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INTRODUCTION

Chez les Néréidiens, des résultats récents (PORCHET, 1970 ; DURCHON
et PORCHET, 1971) montrent qu'il existe une relation étroite entre le déroule-
ment de 1'ovogendse et 1l'activité inhibitrice du cerveau, Ces données ont pu
&tre établies, en particulier, grfice & une méthode de dosage biologique de l'ac- .
tivité cérébrale (DURCHON et PORCHET, 1970, 1971). Chez Nereis pelagica L.
(DHAINAUT, 1970 a) et Perinereis cultrifera @rilbe (PORCHET, 1970),les synthéses

cytoplasmiques peuvent 8tre divisées en deux phases successives : période d'éla-

boration du vitellus pfotéieue puis période dfélaboration des glucides. Le pre-
mier type de synthéseé s'effectue en présence d'un taux élevé d'hormone inhibi-
trice. Le secondr n'est déclenché gque lorsque 1'inhibition cérébrale devient
trés faible (DURCHON et PARCHET, 1971).

Chez Nereis pel;gica, une étude eytologlaque et métabolique apprefondie

a permis de préciser gue les synthdses du cytoplasme étalent lides & une spécia-
lisation de 1'activité fonctionnelle de 1'appareil de Golgi (DHAINAUT, 1970 a).
Chez cette espéce DHAINAUT (1972) a constaté d'autre part un synchronisme entre
1'évelution du nucléole et les étapes successives de 1'activité cytoplasmique,
la régulation hormonale s'effectuant peut-8tre par 1'intermédiaire d'une modifi--
eation des informations d'erigine nucléaire.

Il importait de rechercher si une telle corrélation entre 1'évolution
du nucléole et celle du cytoplasme pouvait &tre étendue & un autre Néréidien.

Notre choix s'est porté sur Nereis diversicolor O.F. Miller pour plusleurs

raisons. Chez cette espéce, 1'élaboration du vitellus protéique occupe la ma-
Jeure partie de 1'ovogendse. Contrairement aux deux espices mentionnées précédem-
ment, les synthéses glucidiques sont assez limitées, De ce fait, les ovecytes

de N. diversicolor présentent des caractéristiques cytologiques tout & fait par-

ticuliéres qui rendent intéressante 1'étude de 1'évolution du nucléole,
D'autre part, la suppression expérimentale de 1'influence endocrine

du eerveau est suivie, chez N, diversicolor, d'une évolution ovocytaire dif-

férente de 1'ovogendse naturelle. En effet, si 1'ablation du cerveau détermine
une accélératimn de la croissance ovocytaire chez toutes les espéces étudides :
Platynereis dumerilii Aud. et M, Edward (HAUENSCHILD, 1956), N. pelagica
(CHOQUET, 1962), N. diversicolor (CLARK et RUSTON, 1963), PT cultrifera
(DHAINAUT et PORCHET, 1967), Nereis grubel Kinberg (SCHROEDER, 1971), la levée




expérimentale de 1'inhibition cérébrale entratne des effets cytologiques diffé-
rents suivant les espdces: Les ovocytes de P, cultrifera d'un diam®tre supérieur
& 140 p (DHAINAUT et PORCHET, 1967) et ceux de N. pelagica (DHAINAUT, 1970 b)

évoluent de fagon comparable & celle de 1l'ovogendse habituelle. Par contre,

quel: que soit leur stade initial, les ovocyvtes de N. diversicolor se carac-

térisent par une déviation de leur métabolisme et acquidrent  finalement une
structure anormale (BERTOUT et DHAINAUT, 1971).

I1 était donc intéressant d'étudier le comportement du nucléole en
condition anhormonale et de déterminer quel élément cellulaire (noyau ou cyto-
plasme) présentait la réponse la plus précoce & la levée expérimentale de 1'in-
hibition hormonale,

Enfin, la possibilité d'apnliquer & N. diversicoler la technique des
cultures organotypiques [PURCHON et SCHALLER, 1963%) présente l'avantage de pou-

voir expérimenter dans des conditions standards et facilement reproductibles.

Notre travail est divisé en trois parties, chacune d'elle étant envi-
sagée du triple point de vue cytochimique, auteradiographique et ultrastructu-
ral,

- la premi&re partie est consacrée a 1'évelution du nucléele au cours
de 1l'ovogenese naturelle,

- la seconde céncerne 1'évolution du nucléele au ceurs de 1l'ovegenése
expérimentale, Nous y examinens 1'effet de la supvression de 1l'activité cérébrale,

- dans la dernidre partie, nous étudicng 1'action d'inhibiteurs
métaboli!ues sur la structure du nucléole. L'hermone cérébrale exergant une in-
hibition dans le déroulement de 1'ovogendse, 1l était intéressant d'établir

une cemparaisen entre l'effet hormonal et celui d'antimétabelites.



MATERIEL ET TECHNIQUES

Les animaux ont été récoltés dans le port de Boulogne, Au laboratoire,
chaque individu est isolé dans un réd pient d'élevage contenant de l'eau de mer
filltrée, renouveldée tous les 3 jours. L'état génital de chaque femelle est ap-
précié en déterminant le diamétre ovoecytaire moyen a partir des mesures de plu-
sieurs ovocytes obtenus par ponction coelomique.

Nous n'envisagerons dans ce paragraphe que les techniques de la micros-
cople, qui sont communes aux trois parties de notre étude. Les méthodes relati-
ves & 1'ovogendgse expérimentale et & 1'emploi des inhibiteurs métaboliques se-

mnt exposées au début des chapitres correspondants.

I - CYTOCHIMIE

Les fragments de ver sont fixés soit par le liquide de Carnoy, soit
par le Bouin aqueux, soit par le formol & 10 % dans 1'eau de mer, en fonction
de 1'étude cytochimique envisagée. Les piéces sont ensuite incluses dans la pa-
raffine et coupées 2 5 P.d'épaisseur.

Les réactions cytochimiques que nous avons employées sont consigrdées
dans le tableau 1. Elles ont été conduites suivant les recommendations de GABE

(1968).

Tableau 1 -~ Réactions utilisées pour 1'étude cytochimique

! 1
E Réaction ' Contrdle ; Constituant mis en évidenceg
1 1
E Bleu de Toluidine pH 4,2, $ R N ase y ARN ;
1 1 !
g Fast Green nH 8,1 ;PZiigegyi321§§Zuzzs i Protéines basiques g
( ! ! Acidophilie totale )
( Fast Green pH 2,2 ! ! (Fonctions NHp libres) )
( N ! ! )
Bleu de Toluidine pH 9 ' ‘s .
g(SMETANA ot BUSCH, 1966) | ; Protéines acides g
( ! Blocage par : ! )
( Réaction au D.D.D. de !-Bichlorure de Mer- ! . . )
( BARNETT-SELIGMANN ! oure ' Protéines sulfhydrilées )
( ! -N-éthyl-maléinide ! )




N (-

IT - AUTORADIOGRAPHIE

Les animaux ont regu, proportionnellement & leur poids, une injection
d'un des précurseurs tritiés suivants, fournis var le CEA (Saclay) :
gfééi??-?@?’ Activité Spécifique : 20 Ci/mM. Chaque animal regoit 25 PCi par
gramme de poids frais,

L (-) Leucine 2 H (GL), A.S. : 145 m Ci/mM. Dose injectée : 20 /uCi/g.

L Arginine 2 H4, A.S. : 18 Ci/mM, Dose injectée : 100 pCi/g.

Les fixations sont effectuées, par le liquide de Carnoy ou le formol
3 10 %4, aprés des durées variables d'incorporation, dans le but de réaliser des
études cinétiques.

Afin de vérifier la spécificité des précurseurs utilisés, nous avons
procédé sur les coupes i divers contrbles par digestion enzymatique (ribonuclé-
ase, pepsine, trypsine) ou par hydrolyse chimique (Acide Trichloro-acétique
Normal & 60°°C pendant 3 heures dans le cas de 1l'uridine).

La technique autoradiographique utilisée est celle de FICQ (1961). Le
précurseur non incorporé est éliminé par l'acide perchlorique &2 1 %. Les coupes
sont ensuite recouvertes de 1'émulsion Ilford K 5. Aprés exposition, elles sont
soumises au Révélateur Kodak D 19 b pendant 3 mn, puis colorées par le rouge

solide et le picroindigocarmin,

IIT - MICRCSCOPIE ELECTRONIQUE

Les ovocytes isolés obtenus par ponction coclomique, ou les parapodes
contenant les cellules germinales sont fixés pendant 1 a 2 heures par la gluta-
raldéhyde & 3 % dans le tamnon phosphate 0,2 M. Une postfixation est effectuée
dans 1'osmium & 1 % pendant 1 heure.

Les pidces sont ensuite incluses dans 1'araldite. Les coupes ont été
contrastées par 1l'acétate d'uranyle 1 3 % dans le tampon de Michaelis pendant
20 mn puis par le citrate de plomb selon Reynolds pendant 8 mn.

Les préparations ont été examindes au microscope électronique Siemens
Elmisgkop 1.



CHAPTTRE T

EVOLUTION DU NUCLEOLE AU COURS DE L'OVOGENESE NATURELLE



RAPPEL DES DIFFERENTES ETAPES DE L'OVOGENESE DE N, DIVERSICOLOR

1 - Stade de Prévitellogendse : Le déroulement de la prophase de

la méiose s'accompagne d'une diminution puis d'une disparition de la coloration
de la chromatine par la réaction de FEULGEN. La prévitellogenése coincide avec
le début de la période du grand accroissement obocytaire caractérisé par 1'aug-

mentation de volume du cytoplasme,

2 - Stade de vitellogen&se protéique : Les granules de vitellus

protéique et les globules lipidiques apparaissent dans les ovocytes d'un diam®-
tre de 30 p environ. Les granules vitellins protéiques s'accroissent par incor-
poration de vésicules issues de 1'apparetl de Golgi (DHAINAUT, 1967). Le rdle
de cet organite dans la synth®se du vitellus protéique a été démontré en auto-
radiographie & haute résolution aprds injection de leucine tritide (DHAINAUT,
1967). La synthése des réserves vitellines ne coincide pas avec une chute des
synth&ses ribonucléiques comme c'est le cas chez de nombreuses espéces animales.

Chez N. diversicolor, le cytoplasme reste tras basophile et 1'uridine tritiée

s'incorpore intensément pendant toute la durde de la vitellogendse (DHAINAUT,

1964 ; BERTOUT et DHAINAUT, 1971).

% - Stade d'élaboration des glucides : A partir d'un diamétre de

150 a4 170 u, le glycogine apparalt dans le cytoplasme. Peu apres (180-190}u),

il est possible de mettre en évidence, dans la zone corticale,des mucopolysac-
charides acides et des glycoprotéines qui correspondent 3 1'édification des or-
ganites corticaux. (alvéoles mucopolysaccharidiques et granules corticaux). L'ap-
pareil de golgl subit des modifications et présente une morphologie caractéris-
tique du stade d'élaboration des polysaccharides (DHAINAUT, 1969 a). Cette orien-
tation métabolique nouvelle des dictyosomes ne semble pas corrélative d'un arrét
complet de la vitellogendse protéique, lnjection d'ecides aminds tritids étant toujours
suivie d'un marquage non négligeable au niveau de certains granules vitellins
(DHATNAUE, 1970 a). '

4 - Stade de Maturité : La maturité ne s'accompagne pas d'une re-

distribution des incusions cytoplasmiques comme chez les autres especes de Né-
réidiens. Au microseope électronique, ce stade est caractérisé par 1'involution
de 1'appreil de Golgi et par le grand développement des vésicules intranucléai-
res (DHAINAUT, 1969 b).



RESULTATS

I - ETUDE AU MICROSCOPE PHOTONIQUE

A - ETUDE CYTOCHIMIQUE

Pendant le plus grande partie de 1'ovogendse, le nucléole subit
un accroissement de taille parall®le % celui de 1l'ovoeyte. Le diam®tre nucléo-

laire représente, en moyenne, le 1/10 du diamdtre total de la cellule.

1 - Stade de vitellogenése protéigue (ovoeytes de 30 & 120 u)

Le Bleu de toluidine & pH 4,2 colore intensément le nucléo-
le au cours de ce stade (Pl. I, fig. 1 et 2). La disparition de toute coloration
apras digestion par la ribonucléase montre que le basophilie nucléolaire est
due & 1'ARN., La répartition de cet acide nucléique permet de distinguer 3 zones
dans le nucléole (Pl, I, fig., 2). On observe, de la périphérie vers le centre de
1'organite, une région corticale formée d'un matériel granuleux trés basophile,
une couronne intermédiaire homogéne colorée trés faiblement par le bleu de to-
luidine et enfin une zone centrale renfermant généralement de petites vacuoles
et dont la basophilie élevée rappelle celle de la région corticale., Cette struc-
ture du nuoléole se rencontre pendant toute la période de vitellogenzse. Seule
la zone corticale évolue : en coiffe ou en croissant (Pl. I, fig. 1) dere les
ovocytes jeunes (jusqu'a 60 p environ} elle s'étend progressivement & toute la
périphéric du nucléole pourrprendre la forme d'un anneau dans les ovocytes d'un

diametre supdrieur i 80 p (P1. I, fig. 2).

b - Protéines

L'étude cytochimique des protéines permet de retrouver
les 3 zones décrites précédemment. Elles se distinguent les unes des autres par
leur teneur différente en protéines basiques, acides et sulfhydriléss.

La répartition des g§9§§§g§§_§§§199§§ présente une grande
analogie avec celle de 1'ARN, leur mise en évidence par la méthode d'ALFERT et
GESCHWIND se traduisant par une coloration nettement moins intense dans la zone
intermédiaire que dans la région centrale et le croissant (ou 1'anneau) périphé-

rique (Pl. I, fig., 3). Par contre, seule la région intermédiaire retient le
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Tableau 2 - Caractéres cytochimiques des différentes zocnes du nucléole au

cours de 1'r~vorenase naturelle.

a - Stade de vitellcgennsce protéique.

! 1 ] 1 ! 1 )

. . Protéines ‘Protéines , Acidophilie, ‘s . .
Zones t 1 ! ; ! P 1Protéines! Protéines )
Nucléolaires! ARN | Dbasiques , basiques , totale ! Acides !sulfhydrildes)
; , 11ées & 1'ARN | 1libres ,(NHp libres), \ )
! ! ! ! ! ! )
Cortex ' 4+ ! + + ! - ! + ! + + ! - )
! ! ! ! ! ! )
! ! ! ! ! ! )
Zone ) , : ' : ' , )
intermedialre, + + ' + ' + + X + 4+ X + )
homogene : y ' | ; , )
! ! ! ! ! ! )
Zone : : , | | , )
centrale y + + ) - ' + , + + : + + )
vacuoliseée | : ' | | , )

b - Stade d'élaboration des glucides.

! ! ! ! ! ! )
Cortex by ! + ! - ! + Yo+ ! + )
! ! ! ! ! ! )
! ! ! ! ! ! )
Centre Do ! + o+ ! + ! + o+ Vo ! + o+ )
! ! ! ! ! ! )




Fast Green lorsque la coloration est effectuée sans hydrolyse préalable des aci-
des nucléiques (Pl. I, fig. 4), De méme, les fonctions amines libres détectées
par la méthode de l'acddophilie totale sont beaucoup plus nombreuses dans le cou-
ronne intermédiaire que dans les deux autres parties du nucléole (P1l. I, fig. 5).

Ces résultats suggdrent que les protéines basiques des zo-
nes centrale et corticale du nucléole se trouvent sous forme de complexes avec
1'ARN, tandis que la couronne intermédiaire renfermerait des protélnes basiques a
1'état libre.

Les g§9§§2g§§_991§§§ sont distribudes d'une maniére plus
uniforme comme le montre la coloration par le bleu de toluidine & pH 9 selon la
méthode de SMETANA et BUSCH (Pl. I, fig. 6).

Chacune des trois zones du nucléole présente une teneur
trées de la zone centrale vers la zone périphérique (Pl., I, fig. 7). Cette ré-
partition est trés nette chez les ovocytes jeunes., A partir d'un diamétre ovo-
cytatre de 8O‘f’ la zone intermédiaire acquiert une coloration aussi intense
que celle de la région centrale, mais le cortex donne toujours un résultat né-
gatif (Pl. I, fig. 8).

Les résultats cytochimiques obtenus au cours de cette pé-

rdode de 1'évolution ovocytaire sont récapitulds dans le tableau 2 a.

2 - Stade d'élaboration des glucides (ovocytes de 150 & 180 ).
¥

A ce stade de 1'évolution ovoeytaire, la répartition de la
basophilie dans le nucléole permet de distinguer deux zones concentriques :
1'une est homogéne, 1'autre d'aspect granuleux., Le composant homogéne se pré-
sente sous la forme Rl: I, fig. 9) d'un anneau ou d'un disque central. Il se
colore généralement d'ume maniére plus intense que le composant granuleux (P1.
IT, fig. 9) dont certaines parties deviennent compl®tement incolores & la fin
de ce stade ovocytaire (Pl., II, fig. 10).

Le taux des protéines basiques (Pl1., II, fig. 11), acides
(P1. II, fig. 12) et sulfhydrilées (Pl. II, fig. 13) est sensiblement identique
dans les deux parties du nucléole, Toutefois, la teneur en protéines du compo-
sant cortical granuleux semble diminuer chez les ovocytes proches de la maturité
(P1. II, fig. 13).

Les résultats concernant ce stade de 1'évolution nucléolaire

sont consignés dans le tableau 2 b.



