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INTRODUCTION 

Chez les M6tazoaires, les systèmes nerveux et endocrine sont impliques 

dans la coordination des activitCs des organes et des tissus. Ces deux systèmes 

peuvent être associés ou distincts selon le degré d'évolution des organisnies, 

Ainsi chez les Invertébrés primitifs, les glandes eridocrines épithéliales 

semblent être abserites (HIGHNAM et HILL, 1969) et l'integration organique est 

sous l'influence de cellu?es ~~eurosécrétrices. 

Depuis les premieres études de SCHARRER (SCHARZR et SCHARRER, 1937), 

un grand nombre de travaux ont été réalisés sur les systènies neuroendocrines 

des Invertébrés. 

De nombreuses revues sur ce sujet ont été récemment publiées : GERSCH, 

1975; GOLDING,1974; GOLDSWORTHY et MORDUE, 1974; TRUFLGV et RIDDIPORD, 1974. 

De ces travaux il ressort que 1.e matériel biologiquement actif est en 

général peptidique. Par ailleurs l'étude biochimique de substanccs neurosécrEtri 

ces se heurte à de nombreuses difficultés. Les premières et non les moindres se 

présentent lors des essais d'isolernent et de caracterjsation, essais rendus 

extrêmement difficiles du fait de la petitesse du ~~atériel biol-ogique. SCHARPXR 

et WEITZMAN ne déclaraient-ils pas en 1974 dans "Aspects of Neuroendocrinology " 
* ... "a task that is rather tedious because 01 the smal1.ness of the source ... *'? 

En effet, 1 CS substances neurosécrétriceç, en général cles neurohormoiie 

se trouvent'dans des ilôts cellulaires noyés ail ~ e i i ~  même de ganglions de très 

petites taiiles, ce qui nécessite une très grande quantité de m'atériei de depart 

C'est alors qiie se posent les problèmes de récolte, de transport et de conserva- 

tion de milliers d'animaux. 

Par exemple l'isolement de la "Gonad ehedding substance" ou G.S.S. 

réalisé par KANATANI et Al., 197 1 ,  a demandé 7400 A h x ~ u ~  amuhek%5h qui ont 

donné 70,3 g de nerfs radiaux lyophilisés et finalement 1,3 ing seulement d'hormo 

ne purifiée permettant les premiers essais de caractérisation. 

Pour isoler l'hormone responsable de la diapause chez Bombyx ma4k 

(diapause - hormone B ou DH - B) il a fallu 2,4 nillio~is (4,4 Kg) de têtes 

d'animaux adultes qui ont donné finalement 5,8 g d'extrait hormonal brut, 

(ISOBE, HASEGAVA, KUBOTA, 1976). A ces difficultés d'obtention de matériel 

viennent s'ajouter celles des essais biologiques qui permettent le contrôle de 

l'activité hormonale des substances isolées. 

Certains ne sont pas possibles tout au long de l'année, mais 

seulement durant des périodes précises et en gé'néral très courtes, en raison 

des exigences biologiques. 

+ Une tâche, qui est plutôt un pensum, à cause de la petite taille des 
organes sources . . . ? Il 



D'autre part les facteurs climatiques peuvent aussi intervenir o 

par exemple des hi~~ers trop froids ou trop doux peuvent provoquer une pertur- 

bation du systems nrurosécréieur CU même la disparition des animaux. 

On ne peut nggliger, enfin, le facteur "pollution", qui a les mêmes 

effets que les prkcédcnts. 

Malgré cela, une eridocrinologie biochiinique des Invertébrés a pris 

naissance avec les travaux de BUTENANDT et KARLSON, 1954. 

La biochimie des substances de la neurosécrétion est encore beaucoup 

plus récente, bien qu'elle apparaisse maintenant comme l'élément moteur de 

l'endocrinologie moderne, car les auteurs se sont longtemps cantonnés dans des 

méthodes purement histochimiques. 

Du point de vue " constitutiori chimique" on peut distinguer deux 

grandes cl-asçes de neuros6creti.ons : les neurohormones et les neuro-médiateurs, 

Les neurohormones sont, en général, des substances peptidiques 

produites par les neurones et libérées à leur extrémité, pour aglr en.qualité de 

message chimique, soit localement, soit à distance. Les neuromédiateurs sont 

des produits de .neurosécrétion de type ciiolinergique ou monoaminergique qui 

interviennent dans 1s libération des neurohonnones. 

L'endocrinologie biochimique des substances de neuroçécrétion, en 

particulier des neurohormones chez les Invertébrés a pris naissance vers 1950. 

De nouvelles méthodes biochimiques ont rendu possible la détermination de la 

structyre chimique des principes actifs fournis par les centre r;eurosécréteurs 

des ~nvertébrés. 

Parnii les plus efficaces on peut citer : 

- l'emploi de la gel-filtration sur Sephadex (ISHIZAKI et ICHII(A\Jt1, 
1967; GERSCH et STURZEBECHER , 1968); 

- la ceri~rifugation par gradient: de densité (BARTELL et al., 1968); 
- les digestions enzymatiques (BROWN, 1965); 

- l'utilisation des radio-isotopes tels que la 3 5 ~  cystéine [ 1 
(MORDUE et GOLDSIJOP.TkIY, 1 969, ou la [ 3H 1  ridi di ne (NOLTE et KUHLINN , 1 966) . 

C'est ainsi que chez les Crustacés, EDELIN et al., 1958; JOSEFSSON et 

KLEINHOLZ, 1964; KLEINHOLZ et KIMBALL, 1965; FERNLUND et JOSEFSSON, 1968,1972, 
peptidique 

isolent, caractérisent et déterminent la séquence de 1. 'hormone respon- 

sable du changement de couleur : la R.P.C.H. ("Red--Pigment-concentration- 

Hormoile") . 
KLEINHOLZ, 1975, détermine la composition en acides aminés de l'hormon 

hyperglycémiante chez Cancm maghkek : ?a HH. 

Chez les Insectes, STARRAT et BROWN, 1975, caractérisent la proctoli-- 

ne, hormone responsable de la contraction musculaire du proctodeum et en 

réalisent la synthèse. 



Chez les Echinodermes,CHAET, 1967 et KANATANI, 1967,1971, 

isolent ( le premier à partir de P u a  m i n L a . ,  le second à partir d'AdZ~iid! 

U ~ W L ~ ~ . . S & )  deux peptides des nerfs radiaux, responsables de la maturation des 

gamètes. 

Chez les Coelentérés, SCHALLER, 1973, a isolé une hormone peptidique 

chez l'hydre d'eau douce, qui induit la formation de la tête et du bourgeon. 

Chez les Annélides polychètes, le cerveau exerce une action prépondé- 

rante sur le soma et sur les phénomènes sexuels, par l'intermédiaire d'une 

hormone libérée au niveau des cellules neurosécrétrices (DURCHON, 1948 - 1967; 
HAUENSCHILD, 1956 - 1965; CLARK et RUSTON, 1963; S C H R U D E R , ~ ~ ~ ~  ) .  

Pour les espèces présentant naturellement une épitoquie, cette 

hormone inhibe chez les deux sexes les transformations morphologiques et -- 
anatomiques et empêche les animaux de devenir i-k-t~tranehuh; sa suppression 

expérimentale provoque une épitoquie prématurée : P . ~ ~ ~ ~ ~ ( D u R c H o N ,  1948, 

1952, 1956; N.~anata (DURCHON, 1952);P.maf~io~ii. (DURCHON, 1952); N.pdagica 

(CHOQUET, 1962) ; P. d u m W  (HAUENSCHILD, 1963) et N.duc~inea ( f.L4LECHR, 1 Ç67) . 
Pour tous les Néréidiens de sexe mâle, l'ablation du cerveau déclen- 

che la spermatogenèse. Elle aboutit à la libération des spermatozoïdes 

(DURCHON, 1962). 

L'hormone cérébrale est également susceptible d'agir sur des para- 

sites de Néréidiens (DURCHON et VIVIER, 1961, 1964). Ces auteurs ont montré 

que l'hormone agissait sur la gamogocie de la Grégarine, I;~~]~~u.LLx& haAYi. 

Chez les femelles, par contre, l'évolution des cellules sexuelles en 

l'absence d'hormone inhibitrice est plus nuancée et varie selon les espèces. 

(HAUENSCHILD, 1956; CLARK et RUSTON, 1963; CHOQUET, 1962). 

Cette influence hormonale du cerveau n'est pas constante; elle 

diminue régulièrement tout air long de 12 vie de llAnnélide, poüï finale,r,ent 

devenir nulle à l'approche de l'épitoquie (DURCHON, 1960 - 1962; IUUENSCHILD, 
1963 - 1964; DURCHON et PORCEIET, 197i). 

Le fait que l'activité endocrine cérébrale diminue graduellement au 

cours de la vie des Néréidiens soulève la question du déterminisme de cette 

régulation. On sait déjà d'une part, que les facteurs externes intervienneni : 

la photopériode (HAUENSCHILD, 1955, 1960, 1956) et la température (DURCilON 

et PORCHET, 1971). 

D'autre part, les produits génitaux, et en particulier les ovocytes, 

- exercer,t un effet rétroactif dit "phéilomène "Feed--Backl'. Cet effet, dont 

DUIZCHON avait avancé l'existence en 1952, a fait l'objet d'érudes récentes 

de la part de PORCHET, 1967; PORCHET et CARDON, 1972; CARDON et PORCHES, 1973;  

PORCHET et CARCOW, 1976. 



A partir de ces résultats les problèmes de la nature chimique 

de l'hormone et du facteur régulateur ont été posés. Le problème de la 

nature chimique de l'hormone fut abordé par DURCHON, MONTRJZUIL et BOILLY-PIARER, 

1963, qui se sont inspirés du schéma de fractionnement décrit par-BUTENANDT et 

KARLSON, 1954, pour isoler l'ecdysone. 

Leurs expérimentations ont permis d'isoler, à partir d'un homogénat 

de cerveaux, une so1ution"micromo1écu1aire" qui possédait le même pouvoir inhi. 

biteur que le cerveau. 

La première partie de notre travail a donc été consacrée à l'isolemen 

à la purification et aux essais de caractérisation de l'hormone inhibitrice. 

A partir de la fraction "micromoléculairel', un premier fractionnement fut 

envisagé sur des colonnes de résines à échange d'ions. Il fournit une solution 

effluente neutre qui  possède une activité inhibitrice certaine mais cependant 

très inférieure à celle du cerveau. 

Les résultats biologiques obtenus grâce à ce. premier fractionnement 

n'étant pas entièrement satisfaisants ("temps de blocage trop faibles"), nous 

avons essayé une seconde méthode de fractionnement basée sur le tamisage 

moléculaire (gel filtration) et sur la chromatographie sur papier. 

Ces ~rocédés nous ont permis d'obtenir un produit parfaitement 

actif dont l'effet inhibiteur est semblable à celui du cerveau. 

Les essais de caractérisation que nous avons entrepris, par ailleurs, 

n'ont pas encore abouti à un résultat net et définitif. 

Dans un deuxième temps, nous avons abordé le problème de l'isolement, 

de la purification et de la caractérisation du facteur responsable de la 

régulation de l'activité cérébrale. 

Nous avons extrait, par l'alcool et l'acétone, d'un homogénat d'ovo- 

cytes submatures, une fraction l'micromoléculaire" capable d'inactiver, aussi 

bien "in V ~ V O  l1 que "in v&al', la production endocrine des cerveaux de 

N.divmic010fi et P . c u W ~ L ~ m a .  

Cette fraction "inicromoléculaire" est fractionnée sur gel de sephadex. 

La fraction issue de cette chromatographie et portant l'activité biologique 

est purifiée par électrophorèse. 

Nous obtenons ainsi une substance ~hirni.~Ùe ayant toutes les proprié- 

tés biologiques du facteurl'feed-backl'; sa masse moléculaire ' e.st de 1 'ordre 

de 2 000 daltons. 

Le deuxième problème posé fut celui de l'inhibition de la régénératior 

chez les Annélides. 

MARCEL, 1971, a montré, dans "Contribution à l'étude des facteurs 

intervenant dans la régénération chez le Lombricien €denia daefida Sav.f. 

;typican, que la régénération céphalique était inhibée par une substance spéci- 



fique, localisée dans le système nerveux central. 

Dans ce mémoire nous exposerons les étapes de l'extraction, du 

fractionnement et de la purification de cet inhibiteur de la régénération 

céphalique; les réactions enzymatiques qui ont permis de déterminer sa nature 

peptidique; sa composition en acides aminés et sa masse moléculaire; nous 

exposerons enfin l'amorce de l'étude de son site récepteur par l'emploi de 

traceurs radioactifs et de l'autoradiographie. 



PREMIERE PARTIE 

ISOLEMENT DES SUBSTANCES : INHIBITRICE (HORMONE CÉRÉCRALE) 

ET RÉGULATRICE (FEED-BACK) D E  LA SEXUALISATION CHEZ DEUX 
ANNÉLIDES POLYCHÈTES : Neaeia d i v e a ~ i c a i ! o a  e t  Peaineae,ia 
culXaideaa.  



