.

Les spermatozoides 3 ADN marqué apparaissent le 418 jour aprés l'injection
dans la partie proximale de la téte de 1'épididyme quelle que soit la fréquence de
collectes a laquelle ils sont soumis. Ces mémes spermatozoides apparaissent en
moyenne le 52€ jour aprés linjection dans I'éjaculat chez des animaux faiblement
collectés (2 a 3 éjaculats par semaine). Dans ces conditions le temps de passage des
spermatozoides dans I'épididyme est donc de 11 jours environ.

Chez des animaux soumis 4 des « tests d’épuisement » tous les deux jours, les
spermatozoides & ADN marqué apparaissent en moyenne le 49¢ jour aprés l'injec-
tion de 32P dans 'éjaculat. Dans ce cas la durée de passage des spermatozoides dans
I'épididyme est environ de 8 jours.

Selon la fréquence des collectes il est donc possible de faire varier de 3 jour le
temps de passage des spermatozoides dans 1'épididyme. Mais en fait ce temps de
passage ainsi déterminé ne concerne que les spermatozoides qui parcourent le canal
épididymaire le plus rapidement. Une étude portant sur I'ensemble des spermato-
zoides marqués montre que les variations de fréquence de collectes influent beaucoup
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plus sur le passage de l'ensemble des spermatozoides dans 1'épididyme. La durée de
ce passage peut varier en effet de 7,5 jours. Ceci est confirmé par les variations d’acti-
vité du plasma séminal en fonction des collectes.

En cas de collectes peu fréquentes il se produit dans I'épididyme un mélange de
spermatozoides d’4dge différent et I’éjaculat obtenu forme une population hétérogéne.
Il n’est donc possible de déterminer qu'une durée de transit moyenne, tous les sper-
matozoides n’avangant pas a la méme vitesse dans 'épididyme.

Ces conclusions présentent une grande importance pour l'utilisation des Tau-
reaux dans les Centres d’Insémination Artificielle puisque 'homogénéité des éjacu-
lats dépend de la fréquence des collectes. Par ailleurs nos résultats montrent 1'im-
portance de la résorption des spermatozoides dans lappareil génital de Taureau.
I'intensité de celle-ci dépendant, elle aussi, de la fréquence des collectes.

Theése soutenue le 16 décembre 1961
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SUMMARY

EXPERIMENTAL RESEARCH ON THE SPEED OF PASSAGE OF SPERMATOZOA
THROUGH THE EPIDIDYMIS OF THE BULL

After leaving the testis spermatozoa undergo a process of physiological maturation in the epi-
didymis where power of fecundation and motility is achieved.

In this study, we attempted to determine : 1) the length of time that spermatozoa remain
in the epididymis of the bull and 2) the variations of this time of transit according to the frequency
of collection, with the use of isotopically labelled cells.

I.— In order to determine the speed of passage of spermatozoa in the epididymis, 1o bulls were
castrated at various times after the injection of 3*P and it was observed that, up to the goth day
after the injection, no spermatozoa with labelled DNA are found in the epididymis. Labelled sperm
begin to appear 41 days after the injection in the head of the epididymis (fig. g).

In order to detect their arrival in the tail of the epididynis, the variations of the radioactivity of
the spermatozoa in the ejaculate were simply followed, since these come from the ampulla of the
vas deferens and from the distal part of the tail of the epididymis. It was observed that, in animals
collected normally, 2 or 3 times per week, the spermatozoa with labelled DNA appear between the
49th and the s5th day after injection, with average time of detection on the 52nd day (fig. 13,
graph B).

It was concluded from this observation that spermatozoa take on the average 11 days to pass
through the epididymis, in animals lightly collected.

II. — Attempts were then made to find if it was possible to cause the length of timeof the
epididymal transit to vary, by changing the frequency of semen collection.

It was noted that, on the 4oth day after injection, there are no labelled spermatozoa in the head
of the epididymis, whether the animals were frequently collected or not (table 15). On the other
hand, on the 41st day after injection, labelled spermatozoa were consistently found. Therefore, the
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frequency of collection has no influence on the time of appearance of radioactive spermatozoa in the
head of the epididymis. As a consequence, any change in the time of appearance of these spermatozoa
in the ejaculate will come from a variation in the duration of the epididymal transit.

Experiments were then designed to determine if the appearance of the spermatozoa with labelled

- DNA in the ejaculate would be influenced by keeping the animals in sexual rest or by collecting eja-
culate 2 or 3 times per week or by submitting the animals to exhaustive collections,

Two animals, in sexual rest since the day of the 3P injection, were submitted to exhaustive
collection on the 49th day and on the 52nd day respectively. The specific radioactivity of the DNA,
weak in the first ejaculates, increased continually up to the final ejaculates, indicating thereby that
the spermatozoa with labelled DNA had already arrived in the tail of the epididymis on these two
dates.

In animals collected every 2 or 3 days and giving, in the period between the gist day after
injection and the date of appearance of the first labelled spermatozoa, an average of 1.3 to 4.3 X 10°
spermatozoa per day, the first spermatozoa with labelled DNA arrived the 52nd day after the
Injection in 7 out of 12 bulls.

It seemed then that the frequency of collection had no influence on the duration of passage
of the spermatozoa in the epididymis.

If the average number of spermatozoa collected per day were increased up to values of 1.4 to
14.4 X 10° it was possible to accelerate the passage of the radioactive spermatozoa through the
epididymis. This occurred, on the average, at the 4oth day.

It may then be concluded that, if the average number of spermatozoa collected per day does
not exceed 5 X 10° the differences in the frequency of collection has no influence on the speed of
passage in the epididymis of the first radioactive spermatozoa which appear in the ejaculate. Its
speed is about 11 days; but when this limit is exceeded the duration of transit may be shortened by
an average of 3 days. The frequency of collection has therefore an influence, weak, but certain, on
the duration of epididymal transit.

The time of passage thus determined concerns only the spermatozoa which travel along the
epididymal canal the most rapidly (that is, the first radioactive spermatozoa appearing in the eja-
culate). A study bearing on the totality of the labeled spermatozoa which is represented by the ma-
ximum of the curve of specific activity of the DNA shows that the variations of frequency of collec-
tion has much more influence on the passage of the totality of the spermatozoa in the epididymis.
The duration of the passage can vary, indeed, as much as 7.5 days (fig. 13). This is confirmed by
the vanations of activity of the seminal plasma, according to the frequency of collection (fig. 16).

III. — From all these preceeding results, the following conclusions can be made :

1° In the case of infrequent collection, a mixture of spermatozoa of differing ages takes place
in the epididymis and an ejaculate forms, from the point of view of age and degree of maturity of
the spermatozoa, a heterogeneous population.

2% Only an average duration of transit can be determined, since all the spermatozoa do not
advance at the same speed in the epididymis.

3° The examination of table 14 shows that there is no difference in the date of appearance of
radioactive spermatozoa in 3 bulls (707 — 8o1, — 8o1,) giving between the 41st and the 49th day
after injection a total number of spermatozoa of 16 X 10% 61 X 10% 115 X 10°%; in these three cases,
the first labelled spermatozoa arrive at the same date in the ejaculate. Then there is a resorption
of spermatozoa not only when animals are at the sexual rest but also when they are collected
frequently. The resorption of spermatozoa in the genital apparatus of the bull seems extremely
great and its intensity depends on the frequency of collection.
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