3 - Stade de Maturité (ovoeytes de 200 ).
7

Durant ce stade ultime de 1'évolution nucléolaire, la taille
de 1'organite, qui n'avait cessé de s'accroltre jusqu'alors, diminue de maniére
tres sensible. Son diametre, de QO‘P 4 la fin du stade précédent, tombe a 15,P
environ,

Le nucléole est composé de deux hémisphéres (PL. II, fig. 14,
15 et 16) : 1'un posséde de nombreuses vacuoles et présente généralement une
forme irréguliere (P1l. II, fig. 14 et 16), l'autre, généralement de plus grande
taille, est de structure homogene.

Aprés application du test de MANN-DCMINICI, seul 1'hémisphére
de contour irrégulier révéle une basophilie, d'ailleurs réduite (Pl. TII, fig. 14),
Le Fast Green & pH alcalin colore les deux hémisphéres d'une maniére sensiblement
identique (P1, II, fig. 15). Les protéines acides sont légérement pluersgiéigggﬂk
au niveau de 1l'hémisphére homogene (Pl. II, fig. 16).

B - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE

1 - Incorporation d'uridine tritiée

L'incorporation d'uridine tritide pendant des temps courts se
traduit par un marquage intense du nucléole qui reste le seul site cellulaire
radioactif jusqu'a 6 heures epres 1'injection (P1.III, fig. 17). A partir de ce
moment, le marquage passe dans le cytoplasme mals demeure prépondérant au niveau
du nuecléole (Pl., ITII, fig. 18). La quantité de substances radioactives présentes
dans cet organite ne diminue de manidre sensible que 3 a L jours aprés 1'injec-
tion.

Cette cinétique d'incorporation est valable aussi bien pendant
la période de vitellogendse protéique que pendant la phase d'élaboration des
glucides. Les synth&ses ribonucléiques ne diminuent qu'a 1'approche de la matu-

rité, les ovocytes ayant atteint un diametre de 170 a lBOlp.

2 - Incorporation d'acides aminés tritiés

Le nucléole incorpore les acides aminés tritiés dés les temps
courts, il est alors le site cellulaire ou les protéines radioactives sont plus
concentrées (Pl. III, fig. 19 et 21). Le marquage nucléolaire diminue & partir

de 24 heures d'inecorporation (Pl, III, fig. 20 et 22).
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Une radioactivité nucléolaire non négligeable persiste 5 jours
aprés une injection de leucine ou de lysine (Pl., III, fig. 20). Par contre, il
ne subsiste qu'un nombre insignifiant de grains d'argent au niveau du nucléole

aprés une incorporation d'arginine (PlL. IITI, fig. 22).

IT - ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE

1 - Début de la prévitellogendse (ovocytes de 10 )
7

A ce stade, le nucléole est une masse arrondie en contact avec
la chromatine accolée & 1'enveloppe nucléaire (P1, IV, fig. 23), La périphérie
de l'organite est parfois en relation avec la chromatine du nucléoplasme. Celle-
ci se trouve sous forme de mottes de 2)1 environ qui se dispersent en €léments
de plus petite taille.

Le nucléole semble constitué uniquement par un matériel de na-
ture fibrillaire. La présence de petites vacuoles dans le partie la plus centrale
de 1'organite confére & cette zone une densité moins élevée que celle de la ré-
gion périphérique (P1. IV, fig. 23).

L'examen de 1'enveloppe nucléaire permet de déceler un passage
intense de matériel nucléoplasmique au niveau des pores. De. nombreuses extrusiong
d'une taille de 1000 A environ occupent, & proximité du noyau, une hande cytoplas-
mique de O,B)Pw A une distance plus éloignée de 1'enveloppe nucléaire, on observe
des agrégats de méme densité dlectronique que les extrusions mais de taille beau-

Lot e
couprimportante, pouvant atteindre 0’6,F (P1. IV, fig. 23).

2 - Prévitellogenése et vitellomenése protéique (ovocytes de

20 & 120 E)

Au cours de ces stades de 1'ovogendse la chromatine atteint son

maximum de dispersion. Il devient impossible de la discerner varmi les formations
nucléoplasmiques. Le nucléole se détache de 1l'enveloppe nucléaire et migre au
centre du noyau. Cette seconde phase de 1'évolution nucléolaire est caractérisde
par 1'éaboration et le développement de la zone granulaire., Celle-ci apparait &
un pdle du nucléole sous forme d'une coiffe ("nucleolar cap" des auteurs anglo-
saxons) (Pl, IV, fig. 24) puis s'étend progressivement & la périphérie de la zo-
ne fibrillaire en formant d'abord un croissant (Pl, VI, fig. 31 et 32) puis un

anneau,
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a - Structure des constituants nucléolaires

Zone fibrillaire : Comme au stade précédent, le constituant
fibrillaire se divise en deux zones concentriques)) la région la plus externe
ayant un aspect plus homogéne que la zone centrale,

Le composant fibrillaire le plus homogéne se trouve limité
4 sa périphérie par le cortex granulaire et du c6té interne par la zone fibrillai-
re centrale (Pl. VI, fig. 32). A fort grossissement, il apparait constitué de fi-
brilles d'un diametre moyen de B0 3 (P1. VII, fig. 33). En certains points, leur
disposition en un feutrage trés serré donne naissance & des amas denses de 500 a
1000 4 (P1. IV, fig. 25 et P1l. VII, fig. 33).

La seconde partie du constituant fibrillaire est parcourue
par un réseau de fines lecunes., Pour éviter toute confusion avec la zone fibrillaire
homogéne, nous lui avons attribué le terme de zone fibrillaire lacunaire. Outre
la présence de lacunes, le caractére hétérogéne de ce constituant est renforcé
par la présence d'éléments granulaires de tailles diverses (100 & 200 A)., Il est
difficile de préciser s'il s'agit véritablement de granules ou de faisceaux de
fibrilles coupées transversalement (P1l, VIL, fig. 34).

zone granulaire : Le composant granulaire constitue le cor-
tex nucléolaire. L'observation & fort grossissement montre qu'il est formé de
granules de 150 A enrobés dans une matrice relativement dense aux électrons. Les
granules sont disposés en trebdcules de 1000 A d'épaisseur, anastomosés en une
sorte de réseau (Pl, V, fig, 26). Les espaces compris entre les mailles de ce ré-
seau sont d'une densité comparable & celle du nucléoplasme.

Les trabécules les plus externes se dissocient en fragments
de 1000 & 2 000 A. Cette fragmentation de la zone corticale du nucléole semble
particuli®rement active dans les ovocytes d'un diametre de 80 & lOO‘f (P1. vII,
fig. 34 et 35),

En plus de ces fragments de petite taille, des masses sphé-
riques de O,BIP.en moyenne sont parfois libérées & partir du cortex nucléolaire
(P1. VII, fig. 35). Ces formations, qui semblent essentiellement de nature fi-
brillaire, se retrouvent & proximité de 1l'enveloppe nucléaire (Pl, VII, fig. 36).

Formations nucléoplasmiques ct_extrusions nucléaires

. Corps s;hériques ou ovoides : d'une taille constante de
1,5‘y.(Pl. VvV, fig. 27 et P1l, VIII, fig. 37), ils sont au nombre de quelques uni-
tés par noyau. Ils rourraient correspondre aux "corps nucléaires" décrits dans

les cellules de plusieurs espéces (BOUTEILLE et al., 1967 ; KTSRSZENBAUM, 1969 :
ESPONDA et STOCKERT, 1971). Leur densité électronique est moins élevée que celle
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des granulations nucléoplasmiques et il ne semble pas exister de rapports entre
ces deux types de constituants nucléaires.

« Granulations nucléoplasmiques : elles proviennent vraisem-
blablement des.fragments de 1000.5?2090'3 issus de la zone g mnulaire du nucléole
(PL. v, fig. 26 et Pl, VII, fig. 34). Ces granulations sont constitudes d'éléments
de 100 A disposés dans une matrice trés dense aux électrons (Pl. V, fig. 28 et Pl.
VIII, fig. 38). Elles se regroupent le long de 1'enveloppe nucléaire et peuvent
alors fusionner partiellement (Pl, V, fig. 28 ; Pl. VI, fig. 31 et Pl. VII, fig.
36) .

. Les extrusions nucléaires sont nombreuses au niveau des
pores de l'enveloppe. Certaines images (Pl. V, fig. 28) montrent une relation
entre les granulations nucléoplasmiques et le contenu des pores. Celui-ci s'écou-
le dans le cytoplasme en massifs de 500 a 1000 3 (P1, Vv, fig. 29) qui se locali-
sent & proximité du noyau (Pl. V, fig. 29). A une distance plus grande de ce der-
nier, ces petits massifs s'associent en agrégats cytoplasmiques de taille beau-

coup plus importante (I,F)’ fréquemment entourés de mitochondries (Pl. V, fig. 30).

b - Evolution structurale des constituants nucléolaires a
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A partir d'un diamétre ovocytaire de lOOly.environ, le nu-
cléole subit progressivement des modifications de structure. Elles intéressent
essentiellement la zone granulaire dont 1'organisation typique en trabdcules dis-
paralt, pour faire place peu & peu & une zone d'aspect plus homogéne, En méme temps,
les processus de dissociation de ce cortex granulaire se raréfient et le contour
du nucléole devient plus régulier.

La figure 37 de la Planche VIITI illustre cette forme de transition. Des
trabéaldes & matériel granulaire en cours de dissociation sont encore visibles &
la périphérie. Par contre, la partie la plus interne du composant granulaire est
beaucoup plus compacte par suite du rétrécissement des espaces clairs compris
entre les trabdcules. La zone fibrillaire occupe toujours le centre du rucléole

et conserve le méme aspect.

% - Stade d'élaboration des glucides (ovocytes de 140 & 180 1)
7

A partir d'un diamétre ovoeytaire de 140 B, le nucléole présente
1'aspect caractéristique de la période d'élaboration des gfucides. La zone granu-
laire ne se limite plus au cortex de 1l'organite mais en occupe la plus grande par-
tie. Le composant fibrillaire est constitué de plages dispersées dans le matériel

granulaire (Pl. IX, fig. 39). Des vacuoles n'atteignant que rarement un dévelop-
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pement important, sont parfois visibles dans la région centrale de certains ovo-
ceytes (Pl., IX, fig. 39). Chez d'autres, les plages fibrillaires se regroupent

pour former un anneau (Pl, IX, fig. 40).

a - Structure des différents constituants

- - " = " - o = -

999§§}§g§§§_§29211%§§§§ : A faible grossissement, il apparait
sous forme de zones d'aspect homogeéne et de forte densité aux élecetrons (P1. IX,
fig. 39). Un grossissement plus élevé permet de discerner un feutrage serré de
fibrilles de 50 Z de diamdtre (Pl. IX, fig. 41). Cette ultrastructure rappelle
celle de la zone fibrillaire homogéne du stade préecédent., Le contour des plages
fibrillaires est trés irrégulier et souvent difficile & définir étant donné leur
intrication étroite avec le composant granulaire (Pl. IX, fig. 41).

Constituant granulaire : I1 subit des modifications impor-
tantes, Les granules sont dispersés parmi des fibrilles d'un diamdtre de 50 A
(P1, IX, fig. 42), ce qui confére & ce matériel une structure fibrillo-granulaire,
terme que nous utiliseront des ce stade pour qualifier ce composant nucléolaire,

La périphérie de la zone fibrillo-granulaire libére des
formations d'une taille moyenne de 1000 A. Celles-ci semblent donner naissance,
comme au stade précédent, aux granulations nucléoplasmiques qui s'agglomdrent

prés de 1'enveloppe nucléaire.

b - Evolution structurale des constituants nucléolaires 3
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A partir d'un diamdtre de l70‘y, le nucléole présente une
évolution complexe qui sera exposée essentiellement & 1'aide de 1'illustration
(P1, X, fig. 43 et 44). En section, le matériel fibrillaire apparalt disposé en
un anneau (Pl. X, fig. 43) puis en un disque (P1l, X, fig. 44). En ce qui concerne
le compcsant fibrillo-granulaire, on assiste & une chute du nombre de granules au
fur et a mesure que l'ovooyte progresse vers la maturité,

Les granulations nucléoplasmiques sont toujours présentes
& proximité de 1l'enveloppe nucléaire (Pl. X, fig.45). Les vésicules intranucléai-
res (DHAINAUT, 1969 b) commencent & se¢ constituer & ce stade (Pl. X, fig. 46). Les

extrusions nucléeires sont rares dans le cytoplasme périnucléaire (P1l, X, fig. 46),

4 - Stade de maturité (ovocytes de 180 & 200 )
J

Durant la phase ultime de son évolution, les constituants nu-

déolaires se ségrégent en deux hémisphéres de densité différente aux électrons.
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Chacun se caractérise, de plus, par un type particulier de wvacuole (P1l, XI,
fig. 47).

On assiste en méme temps & la désagrégation du nucléole (P1l. XI,
fig. 48). Ce processus semble & 1l'origine des nombreux "micro-nucléoles" qui en-

vahissent le nucléoplasme.

a - Hémisphére fibrillaire dense

I1 s'agit de la partie du nucléole ou les phénoménes de
dissociation sont les plus avancés (Pl., XI, fig. 47 et 48),

Cette zone est composée d'un feutrage de fibrilles trés
serrées, parsemé d'espaces plus clairs ol apparaissent des granules de taille
élevée (200-300 A) (P1. XI, fig. 49).

Les vacuoles, d'un diamétre de plusieurs microns, présen-

tent un contour trds irpégulier.\La dispersion du matériel nucléolaire bordant
les vacuoles contribuea(%i?n§ﬁ,af%2§r4§02§?%5)?nizzp%%gu%ﬁggu%zgxplus périphé-

riques s'ouvrent dans le nucléoplasme par rupture de leur bord externe qui se

fragmente en formations de 0,5}u environ (Pl. XI, fig. 48),

b - Hémisphére fibrillaire clair

L= seconde partie du nucléole sst constitude d'un matériel
fibrillaire de plus faible densité que celui de 1'autre hémisphére (Pl. XII, fig.
50 et 51). Ce matériel semble résulter de la dégranulation compldte du composant
fibrillo-granulaire déerit au stade précédent.

Les vacuoles sont de petite taille (O,5)p) et possedent
un contenu diffus (P1l. XII, fig. 51).

La périphérie de cet hémisphére ne subit pas de dislocation
et son contour est donc nettement plus régulier que celui de 1'autre région du
nucléole,

¢ - Micronucléoles

- e - oy - tas -

La densité du nucléoplasme augmente par rapport aux stades
précédents, On observe, d'autre part, la présence de nombreuses formations dont
la structure est comparable & celle du nucléole, Nous leur avons donné le nom de
"mieronucléoles", Ils se divisent en deux catégories,
ils sont les plus nombreux. Leur structure fibrillaire (P1l. XIII, fig. 52) rap-
pelle celle de 1'hémisphére dense du nucléole. Ils résultent vraisemblablement

de la fragmentation de cette zone (P1l. XI, fig. 48).
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. M§9§9§99l§9l§§_9}§§§§ ¢ Beaucoup plus rares que les pre-
miers, ils ont une taille qui varie de 1 & B}L Ils sont formés d'un matériel
fibrillaire organisé en une trame trés liche (P1l. XITI, fig. 52), Leur origine

est assez énigmatique.

On observe fréquemment une relation entre des micronucléo-
les et les vésicules intranucléaires qui atteignent & ce stade leur développement

maximal (Pl. XIII, fig. 53 et 54),



DISCUS3SION

I - RELATIONS ENTRE LES RESULTATS CYTOCHIMIQUES ET LES
OBSERVATIONS AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE

1 - Stade de vitellogenese protéique

Pendant cette période, le nucléole de l'ovocyte est formé de
brois zones concentriques mises en évidence & la fols par les technilgues cyto-
chimiques et par 1'examen ultrastructural. La zone corticale, riche en ARN et
en protéines (dont certaines présentent des caractéres basiques, d'autres des
caractéres acides) apparalt de nature granulaire au microscope électronique. La
zone intermédiaire posséde une structure fibrillaire. L'dtude cytochimique montre
qu'elle renferme essentiellement des protéines, sa teneur en ARN étant trés fai-
ble. La zone centrale est également de nature fibrillaire mais se distingue de 1la
précédente, au microscope électronique, par son aspect beaucoup moins homogéne.

La localisation corticale de la basophille dans les nucléoles
de divrers types cellulaires, et notamment des ovocytes, est un fait classique.

De telles structures nucléolaires ont été décrites, sous le nom d'"amphinucléoles”
au cours d'études réalisées au microicope photonique (RAVEN, 1961). Des travaux
plus récents ont montré, comme dans le cas de notre matériel, que la basophilie
était particuli®rement élevée au niveau du composant granulaire (PASTEELS, 1965 ;
HAY et GURDON, 1967 ; GIMENEZ-MARTIN et STOCKERT, 1970). Pour HAY et GURDON (1967),

cette propriété serait due & un rapport ARN/Protéines plus élevé dans la zone

°

granulaire que dans la zone fibrillaire.

La disposition du constituant granulaire en trabécules lnucléo~
lonemed) 2 la périphérie d'un centre fibrillaire compact est relativement fréquent.
Ce type d'organisation se rencontre dans la glande salivaire de diptére (JACOB et
SIRLIN, 1964), 1'embryon de rat (SZOLLOSI, cité par BUSCH et SMETANA, 1970), 1'ovo-
cyte d'Amphibien (MILLER, 1966), le spermatocyte d'escargot (ESPONDA et STOCKERT,
1970), la microspore de mals (SWIFT et STEVENS, 1966). Cette séparation des cons-
tituants granulaire et fibrillaire en deux régions distinctes a été qualifiée de
"ségrégation naturelle" par certains auteurs (GIMENEZ—MARTI?It %ggo ; gAJCZENKO et
al., 1969 ; REDDY et SVOBODA, 1972). GIMENEZ-MARTIN et STOCKER%}9281 rapprochent
ce phénomeéne de la ségrégation nucléolaire provoquée par les inhibiteurs de la
synthése de 1'ARN, pensent qu'il est corrélatif d'un arrét des synthéses ribonu-

cléiques. Ceci ne semble pas &tre le cas de notre matériel. En effet, on observe



une telle répartition des constituants du nucléole pendant toute la durée de la
vitellogenése, période pendant laquelle 1'étude autoradiographique montre que les
synthéses nucléolaires et le transfert nucléocytoplasmique de 1'ARN sont considé-

rablement élevés.