CHAPITRE 1 

ISOLEMENT DE L'HORMONE CEREBRALE DES NEREIDIENS 

Procédés de fractionnement de ganglions cérébroïdes de NeasLa 

d ivenaica loa  O.F. ~ Ü l l e r ,  en vue de l'isolement de l'hormone 

inhibitrice de la sexualisation. 

INTRODUCTION 

Chez les Néréidiens, le cerveau exerce une action inhibitrice sur les 

processus de maturation sexuelle et sur les transformations somatiques de l'épi 

toquie, par l'intermédiaire d'une hormone, libérée au niveau des cellules 

neurosécrétrices. 

Son mode d'action au niveau de la cellule et du métabolisme, a été 

précisé par une série d'expériences biologiques. Ces résultats nous ont amené 

à entreprendre son isolement et l'étude de sa structure chimique. 

Trois techniques ont été employées : 

- La première consiste en une extraction néthanolique et un fraction- 
nement sur résines échangeuses d'ions. 

- La seconde en une extraction acétonique 
- La troisième en une extraction aqueuse et un fractionnement molé- 

culaire. 

Nous discuterons de l'efficacité de ces trois méthodes et par 1.a 

suite nous justifierons notre choix. 

Pour ces trois techniques, nous avons utilisé des cerveaux prélevés 

sur des k a e h  divehnicatoa. 

1 - RAPPEL DU ROLE DU CERVEAU SUR LE SOMA ET LE GERMEN 
1 - Aciiom-sur le soma 

a) Les transformations hétéronéréidiennes 

Les transforniations de la N c ? A d  en ffQ;tmonmd obéissent à un déter 

minisme endocrine simple : c'est l'absence totale d'hormone cérébrale qui per- 

met le développement des muscles hétéronéréidiens, (WTSSOCQ, 1971) des carac- 

tères sexuels secondaires (BOILLY-MARER, 1?72), ainsi que des sporozoaires 

parasites du liquide coelomiqiie (DURCHON rt VIVIER, 1961,1964; PORCKET-HENNERE., 

1969). Dans tous les cas, aussi biern dans les conditions naturelles qu'expéri- 

mentales, ia levée de l'inhibition hormonale engendre de tres nombreuses mitose 

une synthsse importante de constituants glucidiques, notamment le glycogine 

dans les muscles et les cellules nerveuses, ou le paraglycogène chez les 



Coccidies parasites, et enfin une intense activité des dictyosomes. 

Toutes ces manifestations, caractéristiques d'un état anhormonal, 

sont synchrones dans presque tous les tissus du ver. DURCHON en, 1952, avait 

parlé d'une véritable "explosion mitotique" à ce stade de développement de 

l'animal. BOILLY-MARER, 1976, a montré, que l'évolution de certaines cellules 

hétéronéréidiennes est stoppée par la greffe de cerveaux inhibiteurs. 

Pour cette dernière catégorie de cellules, l'hormone cérébrale 

est-.typiquement de nature inhibitrice. 

b) La croissance somatique : la stimulation hormonale ............................. 
L'influence du cerveau sur la régénération postérieure des Néréidiens 

a été démontrée expérimentalement par CASANOVA, 1955 et DURCHON, 1956, chez 

plusieurs espèces (PXatynmeh r n u a ~ e m A ,  Pe%inmeh cuLttidma et NUL& 
~0h;toe). HAUENSCHILD, 1960; CLARK et Co11.1959, ont retrouvé des résultats seni- 

blables chez P~a;tynm&iA dm- et NehdA &vUzAico~ck. DURCHON et PNRCEL, 

1962, ont montré que le cerveau est indispensabl-e à la régénération postérieure 

chez ~ v & U i c o ~ o k . ~ e  principe actif, de nature hormonale, est secrété 

dans les heures qui suivent une amputation postérieure; il est indispensable à 

l'activation des cellules de régénération. 

2" - Action sur le germen 
a) La ---- spermatogenèse ----- 

Les spermatogonies apparaissent dans le coelome lorsque le niveau 

de l'activité endocrine du cerveau est r6duit ( inférieur à 2 unités div&?..bic~- 

htr, selon la technique de DURCHON et PORCHET, 1970). 

, Les mitoses goniales se produisent sous ce conditionnement tandis 

que les figures des méioses n'apparaissent qu'en absence totale d'hormone. 

BERTOUT,:1976, a montré, que la disparition de l'inhibition cérébrale provoque, 

chez les spermatogonies de NU& &vei~csicoLotr cultivées in vL~"Lo, une im- 

portante synthèse d'ARN du 5' au 7' jour de culture ( phase G 1) qui précède 

la synthèse d'ADN du 7' jour ( phase S). 

Pour ce deuxième type de cellules, l'hormone cérébrale est également 

de nature inhibitrice. 

b) L' ovogenèse ----- ----- 
L'oy~ogenèse s'étale sur la moitié cle la vie de la N ~ n d ,  c'est à 

dire que la croissance de l'ovocyte s'échelonne, sous des conditionnements 

endocrines très différents. (Les NU& pdagicn et div~icoLo4 vivent Z ans, 

l'ovogenèse s'étend sur la dernière année, la Pcittilian.eh cuhhi.dma vit 3 ans, 

l'ovogenèse a lieu lors des 2 dernjères années). 



Le jeune ovocyte ( diamètre moyen inférieur à 1 2 0 ~ )  élabore du vite1 

lus lorsque la production d'hormone est à son apogée. 

A partir d'une taille cellulaire de 130p, le cytoplasme ovocytaire 

se charge d'alvéoles corticaux muqueux. Ce changement métabolique est lié à 

un ralentissement important de l'activité endocrine du cerveau (PORCHET,1970). 

Une analyse biochimique des glycoconjugués ovocytaires a montré que 

l'hormone qui contrôle la différenciation des cellules sexuelles femelles, 

semble agir au niveau des activités glycosyltransférasiques (PORCHET et SPIK, 

1976). 

Enfin, PORCHET et CARDON, 1972; CARDON et PORCHET, 1973; PORCHET et 

CARDON, 1976, ont montré qu'une substance chimique issue des ovocytes, était 

capable de réguler l'activité endocrine cérébrale. 

II - EXTRACTION METHAFJOLIQUE ET FRACTIONNEMENT SUR RESINES ECHANGEUSES D'IONS 
I o  - Extraction méthanolique 

a) Matériel et méthode ------------------- 
L'extraction méthanolique d'une substance active à partir d'un 

'homogénat de cerveaux a suivi le protocole expérimental de DURCHON, MONTREUIL 

et 'BOILLY-MARER, 1963 + (Tableau 1) . 
5.000 cerveaux sont homogénéisés dans un faible volume d'eau bidistil. 

lée. A l'homogénat est ajouté du méthanol refroidi à - 70°C. On obtient une 
précipitation des macromolécules. 

Après centrifugation de l'homogénat à 3000 g on obtient un sédiment 

et un surnageant. L'opération est répétée 3 fois sur le sédiment. On récupère, 

à chaque fois, le surnageant. 

En fin d'expérience on a : 

- un insoluble 
- une solution méthanolique constituée par l'ensemble des surnageants 
Le méthanol est éliminé. La fraction aqueuse résiduelle est alors 

* 
délipidée par l'éther dépourvu de péroxyde. D'où finalement deux phases : 

- une phase éthérée 
- une phase aqueuse 
La phase éthérée nous fournit la fraction lipidique et la phase 

aqueuse la fraction micromoléculaire. 

b) Essais biologiqugs ------------ 

Ces trois composés ont été étudiés i n  vi.t.4.0 et i n  v ivo .  

In V ~ O ,  le test utilisé est l'évolution des spermatogonies contenus 

daris les parapodes explantés sur des /Jeh& d i v ~ i c o ~ v t t  mâles immatures et 

cultivés isolément (UURCHON et SCHALLER, 1963 et 1964 *). 
9 voir chapiire >ia~ériel et. rné~i iodes  



Schéma de fractionnement des cerveaux de N U L C ~ L J  s~%v~niliculo.k 
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d' après DURCHON, MONTEUIL, BOILLY-b.IA,RER 

- 5000 cerveaux homogénéisés 5 mn dans 20 ml d'eau redistillée stérile. 
A l'homogénat sont ajoutés 300 ml de méthanol redistillé à (-20°C). 

- repos IO mn à - 20°c 
- centrifugation pendant 15 n m  à 3000 g 

Sédiment 1 

Rehomogénéisé dans 20 ml d'eau 

Surnageant 1 

Evaporé sous vide à séccité 

On ajoute 300 ml de méthanol à (-20'~) Délipidé 3 fois à l'éther sans 

Repos 10 mn à - 20°c peroxyde. I 
Centrifugation pendant IO mn à 3000 g 

I 
1 

sédiment 2 surnageant 2 

repris 2 fois par 20 ni1 Joint au premier 
d'eau redistillée. 
Centrifugation pendant 
10 mn à 3000 g 

l Phase éthérée lavée \k 

4 
I 

3 fois à 1 'eau Phase aqueuse 
Les eaux de lavage 

Insoluble Solution lyophilisée sont ajoutées à la 

t t Fraction protéidiquet' phase aqueuse 

Fraction lipidique Fraction micromolé- 
culaire 



Lorsque la fraction micromoléculaire (équivalent de 15 cerveaux) 

est incorporéeau milieu de culture, la spermatogenèse reste bloquée 1 1  jours 

par rapport aux témoins. Les autres fractions sont inactives. 

l n  vivo, des animaux décérébrés (PQkirzQnd cu&7udQna)_reçoivent 

des injections de ces différentes fractions.. Seuls les individus ayant reçu 

des injections de la fraction micromoléculaire sont encore atoques au bout de 

50 jours, alors que tous les autres sont sub-épitoques. 

D'après ces résultats, on peut considérer que l'hormone inhibitrice 

est présente dans la fraction micromoléculaire. 

2' - Premier fractionnement par chromatographie sur résine échangeuses d'ions 
a) Matériel et méthode ---- ---------------- 

Nous avens réalisé un fractionnement par chromatographie sur résines 

échangeuses d'ions (Fig.1). 

Une colonne d'échangeurs de..cations : Dowex 50 x 8 est couplée à 

une colonne d'échangeurs d'anions Duolite A 40 ' 
On fait passer la solution 

micromoléculaire sur l'ensemble. 

On récolte 3 fractions' de constituarits : 

- 1 fraction "neutre" (retenue sur aucune des résines) 

- 1 fraction "basique1'( provenant de la Dowex 50 x 8 éluée par 

1 'anmoniaque à 5 %) . 
- 1 fraction "acide" (obtenue par élution de la duolite A par 

l'acide formique à 5 %). 

b) Essais biologiques ------------ - --- 
Ces 3 fractions ont été soumises aux critères d'activité biologique, 

en culture organotypique a comme précédemment. 

Les résultats ont été les suivants : 

- La fraction "basique" ne présente aucuce activité significative. 
- La fraction "acide" montre quelquefois une action positive, mais 

dans tous les cas cette fraction s'est révélée toxique. 

- La fraction "neutre", utilisée à faible concentration (15 cerveaux) 

détermine un retard de 3 jours de la spermatogenèse; à forte concentration 

(300 cerveaux) un retard de 7 jours. 

c) Conclusions ---------- 
Etant donné qu'il faut employer des coccentrations très fortes de 

fraction"neutrel' pour obtenir des résultats démonstratifs, alors que la fraction 

micromoléculaire est nettement plus active, nous nous sommes demandés si ce 

n'était pas dû à la rétention ou à la degradation d'un agent actif, agissant 

en synergie avec la fraction neutre et pouvant être retenu ou dégradé sur l'une 

des deux résines. 
* .  .- Mn+-<.-: - 1  '->* l ~ ~ t l , n ~ ~ ~  



FIGURE 1 u 
Solution micromoléculaire 

Dowex 50 x 8 NH 4 OH 5 % 

v 
Solution effluente "acide fraction "basique" : 

, Duolite 1 ,  4 A 0  

HCOOH 5% 

Solution effluente "neutre" 

L 

acides aminés 

osamines 

peptides et sels minéraux 

fraction "acide" 

Schéma de fractionnement d'un liquide biologique sur des 

échangeurs d'ions 



Nous avons alors entrepris de réaliser un sous-fractionnement 

séparé sur des résines échangeuses d'ions identiques aux précédentes. Puis 

nous avons effectué 1.e contrôle biologique des sous-fractions obtenues. 

3' - Deuxième fractionnement Dar chromato~ra~hie sur échangeurs d'ions de 
la fraction micromoléculaire. 

a) Matériel et méthode ------------------- 

La solution"rnicromoléculaire" est séparée en 2 lots. 

L'un des lots est fractionné sur une colonne de résine à échange de 

cations (Dowex50~2, ''200-400 mesh", forme acide, obtenue par le passage de 

HC1 3 N '). 