La présence dans le nucléole de 1'ovocyte de N. diversicolor

de deux zones fibrillaires constitue, par ailleurs, un type de structure assez
rarement décrit., Une telle dualité du constituant fibrillaire a surtout été si-
gnalée dans les nucléoles en nucléolonémes des cellules de Mammiféres (RECHER
et al., 1969 ; PATLLIPS et PHILLiPS, 1971 ; CHOUINARD, 1971). Dans 1l'ovocyte de
N, pelagica, DHAINAUI' (1972) distingue le composant fibrillaire dense des "la-
mes' nucléolaires et les "bloes" fibrillaires comportant des lacunes de faible

densité aux électrons.

2 - Stade d'élaboration des glucides

Au cours de la seconde phase de son évolution, le nucléole ne
comporte plus que deux parties : une zone fibrillaire de densité électronique
élevée et une zone de structure fibrillo-granulaire. Ces deux composants pré-
sentent des propriétés cytochimiques assez semblables.

Cette réorganisation du nucléole s'accompagne de modifications
structurales complexes dont certaines modalités demeurent,pour 1'instant, incon-
nues, L’origine du composant fibrillaire est, par exemple, assez énigmatique. En
effet, si l'ultrastructure de ce derier est assez semblable & celle de la zone
fibrillaire homogdne du stade précédent, 1'dtude cytochimique rend difficile une
filiation entre ces deux formations.

Par contre, les modirications du composant granulaire, qui perd
sa disposition en trabécules et devient de nature fibrillo-granulaire, paraissent
moins complexes. Il semble que cette évolution s'effectue par rétrécissement pro-
gressif des espaces clairs compris entre les trabécules ; 1'appareil nucléolaire
de 1'ovocyte de N. diversicolor ne présentant pas les processus complexes de

dislocation et de réédification observés chez N. pelagica (DHAINAUT, 1972).

A 1'approche de la maturité, la diminution de la teneur en ARN
et en protéines de la zone fibrillo-granulaire coincide avec sa dégranulation.
La basophilie réduite et la nature essentiellement fibrillaire du matériel nu-
clénlaire sont des traits caractéristiques de 1'ovoeyte 8zé chez de nombreuses
especes (RAVEN, 1961 ; PARSONS, 1CS4 ; MILIONIG et al., 1968 ; CHOUINARD, 1971).



IT - ROLE DU NUCLEOLE DANS LES SYNTHESES RIBONUCLEOPROTEIQUES

1 - Rappel des connaissances actuelles sur les synthéses nucléolaires

Gr8ce a des travaux biochimiques effectués surtout sur les
cellules de Mammiféres (revue dans PERRY, 1069) mais également sur les ovocytes
d'Amphibiens (GALL, 1966) et les glandes salivaires de Diptéres (RINGBORG et
RYLANDER, 1971), on sait que les grandes molécules précurseurs d'ARN ribosomal
(45 3) sont transcrites au niveau des cistrons codant 1'ARNr (ADNr) contenus
dans 1'ADN nucléolaire, Le clivage de ce précurseur 45 S donne naissance aux
ARN nucléolaires 32 et 18 8. L'ARN 18 8 quitte rapidement le nucléole tandis que
1'ARN 32 S est transformé en ARN 28 S avant son transfert dans le cytoplasme.
De plus, il a été montré que ces différentes fractions d'ARN nucléolaire sont
lides & des protéines et que les clivages successifs des molécules précurseurs
s'effectuent sous forme de ribonucléoprotéines (PERRY, 1969) selon le schéma
suivant preposé par SCHERRER (BUSCH et SMETANA, 1970) :

RNPS5S __ . RNE5QS

RNP 80 S X RNP (70 S) 7 (ARN 32 8) (ARN #8 3)
(ARN 45 3) (ARN 41, 36 8) ~ _

~ RNP 46 S RNP 30 S

(ARN 28 8) ” (ARN 18 8)

La cenfrontation de ces travaux biochimiques et des résultats
obtenus grice aux techniques de la microscopie électronique (digestions enzyma-
tiques, auteradiegraphie & haute réselutioen) a permis d'interpréter 1'ultrastruc-
ture du nucléele en fenction du rdle joué par cet organite dans la synthése des
ribosomes, L'ADN nucléolaire a été morphologiquement démontré (GRANBOULAN et
GRANBOULAN, 1964 ; UNUMA et al., 1968). Le précurseur 45 S gerais localisé au
niveau de la zene fibrillaire (GRANBOULAN et GRANBOULAN, 1964 ; BERNHARD et
GRANBOULAN, 1968). Le "core" fibrillaire du nucléele de 1l'ovocyte d'Amphiblen
est formé d'un leng filament d'ADN auquel sont attachées des fibrilles ribonu-
cléoprotéiques qui représenteraient 1'ARN 45 S en cours de synthése (MILLER, 1966 ;
MILLER et BEATTY, 1969), Les fibrilles seralent & 1l'origine des granules ribenu-
cléeprotéiques (MARINOZZI et BERNHARD, 1963 ; GEUSKENS et BERNHARD, 1966), Ceux-
el pourraient représenter le support morphologicue des sous-unités ribosomales
de grande taille (60 8) renfermant 1'ARN 28 S (BSRNHARD et GRANBOULAN, 1968 ;
MILLER et BEAMTY, 1969 ; NOEL et al,, 1971 ; KOSHIBA et al,, 1971),
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2 - Probldme- de 1'ADN nucléolaire dans 1'ovoeyte de N. diversicolor

Ces conceptions supposent la présence, dans le nucléole, d'ADN
partir duquel s'effectue la synthése de 1'ARNr. Dans le noyau de l'ovocyte de

a
N. diversicolor, la chromatine devient morphologiquement indécelable dés le début

de la phase de prévitellogenése, tant au niveau du nucléoplasme que du nucléole.
De plus, on assiste,a partir de ce stade, & la disparition de la co’oration par
la réaction de Feulgen et & la suppression de toute la basophilie aprés action de
1'ARNase, Ceci rend difficile la détection de 1'ADN dans 1'ensemble du noyau et
a fortiori dans le nucléole.

En ce qui concerne 1'ADN intranucléolaire, on est amené & en-
visager une intrication étroite avec les constituants du nucléole telle que les
méthodes de digestion enzymatique ne permettent pas sa localisation au microscope
photonique. Nous envisageens d'employer ultérieurement ces techniques & 1'échel-

le de la mieroscopie électronique,

3 - Synth&se des ribonucléoprotéines nucléolaires dans 1'ovocyte

de N, diversicolor

L'étude cinétique de 1'incorporation de 1'uridine tritide dans

les ovocytes de N. diversicolor montre que le nucléole est le site de synthése

prépondérant de 1'ARN destiné au cytoplasme. Ces résultats s'intdgrent aux con-
naissances actuelles sur les syntheses ribonucléiques au cours de 1'ovogengse,

En effet, la majeure partie de 1'ARN synthétisé par les ovocytes serait de nature
ribosomale (revue dans DAVIDSON, 1969), cet ARN ribosomal étant d'origine nucléo-
laire dans les ovocytes (GALL, 1966 ; MILLER et BEATTY, 1969), comme dans les
autres types cellulaires.

Notre étude autoradiographique aprés injection d'acides aminés
radioactifs permet de constater que des protéines migrent, comme 1'ARN, du nu-
cléole vers le cytoplasme. Ces résultats sont en accord avec le fait que le cli-
mage des ARN nucléolaires et le transfert nucléo-cytoplasmique de 1'ARN riboso-
mal s'effectuent sous la forme de ribonucléoprotéines (PERRY, 1969).

Les résultats cytochimiques suggérent que le nucléole de 1'ovo-
cyte de N, diversicolor renfermg degoﬁrotéines basiques lides & 1'ARN, comme
chez les Amphibiens (MAC GREGGOR, 1971). En outre, 1'étude autoradiographique

de notre matériel indique une similitude remarquable entre la migration nucléo-
cytoplasmique de 1'ARN et celle des protéines riches en arginine, Pour certains
auteurs, les protéines basiques du nucléole seraient les précurseurs de protéines
ribosomales (MUNDELL, 1968) et formeraient des complexes avec 1'ARNr dds sa syn-
thése dans le nucléole (SUSKIND, 1965).
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Les protéines acides que nous avons mises en évidence corres-
pondent vraisemblablement, pour une grande part, aux protéines "résiduelles"
isolées par des méthodes biochimiques a partir des nucléoles de divers types
cellulaires (BIRNSTIEL et al., 1964 ; BUSCH, 1965).

Les protéines sulfhydrilées sont particuliérement abondantes
dans le nucléole ovocytaire de N. diversicolor. GABE et MARTOJA-PIERSON (1956)

ont montré une similitude entre la répartition de ces oomposés et celle de 1'ARN
chez différents types de nucléoles. Nous avons retrouvé une telle répartition,
dans notre matériel, au niveau du constituant fibrillaire, Par contre, les gra-
nules ribonucléoprotéiques de la zone corticale ne semblent pas renfermer de

fonctions sulfhydriles.

III - RELATIONS ENTRE L'EVOLUTION NUCLEOLATRE ET LES
VARIATIONS DE L'ACTIVITE CEREERALE

Un des traits les plus marquants de 1'évolution du nucléole au cours
de 1'ovogendse des Néréidiens porte sur la reconversion structurale de cet orga-
nite lorsque 1'ovocyte passe de la phase de vitellogenése protéique & celle d'é-
laboration des glucides. On sait, d'autre part, que le déroulement de 1'ovogenese
est soumis aux variations du taux d'hormone cérébrale (PORCHET, 1970 ; DURCHON
et PORCHET, 1971).

Nous envisagerons successivement la signification possible des trans-
formations nucléolaires lors de la reconversion des synthéses cytoplasmiques et

leurs relations avec les variations du taux hormonal.

1 - Signification de 1'évolution structurale du nucléole

Chez N. diversicolor, il est possible de caractériser chacun

des stades ovocytaires par une ultrastructure nucléolaire spécifique. Chez N,
pelagica, les cycles d'activité nucléolaire se superposent également aux étapes
de 1'évolution cytoplasmique (DHAINAUT, 1972). Ce remaniement ultrastructural
du nucléole des ovocytes de Néréidiens correspond vraisemblablement & une nou-
velle orientation des synth®ses nucléolaires (DHAINAUT, 1972). En effet, si
1'activité du nucléole ééé;t uniquement centrée sur la production d'ARN ribo-
somal, on congoit mal pourquoi sa structure subitait des transformations lors
d'une reconversion des synthéses cytoplasmiques, Cette évolution nucléolaire ne
peut donc s'expliquer qu'en fonction d'un réle dans la transmission de 1'infor-

mation génique.
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Un certain nombre de travaux récents montrent en effet que le
nucléole peut contréler la production et le transfert de 1'ARN messager. Chez
les érythrocytes, le nucléole intervient dans le transfert nucléocytoplasmique
de son propre ARN mais également de 1'ARN synthétisé dans les autres régions
du noyau (HARRIS et al., 1969 ; SIDEECTTOM et HARRIS, 1969)., CHOI et BUSCH
(1969) signalent dans le nucléole de cellules de Mammiféres, la présence d'un
ARN de haut poids moléculaire, différent de 1'ARN ribosomal. L'ensemble & ces tra-
vaux suggre que 1'MN messager nouvelemert syrthétisé doit s Her & 1'ARN ribosanal da nucléoke avant
son transfert dans lc cytoplasme (BUSCH et SMETANA, 1970, pp. 10, 165 et 265).

Dans le cas de 1'ovogenése des Néréidiens, une telle fonction
du nucléole dans le transfert nucléocytoplasmique des ARN m, permettrait d'ex-
pliquer la reconversion structurale survenant lors d'une nouvelle orientation
des synthéses cytoplasmiques. Celles-ci étant régies par des ARN messagers
spécifiques, on peut admettre que toute modification dans la nature des ARN m

synthétisés soit corrélative d'un remaniement structural du nucléole.

2 - Relations entre la structure du nucléole et le taux hormonal

L'étude quantitative de 1'activité cérébrale réalisée par
DURCHON et PORCHET (1970) nous a permis de faire correspondre chaque €tape de
1'évolution nucléolaire & un taux déterminé d'hormone cérébrale (Schéma 1),

En prenant comme test le déelenchement de la spermatogenése de N, diversicolor,

ces auteurs ont dosé 1l'activité cérébrale de femelles d'Ages divers. La mesure
de l'activité cérébrale donne une idée du taux d'hormone., Le diamdtre ovocy-
taire moyen étant le critdre utilisé pour évaluer 1'Age des animaux, une cour-
be de 1'activité endocrine du cerveau a été tracée en fonction du diamétre des
ovocytes,

Les différentes phases de 1'évolution du nucléole ont été
confrontées aux étapes de 1'ovogendse et aux variations de 1'activité hormona-
le correspondantes.

- Ovocytes d'un diamétre inférieur & SOIP.(Prévitellogenése
et début de la vitellogenese). Activité hormonale maximale (2). Apparition et
extension de la zone granulaire en trabdcules (Schéma 1 a).

- Ovocytes de 50 & lOO’p (Vitellogenése). Diminution rapide
de 1'activité hormonale (de 2 & 0,4), L'élaboration et 1l'effritement de la

zone granulairesegt trés intenses (Schéma 1 b).



SCHEMA 1

Evolution du nucléole en fonetion de 1l'aetivité endocrine cérébrale,
Courbe de 1'aetivité endocrine en fonetion du diamétre ovocytaire
d'aprés DURCHON et PORCHET (1970).

Elaboration de la zone granulaire (G) en trabécules au début de la

phase de vitellogendse protéique,

Structure du nucléole au cours de la phase de vitellogenése proetéique
zone fibrillaire lacunaire (FL), zone fibrillaire homogéne (FH), zone

granulaire (G).

Strueture du nucléele au cours de la phase d'élaboration des gluci-
des : plages fibrillaires (F) dispersées dans le composant fibrillo-

granulaire (FG).

Regroupement des plages fibrillaires en un anneau (AF) & la fin du

stade d'élaboratien des glueides.

Ségrégation des constituants nucléolaires chez les ovoeytes matures,
BFD : hémisphére fibrillaire dense. HFC : hémisphére fibrillaire

clair,

3
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- Ovoeytes de 100 & ISO‘P (Fin de la vitellogenése, début de
la phase d'élaboration des glucides)., Diminution lente de 1'activité hormonale
(de 0,4 & 0,2), On assiste & la disparition de la zone granulaire typique et &
son remplacement par une zone fibrillo~granulaire (Schéma 1 c).

- Ovocytes de 150 & 180 p (Phase d'élaboration des glucides).
Derniére diminution de 1'activité hormonale qui devient nulle. Dégranulation de
la zone fibrillo-granulaire et regroupement du constituant fibrillaire (Schéma
14d).

- Ovocytes d'un diametre supérieur a 180)u (Maturité). Acti-
vité hormonale nulle. Ségrégation des constituants nucléolaires. Vacuolisation
et dislocation du nucléole (Schéma 1 e).

L'évolution nucléolaire est donc étroitement lide au taux
d'hormone cérébrale. En particulier, la zone granulaire en trabécules, spéci-
fique de la phase de vitellogengse, semble corrélative d'un taux hormonal élevé,
Elle disparalt aprés une diminution rapide de la quantité d'hormone produite
par le cerveau. Par contre, 1l'organisation nucléolaire typique de la période
d'élaboration des glucides ne se constitue qu'en dessous d'un seuil se situant

aux environs de 0,4,
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RAPPELS DES TRAVAUX EXPERIMENTAUX EFFECTUES SUR L'OVOGENESE DE N. DIVERSICOLOR

L'effet de la suppression du facteur hormonal sur 1l'évolution ovocy-

taire, a été étudiée, chez N. diversicolor, par deux méthodes : in vivo, apres

décérébration des animaux, et in vitro, par isolement des parapodes en culture
organotypique.

In vivo, une comparaison entre les ovocytes subissant 1'inhibition
cérébrale et les ovocytes évoluant en absence de cerveau a été réalisée du
point de vue biométrique, cytochimique et autoradiographique (BERTOUT et
DHAINAUT, 1971). La suppression du facteur hormonal provoque une augmentation
du volume ovocytaire aprés une période de latence de 5 jours.

L'étude cytochimique permet de constater que les ovocytes acquiérent
une structure particuli®re qui n'est jamais observée au cours de 1'ovogenése
naturelle. Aprés une évolution expérimentale de 3 & 4 semaines, 1'ARN cytoplas-
mique se concentre en une zone basophile entourant le noyau tandis que les glo-
bules lipidiques et les granules vitellins sont repoussés & la périphérie de
la cellule. Cette maturation expérimentale aboutit & une dégénérescence.