La colonne de résine est lavée par de l'eau bidistillée; cette eau de 

lavage est ajoutée à la fraction non-retenue ( acidetneutre) de la Dowex 50x2. 

Un passage à blanc est effectué. On passe de l'eau bidistillée, que 

l'on réduit à l'évaporateur rotatif avant de'lyophyliser. Cette fraction 

lyophylisée sera utilisée plus tard comme témoin blanc lors des essais blolo- 

giques. 

La fraction "basique'' est récoltée par le passage d'une solution 

d'ammoniaque à 5 %. (V:V) sur la Dowex 50x2. L'éluat basique est évaporé sous 

vide de façon à éliminer l'ammoniaque. 

Le second lot est fractionné sur une résine à échange d'anions 
+, (~uolite A 40,"mesh 25-50", forme formiate, obtenue par le passage de Na OH 3N , 

La colonne de résine est lavée par l'eau bidistillée; on j~int~cette eau de L 

lavage à la fraction non-retenue (neutretbasique). La duolite A 40 est éluée 

par de l'acide formique à 5%. On arrête le passage de l'acide formique dès 

que se manifeste son odeur piquante. 

La fraction acide subit le même traitement que la fraction ammonia- 

cale de façon à éliminer l'acide formique. 

Le protocole expérimental ci-dessus est schématisé sur la figure 2. 

b) Essais biologiques ------------ - --- 

Ces différentes fractions ont été soumises aux crltères d'activité 

biologique, en culture organotypique, comme préc6demment. 

. La fraction non-retenue sur la duolite A 40 (neutre+basique) 

présente une inhibition de la spermatogenèse de 24 heures par rapport aux 

témoins. 

. La fraction acide présente, elle aussi, une inhibition de 24 heures 
par rapport aux témoins. 

. La fractiori "mélange", c'est à dire la réunion des frûctions "acide1 

et "neutre-basique", présente un pouvoir inhibiteur de la spermatogenSse de 

* 
voir platgriel et Iléthodes 



FIGURE 2 a 
1 SOLUTION MICROMOLECULAIRE 1 

Premier lot Deuxième lot 

NH40H 5 % 
1 Dowex 50 x 2 1- 

solution effluente 

akide + neutre 

\ 5 % HCOOH 

I solution effluente 

fraction basique fraction acide 

Deuxième fractionnement par chromatographie sur échangeurs d'ions de la 

fraction micromoléculaire 



72 heures par rapport aux témoins. 

La même expérimentation a été faite sur les fractions issues de La 

résine échangeuse de cations. Les retards observés par rapport aus témoins 

ont été ininterprétables. 

Le seul résultat positif de cette mise en culture, a été la démons- 

tration de la non-toxicité du témoin blanc. 

4" - Conclusions 
Devant de tels résultats, l'expérimentation i n  V&O ne fut pas 

poursuivie. En effet, des retards compris entre 24 et 72 heures pour de fortes 

concentrations en extrait de cerveaux, ne sont pas significatifs. 

Cette méthode de fractionnement nous a néanmoins permis d'écarter 

l'hypothèse de l'existence d'une substance "activatrice", retenue ou dégradse 

sur l'une des résines, puisque les résultats sont nettement inférieurs à ceux 

obtenus lors du passage sur des colonnes couplées. 

A ce stade de fractionnement et de sous-fractionnement, nos résultats 

permettent d'avancer les conclusions suivantes. 

. L'extraction méthanolique fournit 3 fractions ( macromoléculaire, 
lipidique et micromoléculaire). Seul, l'extrait micromoléculaire possède une 

activité biologique i n  vivo et i n  v a o .  
Le passage de ce dernier extrait, sur des colonnes à échange de 

cations et d'anions, nousa conduit à localiser l'activité biologique dans la 

fraction dite "neutre", qui n'est pas fixée sur les 2 types de résine. 

La nécessité d'employer des concentrations très fortes de "fraction 

neutre" pour obtenir des résultats démonstratifs repose le problème de l'iso- 

lement de l'hormone. 

Ce sont ces différents résultats qui nous ont amenés à essayer d'amé- 

liorer le fractionnement et le sous-fractionnement des extraits de cerveaux, 

par l'emploi d'autres méthodes physico-chimiques. 

III - EXTRACTIOK ACETONIQUE 
Cette méthode s'identifie à celle de KANATANI et ~oll., 1971, utiliséc 

pour isoler la "gonad-stimulating substance" dite S.S.S., isolée à partir des 

nerfs radiaux de l'étoile de mer : A b z d a  U J I ~ ~ C M / J ~  et qui s'est révélée 

particulièrement efficace pour sa purification. 

1 "  - Matériel et méthode 
2000 cerveaux sont' lyophilisés et broyés dans un mortier (+). La 

poudre de cerveaux sèche est homogénéisée dans l'acétone froide (rapport 

poids/volume,l/20). 

+ Les animaux ont été récoltés à Wimereux 



La suspension obtenue est filtrée sur papier. ~e résidu restant sur 

le papier est lavé par de l'acétone froide( dans le rapport poids/volume 1/50). 

On récupère le résidu du filtre. L'acétone est alors élirninéeà l'aide d'un 

évaporateur rotatif. On récupère finalement une poudre acétonique..dénommée 

P.A. 

Celle-ci est rehomogénéisée, dans le rapport 1/6, dans du Na Cl 

0,01 M. On obtient une suspension que l'on centrifuge à 20 000 t, pendant 

50 mn (Spinco rotor 40). 

Ce procédé,est schématisé sur la Figure 3. 

2' - Essais biologiques 
Les trois fractions, résidu sur filtre, précipité et surnageant, ont 

été soumises aux critères d'activité biologique, en culture organotypique 

(DURCHON et SCHALLER, 1 964) . 
Les résultats n'ont pas été concluants. 

3' ' - Conclusion 
Devant ces résultats nous avons rejeté ce fractionnement par l'acéto- 

ne, pour l'hormone cérébrale. 

IV - EXTRACTION AQUEUSE.FRACTIONNEMENT PAR TAMISAGE MOLECULAIRE ET PURIFICATION 

PAR CHROMATOGRAPHIE PREPARATIVE 

1" Obtention d'une fraction micromoléculaire par dialyse 

Partant du fait que la fraction active était "micromoléculaire", 

hydrosoluble et que les autres fractions "protéique, lipidique et acétonique" 

étaient inertes, nous avons pensé extraire directement cette fraction active 

par l'emploi de la dialyse suivant le protocole expérimental exposé ci-après. 

Cette méthode simple sera employée ultérieurement pour éliminer 

les enzymes protéolytiques lors des essais 'de caractérisation du facteur hormo- 

nal, du facteur "feed-ba~k"~~du facteur inhibiteur de la régénération. 

a) Matériel et méthode ------------------ 

On réalise un homogénat de cerveaux (4000) dans l'eau bidistillée 

que l'on centrifuge à 15.000 g. On obtient un surnageant et un culot résiduel. 

Celui-ci est repris par l'eau,homogénéisé à nouveau puis centrifugé à 15000 g. 

Cette opération est répétée 3 fois. 

Finalement, le surnageant obtenu est placé dans un tube de cellophane, 

La dialyse est effectuée pendant 6 à 10 jours contre de l'eau bidistillée que 

l'on renouvelle toutes les 24 heures. La solution, contenant les composés 

dialysables, est recueillie et concentrée à faible volume, à l'aide d'un 



CERVEAUX LYOPHILISES s 
14- acétone froide 

résidu sur filtre II 

extraction par le N d C I  G,G1 1.I 

4 
centrifugation 

Extraction acétonique. (KANATANI et ~011.1971). 



évaporateur rotatif, puis finalement lyophilisée. 

En fin de manipulation on obtient deux fractions: 

- une fraction dialysable dont les coinposés ont une très faible 
masse moléculaire. 

- une fraction adialysable dont les composés ont une masse molécu- 
laire élevée. 

b) Essais biologigues ------------ - --- 

Ces deux fractions obtenues ont été testées en culture organotypique. 

La fraction dialysable bloque la spermatogenèse plus de 1 1  jours 

par rapport aux témoins, pour des concentrations très faibles (15 cerveaux). 

La fraction adialysable est inactive. 

On retrouve par ce ~rocéd6 d'extraction, une fraction ltinicromolécu- 

laire" analogue à celle décrite précédemment. 

2" - Fractionnement par tamisage moléculaire. 
Nous avons tenté de séparer les constituants de la fraction active 

"micromoléculaire" issue du fractionnement méthanolique, ou ceux de la fraction 

dialysable, par chromatographie en colonnes sur des supports tels que la Sepha- 

dex G. 25 "normal" ou"médium"et G. 25 "super-£ ine". 

Fractionnement ear G. 25 'If ineu --------------- ------------ 
Que ce soit la fraction "micromo1écu1aire" ou "dialysable", le frcrc- 

tionnement est réalisé par chromatographie de tamisage moléculàire sur gel : 
* 

Sephadex G.25 "médium" . 
L'élution se fait par de l'eau bidistillée, dégazée. Le pouvoir 

d'absorption de l'éluat est mesuré en continu, à l'aide d'un absorptiomètre, 

en lumière ultra-violette à 254 nm. 

On obtient des diagrammes sur lesquels se dessinent de nombreux pics 

(Fig.4). Cette chromatographie est reproductible. 

b) Résultats --------- 

Les différentes fractions qui absorbent la lumière ultraviolette et 

qui correspondent aux pics, sont isolées et incorporées au milieu de culture. 

Seule la fraction P 2 possède un pouvoir inhibiteur. Elle bloque la spermato- 

genèse 6 à 7 jours ( à faible concentration, 15 cerveaux). 

c) Sous-fractionnement de la fraction F 2 sur G.25 l'super-finelt .......................................................... 
La fraction P 2 est chromatographiée sur colonne de Sephadex G.25 

"super-fineMdans les mêmes conditions que précédemment. 

* (voir chapitre Matériel et méthode) 



Le diagramme nous donne de nombreux pics (Fig.5). 

Seuls les 2 derniers, parfaitement séparés, se sont montrés in.hibi- 

teurs de la spermatogenèse : ce sont les pics 5 et 6. 

d) Résultats --------- 
La fraction P 5 a un effet inhibiteur pendant 6 à 7 jours; la fractioi 

P 6 ne bloque que 5 à 6 jours, soit 24 heures de moins que la précédente. 

Des mises en culture ont été pratiquées avec des fractions corres- 

pondant au maximum d'absorption des fractions P 5 et P 6 et avec la fraction 

intermédiaire (Fig.6). Nous avons alors constaté un maximum de retard pour la 

fraction intermédiaire. Celle-ci inhibe, en effet, la spermatogenèse 2 fois 

plus longtemps que les fractions P 5 oil P 6. 

Les retards constatés, lors des précédentes mises en culture avec les 

fractions correspondarit à P 5 et P 6 s'expliquent parfaitement, 

Au moment de la séparation en fractions 5 et 6, chacune d'elles 

contenait une quantité plus ou moins grande de produit actif. 

En effectuant un isolement des fractions tube par tube et en incorpo- 

rant chacune d'elles au milieu de culture, nous avons obtenu des courbes(à 

l'enregistrement spectrophotométrique),qui,superposées,donnentunecourbe d'acti- 

vité biologique qui délimite exactement la "fraction hormonale" (Fig.7). 

Ces différents résultats ont été réalisés à partir d'un lot de cer- 

veaux isolés en hiver. 

' . Un second lot de cerveaux prélevés sur des animaux en été, début 

automne, donne après fractionnement sur ~-25~~~~ormal"("médium'~)le même diagram- 

me que le précédent (Fig.4) et les mêmes résultats en culture in V ~ O .  

Mais dès que le pic 2 est fractionné en G 25"super-fine) on slaper- 

çoit que le Pic 6 disparaît (Fig.8). Pour le lot "été-début automnetf, nous avon: 

réalisé quatre fractionnements et quatre sous- fractionnements 

Dans tous les cas, les diagra~i~mes obtenus étaient identiques. 

Finalement ces différentes misesaen culture nous ont montré que 

l'activité était groupée au niveau du "Pic 5" et principalement aux zones 

6 et 7 (Fig.8). 

Actuellement nous ne pouvons que constater le phénomsne, mais il 

nous ~araît difficile de l'interpréter. 

3 O  - Purification par chromatographie sur papier du pic 5 (P5) et du pic 6 (P5) 

Il a été montré précédemment, qu'après fractionnement sur gel de Se- 

phadex G-25"super-finet', la fraction hormonale se situait au niveau des pics 

P 5 et P 6. 

Cette répartition se fait à 70 % dans le pic 5 et la zone intsrné- 

diaire 5-6 ( Fig.7). 



I G I :  Fractionnement de la fraction f micro moléculaire'^ du dialysat - 
sur gel de séphadex G-25 "médiumM. 

Figure 5 CI : Fractionnement de P 2 sur gel de sephadex G-25 "super-fine". 5-" i r  i 

k - , w m d l  



Figure 6 : C I  : Isolement d'une fraction intermédiaire entre P 5 et P 6 .  

Figure 7 a : Fractionnement de P 2 sur "sephadex G-25 super-fine" 

- en trait continu : pouvoir d'absorption en lumière ultraviolette 

- en trait hachuré : activité biologique. 



Pour des cerveaux récoltés en été-d6but automne le pic 6 disparaît 

(Fig .8) . 
(Pour le moment nous ne pouvons que constater le phénomène. Il nous es 

encore difficile de l'interpréter). 

La totalité de l'activité biologique est groupée au niveau du pic 5, 

à sa base externe, qui pourrait correspondre à la zone intermédiaire P 5 - P 6. 
Avant d'aborder l'étude physico-chimique et biologique, il fallait 

améliorer le procédé d'extraction, de façon à obtenir une fraction hormonale 

enrichie et purifiée. 

a) Purification du Pic 5 et résultats biologiques ........................................ ----- 
* 

Le pic 5 a été par chromatographie sur papier W 3 , dans a 

le solvant (solvant de PARTRIDGE,S.M.I948),n-but/Ac Ac/eau (4 : 1 : 5 par 

volume) pendant 39 heures à 20 OC. 

Le chromatograrnrne (Fig.9), révélé par la ninhydrine à 1 %,.donne 6 

fortes tachesl1ninhydrine positivel'et 2 faiblement révélées proches du trait 

de départ. 

Au niveau du spot 4, on détecte en lumière ultra-violette à 254 

et à 280 nm, deux taches très voisines : l'une fortement UV positive et 

l'autre fluorescente. 

Les taches correspondant aux révélations par la ninhydrine et par la 

lumière W, ainsi que les zones se situant entre elles sont éluées par l'eau 

et lyophilisées. Leur activité biologique est ensuite recherchée en culture 

organotypique. 

Les résultats obtenus montrent que seule la bande située entre les 

taches UV fluorescentes et le spot 5 possède l'activité biologique (Fig-g), 

et que cette fraction correspondant à moins de 15 cerveaux bloque la sperma- 

togenèse pendant 6 jours, in V ~ ~ L U .  

b) Purification du Pic 6 et résultats biologiques - 

Le pic 6 a été purifié dans les mêmes conditions expérimentales (Fig. 

9). Les différences n'apparaissent qu'au niveau du nombre de taches révélées 

par la ninhydrine (4 fortement révélées, numérotées de 1 à 4, dont les zones 

de migration se superposent exactement à celle du spot 5) et une seule tache 

faiblement positive en ninhydrine (décelable près du trait de départ). 
pour 

Comme le pic 5, au niveau de la tache 4, on détecte 2 spots, l'un 

fortement positif et l'autre très voisin, fluorescent. 

On remarque que l'intensité des spots UV positifs est sensiblement 

la même que dans les 2 pics. Ce résultat corrobore donc une constatation 

antérieure, faite lors du sous-fractionnement sur sephadex G-25 "super-fine1'. 

* voir ?.latériel et ?léthodes 



Figure 8 u : Sous-fractionnement du pic 2 sur "G-25 super-fine" d'un lot de 

cerveaux récoltés en "été-début automne". 



Lia fraction hormonale, située dans la banide s'étendarit de la tache. 

W fl~~oresc~ni-e à ?a tache 5 virt~e1l.e~ possède l1activit4 biologique, mais 

son action est moindre que celle de la fraction issuedu pic 5 (Eig.9) 

Conclusion c ) ---------- 

De tout ceci, on peut tirer la conclusion suivante : la fraction 

hornonale est enrichie et purifiée d'une manière satisfaisante, par chromato- 

graphie préparative sur papier Whatman 3, pour des études biologiques. Elles 

seront présentées dans la suite de ce mémoire. Quant aux études physico-chimi- 

ques, seuls les résultats nous diront si cet état de pureté est suffisant. 

V - CHOIX DE LA NETHODE 
Trois méthodes d'extraction ont donc été employées pour isoler la 

fraction hormonale inhibitrice. 

Deux méthodes ( les extractions méthanolique et aqueuse) se sont 

montrées aptes à l'isolement d'un ensemble fortement actif sur le plan biolo- 

gique: la fraction "méthanolique" ou la fraction aqueuse. 

Par contre la méthode dite "acétonique" a été abandonnée, come"non- 

rentable" sur le plan bi.ologique, tout au moins en ce qui concerne l'hormone 

inhibitrice. 

Finalement notre choix s'est porté sur l'extraction méthanolique 

pour plusieurs raisons :, 

. cette méthode élimine les risques de contamination bactérienne. 

. elle ne nécessite pas un volume important de dialysat. 

. l'extraction aqueuse n'est possible que si le substr2t brut est de 
faible volume (cerveaux disséqués). Elle devient impossible lorsqu'il faut 

extraire la fraction hormonale, directement à partir des têtes et quelquefois 

même à partir des animaux entiers. 

Le fractionnement de l'extrait micromoléculaire s'est imposé de 

lui-même. 

La nécessité d.'employer des concentrations très fortes de phase 
II neutre", (équivalence 300 cerveaux, au lieu de 15), pour obtenir une réporise 

biologique positive, lors du fractionnement sur résines échangeuses d'ions, 

nous a obligés à abandonner ce genre de fractionnement au profit du fraction- 

nement par tamisage moléculaire et par chromatographie préParat ive sur papier. 

VI - ESSAIS DE CARACTERISATION DE L'HORMONE CEREBRALE 
E.SCHARRER, B.SCHARFER, 1937, et KNOWLES, 1974, ont supposé que 

les produits issus des cellules neurosécrétrices étaient de nature peptidique. 
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F'igure 9 : Chromatographie sur papier des pics 5 et 6 ,  système solvant n-buthanol, 

acide acétique, eau (4, 1, 5 par volume) - 39 h à 20"~. 



En 1971, KANATANI et Coll., ont isolé et identifié à partir des 

nerfs radiaux d 'A6X& 'uUA mll(n~n6h5, ce qu'ils ont appelé la G.S.S. (Gonad- 

stimulating -Substûnce). C'est un peptide de masse moléculaire voisine de 

2100. 

A la parution de ces travaux, nous noüs sommes demandés si l'hor- 

mone inhibitrice, n'était pas, elle aussi, de type peptidique. 

C'est pourquoi nous avons fait les expériences suivantes : 

1 "  - Stabilité à la chaleur --- -- 
a) Matériel et méthode ------------------- 
La fraction' 'micromo1écülaire ' '  hormonale active, est mise en suspen- 

sion dans une solution de Na Cl o,olM. Cette suspension est chauffée pendant 

30 mn en bain marie (80-90°C) sous agitation puis refroidie très 

rapidement dans un bain de glace (KANATANI et Coll., 1971). 

Résultats biologiques --- 

I,a fraction "micromoléculaire"-témoin inhibe la sperrnatogenèse 

pendant 8 jours, tandis que la suspension chaufiée la bloque une journée. 

Cette expérience futrépétée une seconde fois. La fraction hormonale 

chaiiffée a présenté un effet inhibiteur d'environ 2 jours et la Eraction- 

témoin non chauffée de 8 jours. 

Après ces expériences il semblait possible que le facteur inhibiteur 

puisse être de nature peptidique; et dans ce cas les enzymes proféolytiques 

devaient détruire son activité biologique. 

2" - Action des enzymes protéolytiques 
a) Matériel et méthode 

Les hydrolyses enzymatiques ont été effectuées sur la fraction 

"micromoléculaire" dialysable à 3 7 " ~ ~  pendant 24 heures en présence de pronase 

ajustée à pH 7,8 - 8 (YAMASHINA et MAKINO, 1962) rapport eriz~yme/substrat : 
1/50; de trypsine à pH 8,2 ( même rapport) (HIRS,1956) et.de pepsine 

(SANGER et THOMPSON, 1953). 

Dans chaque cas, 20 mg de fraction " micromoléculaire" dialysable 

ont été employés. 

Après l'arrêt de la réaction, les solutions ont été dialysées, une 

nuit, contre de l'eau bidistillée, en vue d'éiiminer 17enz>me. 

L'activité biologique de chaque fraction dialysable et adialysable 

a été déterminée en culture organotypique, suivant le mode opératoire an~érieu- 

rement utilisé . 



b) Résultats biologiques - ----- - ---- ----- - --- 
Les fractions adialysables contaminées par les enzymes protéolyti- 

ques n'ont aucune action sur la spermatogenèse, si ce n'est une dégradation 

plus ou moins poussée, des tissus mis en culture. 

Les frac~ions dialysables, contenant la fraction "micromoléculaire", 

qui ont subi l'action des enzymes protéolytiques, ont gardé toute leur activite 

inhibitrice sur la ~amétogenèse dans des proportions identiques au témoin 

"micromoléculaire"natif. 

3" - Conclusions 
Ces expériences ( sur la stabilité à la chaleur et l'action des 

enzymes protéolytiques) amènent deux conclusions contradictoires. 

Sous l'action de la chaleur, l'hormone perd 90% de son activité 

inhibitrice. 

Par contre l'hormone n'est pas détruite par les enzymes protéolytiques 

ce qui semble indiquer qu'elle n'est pas de nature peptidique, du moins clas- 

sique. 

4' - Autres r6silltats 

Nous avons vu que l'extraction méthalonique nous permettait d'obtenir 

une fraction lipidique. Cette fraction, en culture organotypique, ne donne 

aucun 'résultat. 

II semble donc que l'hormone inhibitrice ne soit pas. lipidique ou un 

dérivé soluble dans les graisses. 

Nous avons vu aussi que la fraction hormonale inhibitrice se situait 

entre les pics 5 et 6 ou à la base externe du pic 5. 

Le fait que cette hormone n'absorbe pas la lumière ultraviolette 

semble indiquer qu'elle n'est pas de nature aromatique. Par conséquent qu'elle 

n'est pas un dérivé purique ou pyrimidique. 

Enfin les techniques classiques de recherche des glycoconjugués n'ont 

donné aucun résultat (CARDON, 1970, Thèse de 3' cycle). 

5" - Détermination de la masse moléculaire hormonale par tamisage moléculaire 
P .- 

Nous savons que la fraction hormonale est dialysable et micromolé- 

culaire et que la méthode de tamisage moléculaire fournit une fraction hormonale 

très active et efficace. 

Cela nous a poussé à estimer la masse moléculaire par tamisage 

moléculaire. 



On a utilisé une colorine sepnadex "G-25 fine", (l,3 x 100 cn), 

(K?DREWS,I964), équilibrée par une solution de tampon acétate 0,05 M addition- 

née Je 0,4 M de Na Cl à 20°C (KANATANI et Coll., 1971). 

Le volume d'élution de la fraction active est compare à celui de 

l'ocytocine ( masse moléculaire = I035), et à celui de la bacitracine (masse 

molCculai.re = 2470).Les volumed'élution sont déterminés par les courbes 

d'absorption en lumière ultra-violette à 254 nm et 280 nm, celui de l'ocytocine 

est repéré par essai biologique sur un utérus isolé de rate en proestrus. 

La masse moléculaire estimée par ce procédé, est comprise entre 2014 et 2280 

da1 tons. 

6" - Conclusion générale. 
L'extraction méthanolique des cerveaux fournit 3 fractions ( macromo- 

léculaire, lipidique et micromoléculaire). Seul l'extrait "micromoléculaire" 

possède une activité biologique "in vivo et "in v&oft. 

L'extraction aqueuse nous foiirnit une fraction dialysable identique 

à la fraction "micromoléculairel' précédente. 

Par contre, l'extràction acétonique s'est révélée parfaitement 

néfaste pour l'activité biologique de l'hormone. Nous n'avons donc pas retenu 

ce mode d'extraction. 

Toutefois, la méthode de purification sur résines échangeuses d'ions 

nous a fait perdre Urie p9rtie importante de l'activité de la fraction micromo- 

léculaire, qu'elle soit d'origine métl-ianolique oii aqueuse. 

Par conséquent nous avons abandonné le fractionneme~jt sur résines 

échangeuses d'ions, au profit d'un fractionnement qui garde intacte l'activité 

biologique des cerveaux, c'est à dire le tamisage moléculaire. 

Cette méthode de fractionnement et de sous-fractionnement par 

chromatographie de gel - filtration nous a fourni 2 pics d'activité P 5 et 

P 6.  

Une étude plus poussée nous a montré que ces fractions obtenues ne 

possèdent qu'une partie de la substance active, qu'en réalité l'hormone se 

situe entre ses 2 pics et que " la substance active" de ces..pics peut être 
extraite par chromatographie sur papier W3. 

L'expérience, enfin, a révélé que la zone hormonale n'absorbe pas 

la lumière ultra-violette et que son activité n'est pas détruite par les enzymes 

protéolytiques ( pronase, trypsine, pepsine). 