Les résultats autoradiographiques montrent que les synthéses d'ARN
sont tres intenses au cours de la phase précoce de 1'ovogenése expérimentale
(jusqu'a 10 & 15 jours aprés la déeérébration) et qu'elles diminuent ensuite
pour devenir insignifiantes aprés 20jours d'évolution en condition anhormonale.
Les synthéses protéiques sont également tres élevées, Jjusqu'au 15e jour de 1'ex-
périence, mais 1'incorporation d'acides aminds radioactifs n'est plus suivie
d'un marquage au niveau des granules vitellins. La suppression brutale de la
source hormonale se¢ traduit donc par un arrét précoce de la vitellogenése pro-
téique et une nouvelle orientation des synthéses ovocytaire (BERTOUT et DHAINAUT,
1971). La phase tardive de 1l'évolution expérimentale voit les synthéses de pro-
téines devenir pratiquement nulles,

L'évolution ovocytaire aprés expérimentation in vivo a été également
etudiée au microscope électronique (DHAINAUT, 1970 a). Les modifications de
1'appareil de Golgl sont particuliérement intéressantes. En effet, aprés avoir
élaboré un nombre restreint d'organites corticaux, les dictyosomes entrent ra-
pidement en dégénérescence,

In vitro, une évolution ovocytaire comparable a été observée en ab-
sence d'hormone. La culture organotypique a permis, en outre, par 1l'associa-
tion de prostomiums & des parapodes en cours d'évolution en condition anhormonale,

d'étudier 1'effet d'un rétablissement de 1'inhibition cérébrale sur 1'ovogenése
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expérimentale. Les résultats obtenus montrent que la réassociation d'un pros-
tomium & un parapode isolé.pendant une période inférieure & 6 jours, inhibe

le processus de maturation expérimentale et de dégénérescence (DURCHON et al.,

1965) .



TECHNTQUES

Expérimentation in vivo

Les animaux sont coupés en deux trongons par une section transver-
sale dans la région médiane du corps. Chacun des deux fragments est isolé
dans un récipient d'élevage et maintenu & une température variant de 10 & 15° C.
Les ovocytes de la région postérieure se trouvent ainsi soustraits a
1'action de 1'hormone cérébrale tandis que la région antérieure contimue & su-

bir 1'influence endocrine du cerveau et sert de témoin.

Expérimentation in vitro (culture organotypique)

Les vers sont isolés pendant 4 jours en eau de mer stérile addition-
née d'antibiotiques. Aprés dissection, les parapodes sont cultivés & 20° C sur
milieu semi-solide selon la technique de WOLF, La composition du milieu de
culture gélosé est celle mise au point par DURCHON et SCHALIER (1963).

Les ovocytes des parapodes isolés évoluent en absence d'hormone céré-
brale. Les ovocytes témoins sont obtenus en associant un parapode & un prosto-
mium d'individu jeune.

Lors de 1'étude autoradiographique, une variante de cette méthode
nous a permis d'obtenir un grand nombre d'ovoeytes maintenus dans des condi-
tions standards tout en évitant 1'accélération des processus provoguée par la
température de culture (20° C). Dix parapodes sont associés entre-eux,-avec ou
sans prostomium. Aprés 48 heures de culture & 20° C sur milieu gélosé, durée
suffisante pour permettre la soudure des différents organes entre-eux, les
organismes ainsi obtenus sont transférés,.a 10° C, en salidres contenant de

1'eau de mer stérile, additionnée du précurseur tritié.
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RESULTATS

Cette étude a été réalisée sur des ovocytes movenant soit de parties
postérieures d'animaux sectionnés en deux troncons, soit de cultures de parapo-
des isolés. Les modifications observées au niveau du nucléole sont identiques
dans les deux cas. La seule différence entre ces deux processus expérimentaux
réside dans la durée de 1'évolution nucléolaire. Tris variable in vivo, elle
est remarquablement constante et reproductible dans le cas des paranodes isolés.
Les cultures organotypiques offrent, en effet, la possibilité d'expérimenter
dans des conditions standards. Cette technique permet, en particulier, d'examiner
1'évolution d'ovocytes provenant d'une méme lignée cellulaire. En conséguence,
la majeure partie de nos résultats a été obtenue grfce & cette méthode d'expé-

rimentation,

I - EIUDE AU MICROSCOPE PHOTONIQUE

A - EFFETS DE LA SUPPRESSION DU FACTEUR HORMONAL SUR
L'EVOLUTION NUCLEOLAIRE

1 - Etude cytochimique aprés expérimentation in vitro & 20 ° C

Les méthodes de mise en évidence de 1'ARN et des protéines
ont été appliquées sur les ovocytes de parapodes fixés tous les 6 jours.

D2s le Ge jour de culture, le matériel nucléolaire coloré par
le bleu de toluidine & pH 4,2 est concentré 2 la périphérie de 1l'organite. En
section, le nucléole se présente sous forme d'un anneau basophile (P1l. XIV,
fig. 55). La coloration des protéines basiques selon ALFERT et GESWIND est trés
intense au niveau de cet anneau. La région centrale du nucléole n'est que faible-
ment colorée par cette méthode (P1l, XIV, fig. 56).

A partir du 12e jour aprds la mise en culture, le nucléole
annulaire fait place & un nucléole de structure hétérogéne qui rappelle celui de
la phase de maturation naturelle (Chapitre I). Le matériel nucléolaire se ségrée-
ge en deux hémisphdres : 1l'un est finement vacuolisé et basophile, 1l'autre est

d'aspect homogdne et de caractire acidophile.
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2 - BEtude cytochimique aprds expérimentation in vivo

L'éxpérimentation in vivo permettant de disposer d'une quanti-
té de matériel plus importante, nous avons pu réaliser une étude plus compléte
des nucléoles ségrégds, chez des ovocytes fixés apreés 3 a 4 semaines d'évolu-~
tion (Tableau 3).

Tableau 3 - Caractéres cytochimiques des différentes zones du nucléole ségrégé

aprés suppression expérimentale du facteur hormonal.
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- AR N : Seul 1'némisphére vacuolisé se golore par le bleu de
toluidine & pH 4,2 (P1. XIV, fig. 57), comme nous 1l'avions déji observé in vitro.
La colorabilité de cette zone basophile est abolie aprés digestion par la ribo-
nucléase.

- Protéines basiques : La réaction d'ALFERT et GESCHWIND colore
plus intensément 1'hémisphére vacuolisé basophile que 1'hémisphére homogéne aci-
dophile (Pl, XIV, fig. 58 et 59). Si 1'on omet 1'hydrolyse préalable des acides
nucléiques par le TCA, 1'hémisphére vacuolisé devient totalement incéf%fé%wgég'6o
résultat est dfi & la présence de 1'ARN préalablement mis en évidence dans cette
partie du nucléole.

-Protéines acides et sulfhydrilées : Les protéines acides sont
pretiquement absentes de l'hémisphére basophile. Elles sont par contre trés sbon-
dantes dans 1'autre partie du nucléole (P1l, XIV, fig. 61). Les protéines sulfhy-
drilées ont une répartition absolument identique & celle des protéines acides
(P1. XIV, fig. 62).

Des formations sphériques de petite taille (2 & B)H): dont la
réfringence est identique & celle du nucléole sont souvent visibles dans le nu-
cléoplasme des ovocytes possddant un nucléole ségrégé. Ces formations ne fixent
pas le bleu de toluidine & pH 4,2 mais présentent une réaction positive aux

techniques de mise en évidence des divers types de protéines (Pl. XIV, fig. 61).
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-Evolution expérimentale du nucléole en fonction de stade ovocytaire initial :

L'étude cytochimique a surtout porté sur des ovocytes en phase de
vitellogendse protéique (diamdtre inférieur & lOOly) lors de la suppression ex-
périmentale de 1l'hormone cérébrale. Dans ce cas, le nucléole passe d'une forme
annulaire 3 une forme ségrégde,

La levée expérimentale de 1'inhibition hormonale chez des ovocytes en
phase d'élaboration des glucides (diamdtre de 150)u environ) ne provogue qu'une
évolution nucléolaire expérimentale incompléte. Le nucléole subit la ségréga-

tion de ses constituants (Pl. XIV, fig. 59) sans passer par la forme annulaire.

% - Btude autoradiographique des synthéses d'ARN apr's

expérimentation in vitro 4 10° C

Ce travail a été réalisé sur des organismes formés de parapo-
des soudé€s entre eux et placés en eau de mer stérile a 10° C, selon la méthode
décrite dans le paragraphe "matériel et techniques".

L'expérimentation ne porte que sur des ovocytes initialement
en période de vitellogendse protdéique, d'un diamétre de 80/p environ,

- Parapodes placés pendant 48 h en présence d'uridine tritiée,
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A ce stade, le nucléole présente une forme annulaire. Le
marquage nucléolaire est limité & 1'anneau périphérique ; aucun grain d'argent
n'est visible dans la région centrale (Pl. XV, fig. 63, La radioactivité des
ovocytes maintenus en milieu anhormonal est plus élevé que celle des ovocytes
témoins, notamment au niveau du cytoplasme (Pl. XV, fig, 63 et 64).

Z Parapodes placés pendant 48 h en présence d'uridine tritiée,
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Les synth2ses ribonucléiques sont pratiquement nulles par
rapport & celles des témoins. Le nucléole qui a subi la ségrégation de ses cons-
tituants, ne présente que quelques grains d'argent dispersés aussi bien au niveau
de 1'hémisphere basophile que de 1'hémisphére acidophile (Pl. XV, fig. 65).

- Parapodes placés pendant 48 h en présence d'uridine tritiée,
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La radioactivité des ovocytes est trds élevée, Les nucléoles
sont de type ségrégé comme dans le cas de la série expérimentale précédente mais
leur marquage est trés intense., Celui-ci n'est pas réparti wniformément dans tout

1'organite mais concentré dans 1'hémisphire acidophile (Pl. XV, fig. 66).



B - EFFETS DU RETABLISSEMENT DU FACTEUR CEREBRAL SUR
L'EVOIUTION EXPERIMENTALE DU NUCLEOLE

Cette dtude a été effectude & partir de séries expérimentales
réalisées par DURCHON et al. (1965) qui avaient surtout examiné 1'édvolution cy-
toplasmique des ovocytes, La manipulation avait consisté a associer}tous les
3 jours, des prostomiums & des parapodes initialement isolés. Ces associations
parapode-prostomium avaient été fixées aprés une durée totala de culture de
24 jours,

- Les ovocytes des parapodes associés A un prostomium aprés

-~ e
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celle des~ovocytes témoins, L'ARN cytoplasmique est régulitrement réparti entre

les granules vitellins. La majorité des nucléoles ne subit pas de modifications,

Seuls quelques-uns d'entre-eux présentent une forme annulaire (P1l, XV, fig. 67).
- Les ovocytes remis en présence du facteur hormonal le 6éme

- -~ - " - " - - . " 0 -

Jour et fixés aprés une évolution totale de 24 jours montrent me concentration
de 1'ARN cytoplasmique autour du noyau. La ségrégation nucléolaire s'est pro-
duite (P1, XV, fig. 68). L'observation de parapodes fixés apres 6 jours de
ailture en absence de cerveau permet de constater que les nucléoles se trouvaient
sous une forme annulaire eu moment de la réassociation (Pl. XV, fig. 69).

- Le_rétablissement de 1'action hormonale aprés 9 jours d'évo-
lution en absence de cerveau n'empéche pas la dégénérescence ovocytaire.

Ces résultats montrent donc que le rétablissement de 1'inhibition
hormonale chez des ovocytes préalablement soustraits & 1'influence du eerveau
est capable<fanp§cher le processus de maturation expérimentale & condition
d'opérer avant une période critique, Celle-ci se situe du 3e au be jour et cor-
respond au moment ol lé nucléole annulaire se développe. Passé ce stade de 1'é-
volution nucléolaire, 1'association d'un cerveau ne provoque qu'un retard de la

dégénérescence ovocytaire,

IT - ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE

Les modifications expérimentales de 1'évolution nucléolaire étant plus
importantes chez des ovocytes en cours de vitellogenése protéique lors de la le-
vée de 1'inhibition hormonale (étude au microscope photonique), les observations
au microscope électronique ont surtout été réalisdes sur ce type de matériel.

Les transformations ultrastructurales subies en absence d'hormone par les nucléo-

les d'ovoeytes d'Ages différents ont été récapitulées dans le Schéma 2.
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1 - Stade du nucléole annulaire

a - Formation du nucléole annulaire

Aprds 24 heures de culture organotypique & 20° C en condi-
tion anhormonale, la structure du nucléole ne change pas par rapport au moment
du prélévement de 1'explant. On observe les 3 parties du nucléole de 1'ovocyte
en période de vitellogendse :zone centrale fibrillaire finement vacuolisée, zone
intermédiastre fibrillaire homog2ne, zone corticale granulaire (Pl, XVI, fig. 70).
La disposition en trabécules de cette dernire est trds nette (Pl, XVI, fig. T1).
11 semble gue le composant granulaire soit beaucoup plus développé que chez les
ovoeytes de méme taille évoluant dans les conditinns naturelles (Pl, VI, fig. 31
et P1, XVI, fig. 71). Toutefois, le nombre de nucléoles examinds au microscope
électronique est trop restreint pour permettre une conclusion valable.

Au 2e jour de l'expérience certains nuoléoled présentent,
en section, une forme annulaire par suite de développement, dans la partie cen-
trale, d'une zone de trés faible densité aux électrons (Pl, XVI, fig. 72). Nous

avons appliqué & cette dernidre le terme de vacuole,

b -~ Structure du nucléole annulaire au 3e jour (Schéma 2 b)

Aprds 3 jours de culture, tous les nucléoles examinés
possedent une vacuole centrale, Elle atteint, en moyenne, un diamétre de S/p
pour une taille nucléolaire de 11 p, chez des ovocytes de 60)u au moment de la
mise en culture (Pl., XVII, fig. 73).
« Anneay nucléolaire
TI1 est constitué de plages fibrillaires dispersées dans
le composant granulaire (P1, XVII, fig. 74). La disposition en trabéculesde ce
dernier tend & disparaftre. Cette ultrastructure nucléolaire rappelle celle des
ovocytes en période d'élaboration des glucides dans les conditions naturelles
(Chapitre I, Pl., IX, fig. 39 et 41), Le constituant granulaire semble donner
naissance aux granulations nucléoplasmiques (PL. XVIII? fig. 75 et 76) selon le
processus déerit au cours de 1'ovogendse naturelle.
» Vacuole centrale
La vacuole centrale posséde une densité aux électrons
1égerement plus élevée que celle du nucléoplasme. Le contenu wacuolaire est
constitué de granules de 150 i diepersés parmi un matériel amorphe lAchement
organisé (Pl. XVIII, fig. 75). Ces composants de la vacuole proviennent vraisem-

blablement de la dispersion du constituant granulaire de 1'anneau. On observe



SCHEMA 2

s 2 LN . 2 e A B
Evolution du nucléole aprds suppression expérimentale de 1 influence

endocrine cérébrale.

et a' - Structure des nucléoles au moment de la décérébration (expé-
rimentation in vivo) ou de la mise en culture (expérimentation in
vitro) a : nucléole d'ovocyte en période de vitellogenese protéique,
a'tnucléole d'ovocyte en période d'élaboration des glucides (Abrévia-

tions identiques & celles du schéma 1).

Nucléole annulaire (3 jours de culture). L'anneau nucléolaire est
constitué de plages fibrillaires (F) dispersées dans le composant

granulaire (3). V : vacuole centrale,

Extension maximale de la vacuole (6 jours de culture). L'anneau nu-
cléolaire est constitué de plages fibrillaires dispersées dans le

composant fibrillo-granulaire (FG).
Régression de la vacuole (7 jours de culture).

Formation de la coiffe nucléolaire (10 jours de culture). Le corps
nucléolaire (CNu) est composé d'un réseau fibrillaire (F) et de

plages fibrillo-granulaires (FG). CFG : coiffe fibrillo-granulaire.

Nucléole ségrégé (20 jours de culture).

Seuls les nucléoles des ovocytes en période de vitellogendse protéique

(a) présentent la phase précoce de 1'évolution (stade du nucléole annu-

laire). Les nucléoles des ovocytes plus 8gés (a') subissent la ségréga-

tion de leurs constituants sans jamais présenter de vacuole centrale,
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en effet une fragmentation du bord de la vacuole en formations de 1000 & 2000 A
dont les constituants : granules et matrice amorphe, se dissocient & 1'intérieur
de la vacuole (Pl. XVII, fig. 74 et Pl. XVIII, fig. 75). Dans le cytoplasme,

il ne se produit aucune modification dans la structure des organites. En parti-
culier la morphologie de 1l'appareil de Golpi n'a pas varide et est toujours

caractéristique de la période de vitellogendse protéique (Pl, XVIII, fig. 77).

¢ - Structure du nucléole annulaire au 6e jour (Schéma 2 c)

e o o o = st it M - = o —— o - o = — o~

Au 6e jour de 1l'expérimentation in vitro, la vacuole
atteint un volume considérable. Son diamdtre est en effet de ll/} tandis que
la largeur de 1'anneau nucléolaire ne dépasse par 0,8)u (P1., XIX, fig. 78 et
79). Un tel développement de la vacuole est également observé in vivo (Pl. XIX,
fig. 80), 15 & 20 jours aprés la décérébration.

- Anneau mucléolaire

Le composant granulaire a fait place & un matériel de
nature fibrillo-granulaire. Celui-ci présente un aspect homogéne 4 la suite de
la disparition compléte de 1'organisation en trabécules (Pl, XIX, fig. 79 et 81).
A ce stade de l'évolution expérimentale, les constituants de 1'anneau nucléo-
laire possédent une structure tout & fait identique & celle du nucléole de
1'ovocyte en période d'élaboration des glucides au cours de 1'ovogen&se natu-
relle,

+ Vacuole centrale

Le processus d'élaboration c¢u contenu de la vacuole
se poursuit (Pl. XIX, fig. 79). Dans certains cas, les formations de 1000 &
2000 4 issues de la fragmentation du bord vacuolaire persistent un certain temps
dans la vacuole avant de se dissocier (Pl. XIX, fig. 81).

Dans B cytoplasme, 1'examen des dictyosomes permet de
constater une diminution du nombre de vésicules golgiennes participant & 1'ac-
croissement des granules vitellins. Cet indice de la modification de 1'activi-

té de 1'appareil de Golgi reste toutefois tras discret (Pl. XIX, fig. 82).

2 - Stade du nucléole ségrégé

Pour des durées de culture en absence d'hormone supérieures
4 6 jours, on assiste & la régression de la vacuole centrale puls & la ségré-
gation des constituants du nucléole. En méme temps, des formations nucléoplas-

miques apparaissent dans la zone sous-jacente & 1'enveloppe nucléaire.
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a - Nucléole

Apres avolr atteint une taille maximale au 6e jour, la
vacuole nucléolaire disparait rapidement. Corrélativement, le volume du nucléole
diminue. Son diamdtre passe de 13 2 8}1(%124 heures (Pl. XX, fig. 83). Il ne
subira pratiquement plus de variations jusqu'Z la fin de 1'évolution expérimen-
tale.

La rapidité du phénom®ne n'a pas permis d'en observer
tous les stades, bien que des fixations journalidres aient été effectudes. Dés
le 7e jour de 1l'expérimentation, la plupart des ovocytes renferme un nucléole
d'aspect compact (Pl. XX, fig. 83). La grande vacuole centrale a fait place 2
plusieurs petites vacuoles ne dépassant pas 4‘f,de diamdtre (P1l. XX, fig. 83
et 84),

Ces vacuoles de petite taille sont souvent rejetées a
la périphérie de 1'organite (Pl, XX, fig. 84), Seul un fin cordon de 2000 &
3000 Z sépare le contenu vacuolaire du nucléoplasme. L'organisation du matériel
fibrillogranulaire constituant ce cordon étant extrémement lAche (Pl, XX, fig.
85), il est possible que la rupture de celui-ci soit le processus par lequel
les vacuoles libérent leur contenu dans le nucléoplasme. L'aspect trés granu-
leux de ce dernier pendant ce stade de 1'évolution expérimentale paraft renfor-

cer cette hypothdse (Pl. XX, fig. 84 et 85).

- Formation de la coiffe nucléolaire (Schéma 2 e)

Aprds 10 jours d'évolution in vitro, le nucléole est
constitué de deux parties de tailles inégales (Pl., XXI, fig. 86), Pour facili-
ter 1'exposé, nous employerons le terme de "corps nucléolaire" pour qualifier
la partie de plus grande dimension tandis que le terme de "coiffe nucléolaire"
sera réservé a4 la zone de plus petite taille.

Le corps nucléolaire contient les deux composants du
nucléole : fibrillaire et fibrillo-granulaire (Pl., XXI, fig. 86). Le constituant
fibrillaire forme un réseau dense aux électrons. Les mailles de ce réseau sont
occupées par le matériel fibrillo-granulaire, de plus faible densité (P1l. XXI,
fig. 86 et 87).

La coiffe nucléolaire se développe & 1l'un des pbles du

corps nucléolaire, Elle est uniquement de nature fibrillo-granulaire et présente

de ce fait un aspect beaucoup plus homogéne (P1l, XXI, fig. 86).
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La périphérie des deux parties du nucléole est occupée
par un e composant disposé en trabécules. Il est formé de granules de 200 &
250 & enrobés dans une matrice dense (P1. XXI, fig. 86 et 87). Ce matériel se
fragmente en formations de 500 & 1000 iy qui se dispersent dans le nucléoplasme
(P1. XXI, fig. 87).

. Stmcturs du muglesle scprcer (SchEns & 1)

Pour des durées d'évolution in vitro supérieures a
10 jours, la ségrégation entre les composants fibrillaire et fibrillo-granulaire
se poursuit par la migration de ce dernier depuis le corps nucléolaire vers la
coiffe nucléolaire,

Au 20e Jjour, la coiffe fibrillo-granulaire posséde un
diamétre prés de deux fois supérieur & celui du corps nucléolaire (Pl. XXII,
fig. 88). Celui-ci est alors essentiellement de nature fibrillaire (Pl. XXII,
fig. 89 et 90). Seules quelques plages claires de 0,5 a ljp sont encore occu-
pées par le constituant fibrillo-granulaire (Pl1. XXIT, fig. 88). La couronne
de matériel granulaire est souvent plus développée & la périphérie du corps
nucléolaire que de la coiffe fibrillo-graiulaire (Pl, XXII, fig. 91).

Une comparaison entre les figures 89 et 91 de la Plan-
che XXIT permet de constater que la structure des nucléoles ségrégés est constan-
te quel queusoit le stade ovocytaire au moment de la levée expérimentale de
1'inhibition hormonale (Schéma 2).

La ségrégation des composants du nucléole que nous
venons de décrire différe par certains aspects de la ségrégation survenant
pendant la phase de maturation naturelle (Chapitre I, P1, XI, fig, 47). D'une
part, nous n'avons jamais observé la vacuolisation ni 1la fragmentation du nu-
cléole aukgsu?é de 1'évolution expérimentale. D'autre part, la ségrégation en-
tre le constituant fibrillaire et le matériel fibrillo-granulaire n'est pas
précédée d'une dégranulation de ce dernier comme dans le cas de 1'ovogenise

naturelle,

b - Formations nucléoplasmiques

- - — - - — -

Chez les ovocytes dont le nucléole est en cours de sé-
grégation, la zone nucléoplasmique sous-jacente & 1'enveloppe nucléaire renfer-

me des vésicules intranucléaires (DHAINAUT, 1969 b).
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Traés peu nombreuses avant 1'amorce du processus de la
ségrégation nucldoiaire, leur nombre devient trés élevé dés le début de la
formation de la coiffe fibrillo-granulaire (Pl. XXIIT, fig. 92). A ce stade,
chaque vésicule posséde en général 3 ou 4 granules denses, Par la suite, le
nombre de granules par vésicule augmente mais la densité du matériel consti-
tuant ces granules diminue, Au 20e jour, le contenu des vésicules est d'une

densité analogue & celle du nucléoplasme (Pl. XXIIT, fig. 93).

» Micronucléoles

La zone nucléoplasmique périphérique présente, en al-
ternance avec les vésicules intranucléaires, des formations de 1 & Q/u dont la
densité aux électrons rappelle celle du matériel nucléolaire. Nous leur avons
attribué le terme de micronucléole bien gue leur élaboration & partir du nu-
cléole n'ait pas été observée, Les micronucléoles se répartissent en deux caté-
goties selon leur densité plus ou moins élevée (Pl., XXIII, fig. 94).

Les micronucléoles clairs sont généralement de forme
irrégulidre et fréquemmeéé.é;;éiééaéé.é&éé.iéé.éésicules intranucléaires, L'e-
xamen & fort grossissement permet d'observer des granules de 150 A dispersés
dans un matériel fibrillaire (Pl, XXITI, fig. 95). La nature fibrillo-granulaire
de ces formations semble identique & celle de la coiffe nucléolaire.

Les micronucléoles denses ont une forme sphérique. Nous
ne.:lea avons jamais obse;;éé.éﬁ.éégéééé.;&é;.ié;‘vésicules intranucléaires. Ils
sont constitués de fibrilles de 50 & 80 A disposées en un feutrage trés dense.
Ce matériel est organisé en trabécules anastomosés limitant des lacunes de
500 A de largeur., Les trabécules les plus externes se dissocient dans le nu-
cléoplasme (P1. XXIII, fig. 96).

Ces deux types de formations diff@rent profondément
des micronucléoles décrits au cours de la phase de maturité de 1'ovogenése na-

turelle (Chapitre I, Pl. XIII, fig. 52).
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DISCUSSTON

I -~ RELATIONS ENTRE LES RESULTATS CYTOCHIMIQUES ET LES OBSERVATIONS AU
MICROSCOPE ELECTRONIQUE

1 - Nucléole annulaire

2 - Anneau nucléolaire

La suppression du facteur hormonal chez les ovocytes en
phase de vitellogenese protéique induit la formation d'une vacuole dans la ré-
gion centrale du nucléole, En section, cetie vacuole donne au nuéléole un as-
pect annulaire. L'anneau nucléolaire se distingue de la vacuole centrale par
sa teneur bemucoup plus élevée en ARN et en protéines.

La nature ribonucléoprotéique des constituants de 1'an-
neau nucléolaire a été démontrée chez d'autres types cellulaires : cellules
sanguines (SMETANA et al., 1966 : BUSCH et SMETANA, 1970), gonocytes de Reptile
(HUBERT, 1970 a), ovocytes d'Echinoderme (ESPER, 1965).

Sur notre matériel, 1'observation au micrascope électro-
nigque permet de constater que cet anneau basophile est constitué des compogants
fibrillaire et granulaire rencontrés, au cours de 1'ovogendse naturelle, éi;;ﬁ
les nucléoles non vacuolisés.

Dans les cellules de méristémes d'Allium (CHOUINARD, 1966)
et les gonocytes de Lacerta (HURERT, 1970 b) 1'anneau nucléolaire est constitué,

comme dans 188 ovocytes de N. diversicolor en évolution expérimentale, par des

plages fibrillaires dispersées dans le composant granulaire.

b - Vacuole centrale

Nous avons pu suivre le processus d'élaboration de la
vacuole nucléolaire dans 1'ovocyte de Néréidien. L'augmentation du volume de la
vacuole résulte d'un étirement de 1'ensemble du nucléole produisant un amincis-
sement de 1'anneau nucléolaire. Le contenu vacuolaire (matrice lichement orga-
nisée et granules dispersés) semble provenir de la dispersion du matériel gra-
nulaire constituant le ord interne de 1'anneau nucléolaire.

La présence, dans la vacuole, de granules morphologique-
ment identiques aux granules ribonucléoprotéiques de 1'anneau a été observée
dans les gonocytes de Lézard (HUBERT, 1970 b) et dans les cellules de plusieurs
espéces végétales (HYDE, 1966 ; CHOUINARD, 1966 ; JOHNSON, 1969 ; ROSE et al.,
1972). Par contre, la zone centrale claire des nucléoles de lymphocytes matures
(SMETANA et al., 1968) et d'hépatocytes traités par 1'aflatoxine By (TERAO et

al., 1971) renfermerait des fibrilles de chromatine.



2 - Nucléole ségrégé

La résorption de la vacuole est suivie de la ségrégation des
constituants nucléolaires. Le nucléole ségrégé est formé de deux parties qui se
différencient par leurs caractéres cytochimiques et ultrastructuraux.,

Le "corps nucléolaire" apparalt constitué, au microscope élec-
tronique, d'un matériel fibrillaire dense aux électrons. L'étude cytochimique
montre qu'il renferme essentiellement de 1'ARN et des protéines basiques.

La "coiffe nucléolaire", de structure fibrillo-granulaire,
semble uniquement composée de protéines. Parmi celles-ci, 1'étude cytochimique
a permis de mettre en évidence des fractions basiques, acides et sulfhydrilées.

Le nucléole ségrégé de 1l'ovocyte de N, diversicolor présente

les caractéres cytochimiques des "amphinucléoles" décrits chez les ovocytes
matures d'invertébrés (FAHMY, 1940 ; RAVEN, 1961). Au microscope électronique,
la redistribution des composants nucléolaires observée sur notre matériel montre
des analogies avec la ségrégation nucléolaire survenant dans les cellules de
vertébrés au terme de leur différenciation (ADAMSTONE et TAYLOR, 1972) ou apres
1'action d'inhibiteursrmétaboliques (revue dans BERNHARD et GRANBOULAN, 1968 ;
SIMARD, 1970), 1l'infection virale (SIRTORI et BOSISIO-BESTETTI, 1967 ; WEISS

et MEYER, 1972) ou la contamination par les mycoplasmes (JEZEQUEL et al., 1967).

IT - SYNTHESES D'ARN NUCLEOLAIRE PENDANT IL'EVOLUTION EXPERIMENTALE

Du point de vue des synthdses ribonucléiques, 1'ovogendse expérimen-
tale de N, diversicolor peut &tre divisée en 2 périodes (BERTOUT et DHAINAUT,

1971) : une phase précoce au cours de laquelle les synthéses d'ARN sont trés
intenses et une phase tardive qui se caractérise par un arrét de 1'incorporation
de 1l'uridine. La présente étude met en évidence l'existence d'un type nucléolai-
re particulier & chacune de ces deux phases : annulaire pendant la phase préco-
ce, ségrégé pendant la phase tardive. Nous envisagerons la relation entre la
structure de 1'organite et les synthéses ribonucléiques au cours de ces deux

périodes successives,

1 - Nucléole annulaire

L'incorporation d'uridine tritide, & différentes périodes de
1'évolution ovocytaire en absence d'hormone, a permis de montrer que les synth-
ses 4'ARN s'effectuent pendant la phase précoce de l'ovogenése expérimentale,

phase au cours de laquelle le nucléole présente une structure annulaire. De



plus, l'emploi des techniques autoradiographiques est suivie d'un marquage in-
tnse de 1'anneau nucléolaire, Le développement d'une vacuole nucléolaire dans

1'ovoeyte de N, diversicolor coincide par conséquent avec des synthéses ribo-

nacléiques importantes.

Ce résultat concorde avec ceux obtenus dans les neurones de
ganglions spinaux (PANNESE, 1963) et les cellules de tabac (JUOHNSON, 1969). Par
contre, dans de nombreux types cellulaires, la présence de nucléoles annulaires
est 1'indice de synthéses A'ARN trés réduites ou nulles., C'est le cas des gono-
cytes de BReptile (HUBERT et ANDRIVON, 1972), de cellules végétales (ROSE et al.,
1972), de cellules sanguines matures (SMETANA et al., 1966 ; POTMESIL et SMETANA,
1969, etde cellules ayant subi 1'action d'inhibiteurs métaboliques (SMETANA et
POTMESIL, 1968 ; POTMESIL et SMETANA, 1968 ; TERAO et al., 1971). Selon BUSCH
et SMETANA (1970), la structurc annulaire du nucléole est en relation avec la
maturation et la différenciation des cellules et pourrait refléter une inhibi-
tion réversible des synthéses d'ARN,

En présence de résultats aussi contradictoires, il semble que
la vacuolisation du nucléole ait des significations diverses selon les types
cellulaires.

Chez N. diversicolor, la vacuole nucléolaire subit une augmen-

tation de taille considérable, Tnexistante au moment de la mise en culture (sup-
pression du facteur hormonal), elle peut atteindre un diamdtre de ll)u en 6 jours.
Aprés avoir atteint une taille maximale, la vacucle disparailt rapidement en 1
ou 2 Jjours.

Un tel processus de dilatation puis de contraction des vacuo-
les nucléolaires a été signalé chez les cellules végétéles (JOHNSON, 1969
ROSE et al,, 1972). Il est vraisemblable que le matériel vacuolaire se trouve
rejeté & 1l'extéricur du nucléole bilen que nous ne connaissions pas les modali-
tés de ce processus. Selon ROSE et al, (1972}, la vacuole jouerait un rdle dans

1'accumulation et le transfert hors du nucléole d'un type particulier d'ARN,

2 - Nucléole ségrégd

L'étude autoradiographique montre que la ségrégation des
composants nucléolaires s'accompagne d'un arrét des synthéses d'ARN. De ce
point de vue, la phase tardive de 1l'évolution expérimentale est comparable & la
périocde de maturation naturelle. En effet, pendant celle-ci, la ségrégation nu-

cléolaire (Chapitre I) marque la fin des synthéses ribonucléiques (DIAINAUT, 1964)
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Ces résultats sont en accord avec les nombreux travaux rela-
tifs & la ségrégation nucléolaire, Il ressort de 1'ensemble de ces études que
cette modification de 1'organisation du nucléole est liée 2 une inhibition de
la synthdse de 1'ARN (BUSCH et SMETANA, 1970 ; SIMARD, 1970 ; GIMENEZ-MARTIN
et STOCKERT, 1970). Toutefois,dans le cas de la ségrégation provoguée par des
antimétabolites, SIMARD et BERNHARD (1966) et GOLDBLATT et al. (1969) ont pré-
cisé que ce phénomene était plutdt le résultat d'une altération de 1'ADN, qu'une

conséquence directe de 1l'inhibition des synthéses d'ARN,

IIT - EFFETS DE LA SUPPRESSION DE L'HORMONE CEREBRALE SUR L'EVOLUTION DU NUCLEOLE

L'étude de 1'évolution du nucléole aprés suppression expérimentale du
facteur hormonal nous a permis, d'une part, de confirmer les observations effec-
tudes au cours de l'ovogenése naturelle (existence d'une relation étroite entre
la structure du nucléole et le taux d'hormone cérébrale), et d'autre part, d'ap-

porter des précisions sur le contrdle hormonal de 1'activité nucléolaire,

1 - Relations entre 1'évolution du nucléole et les variations

expérimentales du taux hormonal

La chute brutale du taux d'hormone provoquée par la suppres-
sion expérimentale de la source hormonale détermine rapidement des modifications
de la structure du nucléole. En dehors dm développement de la vacuole centrale
(voir paragraphe suivantL les modifications subies par cet organite sont compa-
rables & celles que nous avons observées au cours de l'ovogenése naturelle, lors
du passage du stade de vitellogendse protéique au stade d'élaboration des glu-
cides,

Pendant la période tardive de 1'ovogendse expérimentale, on
assiste & la ségrégation des constituants nucléolaires. Un phénomdne semblable
se produit au cours de la phase de maturité, au terme de 1'ovogeneése naturelle,
Tl est intéressant deroter que, dans les deux cas, la ségrégation nucléolaire
survient lorsque le taux hormonal est pratiquement nul.