Donc , actuellement,le problème de l'isolement de l'hormone inhibi- 
trice cérébrale des Néréidiens semble être en partie résolu, par contre celui 

de sa nature chimique demeure posé. 



La fraction hormonale, elle, est dans un état de pureté suffisante 

pour permettre d'aborder les premières étapes de i'analyse du métabolisme 

de l'hormone cérébrale ( une légère ambiguïté subsiste néanmoins, due au 

fait que la substance hormonale n'est pas totalement purifiée). 



CHAPITRE 

- - -- --..--p.- 

Premières étapes de l'analyse du métabolisme de l'hormone7 

cérébrale. 
" 

L'hormone cérébrale n'étant pas totalement purifiée, nous avons 

essayé d'aborder l'étude de son métabolisme par des voies indirectes. Zn vais, 

les cerveaux restent inhibiteurs, c'est donc que les cellules neurosecrétrices 

poursuivent leur synthèse hormonale. 

Il nous a semblé possible de marquer cette hormone en fournissant au 

milieu de culture des précurseurs radioactifs élémentaires (acétate, leucine, 

glucose etc ...) n'ayant à la limite, aucune spécificité. En effet, si un tel 

précurseur était incorporé par le cerveau pour synthétiser de nombreux produits 

et, en particulier l'hormone, celle-ci se trouverait radioactive et il serait 

a'lors possi.ble de ia suivre dans sonHdevenir métabolique". 

Celle-ci est i-solée selon la technique traditi.onnelle et injectée, 

ensuite, dans la cavité coelomique de k ~ n & i h .  

L'étude des récepteurs celliilaires, du transport (Binding proteins) 

et de l'élimination de la substance hormonale peut ainsi être abordée. 

Les résultats encore préliminaires sont très prometteurs et laisse 

espérer des données intéressantes pour l'avenir. 

L'intérêt réside, dans le fait qu'un lot de 1000 cerveaux donne suffi, 

sarnment d'hormone marquée pour permettre l'analyse métabolique. 

1 - Matériel et méthode 
L'étude du métabolisme de 1"hormone cérébrale a été entreprise en 

collaboration avec POKCHET. Un millier de cerveaux (900 à 1000) de N a d 5  

~ v m i c a t o t ~  possédant une forte activité hormonale, sont prélevés sur de 

jeunes individus. Ils sont placés en culture organotypique en présence de [;4 ; 
L .  

d'acétate de sodium (100~ ci) pendant 4 jours. 

Les cerveaux sont alors récupérés et immédiatement traités suivant 

les méthodes précédemment décrites qui permettent d'extraire une fraction 

enrichie en hormone ( fractionne.ment et sous-fractionnement en chromatographie 

- sur gel de sephadex et sur papier W 3). 

On isole finalement une fraction hormonale relativement purifiée, 

possédant 1,6 % du marquage initial des broyats de cerveaux.?our 

100 cerveaux, la qüantité de 4 dacitate jncorl>orée correspond à envi-ïoli 

1000 000 de coups par minute (c.p.m). Par contrc,celle conteniiednni, 1.1 fsracci~ri 

hormonale isolée, donne environ 16 000 2 17 000 c.p.Iii. 



La fraction hormonale marquée est préalablement essayée LM v ~ X t c ,  

sur une culture organotypique de spermatogonies. Le blocage de ces cellules 

sexuelles dans leur état d'origine, prouve l'existence du principe hormonal 

inhibiteur de la fraction obtenu'e. 

11 - Résultats préliminaires 
L'hormone étant la même chez tous les Néréidiens, le reste de la 

fraction hormonale marquée est injecté dans la cavité coelomique d'une P5tins- 

h& cuhhidma femelle, préalablement décérébrée et dont les ovocytes ont une 
taille moyenne de 160 p. 

Douze heures plus tard, l'animal est sacrifié. Toutes les parties 

du ver sont soigneusement recueillies ainsi que l'eau de mer dans laquelie il 

vivait. 

Les ensemble cellulaires sont homogénéisés, précipités à 1'ATCA 

IO % refroidi et filtrés. Les filtres sont abondamment lavés à l'alcool à 9 6 O ,  

2 l'acétone puis à l'éther éthylique. 

Après séchage, ils sont soumis au compteur à scintillation . 
Les comptages nécessitent les plus grandes précautions et sont effectués plu- 

sieurs fois pendant IO mn. 

Les résultats obtenus sont groupés dans le tableau 2. 

D'autre part, le liquide coelomique est chrornatographié sur gel de 

sephadex G-50, puis G-25 (Fig.10). Une aliquote de chaque fraction obtenue est 

comptée dans les mêmes conditions que Une seule fraction coelo- 

mique présente une radioactivité nette c'est le pic C qui est toujours très 

réduit. Il pourrait jouer un rôle important dans le transport de l'hormone ce- 

rébrale. 

Quelles conclusions peut-on tirer du tableau ? 

. On observe une perte importante de la radioactivité (près de 402). 

. La majeure partie de la radioactivité se retrouve au niveau de 
l'eau de mer ambiante (25 %) et du tube digestif (15 %),  Ceci révèle des 

processu,s de dégradation et de rejet très importants. 

. L'hormone se fixe préférentiellement d'abord sur le pic C du 

liquide coelomique (2450 c.p.m = 24 %), pilis sur les muscles ( 1 1  %),  enfin sur 

les éléments figurés du coelome (ovocytes et éléocytes : 7 2), 

La radioactivité laplusnette est décelable au niveau des enveloppes 

ovocytaires isolées suivant la méthode mise au point par CANER et al., 1977; 

ceci permet l'amorce d'études sur les accepteurs de l'hornone. 

Les "résultats1' positifs actuels sont donc la mise en évi2ence de 

l'existence d'une fraction coelomique transportant l'hornone, et dlévcntr?c',s 

récepteurs ovocytaire et muscuLaire de cette mSme homone cérgbrale. 



1 Radioactivité détectée e n  
Fractions étudiées 

(coups par m i n u t e  

eau de mer dans laquelle 

vivait l 'animal 

Ovocytes 

enveloppes ovocytaires 448 

membranes internes 
( dictyosomes 
( vésicules 

muscles 

tube digestif 

1 3 300 - 
liquide coelomique total 

1 160 

1 531 

éléocytes 

................................. 

TOTAL 10 447 

215 

Mesure de la radioactivité hormonale dans les différentes parties de 

ltAnnélide. 



Figure IO CzzI : Chromatographie, sur gel de Sephadex G-25 "fine" du liquide coe?omique 
de PeLinm& cu&ki~&ta .  Profil de radioactivité de l'hormone 

cérébrale en coups par minute (c.p.m), Seule la fraction coelomique 

C porte une radioactivité très nette. 



III - Détermination d'une activité adenyl-cyclasique au niveau des ovocytes. -- - -- 
Nous avions décelé une radioactivité liée à l'hormone dari~ les 

enveloppes ovocytaires. 

Nous avons donc recherché dans les ovocytes l'existence d'une activi- 

té adenyl-cyclasique qui serait liée à l'action hormonale. 

Pour cela deux lots d'ovocytes sont utilisés : . 
- 1 lot de jeunes ovocytes ( 7 0 ~  de diamètre); donc des ovocytes 

subissant une forte action hormonale. 

- 1 lot d'ovocytes âgés ( 1 5 0 ~  de diamètre); donc des ovocytes ne 

subissant pas, ou très peu d'action hormonale. 

Nous avons recherché 1'AMP cyclique dans ces deux lots d'ovocytes 

suivant la méthode de VERBERT et CACAN (1 972). 

Les conciusions sont les suivantes : 

1) L'activité ATP-asique est très forte ce qui nécessite la présence 

d'un régénérateur d'ATP pour le dosage de l'activité adényl-cyclase. 

Même en présence d'un tel régénérateur (Phospho-Enol-Pyruvate) ( P.E.1 

une part importante d'ATP est hydrolysée en ADP puis en AMP. 

2) On ne décèle apparemment pas d'MP cyclique aussi bien dans les 

ovocytes de 7 0 ~  que dans ceux de 150 7 
Si son activité adenyl-cyclasique existe, elle est très faible, et 

non détectable par la méthode employée. 

Si on se rapporte au rôle de messager secondaire attribué à 1'MIP 

cyclique dans la transniission d'un message hornona1,dans le cas qui nous inté- 

resse le problème reste entier. 



I I I  

LA RETKOACTION GENTTALE : LE PHENOMENE " FEED-BACK Il 

inhibiteur, responsable de la ré 

Ce travail a été réalisé en étroite collaboration avec M.PORCHET. 

Nous pouvons tout d'abord distinguer 2 thèmes de recherche dans la 

rétroaction génitale : 

- l'un biologique, étudié par M.PORCIIET 
- l'autre bicchimique, dont je me suis persennellement occupé. 
L'aspect biologique du phénomène "Feed-Backt' comprend : 

1" - La récolte du matériel biologique. 
2" - La mise en évidence du phénomène biologique par implantation 

d'ovocytes submatures. 

3" - Les cultures organotypiques de parapodes mâles de N U L &  

d i vUiA ic~ lok ,  pour l'étude de l'influence des différents constituants obtenus 

par fractionnement au niveau de ces cultures. 

4" - Les recherches histologiques lorsqu'elle8 étaient nécessaires 
pour affirmer ou infirmer tel oi? tel résultat. 

Mon travail, a consisté , à partir dii liquide coelomique et d'ovocy- 

tes subinatures de P&un&ctc&~ cLLetfudwta, à extraire, à purifier par fraction- 

nement la substance responsable de la rétroinhibition hormonale et enfin à 

essayer d'en déterminer la nature chimique. 

Nous allons dans un premier temps, résumer Sour forme d'historique, 

la mise en évidence du phénomène de la rétroaction génitale. 

Dès 1952, DURCHON prouvait que l'on pouvait induire une épitoquie 

expérimentale par injection deproduits génitaux femelles de 3 ans à une 

femelle immature. 

DURCHON, 1960 - 1962; HAUENSCHILD, ! 963 - 1964; DU~CHON et PORCHET en 
1971 ont montré qu'à l'approche de la maturité génitale l'activité endocrine 

des ganglions cérebroïdes des N~heidae diminue pour cesser finalenient lors 

de l'épitoquie. 

Expérimentalement, il est possible de supprimer précocement le facteu~ 

inhibiteur cérébral, en injectant des ovocytes submatures dans la cavité 

générale de jeunes Ne,f~&. 

Les critères biologiques qui permettent alors de déceler 1.a 

suppression de l'inhibition sont : la maturité génitale et l'épitoquie du 



receveur, (LOBCHET, 1967), ainsi que l'incapacité de régénérer les segments 

postérieurs amputés (FORCHET et DURCHON, 1968). 

1 - ASPECT BIOLOGIQUE DE LA REGULATION DE L'ACTIVITE ENDOCRINE CEIGBRALE CHEZ 
LES Neteidut?. 

Il importait de savoir si l'hornione cérébrale était contrôlée par un 

mécanisme comparable à la régulation de l'hormone cérébrale du tannage chez 

les Insectes ( le bursicon, FRAENKEL et HSIAO, 1965) ou si la rétroaction 

génitale était de naturi- chimique comme chez Munca damen;tica ( ADAMS, 

HINTZ et POMONLS, 1968 et ADAMS et Coll., 1970). Je me siiis chargé 

d'étudier cette dernière hypothèse qui sera détaillée ultérieurement dans 

cet exposé. 

1"  - La rétroaction génitale n'est Eas un mécanisme réflexe --------------- -------------- ....................... 

~'im~lantation d'ovocytes submatures (DURCHON, 1952; PORCHET, 1967; 

PORCHET et DURCHON, 19G8), dans la cavité générale de jeunes NUL& entraîne 

une augmentation importante du volume des receveurs, L'hypothèse du mécanisme 

réflexe n'était pas à écarter. Une augmentation expérimentale du volume 

corporel des vers a donc été provoquée par des injections de gélose ou de 

microbilles de verre. 40 jours après ces injectioiis, l'état génital ainsi que 

la capacité de régénération des individus opérés étaient très comparables à 

ceux des témoins (tableau III). 

Les auteurs n'observaient jamais d'épitoquie expérimentale comme lors 

de l'implantation d'ovocytes sübmatures. 

Ils pouvaient donc conclure que ce n'était pas un simple mécanisine- 

réflexe qui pouvait réduire l'activité endocrine des cerveaux de ?%Yzin~h& 

c W d m a .  

2" - Réaction biologique in v&a -------------- - 
Les différents constituants issus des fractionnements biochimiques 

que j'avais réalisés,ont étéintroduitsdans des milieux de Lulture organotypi- 
* 

que sur lesquels étaienttransplantées des associations de parapodes et de 

prostomiums de NULQh & v e A A ~ ~ ~ - b / r .  HAUENSCEILD, 1956 et BOILLY - FURER, 1962, 

ont en effet montré la non-spécificité du facteur hormonal chez les différentes 

espèces de Néréidiens. 

L'introduction dans le milieu de culture d'un constituant issu du 

fractionnement d'ovocytes submatures détermine ou ne détermine pas un arrêt 

de l'activité inhibitrice des prostomiums. Cela se traduit par une maturation 

9 (voir chapitre matériels et méthodes) 



Action comparée de l'injection de gélose à 0,5 % et d'ovocytes submatures 
(diamètre) 18O)i) sur la croissance ovocytaire et la régénération postérieure - 
de Pehineheh cuRtiUd~u. 

Diaqètre 
ovocytaire 
initial 
(nombre 
d ' animaux) 

pas de 
produits 
génitaux ( 30) 

30- 40 
(24) 

r 

50- 60 p 
(33) 

70- '90 p 
(35) 

100-1 10 p 
(27) 

note : Les animaux sont sectionriés au 1/3 postérieur (35 à 40 segments an~putés) 
20 jours après l'injection. Le nombre de segments régénérés est noté 
20 jours aprSs 1 ' ainputat ion. ,,G?) 

Li1 ;k 
"+--,",/" 

état génital (E.G.) et 
nombre de segments régénérés (R) 

40 jours après l'injection 
1 

Témoins 
(aucune 

injection) 

E.G. 

pas de 
produits 
géni t ailx 

+ 10 

+ 13 

+ 17 

+ 8 

R. 

15 

12 

10 

6 

3 

Injection de 
gélose ou de 
microbilles 

de verre 

E.G. 

pas de 
produits 
génitaux 

+ 18 

+ 23 

+ 15 

injection d'ovocytes 
submatures ( 180 1) 

R. 

14 

12 

8 

7 

+ 17 

E.  G. 

sexualisation 
= 30 à 80 11 

@ 
= spermatocytes 

+ 54 

c 42 

+ 82 

7 

R. 

î 
O I 

O 

O 

O 

O 2 + 85 



ou un non-développement des spermatogonies en spermatozo?des. 

3" - Réaction biclogique i n  yiya ---------------------.------- 

Les divers constituants issus du fractionnement, sont injectés dans 

la cavité coeloniique de P Q h i n Q n d  C L & L ~ ~ ~ Q ~ U  encore dépourvues de produits 

génitaux, afin d'observer leur influence éventuelle sur la régénération posté- 

rieure du receveur. 

La substance susceptible d'être active est solubilisée dans de l'eau 

bidistillée et injectée en deux fois à l'aide d'une micro-seringue (Hamilton), 

4" - Nature des cellules coelomiques responsables du phénomène "Feed-Rack". ----_----------------------- ------- ------__---- --_------------_--- 

PORCHET, 1374 (Thèse de Doctorat ès Sciences) a précisé la nature 
4J 

des cellules coelomic~ues (ovocytes ou éléocytes) à l'origine de la production 

de la substance responsable de cette rétroaction génitale. 

Les PeJzineheA ~uRt/tidQna ont été récoltées aux stations biologiques 

de Luc sur Mer (.Calvados) et de Roscoff (Finistère); les NU& a ! h ~ ~ c o ~ o / t  

proviennent de Wimereux (Pas de Calais). 

Ces animaux sont gardés dans l'obscurité et à la température de 12 à 

14 O C .  

Les contenus coelomiques des P w i n Q n a  cfdk'zid~ha sont centrifugés 

à1800 g pendant 5 minutes. Le liquide coelomique surnage. Dans le culot, les 

ovocytes sont séparés des coelomocytes par 3 lavages successifs à l'eau de mer 

alternant avec des centrifugations de 500 g pendant 3 minutes.'Nous avons 

recherché la substance "feed-back" dans chacune de ces catégories cellulaires 

purifiées. 

5" - Conclusions ----------- 

DURCHON et PORCHET, 1971, ont montré que le métabolisme génital est 

réglé chez les NeneLdae par la décroissance régulière du taux de l'activité 

endocrine cérébrale. Ces réductions successives sont la conséquence d'une 

rétroaction génitale de nature chimique capable d'inhiber la production hormo- 

nale du prostomium. Cette substance chimique trouverait son origine au niveau 

des ovocytes. 

II - BIOCHIMIE DE LA RETROACTION GENITALE 

1"  - Extractions du facteur "Feed Back" ------------------.--------------- 

Les résultats biologiques obtenus par PORCHET démontrant que la 

rétro-inhibition est de nature chimique, nous nous sommes alors efforcés 

d'extraire et de purifier par fractionnenients successifs la substance responsa- 

4 éléocyte : terme synonyve de coelcnocyte. 



hle de cette régulation hormonale. Nous avons enfin essayé de caractéri.ser 

cette substance "Feed-Back". 

a) Extraction à partir du contenu coelomique total. 

20 ml de contenu coelomique d'individus submatures (contenant 77% 

d'ovocytes de taille supérieure à 180,p, 9 % d'éléocytes et 14 Z de liquide 

coelomique) sont prélevés sur des animaux vivants, à l'aide d'une micro-pipette 

et congelés immédiatement à - 18 , - 20 OC. Après décongélation 2 4OC, on 

homogénéise pendant 3 à 4 mn avec l'appareil d.e Potter-Elvejhem dans l'eau 

distillée à 4 OC de façon à obtenir une bouillie fluide. 

A cet homogénat aqueux on ajoute 7 volumes d'éthanol refroidi à 

- 18, - 20 OC. Après un repos de 30 mn à +  OC, l'homogénat éthariolique est 
placé en boudin de dialyse, pendant 6 jours en chambre froide à + 4'C, contre 

de l'eau distillée (4). 

La fraction dialysable est recueillie chaque jour. Les fractions 

dialysables et la fraction adialysable sont réduites à l'évaporateur rotatif. 

On obtient ainsi 2 fractions distinctes : 

- une fraction adialysable 
- une fraction dialysable que l'on nomme résidu aqueux 
Ce résidu aqueux est traité par l'acétonefroidedans le rapport de 

1 volume aqueux pour 7 volumes d'acétone. On agite en ampoule à décanter et on 

laisse reposer 24 h à + 4 OC. 

Il se forme un précipité acétonique Eloculei~x et un surnageant 

acétonique que l'on sépare par une centrifugcition à 4000 g pendant 15 mn. On 

obtient 2 éléments bien distincts : 

- un surnageant acétonique 
- un précipité acétonique 

Dans le cas du précipité acétonique, le peu d'acétone restant est 

éliminé sous vide. Ce précipité se montre particulièrement apte à se solubiliser 

dans l'eau. 

Dans le cas du surnageant acétonique, on élimine l'acétone à l'évapo- 

rateur rotatif. On récupère un résidu aqueux immédiatement lyophilisé. Le proto- 

cole expérimental est schématisé dans la Fig.12. 

b) Extraction à pârtir d'ovocytes de fenelles siibmatures et à --- -- 
partir d'autres éléments du vers. 

Les ovocytes récoltés et isolés subissent les fractionnements à 

l'éthanol et à l'acétone décrits précédemment. 

+ ( voir liatériel et méthodes) 



FIGURE 12 n 
1 Contenu coelomique submature 1 ( &ocytes > 1 8 0 ~  + coelomocytes + liquide coelomique ) 

Homogénat aqueux : 1 voluhe + 7 volumes d'alcool absolu 

J. 
dialyse (6 jours à + 4°C) 

y-- 
fraction adialysable 

1 évaporateur rotatif 

résidu aqueux : 1 volume + 7 vola- 

J nies d'acétone 

précipité acétonique fioçuleux 

.1 
centrifugation 4 000 g /  15 mn 

un surnageant acétonique un précipité acétonique 

élimination 

de l'acétone 

éiimination des 

restes d'acétone 

surnageant aqueux lyophylisé précipité acétonique 

-Schéma de fractionnement du contenu coeloniique (ovocytes, éléocytes et liquide 

coelomique) de Pcnirzmd cuRt/ridcna submature. 



On obtient fiilalenicnt un "précipité acétonique". A titre de contre- 

expérience, j'ai sxtrait des précipités acéconiques à partir d'autres éléments 

du vers : muscles débarassés de gamÊtes, spe-miatocytes et ovocytes de taille 

inférieure à 130 P. 
Tous les précipitésacétoriiques obtenus ont été essayés en culture 

organotypique . 

4)~éaction biologique in vitro -------------- - ----------- 

Les divers constituants issus de ce fractionnement ont été intro. 

duits dans des milieux de culture sur lesquels étaient transplantées des 

associations de parapodes et de prostomiums de Nehein d i v m i c a ~ a i r .  L'introductic 

dans le milieu de culture, du précipité acétonique de femelle submature et de 

lui seul, détermine un arrêt de l'activité inhibitrice du prostomium qui se 

traduit par une maturation des spermatogonies en ~~ermatozo~des. 

Ce résultat est identique à celui observé dans les cultures de para- 

podes mâles évo1,uant sans hormone cérébrale. 

A titre de contre-expérience, on a incorporé dans les mêmes conditi.~~ 

des précipités acétoniques -- provenant des fractionnements que j'avais réalisés 

à partir d'autres éléments du vers,(niuscles, spermatocystes, jeunes ovocyteç).TI 

se sont toujours révélés inactifs et incapables de provoquer la maturation pré- 

coce des spermatogonies en présence de cerveaux initialement inhibiteurs. Les 

résultats s.ont rassemblés dans le tableau IV. 

) Réaction biologigue in v i v o  -------------- - ----------- 

L'injection du précipité acétonique actif dans la cavité coelo- 

mique de P Q / ' L . & Q / L ~ ~ ~  c&t/Udehd( encore dépourvuesde produits génitaux permet 

d'observer son influence au niveau de la régénération postérieure du receveur. 

Le prgcipité -- acétoniqne est soiubilisé dans de l'eau bidistillée et injecté 

en deux fois à l'aide d'une micro-seringue (Hamilton). 

15 jours après la deuxième injection du précipité acétonique, les 

animaux sont sectionnés au tiers postérieur. Le no~iibre de segments régénérés 

est noté 20 jours après l'amputation. 

Comme l'indique le tableau V, l'injection du précipité acétonique 

actif réduit sensiblement les possibilités de régénération chez les opér6s. 

A partir d'une certaine concentration (1,5 mg par animal), la régénération 

postérieure est totalement inhibée. 

Le "précipité acétonique", obtenu par fractionnement des ovocytes 

submatures isolés, est capable d'inactiver les cerveaux inhibiteurs de N e h h  

d i v ~ , r l L ~ ~ L i t i r  en culture orgariotypique,il.s ne sont plus alors en mesure de 

bloquer la maturation des sperrnatogonies. 



TABLEAU IV 

culture organotypique de parapodes mâles de N e h e i A  ~ ~ ~ V C Y L A ~ C O ~ ~ .  

état génital 

A) parapodes isolés 

I 
spermatogonies I spermatozoïdes 

initial 1 après 7 jours de culture 
I 

B) parapodes associés à un 
prostomium inhibiteur : 

b-adjonction des produits 
de fractionnement du 
contenu de submatures 4 

a-sur milieu ordinaire 

1. adialysat 1 spermatogonies / spermatogonies 

spermatogonies i sperrnatogonies 

1 2. solution acétonlque 1 spermatogonieS , spematogonies 

c-contrôle par adjonction 
de précipité acétoriique 
d'autres parties du 
corps des vers 

3. précipité acétonique 

1. muscles 1 spermatogonies / sperma.togonies 

spermatogonies 1 

2. spermatocytes 1 spermatogonies ! spermatogonies 

j 
spermatozo~des 

3. jeunes ovocytes 
(< 130 p) spermatogonies 

Influence des différents .constituants obtenus par fractionnement, chez les 
P Q h i n e n d  cuRt)tid~,.~a, sur l'inhibition de la maturation génitale exercée par 
les prostomiums de NUL& div~,~ica2o/r  . 



q u a n t i t é  t o t a l e  d e  
p r é c i p i t é  a c é t o n i q u e  

i n j e c t é  p a r  animal  

nombre d e  
segments r é g é n é r é s  

20 j o u r s  
a p r è s  l ' a m p u t a t i o n  

9 P r é c i p i t é  
a c é t o n i q u e  
du con tenu  
coelomique 
de  f e m e l l e s  
submatures  

6 , 6 >  q u a n t i t é >  1 ,6  mg 1 O ( s u r  28 o p é r é s )  

1 1 animaux t é m o i n s  1 1 m l 6  
aucune i n j e c t i o n  

--- ---- 

28 animaux 

1 , 3  mg (6  animaux) 

0 , 6  mg ( 7  animaux) 

0 , 3  mg ( 4  animaux) 

9 a u t r e s  
p r é c i p i t é s  
a c é t o n i q u e s  

é t a t  
g é n i t a l  

f i n a l  

3 seulement  o n t  
r é g é n é r é  1 pygidium 

3 

7 à 8  

12 

100 % d e  
sexués  

1 .  d e  muscles  (2 mg) 

2. de spermatocy tes  
(2 mg) 

3 .  de  j eunes  o v o c y t e s  
(2  mg) 

pas  d e  
p r o d u i t s  
g é n i t a u x  

15 

13 à 16 

12 à 13 

14 % d e  
sexués  

pas  de  
p r o d u i t s  
g é n i t a u x  

I n f l u e n c e  d e s  d i v e r s  p r é c i p i t é s  a c é t o n i q u e s  s u r  l a  r é g é n é r a t i o n  c a u d a l e  de  
P C Y L L Y L ~ ~  cuLthi~cstra. 