En conclusion, nous pouvons dire que les variations du taux
hormonal, qu'elles soient naturelles ou provoquées expérimentalement, s'accom-

pagnent de modifications caractéristiques de la structure du nucléole,
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2 - Action de la suppression expérimentale de 1'hormone

sur le développement de la vacuole nucléolaire

La modification la plus marquante de la structure du nucléole
aprés la suppression expérimentale de 1l'inhibition hormonale est la présence
d'une vacuole trés développée. Nous avons également observé des vacuoles nucléo-
laires dans les ovocytes évoluant dans les conditions naturelles (Chapitre I).
Toutefois, ces vacuoles ne prennent jamais un développement important.

Tl est possible que la suppression brutale du facteur hormo-
nal provogue 1l'amplification de la vacuolisation du nucléole, phénomzne qui ne
prend que des proportions modestes dans les conditions naturelles. L'extension
considérable des vacuoles nucléolaives apreés la levée expérimentale de 1'inhibi-
tion hormonale est vraisemblablement lide & 1'accélération de 1'ovogenése dé-

montrée dans un travail précédent (BERTOUT et DHAINAUT, 1971).

% - Le nucléole, organite cible de 1'action hormonale ?

L'observation simultanéde du nucléole et de 1'appareil de
Golgi, dont on connaft le rdle important dens 1'élaboration des réserves ovocy-
taires (DHAINAUT, 1967, 1968, 1969), nous a permis de constater que les consé-
quences de la levée expérimentale de 1'inhibition cérébrale sont ressenties au
niveau du nucléole bien avant d'@tre décelables dans le cytoplasme.

En effet, aprds 3 jours de culture organotypigque, le nucléole
subit des modifications profondes telles que la disparition de 1'organisation
en trabécules du constituant granulaire et le développement de la vacuole cen-
trale. Par contre, & ce stade, la strueture des dictyosomes n'a pas changé par
rapport au moment de la mise en culture. Ce n'est qu'au 6e jour, alors que la
vacuolisation du nucléole atteint son apogée, qu'apparaissent les premiers in-
dices d'une nouvelle orientation de 1'activité de 1'appareil de Golgi.

Le contr8le hormonal de 1'ovogendse des Néréidiens pourrait
s'effectuer primitivement au niveau du nucléole. Ce résultat est en accord avec
les connaissances actuelles sur la régulation hormonale des syntheses callulai-
res. En effet, cette régulation s'effectue, dans la majorité des cas, au niveau
de la transcription de 1'ARN, les cistrons ribosomaux étant plus sensibles &
1'influence hormonale que les autres cistrons (TATA, 1970).

Bien que le rble du nucléole dans la synthése de 1'ARN ribo-
somal soit bien établi, peu de travaux ont été consacrés aux modifications su-

bies par cet organite apres une stimulation hormonale, Les rares études entre-
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prises dans ce domaine ont été réalisées chez les Vertébrés grace & des métho-
des autoradiographiques (LIAO et STUMPF, 1968 ; GIRARD et JOST, 1970) ou histo-
biométriques (HEINIGER et al., 1971). Selon GIRARD et JOST (1970), la stimula-
tion par le cortisol de la synthése du glycogine s'effectuerait par 1'intermé-
diaire d'une synth®se accrue d'ARN nucléolaire. Cette stimulation entraine une

modification de la structure du nucléole des hépatocytes (GTRARD et al., 1968).



CHAPTTRE ITT

ACTION D'INHIBITEURS METABOLIQUES SUR L'EVOLUTION DU NUCLEOLE

- 4o -
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Chez les Néréidiens, des travaux antérieurs ont montré que les modali-
tés de la régulation de liovOgenése par 1'hormone cérébrale sont complexes. En
effet, 1'hormone semble inhiber les synthdses d'ARN (DURCHON et al., 1965); par
contre, elle serait nécessaire aux synthésee protéiques corrélatives de la vitel-
logenése (BERTOUT et DHATINAUT, 1971). Le nucléole apparaissant particulidrement
sensible & 1'action hormonale, il était intéressant d'étudier 1'évolution de cet
organite aprés 1'action d'inhibiteurs de la synthése de 1'ARN (Actinomycine D)
et des protéines (Puromycine) et d'établir une comparaison avec 1'influence de

1 'hormone,

TECHNIQUES

Emploi des inhibiteurs "in vivo"

L'actinomycine D ou la puromycine, en solution dans 1l'eau de
mer, ont été injectées & des vers préalablement pesés, Nous avons utilisé des

doser variant de 10 & 150 Pg par gramme de poids frais.

Emploi des inhibiteurs "in vitro"

Les inhibiteurs ont été ajoutés au milieu de culture mis au
point par DURCHON et SCHALLER (1963) & ralson de lO)Pg/ml dans le cas de 1'ac-
tinomycine D et de 20 Fg/ml dans le cas de la puromycine, Ces concentrations
représentant les doses maximales qui permettent une survie des explants de
quelques Jours.,

Les cultures ont été effectuées soit sur milieu gélosé, soit
en milieu liquide selon la technique de CHEN (1954) afin d'assurer une meilleure
répartition de 1'inhibiteur., L'action de 1'hormone sur les ovocytes est mainte-
nue en associant des prostomiums aux parapodes.

Pour 1'étude au microscope électronique, des explants sont fi-
xés aprés 24 heures et 3 jours de culture en présence de 1'un des inhibiteurs.

Dans le cas de:1'étude autoradiographique, les associations
parapode-prostomiumg sont d'abord cultivées pendant 20 heures en présence d'ac-
tinomycine D ou de puromycine puis repiquées sur un milieu contenant & la fois
1'inhibiteur et le précurseur tritié (uridine ou leucine) & la concentration de
Eiimﬁ/ml. Les explants sont fixés aprés U4 heures et 48 heures d'incorporation
et soumis aux techniques autoradiographiques.

Au cours de chaque étude (microscopie électronique, autoradio-
graphie), des témoins subissent tous les traitements décrits, & 1'exclusion de

1'action des inhibiteurs.
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RESULTATS

T - ETUDE AUTORADIOGRAPHIQUE

1l - Incorporation d'uridine tritide en présence d'actinomycine D

L'estimation globale de la densité des grains d'argent chez
les ovocytes traités et chez les témoins ne permet pas de faire apparaitre -
wne variation sensible de la radioactivité aprés 1'action de 1'actinomycine D.

La cinétique de 1'incorporation de 1l'uridine tritiée ne paralt
pas modifiée par 1'antibiotique ; elle semble en tout point semblable & celle
qui a été décrite dans le chapitre I ( Pl. III, fig. 17 et 18). Aprds un temps
court d'incorporation (4 heures), la majorité du marquage est concentrée au ni-

veau du nucléole, La radiocactivité augmente dans le cytoplasme aprés 48 heures.

2 - Incorporation de leucine tritiée en présence de puromycine

La puromycine ne provoque apparemment pas de diminution de
1'incorporation de 1'acide aminé par rapport aux ovocytes non traités (Chapitre
I, Pl. III, fig. 19 et 20). Comme chez les témoins, le nucléole est le site cel-
lulaire le plus radioactif aprés 4 heures d'incorporation. Aprés des temps plus
longs (48 heures), le marquage diminue dans le nucléole et augmente dans le cy-

toplasme, notamment au niveau des granules vitellins.

IT - ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE

1 -~ Action de 1'actinomycine D

L'observation au microscope électronique d'ovocytes ayant su-

bi 1'action de l'aotinomycine D, in vivo ou in vitro ne permet pas de déceler de

transformations importantes, aussi bien au niveau du nucléole que des autres
structures cellulaires.

Chez les ovocytes en phase de vitellogengse protéique, le nu-
cléole est composé, comme chez les ovocytes témoins, d'une zone centrale fibril-
laire et d'un cortex granulaire (Pl. XXIV, fig. 97).

De méme, l'organiéation du nucléole des ovocytes en période
d'élaboration des glucides n'est pas modifide par 1'antibiotique (P1l. XXIV,
fig. 98). |
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2 - Action de la puromycine

Contrairement & 1'actinomycine, la puromycine provoque des
modifications sensibles de 1'organisation du nucléole alors que les autres si-
tes cellulaires semblent indennes de toute altération,

Chez les ovocytes en période de vitellogendse, cultivés pen-
dant 3 jours en présence de puromycine, les 3 zones nucléolaires, caractéristi-
ques de ce stade, sont présentes : centre fibrillaire lacunaire, zone fibrillai-
re homogene, cortex granulaire (P1, XXIV, fig. 99). L'observation plus détaillée
des constituants nucléolaires permet de déceler les modifications dues & 1l'ac-
tion de la puromycine, La zone fibrillaire lacunaire comporte un nombre impor-
tant de vacuoles dont certaines atteignent une taille de plusieurs microns
(P1, XXIV, fig. 99). Au niveau de la zone corticale, la puromycine semble en-

tratner une fragmentation du composant granulaire (Pl, XXIV, fig. 99).



- hg -

DISCUSSION

T - ACTION DE L'ACTINOMYCINE D

L'action inhibitrice de l'actinomyoine D sur la synthése de 1'ARN a
été étudide chez de nombreux organismes {revue dans GOLDBERG, 1965). Dans les
cellules HeLa, PERRY (1963) a montré que 1'ARN ribosomal d'origine nucléolaire
était le plus sensible & 1'action de cet antibiotique.

En ce qui concerne 1'ovogendse,des études autoradiographiques réali-
sées chez les Echinodermes (FICQ, 1964 ; GEUSKENS, 1965) et les Amphibiens
(FICQ, 1964) montrent que 1'actinomycine D inhibe 1'incorporation des nucléoti-
des tritiés. Cette inhibition est plus rapide dans les nucléoles que dans les
autres sites cellulaires (FICQ, 1964 ; GEUSKEN$i1965).

Chez N, diversicolor, 1'incorporation d'uridine tritiée par les ovo-

cytes ayant subi l'action de 1'antibiotique varie peu par rapport aux témoins.
TI1 semble que le métabolisme ovocytaire ne soit pas modifié par 1'actinomycine

D aux doses (101Pg/ml) que nous avons utilisées dans nos expériences. Il ressort,
des études effectudes chez diverses espdces, que les ovocytes constituent un
type cellulaire dont 1'inhibition des synthéses ribonucléiques requiert des do-
ses relativement élevées d'actinomycine, de 1'ordre de 20 & 50 Pg/ml chez les
Edifnodermes  par exemple (FICQ, 1964 ; GEUSKENS, 1965). Or, il n'est pas possible,

chez N, diversicolor, d'augmenter la concentration de 1'inhibiteur au-deld de

10 Fg/ml, sans provoquer une mort trés rapide des explants.,

L'action de 1'actinomycine sur les synth&ses nucléolaires s'accompagne,
dans les cellules de Wertébrés, d'une redistribution des constituants du nucléo-
le (SCHOEFL, 1964), Cette modification de l'ultrastructure nucléolaire a été
appelée "ségrégation nucléolaire" par BERNHARD et al., (1965). Chez les Inverté-
brés, 1l'action de 1'actinomycine sur la structure du nucléole est peu connue.
Les rares observations effectuées différent de celles qui ont été réalisées
chez les Vertébrés, Dans les glandes salivaires de larves de Diptéres, 1'inhi-
biteur entrafne la disparition de la zone granulaire externe qui est remplacée
par un nouveau constituant de nature fibrillaire (STEVENS, 1964). Dans les ovo-
cytes d'Astérie, des doses élevées (20 Pg/ml) provoquent une fragmentation du
cortex granulaire (GEUSKENS, 1965).

Aucune de ces altérations n'a été observée chez N. diversicolor, L'é-

tude au microscope électronique semble confirmer les résultats de 1'autoradio-
graphie,selon lesquels 1'activité du nucléole ne serait pas modifiée par 1'ac-

tinomycine D aux doses gque nous avons ubilisées.
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IT - ACTION DE LA PUROMYCINE

La puromycine inhibe la synthése des protéines au niveau des polysomes
(revue dans GOLDBERG, 1965). Desnombreuses études consacrées & 1l'action de cet
antibiotique sur les synthéses cellulaires, nous ne signalerons que le travail de

FICQ (1964) consacré & 1'ovogendse de Paracentrotus Mvidus., Chez cette espéce,

une dose de SO‘Pg/ml réduit de 80 % 1'incorporation le la phénylalanine tritide
dans les protéines de 1'ovocyte.

Au cours de 1'ovogendse de N, diversicolor, la puromycine & une concen-

tration de 20 Pg/ml ne produilt pas de diminution sensible de l'incorporation de
leucine tritiée, Des doses plus élevéss sont léthales pour les parapodes explan-
tés.

L'observation au microscope électronique, a permis, par contre, d'ob-
server des modifications de la structure du nucléole. La puromycine provogque une
vacuolisation de la zone centrale fibrillaire et une fragmentation du cortex
granulaire. Les études de 1l'effet de la puromycine sur 1'ultrastructure du nu-
cléole sont peau nombreuses. DU PRAT (1970) signale une vacuolisation du nucléole
dans des cellules embryonnaires d'Amphibiens ; cette observation & cependant
été effectuée uniquement au microscope photonique.

Dans 1'ovocyte de N. diversicolor, les altérations subies par le nu-

cléole mis en présence de puromycine sont difficilesd interpréter. En effet, la
persistance de 1'incorporation d'acides aminés par la cellule jette un doute

sur la spéeificité des effets de cet antibiotique dansAle cas de notre matériel.

En définitive, le mode d'action des inhibiteurs métaboliques sur la

structure et le métabolisme des nucléoles d'ovocytes de Néréidien s'avere tres
délicat & interpréter par suite de la nécessité d'utiliser des doses relative-
ment élevées qui provoquent une 1éthalité importante., Il semble que la poursuite
de cette étude devra s'effectuer en utilisant d'autres antimétabolites (Afla-

toxine, Bromure d'éthidium),
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DISCUSSION GENFRALE ET CONCLUSION

t . A‘&\'J\;t&ﬂ \i% , ' .
L organisation geaewale du nucléole de 1 ovocyte de N, diversicolor

varie au cours des différents stades de 1'ovogendse, L'étude ultrastructurale

a été couplée & des investigations de nature cytochimique et autoradiographique
de fagon & établir une relation entre 1'évolution morphologique et 1l'activité
métabolique du nucléole.

Pendant la période de vitellogen&se protéique, le nucléole se compose
d'une zone fibrillaire centrale et d'un cortex granulaire disposé en trabécules
anastomosés. Au cours du stade suivant (élaboration des glucides), une nouvelle
organisation nucléolaire apparait. Le nucléole est alors constitué de plages
fibrillaires dispersées parmi un composant de nature fibrillogranulaire. A la
fin de son évolution, chez les ovocytes matures, le nucléole subit une ségréga-
tion de ses constituants, accompagnée d'un processus de fragmentation du maté-
riel nucléolaire,

Ces transformations structurales du nucléole lors de la modification
des synthéses cytoplasmiques pourraient &tre lides au role régulateur joué par
cet organite dans le transfert des ARN messagers vers le cytoplasme ainsi que
le suggeérent les travaux de 1'dcole de HARRIS (HARRIS et al., 1969 ; SIDEBOTTOM
et HARRIS, 1969).

L'évolution du nucléole au cours de 1'ovogendse de N. diversicolor est

comparable & celle observée chez N. pelagica par DHAINAUT (1972). Ches les Né-
réidiens, il semble donc exister, de fagon constante, un synchronisme entre les
remaniements structuraux du nucléole et l'orientation des syntheses du cytoplas-
me. Ce processus est vraisemblablement 1ié aux variations de 1'activité endocri-
ne du cerveau gui surviennent au cours de l'ovogenése. Ces variations ont été
déterminées avec précision par DURCHON et PORCHET (1970) gréce & un dosage ef-
fectué en culture organotypique. Ces résultats nous ont permis de faire corres-
pondre chaque stade de 1'évolution nucléolaire i un taux hormonal déterminé., On
constate, en particulier, que les remaniements profonds de la structure du nu-
cléole, survenant lors du passage de la phase de vitellogen®se protéique & 1la
période d'élaboration des glucides, coincident avec une baisse trés rapide du

taux d'hormone cérébrale.
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Ces résultats, obtenus au cours de 1'ovogen&gse naturelle, nous ont
conduit & envisager 1'évolution du nucléole dans le cas d'une diminution bruta-
le du taux d'hormone, diminution consécutive & 1'ablation du cerveau. Dans des
ovocytes en période de vitellogendse protéique, dont le nucléole est constitué
d'un centre fibrillaire et d'un cortex granulaire, la levée de 1'inhibition
cérébrale entraine rapidement des modifications de la structure nucléolaire.

Dés le 22me jour de 1'expérimentation, on constate une réorganisation
des constituants du nucléole, semblable & celle qui caractérise le stade 1'éla-
boration des glucides (plages fibrillaires dispersées dans le composant fibril-
Iegranulaire). De plus, une vacuole apparalt au centre de 1'organite tandis que
le matériel ribonucléoprotéique se concentre & la périphérie. La vacuole prend
un développement considérable ; au 6eme jour, elle atteint une taille de ll);
pour un diamétre nucléolaire de 12 a 13 P La signification du développement de
vacuoles dans le nucléole est actuellement trés discutée, Dans certains types
cellulaires, la vacuolisation du nucléole coincide avec des synthéses ribonu-
cléiques intenses (JOHNSON, 1969). Dans d'autres cas, la vacuolisation serait
1'expression d'une inhibition des synthadses d'ARN (BUSCH et SMETANA, 1970).

Dans 1l'ovocyte de N. diversicolor, le développement considérable de la vacuol

nucléolaire s'accompagne d'une incorporation intense d'uridine tritiéde.

Aprés avoir atteint une taille maximale, la vacuole centrale - se ™
résorbe et le nucléole reprend un aspect compact., La phase ultime de 1'évolution
expérimentale est marquée par une ségrégation des constituants fibrillaire et
fibrillo~granulaire en deux hémisphéres, L'étude autoradiographique montre que
ce stade est caractérisé par un arrét des synthéses ribonucléiques. Cette sé-
grégation n'est pas suivie, contrairement au cas de l'ovogenése naturelle, par
une fragmentation du matériel nucléolaire,

L'évolution du nucléole en conditinn anhormonale, présente, en plus
des remaniements survenant au cours de 1'ovogenése naturélle, des caractéres
particuliers tels que le développement de la vacuole centrale et 1'absence de
fragmentation finale du nucléole. Ces particularités peuvent &tre rattachées
4 1'accélération de la croissance ovocytaire, conséeutive & la levée de 1'inhi-
bition cérébrale, Une étude de 1l'action d'inhibiteurs métaboliques, susceptibles
de reproduire les effets de 1l'hormone, a été entreprise dans le but d'essayer
de relier les modifications structurales du nucléole & des variations du méta-

bolisme ovocytaire.
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En définitive, 1'étude du nucléole au cours de 1l'ovogentse de N. di-
versicolor permet de conclure & une sensibilité trés élevée de cet organite
aux conditions hormonales. En effet, au cours de l'ovogenése naturelle, chaque
étape de 1'évolution nucléolaire survient en présence d'un taux hormonal déter-
miné, En outre, dans le cas de 1'ovogenése expérimentale, les effets de la le-
vée de l'inhibition hormonale sont ressentis précocement au niveau du nucléole,
bien avant d'8tre décelables dans le cytoplasme. Ces résultats s'intégrent donc
dans le cadre des connaissances actuelles concernant le mode d'action des hor-
mones, En effet, il est admis que la régulation hormonale de 1'activité cellu-
laire puisse s'effectuer par 1l'intermédiaire d'une modification des synthéses
ribonucléiques (TATA, 1970). Dans ce processus, 1'ARN ribosomal d'origine nucléo-
laire représenterait le type A'ARN le plus sensible & 1'action hormonale (TATA,
1970 ; BUSCH et SMETANA, 1970, pp. 46 et 499).
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PLANCHE I

Etude cytochimique du nucléole au cours du stade de vitellogenése protéique.

Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

Figure §

Figure 6

Figure 7

Figure 8

Ovocyte de 60,?‘ Mise en évidence de l*ARN; La zone corticale
en croissant est plus basophile que la région corticale du nu-
cléole, CB : croissant basophile (Bleu de toluidine pH 4,2).

x 2 000

Ovocyte de 80 )h Mise en évidence de 1'ARN. % zones concentri-
gues sont visibles : anneau cortical (AC) tr&s basophile, zone
intermédiaire (ZI) peu colorée, zone centrale (ZC) basophile,
(Bleu de toluidine pH 4,2). x 2 000

Ovoecyte de SO)p. Mise en évidence des protéines basiques apres
hydrolyse des acides nucléiques. La zone intermédiaire (ZI) est
moins colorée (Fast green pH 8,1 selon ALFERT et GESCHWIND).

x 2 000

Ovocyte de 100 }u Mise en éwvidence des protéines basiques sans
hydrolyse préalable des acides nueldéiques, Seule la zone inter-
médialre (ZI) est ceolorée, (Fast green pH 8,1). x 2 000

Ovoeyte de 90 p. Mise en évidence de 1'acidephilie totale, La
zone intermédiaire (ZI) est colorée plus intensément que les

zones centrale et corticale (Fast green pH 2,2). x 900

Ovoeyte de 90 r4 Mise en évidence des protéines acides, La to-
talité du nucléole est coloré (Bleu de toluidine pH 9 selon
SMETANA et BUSCH). x 2 000

Ovocyte de 50‘P, Mise en évidence des protéines sulfhydrilées,
La zone centrale (ZC) est trds colorée ; la coleration de la
zone intermédiaire (ZI) est moins intense ; celle du creissant
périphérique (CP) est trds faible. (Réaction au D.D.D, de
BARNETT-SELIGMANN), x 2 000

Ovocyte de 80 fh Mise en évidence des protéines sulfhydrilées,
Les zones centrale et intermédiaire sont trés colerées. La coele-
ratien du croissant pérphérique (CP) est pratiquement nulle,
(Réaction au D.D,D. de BARNETT-SELIGMANY). x 2 000






PLANCHE TII

Etude cytochimique du nucléole au cours du stade d'élaboration des glucides

et du stade de maturité.

Figure 9 - Ovocyte de 160‘f, Mise en évidence de 1'ARN, La coloration est

Figure

Figure

Pigure

Figure

Figure

Figure

Figure

10 -

11 -

14 -

plus intense dans la zone centrale que dans la zone périphéri-
que, Remarquer 1'aspect granuleux de la zone périphérique.
(Bleu de toluidine pH 4,2). x 2 000

Ovoeyte de 180 fd Mise en évidence de 1'ARN. La zone périphé-
rigque présente des régions absolument incolores.(Bleu de to-
luidine pH 4,2)., x 2 000

Ovocyte de 130 u. Mise en évidence des pretéines basiques.
L'intensité de la coloration est sensiblement identique dans
les deux zones. ZC : zone centrale. ZP : gone périphérique,
(Fast green pH 8,1 selon AFLERT et GESCHWIND). x 2 000

Ovocyte de 140 y. Mise en évidence des protéines acides, La
réaction est identique dans les deux zones du nucléole. (Bleu
de toluidine pH 9 selon SMETANA et BUSCH). x 2 000

Ovocyte de 180 p, Mise en évidence des protéines sulfhydrilées,
La coloration est légdrement plus faible dans la zene périphé-
rique. (Réaction au D.D,D. de BARNETT-SELIGMANN). x 2 000

Ovocyte mature (EOO’P). Mise en évidence de la basophilie, Le
nucléole est composé de deux parties : un hémisphére vacuolisé
1égérement basophile (HVB), un hémisphére homogéne acidophile
(HHA) . (Test de MANN-DOMINICI). x 900

Ovocyte mature (QOQF). Mise en évidence des protéines basiques,
La coloration est sensiblement identigque dans les deux zones.

HV : hémisphére vacuolisé, HH : hémisphére homogéne, (Fast green
pH 8,1 selon ALFERT et GESCHWIND). x 2 000

Ovocyte mature (200 f). Mise en évidence des protéines acides.
La coloration est légdrement plus intense dans 1'hémisphére

homogéne (HH) que dans 1'hémisphire vacuolisé (HV),(Bleu de tolui-
dine pH 9 selon SMETATA et BUSCH). x 2 000






PLANCHE IIT

Etude autoradiographique des synthéses d'ARN et de protéines.

Figure

Figure

Figure

Flgure

FPigure

Figure

17

18

19

20

21

22

Ovocyte de lEO‘P. Incorporation d'uridine tritide pendant 6
heures. Le marquage est concentré au niveau du nucléole, Seuls
quelques grains d'argent sont visibles dans le nucléoplasme et

dans le cytoplasme, x 9 00

Ovocyte de 120 )1 Incorporation d' urldlne tritiée pendant 48
heures. Le marquage du cytoplasme du nucléoplasme a considéra-
blement augmenté mais celui du nucléole reste prépondérant.

x 900

Ovocyte de 90 fd Incorporation de leucine tritide pendant 6
heures. La radicactivité est plus élevée dans le nucléole que

dans tous les autres sites cellulaires. x 2 000

Ovoecyte de 100 y, Incorporation de leucine tritiée pendant 24
heures, Le marquage nucléolaire a diminué par rapport aux temps
courts d'incorporation. Le cytoplasme est trés radiocactif, no-
tamment au niveau de certains granules vitellins (flé&ches).

x 2 000

Ovocyte de 100 fd Incorporation d'arginine tritide pendant 3
heures. Le marquage est nettement plus élevé dans le nucléole

que dans le cytoplasme. x 2 000

Ovocyte de 100 f‘ Incorporation d'arginine tritiée pendant 5
Jjours., Il ne subsiste que quelques grains d'argent au niveau
du nucléole, Par contre, le marquage du cytoplasme a augmenté,
en particulier au niveau des granules vitellins (fléches).

x 2 000






PLANCHE IV

Stade de Prévitellogen&se. Début du stade de vitellogen®se protéique.

Figure 23 - Au début du stade de prévitellogendse (ovocyte de 10}u), le

Figure 24 -

Figure 25 -

nucléole est une formation de nature fibrillaire en contact
avec la chromatine marginale (Ch) accolde & 1'enveloppe nu-
cléaire (EN). Des mottes de chromatine sont en relation avec
la périphérie de 1'organite (Points de contact indiqués par
des triangles). Le matériel nucléolaire est composé d'une zo-
ne fibrillaire dense (FD) en position périnrhérique et d'une
partie centrale plus claire (FC), contenant de petites vacuo-
les. Les extrusions nucléaires sont nombreuses (flche) et

semblent confluer en agrégats cytoplasmiques (Ag). x 18 500

Vue d'ensemble du nucléole au début dr stade de vitellogenése
protéique (ovocyte de 30 P). Zone fibrillaire (ZF) et zone

granulaire en trabécules, disposée en "coiffe" (ZG). x 16 000

Détail de la zone fibrilla ire du nucléole de la figure 24, En
certains points, le feutrage de fibrilles est plus serré et

donne des "amas denses" (fléches). V : vacucle. x 66 000






PLANCHE V

Début du stade de vitellogendgse protéique.

Figure 26

Figure 27

Figure 28

Figure 29

Figure 30

Détail de la zone granulaire durnucléole de la Figure 24, Les
granules de 150 R sont enrobds dans une matrice dense et dis-
posés en trabdcules anastomosés,de 1000 ! de largeur. Présen-
ce de granulations nucléoplasmiques (GN) dans le voisinage

immédiat du nucléole, X 66 000

Corps nucléaire ovoide (CN) dans le nucléoplasme d'un ovocyte

de BO‘PJ Nu : nucléole. X 24 000

Granulations nucléoplasmiques (GN) regroupées prés de 1'enve-

loppe nucléaire (ovocyte dejﬁ))ﬂ. Elles sont formées d'é1lé-
granulaigres | . ,

ments de 100 A noyés dans une matrice trés dense aux électrons,

Certaines de ces formations sont en rapport (fliche) avec le

contenu des pores nucléaires (P). Np : nucléoplasme. x 68 000

Extrusions nucléaires (Ex) au niveau des pores (P) de 1'enve-
loppe nucléaire (ovocyte de BO‘P). Np : nucléoplasme.
x 68 000

Agrégat cytoplasmique (Ag) entouré de mitochondries (M) dans
un ovocyte de 30 )1 x 40 000






PLANCHE VI

Stade de vitellogenése protéique,

Figure 31 - Vue d'ensemble du noyau d'un ovocyte de 70 p. Le nucléole est
constitué d'une zone fibrillaire centrale (ZF) et d'une zone
granulaire en croissant (2G). Le nucléoplasme contient de
nombreuses granulations (GN) qui se regroupent prés de 1'en-

veloppe nucléaire, x 11 000

Figure 32 - Vue de détail de la partie encadrée de la Figure 31. On obser-
ve les % zones nucléolaires concentriques, caractéristiques
du stade de vitellogenése protéique. A la périphérie, le
cortex granulaire (G) est organisé en trabécules anastomosés.,
En position intermédiaire, la zone fibrillaire homogéne (FH)
est constituée d'un feutrage de fibrilles. Au centre, la zone
fibrillaire lacunaire (FL) posside, en plus des fibrilles,
des granules de tailles diverses, et présente de fines lacu-

nes. x 20 000







PLANCHE VIT

Stade de vitellogenése protéique.

Grossissement élevé de la zone fibrillaire homogene (ovocyte

de 90 p). Les fibrilles de 50 3 de diamétre sont nettement

Figure 33

visibles. Les fléches indiguent des fibrilles en section lon-
gitudinale. Noter la présence d'"amas denses" constitués de

fibrilles plus serrées. x 96 000

Figure 34

Grossissement élevé du cortex granulaire (ovocyte de 90}1)
montrant des granules de 150 A (Gr). La dissociation des tra-
bécules en fragments de 1000 & 2000 & (Fldches) est treés in-

tense., OGN : granulations nucléoplasmiques. x 86 000

Zone corticale d'un ovocyte de 90 p. Remarquer la fragmentation

Figure 35
des trabécules granulaires (G) et la présence d'une masse
sphérique (étoile) qui semble essentiellement de nature fibril-

laire. x 42 000

Granulations nucléoplasmiques (GN) et "masse sphérique" (étoile)

Figure 36
4 proximité de 1l'enveloppe nucléaire, dans un ovocyte de 80/u.

x 37 000






PLANCHE VIIT

Fin du stade de vitellogendse protéique,

Figure 37 - Nucléole et nucléoplasme d'un ovocyte de 120 y.
g

Figure 38 -

Composant fibrillaire (F) en position centrale et cortex gra-
nulaire (@) dont la partie la plus périphérique est encore or-
ganisée en trabécules en cours de dissociation (fldches), tan-
dis que la partie la plus interne présente un aspect plus homo-
géne,

Un corps nucléaire (CN) est visible dans le nucléoplasme. EN :

enveloppe nucléaire. x 26 000

Granulations nucléoplasmiques prés de 1'enveloppe nuecléaire
dans un ovocyte de 120 yp, Dans certaines granulations de gran-
de taille (GN), il est possible de reconnattre les éléments
d'aspect granulaire, d'une taille de 100 & environ, deji ob-
servés dans les ovocytes plus jeunes (Pl. V, fig. 28), P

pore nucléaire. x 68 000






PLANCHE IX

Stade d'élaboration des glucides

Figure 39

Figure 40

Figure 41

Figure 42

Nucléole d'un ovocyte de 140)1.16 composant fibrillaire (F)
se trouve sous forme de plages dispersées (délimitées par des
fliches). Le constituant fibrillo-granulaire (FG) occupe la

plus grande partie du nucléole. V : vacuole. x 6 000.

Nucléole d'un ovoeyte de lBO‘PJ Les plages fibrillaires sont
plus ou moins regroupées en un anneau (F). FG : constituant

fibrillo-granulaire . x 8 000

Détail des deux constituants du nucléole dans un ovocyte de
14O‘P4 Plage fibrillaire (F), formée d'un feutrage dense de
fibrilles et dont le contour se perd dans le constituant fi-

brillo-granulaire (FG). x 40 000

Détail du composant fibrillo-granulaire, constitué de granu-
les de 150 A et de fibrilles de 50 A. x 64% 000






PLANCHE X

Fin du stade d'élaboration des glucides.

Figure 43 - Nucléole d'un ovocyte de Iﬂ))h Tl est formé d'un anneau fibril-
laire (AF) de forte densité aux électrons, limité intérieurement
et extérieurement par le constituant fibrillo-granulaire (Fa).
L'anneau résulte vraisemblablement de la fusion des plages fi-
brillaires observées au début du stade. Ce processus de coales-
cence se réalise en emprisonnant du matériel fibrillo-granu-
laire qui forme des zones plus claires (fldche blanche) dans
1'anneau fibrillaire. De petites vacuoles apparaissent au sein

de ces zones claires (fli&che noire). x 15 000

Figure 44 - Nucléole d'un ovocyte de 180}4. Le constituant fibrillaire (F)
présente la forme d'un disque, en position excentrée, dans la

masse du composant fibrillo-granulaire (FG). x 4 500

Figure 45 - Nucléoplasme d'un ovocyte de l?O‘fm GN : granulations nucléo-
plasmiques. On observe une vésicule intranucléaire (VI) pres

de l'enveloppe nucléaire, x 35 000

Figure 46 - Région de 1'enveloppe nucléaire (EN) d'un ovocyte de 170}1.
Les vésicules intranucléaires (VI) sont encore peu développées

P : pore nucléaire., Ex : extrusion nuéléaire. x 102 000






PLANCHE XT

Stade de maturité.

Figure 47 -

Figure 48 -

Figure 49 -

Le nucléole de 1l'ovoeyte mature (200 p) est constitué de deux
hémisphéres de nature fibrillaire, de densité différente aux
électrons. L'hémisphere fibrillaire dense (HFD) contient des
vacuoles (Vl) a contour irrégulier, en communication avec le
nucléoplasme. Les vacuoles (Vo) de 1'hémisphére fibrillaire
clair (HFC) ne semblent pas en relation avec le nucléoplasme.

X 4 000

Détail de 1'hémisphire fibrillaire dense montrant une vacuole

(V1) en communication avec le nucléoplasme (Np). Le matériel

fibrillaire constituant cet hémisphére se fragmente en forma-
tions de 0’5,P environ (étoiles). x 22 500

Structure du matériel de 1'hémisphéréf%2§é%&aﬁﬁéest constitué
d'un feutrage de fibrilles trés serrées et de granules de 200
a 300 A entourés d'un espace clair (fléches). Le contenu gra-

nuleux de la vacuole (Vi) semble résulter de la dispersion du

matériel nucléolaire., x 45 000






PLANCHE XII

Stade de maturité.