En injection intracoelornique, dans des P&urz-heh &udma jeunes, 

encore indifférenciCes sex~lellement, "ce pr6cipité acétonique" provoque une 

épitoquie expérinientale coniplète et précoce dans 64 % des cas (tableau VI). Les 

receveurs, devenus épitoques, sont d'une taille trss sensiblement inférieure 

à celle des témoins épitoques naturels (Fig.13). Ils ont subi l'épitoquie 

avec 2 ans d'avance. Les 3/4 des HQ;tQnOurQneh expérimentales sont des mâles 

présentant toutes les transformations morphologiques de ce sexe : cirres 

parapodiaux dorsaux crénelés, papilles pygidialcs (Fig. i4,15,16). Le reste est 

constitué d'individus sans produits génitaux différenciés. Il s'agit probable- 

ment de femelles dont les ovocytes ont dégénéré ainsi que l'a observé PORCHET 

lors des expériences de déprostornisation (PORCHET, 1969, thèse de 3" cycle), 

c'est à dire lorsque les ovocytes évoluent sans conditionnement hormonal. 

d) - Conclusions 

Tous ces résultats montrent que les femelles submatures possèdent 

dans leur cavité coelomique, notamment au niveau des ovocytes submatures, une 

substance chimique capable d'inhiber la production hormonale du prostomium 

comme l'attestent les résultats obtenus en culture organotypique. 

L'injection in v i v o  de cet extrait chimique entraîne, à partir d'un 

certain seuil de concentration (1,5 mg environ par animal), une absence totale 

de régénération postérieure. Pour des doses supérieures et renouvelées chaque 

semaine, ce précipité acétonique provoque une épitoquie expérimentale chez 

des P. C L L W ~ U L U ,  initialement asexuées. Cette ilétéronéréidati6n est complète 

et précoce. 

Ce dernier résultat nous permet d'admettre que la substance "Feed- 

Back" se retrouve non pas dans l'ensemble du liquide chelornique, mais au 

niveau d'une fraction bien particulière : la fraction ovocytaire submature. 

2" - Purification partielle du "précipité acétonique" d'ovocytes subrnatures 

et résultats biologiques. 

Nous avons obtenu de bonnes séparations avec la chromatographie 
I l  I r  

sur colonne de Sephadex G-25 super fine (*):Les diagrames montrent que 

le "précipité acétonique'' ovocytaire donne 5 fractions principales (Fig.17). 

L'activité biologique de chacune d'elles a été contrôlée en culture organoty- 

pique. 

Seule la fraction 4 présente une activité biologique très nette. 

Placée dans le milieu de cultiire (NUL&i.j ~ ~ v U L ~ ~ C O ~ O ~ L )  ou injectée dans le coe- 

lome (P&MQ~& c d . Z ~ Z j ~  sexuellement indifférenciées) , elle détermine l'absence 
d'inhibition endocrine cérébrale sur le déclenchement de la spermatogenèse et 

de l'épitoquie. 

+ (voirgrnatériel et méthodes) 



TABLEAU VI i__l 

E f f i c a c i t é  du " p r é c i p i t é  acétonique" d 'ovocytes  i s o l é s ,  à i n d u i r e  

l ' é ~ i t o q u i e  expérimentale ,  chez des  P e A i n e h d  cuR;otideha sexuellement 

i n d i f f é r e n c i é s .  



- Epitoquie précoce après injection de la substance "feed-back" dans le 
coelome de P.cuA%tibma sexuellement indifférenciées; T 1 : témoin 

sexuellement indifférencié ( animal de 1 an); T .2 : témoin épitoque 

naturel ( animal de 3 ans ) ;  Exp : épitoquie précoce (animal de 1 an). 

: Parapode transformé après injection de la substance ovocytaire 

active. Chez les épitoques mâles ainsi obtenus présence de lamelles para- 

podiales (L.P.), de soies hétgronéréidiennes (S.h.) et du cirre dorsal 

avec crénelures ( c . d . ) .  

1 Figure 16 1 :  Chez les mêmes opérés présence d'une rosette pygidiale (R.p.) , caractère - 
sexuel secondaire. 

1 :  Diagramne de la séparation du "précipité acétonique" d'ovocytes sub- 

matures après 'chromatographie sur gel de "séphadex G-25 super-fine1'. 

Le pic 4 présente une grande activité biologique de rétro-inhibition. 



Témoin 

Eoi toaue 

Epi toque 
naturelle 
(3 ans) 

Sephadex G 2 5  



Conune l'injectioil du "précipité ricétonique" tol.al, celle de La 

fraction 4 déternine un blocage de la régénération caudale (tableau VII). ----- 

Lors d'injections à des concentrations moyennes (0,4 à 0,6 mg par animal) 

PORCHET a observé dans I/3 des cas, la présence d'un régénérat hypomorphe 

dépourvu de parapodes et de cirres anaux. 

BOII,LY-ENRER et COMRAZ, 1970, obtiennent de tels régéngrats qu'ils qualifieri 

d"'aneurogéniques",après ablation de la chaîne nerveuse ventrale, dans la zone 

de la section.  injection de notre substance a les mêmes effets. 

3' - Purification par chromatographie et par électrophorèse sur papier, 
a) Matériel et méthode. 

La fraction 4 est purifiée par chromatographie sur papierWhatman 
+ 

no 1 dans le systène solvant n-butanol / acide âcétique / eaü ( 4 : 1  : 5 par 

volume) pendant 39 h à 20°C. Le chromatogramrne est révélé par la ninhydrine 

à 1 % : on obtient 9 taches de t 1  à t 9. 

Entre la tache 4 et la tache 5, il existe une tache détectée par 

la lumière ultra-violette à 254 nm et 280 nm. Dans la zone de la tache 2, un 

spot fluorescent est observé. 

Les taches U.V. positive et fluorescetite sont éluées par 0,01 et 

0,l N d'H Cl. En outre, chaque tache, qu'elle soit révélée par la ninhydrine ou 

par la lumière ultra-violette, est éluée par l'eau puis lyophilisée. 

, Nous avons réalisé l'analyse par électrophorèse sur papier Whatman n02 

à pH 3,9, en tampon pyridi.ne/aci.de acétique/ eau (3 : IO : 387 par volume) sous 

12 v/cm pendant 4 heures. 

L'éle~tro~horégrarrime est révélé par la ninhydrine à 1  % dans l'acétone 

Que ce soit pour l'une ou l'autre technique, les différentes taches 
9 

sont recupérées après chromatographie et électrophorèse préparatives . 
b) - Résultats et conclusions 

4 )Purification Ear chromatographie préparative sur papier ------------- ----------- -- ---- -- ------------ - --- 
Nous avons vu que la fraction 4 s'étaitdiviséeen 9 taches numérotées 

Seules les taches 3, 4 et 5,positives à la ninhydrine, bloquent l'ac- 

tivité endocrine des cerveaux. Cependant cette méthode ne donne pas une puri- 

fication satisfaisante puisque l'activité biologiqiie se répartit sur 3 zones 

d'élution .(Fig. 18). 

P)gurtfication ------------ par ---------- électrophorèse ------- ~réparative à pH ----- 3,9 

Après élution et Lyophilisation des taches 3,4 et 5, celles-ci sont 

reprises par de l'eau distillée et subissent une électrophorêse à pH 3,9 

* (voir matériel et .méthocles) 



témoins amputés 
sans 'injection 

(15 animaux) 

expérimentés 
amputés + 
injection 

(30 animaux) 

quantité totale de 
fraction 4 injectée - 
par animal (en mg) 

nombre de segments 
régénérés 20 jours 
après l'amputation 

Efficacité de la fraction 4 obtenue par chromatographie sur colonne de 

sephadex G-25 "super-fine1' du précipité acétonique ovocytaire, à 

bloquer la régénération caudale de Pehin~hQlin cfdYxidma. 



pendant 4 h. Puis on révèle avec la ninhydrine à 1 %. On obtient les résultats 

suivants : 

- la tache t 3 se subdivise en tache B et C 

- La tache t 4 se dLvise en B et en une tache C à peine révélée. 

- La tache t 5 se répartit en taches A et B (Fig 18) 
On constate que les 3 taches t 3, t 4 et t 5 possèdent un composé 

apparemment commun : l'élément B obtenu par électrophorèse.l50 g de B suffiseri1 Y 
pour inhiber l'activité du cerveau. Ce qui permet d'expliquer le fait que les 

taches t 3, t 4 et t 5 possèdent chacune l'activité biologique. 

c) Estimation de l'activité biologique 

L'activité biologique de toutes les fractions obtenues a été estimée 

en prenant comme référence le temps nécessaire pour arrêter l'inhibition des 
d 

cerveaux in V&O . Si on donne la valeur IO0 à l'activité biologique du 

précipité acétonique, on peut noter que 85 % de l'activité de la substance - 
"~eed-Back" est retrouvée au niveau de la fraction 4 ( fraction obtenue après 

chromatographie sur G-25 "super-fine"). 

La fraction 3, qui la précède,possède une légère activité biologique 

de l'ordre de 15 %, ce qui correspond à la perte d'activité constatée au niveau 

de la fraction 4 (Fig.19). 

Après chromatographie préparative sur papier de la fraction 4 et 

essais en culture organotypique on constate que les activités des taches t 3 

t 4 et t 5, responsablesade l'inhibition des cerveaux sont respectivement de 

30 %, 34 % et 36 % , donc sensiblement équivalentes. 
Par ailleurs on constate, après purification par électrophorèse 

préparative de t 3, t 4 et t 5 et essais en culture organotypique que c'est la 

tache commune B qui possède la majeure partie de l'activité biologique, la 

tache A, une très légère et que C n'en possède aucune. 

On peut conclure que la substance responsable de la rétro-inhibition 

(substance dite "Feed-back") se trouve essentiellement concentrée dans le 

composé B commun aux taches t 3, t 4 et t 5. 

4" - Essais de caractérisation de la substance "Feed-back". - 
Les premiers renseignements que nous avons sur la substance rétro- 

inhibitrice sont les suivants : 

- elle est dialysable 
- elle est retardée par gel de sephadex G.-25 
- elle est fractionnée par chromatographie sur papier 
- elle est révélable par la ninhydrine à 1 % 

a (voir chapitre matériel et méthodes). 



OVOCYTES ISOLES T 
homogénéisation/eau 1 volume 

+ alcool absolu 7 volumes 
dialyse (6 jours / + 4 O C  . 

fraction non 
dialysable 

fraction dialysable : 1 volume 
+ acétone : 7 volumes 

( -18OC) 

centrifugation ( 4 0 0 0  g) 

surnageant < 
ac&tonique 

J. 
précipité acétonique 

Protocole d'obtention de la substance "Feed-back" extraite des ovocyt~r, 
purifiés de P. c,c~U,u~~utn. 

E n  hâchure : zone d'activité biologique. 



pr&@iIsj:jté FI  F2 F3 F .  F; f,. - 1  ;E, -L t4 f5 f6 
aeé ~sniqf~éa Sephadex G25 Chroma tlgg~ap Aie 

Purification de la substance "Feed-back" chez ?~u ,n~ f tQ/ in  cu.&Xidma : mesure 

de son activité biologique en fonction des di-fférentes fractions obtenues. 



Par ailleiirs, le trai~ement de la substsnice "Feed-Back" par les 
+ enzymes protéolytiqu~ç , nt supprime ?as son ac tiaité biologi qiie (Tableau \III1 j . 

On constare qu'après l'action de la pronase, son activite biologique sort renfcr 

cée comme si un système "restreignant" eut été détruit par ce traitement pro- 

nasique. 

Par concre l'action de la trypsine ou de la pepsine amène une perce 

d'activité d'environ 20 %. 

Le fait que les enzymes protéolytiques ne suppriment pas l'activité 

biologique du "Feed-Rack", semblerait indiquer que l'on n'a pas affaire à un 

peptide classique, (qu'il n'est, en tous cas, sûrement pas linéaire), bien que 

cette substance soit révélée par la ninhydrine. 

Après un traitement par la chaleur (9) , (80-90°C), pendant 15 rnn, la 

substance "Feed-Back" ne possède plus aucune activité (Tableau VIII)*Ainsi, 

elle est labile à la chaleur, alors qu'elle était insensible aux protéases 

classiques. Serait-ce un glycopeptide ? 

Des recherches de sucres au niveau de la tache B sont envisagées. 

La masse moléculaire du facteur "Feed-back" a été estimée par gel- 

filtration sur colonne de Sephadex (ANDKEW, 1964) et (CARNEGIE, 1965), équili- 

brce avec une solution de tampon acétate 0,05 M additionnée de 0,4 M de Na Cl 

à 20'~ (KANATANI et Al., 1971). 