Figure 50 - Vue de détail montrant la différence de densité entre le maté-
riel de 1'némisphére fibrillaire dense (FD) et celui de 1'hé-
misphére fibrillaire clair (FC). V, : vacuole de 1'hémispheére

fibrillaire dense, & contenu granuleix. Np : nucléoplasme.
x 60 000

Figure 51 - Vue de détail de 1'hémisphdre fibrillaire clair. FC : matériel
fibrillaire clair qui pourrait résulter de la dégranulation du
constituant fibrillo-granulaire (voir Planche IX). Vy ¢ vacuole

4 contenu diffus. Np : nucléoplasme., x 60 000






PLANCHE XIIT

Stade maturité. Micronucléoles.

Figure 52 - Micronucléolss dans le nucléoplasme d'un ovocyte mature. D :

micronucléoles denses. C : micronulcéole clair. x 45 000

Figure 53 - Nucléoplasme sous-jacent & 1l'enveloppe nucléaire dans un ovo-
cyte mature. On observe de nombreux micronuzléoles denses
(mNu) dont certains sont accolds (fléches) & des vésicules
intranucléaires (VI). P : pores nucléaires sectionnés tan-
gentiellement, x 18 000

Figure 54 - Région nucléoplasmique volsine de celle de la micrographie
précédente. Micronucléole clair (mNu) en relatfion (flzches)

avec des vésiaules intranucléaires (VI). x 40 000







PLANCHE XTIV

Etude cytochimique du rucléole au cours de 1'ovogen®se expérimentale.

Figure 55 - Ovocyte d'un diametre inttial de 90‘f.apres 6 jours de culture
organotypique en absence de cerveau. Mise en évidence de 1'ARN.
Le nucléole présente une structure annulaire. Le matériel baso-
phile est réparti & la périphérie de 1l'organite tandis qu'une
vacuole non colorée occupe la partie centrale., (Bleu de tolui-
dine pH 4,2). x 900

Figure 56 - Ovocyte d'un diamétre initial de 90 m aprés 6 jours de culture,
Mise en évidence des protéines basiques. La vacuole est nette-
ment moins colorée que 1'anneau nucléolaire. (Fast green pH 8,1
selon ALFERT et GESCHWIND). x 2 000

Figures 57 & 62 - Etude cytochimique du nucléole ségrégé. (ovocytes fixés 4

semaines aprds la décérébration in vivo).
Rigure 57 - Ovocyte d'un diam>tre initial de 100 p. Mise en évidence de

1'ARN, Ségrégation entre un hémisph®re vacuolisé basophile (HVB)
et un hémisphdre homogéne acidophile (HHA', (Bleu de toluidine
pH 4,2). x 2 000

Figures 58 et 59 - Ovocytes d'un diamdtre initial de 90)4 (fig. 58) ou de
(fig. 59). Mise en évidence des protéines basiques apres

hydrolyse des acides nucléiques. La coloration est plus intense

au niveau de 1'hémisphdre vacuolisé (HV) que de 1'hémisphdre ho-

mogdne (HH). (Past green pH 8,1 selon ALFERT et GESCHWIND). x 2000

Figure 60 - Ovocyte d'un diamdtre initial de 90 p. Mise en évidence des pro-
téines basiques sans hydrolyse préalable des acides nucléiques.
Seul 1'hémisph®re homogdne (HH) est coloré. HV : hémisphére
vacuolisé, (Comparer avec la figure 58). (Fast green pH 8,1).

x 2 000

Figure 61 - Ovocyte d'un diamétre initial de 80)u. Mise en évidence des pro-
téines acides. Coloration tr3s faible au niveau de 1'hémisphére
vacuolisé (HV), treés intense au niveau de 1'hémisphére homogéne
(HH). Dans le nucléoplasme, des formations sphériques sont éga-
lement colorées (fliches). (Bleu de toluidine pH 9 selon SMETANA

- et BUSCH). x 2 000

1l

ﬁiéuré 62 - Ovocyte d'un diamétre initial de 70 u. Mise en évidence des pro-
téines sulfhydrilées. Coloration faible au niveau de 1'hémisphére

vacuolisé (HV) treés élevée au niveau de 1'hémisphdre homogdne (HH).






PLANCHE XV

Figures 63 & 66 - Etude autoradiographique des synthdses d'ARN au cours de

Figure 63 -

Figure 64 -

Figure 65 -

Figure 66 -

1'ovogendse expérimentale, (Incorporation d'uridine tritiéde
pendant 48 heures aprés des durdes variables d'évolution en
absence de cerveau. Ovocytes d'un diamétre initial de 9O>P)'
Les ovocytes représentés sur ces 4 figures proviennent d'une

N T Fa
méme série expérimentale,

Incorporation apres 10 jours d'évolution. Le nucléole possede

une structure annulaire. L'anneau nucléolaire présente un mar-
quage intense. Aucun grain d'argent n'est visible au niveau de
la vacuole centrale, Remarquer le marquage élevé du cytoplasme,

X 900

Ovoeyte témoin, Radioactivité élevée du nucléole., Le marquage
du cytoplasme est moins important qu'aprés 10 jours d'évolution

en condition anhormonale (comparer avec la fig. 63). x 900

Incorporation aprés 22 jours d'évolution. Les deux hémisphdres,
basophile (HB) et acidophile (HA), du nucléole ségrégé présentent
quelques grains d'argent. Le marquage des autres sites cellu-

laires est pratiquement nul. x 2 000

Incorporation aprés 10 jours d'évolution, fixation au 22e jour
d'évolution. Marquage tres intense de tous les sites cellulai-
res, La radioactivité nucléolaire est concentrée au niveau de

1'hémisphére acidophile (HA). HB : hémisphdre basophile, x 900

Figures 67 & 69 - Effets du rétablissement du facteur cérébral au cours de

Figure 67 -

Figure 69 -

1'ovogendse expérimentale {(ovocytes d'un diamdtre initial de
90 f.en culture organotypique & 20° C, Coloration par le Bleu
de toluidine pH 4,2). Les ovocytes représentés sur ces 3 figu-

P ] A TP} s
res proviennent d une méme série expérimentale,

Ovocytes cultivés pendant 24 jours dont les 3 premiers en condi-
tion anhormonale, Remarquer la structure annulaire des nuclée-

les, x 300

Ovocytes cultivés pendant 24 jours dont les 6 premiers en condi-
tion anhormonale. Le nucléole a subi la ségrégation de ses consti-

tuants. x 1 200

Ovocytes cultivés pendant 6 jours en condition anhormonale,

Les nucléoles présentent une structure annulaire, x 600






PLANCHE XVT

Formation du nucléole annulaire,

Figure 70 - Nucléole d'un ovocyte de 70)u apr2s 24 heures de culture or-
ganotypique en absence de cerveau. La structure du nucléole
n'est pas modifide. On observe les 3 zones concentriques, ca-
ractéristiquesdu nucléole de 1l'ovocyte en phase de vitello-
genése protéique (voir planche VI) : zone fibrillaire lacunaire
(FL), zone fibrillaire homogdne (FH), zone granulaire (G).

GN : granulations nucléoplasmiques. EN : enveloppe nucléaire.

x 12 000

Figure 71 - Détail de la région corticale du nucléole de la figure 70.
Remarquer 1'organisation du composant granulaire (G) en tra-

bécules anastomosés, FH : zone fibrillaire homogéne. X 30 000

Figure 72 - Nucléole d'un ovocyte de 70O @ apres 48 heures de culture.
Une vacuole (V), d'un diamdtre moyen de 2,5‘F) s'est dévelop-
pée au centre de 1l'organite. Les constituants fibrillaire et

granulaire sont situés eu niveau de 1'annewu nucléolaire (ANu).

X 20 000






PTANCHE XVIT.

Stade du nucléole annulaire.

Figure 73 - Nucléole apreés 3 jours de culture (ovocyte d'un diamdtre ini-

tial de &D}U. Vacuole (V) de 5 n délimitée par 1'anneau nu-
cléolaire (ANu). x 6 500

Figure 74 - Vue de détail de la partie encadrée de la figure 73%. L'anneau
nucléolaire est constitué de plages fibrillaires (F) disper-
sées dans le composant granulaire (G). La fléche indique une
formation de 1 000 A issue de la fragmentation du composant
granulaire situé & la périphérie de la vacuole (V), Np : nu-

cléoplasme. x 45 000







PLANCHE XVIIT

Stade du nucléole annulaire.

Figure 75 - Détail de la structure du nucléole aprés 3 jours de culture

Figure 76 -

Figure 77 -

(ovocyte d'un diamétre initial de 80 y). Le composant granulaire
(@) situé & la périphérie de la vacuole se fragmente en forma-
tions de 1000 & 2000 A (fliches). Le contenu vacuolaire (granu-
les de 150 & (Gr) et matériel amorphe lAchement organisé)
semble résulter de la dissociation de ces formations. F : plage
fibrillaire., GN : granulations nucléoplasmigues provenant vrai-
semblablement, comme au cours de l'ovogen®se naturelle, de
1'évolution du matériel granulaire de la région corticale du

nucléole. x 58 000

Relations nucléocytoplasmiques dans un ovocyte (diamdtre ini-
tial de 60}1) apreés 3 jours de culture. GN : granulations nu-
cléoplasmiques., P : pore de 1l'enveloppe nucléaire, Ex : extru-

sion nucléaire. M : mitochondrie. X 42 000

Appareil de Golgi apres 3 Jjours de culture (ovocyte d'un dia-
m&tre initial de 6O,PJ' La structure du dictyosome est carac-
téristique du stade de vitellogendse protéique. Les véciiles
golgiennes (VG), participent & 1'acrroissement des granules
vitellins, sont nombreuses, SG : saécules golgiens. M : mito-

chondrie, x 49 000






e

PLANCHE XIX

Fin du stade du nucléole annulaire,

Figure 78 -

Figure 79 -

Figure 80 -

Nucléole aprés 6 jours de culture (ovocyte d'un diamétre ini-
tial de 60/p). Coupe semi-fine colorde par le bleu azur. Le
diamétre de la vacuole (V) atteint ll)}. La largeur de 1'an-

neau nucléolaire (ANu) ne dépasse pas O,8)p). x 1 800

Détail de la structure du nucléole de la figure 78 montrant

le constituant fibrillo-granulaire (FG) au niveau de 1'anneau
nucléolaire. Le contenu de la vacuole (V) continue & &tre éla-
boré & partir du matériel de 1'anneau nucléolaire (flzches)
selon le processus déji observé aprés 3 jours d'expérimenta-

tion (P1, XVIII, fig. 75). Np : nucléoplasme. x 42 000

Nucléole annulaire dans un ovocyte d'un diamétre initial de
9O,P’ ayant subi une évolution de 18 jours aprés décérébration
in vivo. L'organisation du nucléole est semblable & celle qui
est observée in vitro., V : vacuole, ANu : anneau nucléolaire,
x 5 000

Figure 81 - Vue de détail du nucléole de la figure 80, L'anneau nucléolai-

Figure 82 -

re est constitué de plages fibrillaires (F) dispersées dans le
constituant fibrillo-granulaire (FG). La vacuole (V) contient
de nombreuses formations issues de la fragmentation du consti-

tuant fibrillo-granulaire. x 7 500

Structure des dictyosomes de 1l'ovocyte dont provient le nu-
cléole des figures 80 et 81 (18 jours d'évolution in vivo).
Les vésicules golgiennes (VG) sont peu nombreuses. SG : saccu-

les golgiens. M : mitohcondrie. x 27 000






PLANCHE XX

Régression de la vacuole,

Figure 83 - Nucléole apres 7 jours de culture (ovocyte d'un diamétre ini-
tial de 80)u). Coupe semi-fine colorée par le bleu azur. Le
nucléole a diminue de taille (8 np) et a retrouvé un aspect
compact & la suite de la disparition de la vacuole centrale.
Seules de petites vacuoles,d'un diamétre moyen de 1}1, sont

visibles (fl&ches). x 2 500

Figure 84 - Nucléole aprds 7 jours de culture (ovocyte d'un diamdtre ini-
tial de 80 f). Une vacuole (V) de 4/u se trouve & la périphé-
rie de 1'organite. F : constituant fibrillaire. FG : consti-
tuant fibrillo-granulaire. Remarquer 1'aspect trés granuleux

du nucléoplasme (Np). x 6 000

Figure 85 - Vue de détail de la vacuole du nucléole de la figure 84, Le
contenu de la vacuole (V) n'est séparé du nucléoplasme (Np)
que par un fin cordon de 2 000 & 3 000 A. Certaines régions de
ce cordon sont constitudes d'un matériel extr@mement l&che
(fl2ches). Le nucléoplasme contient de nombreuses granulations

de densité variable. x 28 000






PLANCHE XXI

Formation de la coiffe nucléolaire.

Figure 86 - Nucléole aprds 10 jours de culture (ovocyte d'undiamdtre ini-
tial de 9O,P)' Le corps nucléolaire () comprend un réseau
dense aux électrons constitué de matériel fibrillaire,et des
plages plus claires occupées par le composant fibrillo-granu-
laire. La coiffe nucléolaire (CFG) est uniquement de nature
fibrillo-granulaire. Des trabécules de matériel granulaire (TG)

sont localisées & la périphérie de 1l'organite. x 16 500

Pigure 87 - Vue de détail du nucléole de la figure 86, montrant la struc-
ture des différents composants nucléolaires : composants fi-
brillaire (F) et fibrillo-granulaire (FG) du corps nucléolaire,
coiffe fibrillo-granulaire (CFG), trabécules granulaires (TG)

qui se fragmentent en formations de 1000 A (fléche). x 42 000






PLANCHE XXTX

Stade du nucléole ségrégé.

Figure 88 - Nucléole aprds 20 jours de culture (ovocyte d'un diam®tre ini-
tial de 90 )O. Le corps nucléolaire (CNu) a diminué de taille
au profit de la coiffe fibrillo-granulaire (CFG). Le corps nu-
cléolaire est essentiellement de nature fibrillaire. Quelques
plages de matériel fibrillo-granulaire subsistent encore sous
forme de zones plus claires, finement vacuolisées, TG : trabé-

cules granulaires. VI : vésicules intranucléaires. x 13 000

Figure 89 - Vue de détail du nucléole de la figure 89, montrant le compo-
sant fibrillaire du corps nucléolaire (CNu), le composant fi-
brillo-granulaire d& la coiffe nucléolaire (CFG' et les trabé-

cules granulaires (TG) en position périphérique. x 60 000

Figure 90 -~ Vue de détail du corps nucléolaire montrant le constituant
fibrillaire (F) et une plage fibrillo-granulaire (FG).
x 34 000

Figure 91 - Nucléole ségrégé dans un ovocyte d'un diamdtre initial de 140/u,
On retrouve les différents constituants observés chez les ovo-
cytes plus jeunes au moment de la mise en culture : coiffe
fibrillo-granulaire (CFG), corps nucléolaire (CNu), trabécules
granulaires (TG) plus développés & la périphérie du corps nu-

cléolaire que de la coiffe fibrillo-granulaire, x 10 000






PLANCHE XXTIT

Stade du nucléole ségrégé. Micronucléoles et vésicules intranucléaires.

Figure 92

Figure 93%

Figure 94

Figure 95

Figure 96

Nucléoplasme sous-jacent & 1'enveloppe nucléaire aprés 10 Jjours
de culture (ovocyte d'un diamétre initial de 90 P). Les vési-
cules intranucléairss (VI) sont tr2s nombreuses, chacune d'elles

contient 3 & 4 granules denses. x 6 000

Nucléoplasme sous-jacent & 1'enveloppe nucléaire aprés 20
jours de culture (ovocyte d'un diamétre initial de 9O,P)' Le
contenu des vésicules est d'une densité analogue & celle du

nucléoplasme, x 14 000

Micronucléoles dans le nucléoplasme sous-jacent & 1'envelopve
nucléaire, aprés 20 jours de oulture (ovocyte d'un diamétre
initial de 9O,P)' D : micronucléole dense. C : micronucléole

clair, VI : vésicule intranucléaire. x 35 000

Micronucléole clair (mNu) en contact avec des vésicules intra-
nucléaires (VI). La nature fibrillo-granulaire de ce type de

micronucléole est trés nette. x 60 000

Micronucléole dense {mNu), constitué d'un matériel fibrillaire
organisé en trabécules anastomosés, dont les plus externes se
dissocient dans le nucléoplasme (étoile). VI : vésicule intra-

nucléaire, x 60 000






PLANCHE XXIV

Action d'inhibiteurs métaboliques sur la structure du nucléole,

Figure 97 - Structure du nucléole d'un ovocyte de 80 f.(stade de vitello-
geneése protéique) 24 heures apres une injection d'actinomycine
D in vivo (150‘fg/g). L'organisation nucléolaire n'a pas évo-
1lué par rapport & celle des témoins (voir Pl. VI, fig. 31).

ZF : gone fibrillaire, ZG : zone granulaire. x 13 000

Figure 98 - Structure du nucléole d'un ovocyte de 150/p,(stade d'élabora-
tion des glucides) 24 heures apr®s une injection d'actinomy-
cine D in vivo (lSO/pg/g). La structure du nucléole n'est pas
modifiée par rapport & celle des témoins (voir P1l. IX, fig. 40).
F : constituant fibrillaire. FG : constituant fibrillo-granu-

laire. x 18 000

Figure 99 - Structure du nucléole d'un ovocyte de 80 p maintenu en présen-
ce de puromycine (QO‘Pg/ml) pendant 3 Jjours en culture organo-
typique. On retrouve les 3 zones caractéristique du stade de
vitellogenése mrotéique : fibrillaire lacunaire (FL), fibril-
laire homogene (FH), granulaire (@). La zone fibrillaire lacu-
naire comporte des vacuoles dont certaines sont tris dévelop-
pées (V). Remarquer la dilatation des espaces clairs compris
entre les trabécules de la zone granulaire qui semble subir

une fragmentation trés intense. x 15 000