La même expérience a été réalisée, sur la même colonne avec comme 
1 

tampon de l'eau bidistillée. 

Dans chacun des cas, le volume d'élution de la fraction active a été 

comparé, à celui de l'ocytocine ( masse moléculaire = 1035), et 2 celui de la 

bacitracine (masse moléculaire ='2470). 

(Note -- : Le vu~wlie d l Z U v n  de l'vcy.tvcine ~ n . t  hepZhe pm e ~ d d  biologique 

~ u n  un u 2 é x . r ~  h o L Z  de /rate en F O U ~ ;  celui de La baCiAIILaCine pcv~ 

enhegh&ment à 2 t iU  nm) . 
Dans 1-es deux cas la masse moléculaire s'est située entre 1650 et 2000 

Que peut - on conclure de ces résultats ? 

Ils apparaissent contradictoires mais possèdent néanmoins des points 

communs. 

- La pepsine et la trypsine semblent diminuer l'activité de la 
substance "Feed-Back" d'environ 20 2 .  

- Par contre la pronase semble l'augmenter. 
- A ce stade de purification la ninhydrine possède toujours une 

action positive. 

+ (voir Matériel et Méthodes). 



TABLEAU VI11 ri 

E f f e t s  d e s  d i g e s t i o n s  enzymat iques  e t  d e  l a  c h a l e u r  s u r  l ' a c t i v i t é  

b i o l o g i q u e  d e  l a  s u b s t a n c e  "Feed-back". 

a] a p r è s  a r r ê t  d e  l ' a c t i v i t é  endocr ine  du c e r v e a u  l e s  spermâtozo';des 

a p p a r a i s s e n t  dans  l e s  c u l t u r e s . (  v o i r  m a t é r i e l  e t  méthodes ) .  

b) v o i r  f i g u r e  18 

c) Les enzymes p r o t é o l y t i q u e s  s o n t  élj-mi-nés d e  l l é c h a n t i l . l o n  
11 ~ e e d - b a c k l '  p a r  d i a l y s e  ( v o i r  m a t é r i e l  e t  méthodes) .  



Ils m'ont amené à réaliser une première détermination en acides 

aminés de la tache B. Après hydrolyse acide et analyse à l'auto-analyseur 

Beckmann , on obtient la composition suivante en acides aminés : 

- 7 acides aminés majeurs : les rapports molaires sont alors 
les suivants (la valine étant prise comme unité) : 

asp (2) ; thr (1) ; ser (4) ; glu (3) ; gly (6) ; ala (2); val (1). 

- D'autres acides aminés existent mais à l'état de trace et n'ont 

pas. été dosés. 

A partir de cette première estimation, nous avons l'intention, 

lorsque le volume de "B" le permettra, d'en peser une quancité déterminée 

afin de définir avec précision le pourcentage des constituants aminés répar- 

tis dans cette fraction. 



- 
Discussion gén6rale sur le phénomène de rétro-inhibition 

hormonale. 

On pense généralement que les fonctions biologiques de la régulatriori 

présentent un aspect évolutionniste; que les mécanismes régiilateurs de nature 

organique n'appartiennent qu'aux groupes zoologiques évolués (JENICI-K ,1970). 

En fait des groupes zoologiques primitifs (tels que celui des Annéli-- 

des) sont particulièrement intéressants car ils nous donnent la possibilité 

d'analyser un système endocrinien simple et une forme élémentaire de régulation 

Et il s'avère de plus en plus probable que la plupart des fonctions biologiques 

possèdent un mécanisme régulateur. 

Chez les Néréidiens, l'activité endocrine cérébrale n'est pas 

constante. DURCHON,1952; DURCHON et PORCHET, 1971 ont montré que 11acl;vit6 

hormonale cérébrale décline durant la vie de l'animal. 

Cette décroissance de l'inhibition peut être causée par des facteurs 

biologiques dus à son environnement: (HATJENÇCHlLD,1955,1956, a, G ,  1959, 1960, 

1963; CLARY,, 1960, 1961; IIIUINAUT-COURTOIS, 1965; DURCHON, 1967, 1971; ou par 

une évolution biochimique du milieu interne. L'isolement d'une substance chi-- 

mique à partir d'ovocytes submatures a permis de montrer l'existence d'une 

régulation organique de la fonction endocrine cérébrale. Cette substance est 

capable, suivant sa concentration, d'amener une diminution progressive de 

l'activité hormonale cérébrale, ou même, de l'arrêter complèteiilent. 

Certains travaux expérimentaux renforcent fortement le concept d'un 

phénomène de rétro-inhibition (phénomène "Feed--Backf') chez les Néréidiens. 

Ainsi, HAUENSCHILD, 1963, a niontré qu'un prostomium inactif, grerfé 

dans la cavité coelomique de jeunes P l ~ y n e h t h  d u m U ,  redeviert actif 

pendant quelques temps. 

CLARK et BONNEY, 1960, ont observé que l'amputation des segnzents 

postérieurs chez les N ~ n d  &v&Uicfilrih prolonge l'activité endocrine 

cérébrale. 

GOLDING, 1967, a montré qu'un jeune cerveau initialement actif, arrêt 

de produire son hormone, quand il est greffé dans la cavité coeiomiqiie d'un 

animal submature. 

Finalement, HOFFLANiN, 1974, a redScouvert chez des ?la/tyjz&ter>5 dui,ie,;i- 

a, le rôle des ovocytes submatures dans la levée de lli?ihibition céréh,-zie. 
On pouvait encore se demander : le mCcanisme de rétro-i~~hibition 

n'agit-il que sur le cerveau conme cela a été démontr6 précédcmme~it ? 

BOILLY-!.IRI?I-;R et COMBAZ, 1970, et CO?IBdZ, 1976, ont montrg cju'l~~7 ~ i ~ i i i i ~ i ; I  

avec son cerveau mais sans sa chaînî nerveuse ventrale, prcdüi-t d a i : ~  la z o l ~ e  

d'amputation, un réggnérat liypomorphe et non segrrienté, d5sigrré pLîr ce:; ~ u t ? ~ i r , .  



SOUS le terme "d'aneurogène". Le nême résultat est obtenu lorsqu'on injecte 

la Fraction 4 à ,de jeunes P&MQA&S c&'~ideha (à la concentration de 0 , 4  

à 0,6 mg). 

Le mécanisme de la rétro-inhibition dû à la substance "Feed-Back" 

influence toutes les fonctions hormonales du prostomium : (inhibition de 

l'épitoquie, stinuiation de la régénération des segments postérieurs), ce 

qui nous amène à penser que l'hormone cérébrale est probablement unique. 

Ainsi, il apparaît que chez les Néréidiens, deux processus contrôlen; 

l'évolution de l'ovogenèse : une activité endocrine issue du cerveau et sa 

régulation par une rétro-inhibition qui trouve son origine au sein des ovocytes 

I l  se crée un "éqiiilibre" entre les différents niveaux d' inhibition 

du cerveau et les différents stades de maturation des ovocytes. Ces deux 

facteurs se contrôlent l'un l'autre et nous permettent de mieux comprendre 

la gamétogenèse femelle. 



DEUX 1 EME PART I E 

ISOLEMENT DU FACTEUR 1 NHIB ITEUR DE LA RÉGÉNÉRATION 

CHEZ L'ANNELIDE OLIGOCHETE : ~ h e n i a  d o  etida. 



INTRODUCTION 
-------mm----- 

L'analyse expérimentale et histologique que MARCEL a exposéedans son 

mémoire " Contribution à l'étude de facteurs intervenant dans la régénération 

chez le lombricien Ehenia  ohd da Sav. f .tqpica " (1 97 1) , a montré que la 
régénération était gouvernée par un double mécanisme, trophique et inhibiteur. 

Nous allons rapidement rappeler les principaux faits biologiques 

mis'en évidence par cet auteur avant d'aborder les problèmes de l'isolement, 

de la détermination et de l'évolution de ce facteur inhibiteur. 

L'étude expérimentale pratiquée sur des tronçons du corps d'Eh5eriu 

en culture organotypique, ou '' in V ~ V O "  sur des vers entiers, a permis de mon- 
trer que la régénération céphalique ainsi que la régénération caudale sont 

inhibées par une substance spécifique. Celle-ci est localisée dans le système 

nerveux central de la région homologue. 

MARCEL a montré aussi que la chaîne nerveuse située en arrière du 

front de section 718 ,  jusqu'à la limite du territoire caüdal, possède une 

influence inhibitrice vis à vis de la régénération antérieure à ce niveau. 

La distribution de l'inhibiteur céphalique se présente donc'sous la fornie 

d'un gradient antéro-postérieur dont l'étendue paraît coïncider avec celle 

du territoire "tête1'. 

D'autre part, MARCEL a pu observer que l'effet trophique de la 

chaîne nerveuse s'exerce par l'intermédiaire d'une substance hydrosoluble. 

L'étude comparative de l'action de broyats de ganglions ventraux prélevGs à 

différents niveaux du corps, indique que le facteur trophique est distribué 

uniformément le long de l'axe céphalo-caudal. 

Pour essayer de comprendre le mode d'action des facteurs inhibiteur 

et trophique, MARCEL a recherché quelles étaient les phases de la morphogenèse 

céphalique sensibles à leur action. , 

Aussitôt après la résectioii de la région céphalique un bouchon cica--, 

triciel se met en place pour disparaître au bout de cinq jours.. 

Par contre, en présence du facteur inhibiteur, il persiste pendant 

3 semaines de culture. Dans ce cas il présente au microscope photonique une 

structure à peu près normale. 

Par conséquent, en présence d'une telle substance, il est susceptible 

- de se former mais non d'être détrui.t. La comparaison entre son évolution 

"in V~JU", en prgsence des facteurs inhibiteur et trophique et celle au cours 

de la régénération normale permet de dire que la substance inhibitri-ce inter- 

vient au cours du stade d'histolyse du bouxhon cicatriciel. Cette destruction, 

indispensable pour la suite des processus de régénération, n'a pas lieu, ou 



tout au moins est fortement ralentie en présence d'inhibiteur. 

Inversement, l'apport de substance trophique accélère l'histolyse 

du bouchon cicatriciel. 

Il semble donc, par conséquent, que l'inhibition porte sur la subç- 

tance trophique et non directement sur les tissus du blastème. 

A partir de ces résultats, MARCEL et moi-même, avons essayé de 

résoudre les problèmes que posaient l'isolement et la caractérisation du 

facteur inhibiteur céphalique chez EAeLa. ( PIARCEL s'est principalement 

chargé des essais biologiques). 

CARDON, 1970; MARCEL et CARDON, 1974; CARDON et MARCEL, 1976; 

MARCEL et CARDON, 1 979. 

Des études biochimiques analogues, réalisées sur les facteurs 

inhibiteurs intervenant dans la régénération des invertébrés ont donné, par 

ailleurs, des résultats divers. 

TARDENT, 1960, 1963, montre que ce facteur chez le Coclentésé 

Tubulnnia est thermostable et de faible poids moléculaire car i.1 esf s u s c ~ p - -  

tible de dialyser. 

Pour ROSE, 1963 a, b; 1966,au contraire, la substance inhibi- 

trice serait constituée chez ce niême Coelentéré par des Oistones. 

SMITH, 1963 envisage chez le Poiychète c&jmen&a XuRquukii, la 

mobilité élec.trophorétique de l'inhibiteur de tête et de l'inhibiteur de queue: 

les extraits sont également chargés positivement. 

LENICQUE et LUNDBLAD, 1966 , reprenant ces recherches sur 
un hydraire C ~ U V U  aquamcda, estiment que l'inhibition est due à des < et 

des fi? histones. 

MILLER, 1969, observe que des protéines basiques extraites 

d' HijdrraotiL~ bloquent toute régénération. 

DURANTE et PUCCIA, 1970; PUCCIA et DURAFJTE, 1973 chez 

1'Annélide polychète Hy&aide nu&vegica ont pu identifier le facteur inhi- 

biteur de l'opercule comme étant la 5'AMP. 

STEELE et LANGE, i977, caractérisent et la substance 

inhibant la régénération du cerveau ctiez la planaire . 
c 

Il s'agit d'une substance protéique de poids moléculaire compris cntre 2 x 10 ' 
5 et 4 x IO daltons. 



CHAPITRE 1 

1 - CAIiACTERISh'rION D'UNE FUCTION DIALYSABLE HYDXOSOLUBLE ACTIVE -- -- 

1" - Méthodes et matériel - 
Les broyats sont prsparés à partir de tronçons prélevés à l'avance, 

congelés et stockés 3 - 70 O C. Les régions céphaliques ( 7  segments) sont ainsi 

conservées longtemps sans altération. 

~'homogénat obtenu avec l'appareil de Potter, dans de l'eau distillée 

est centrifugé à 30.000 t/mn pendant IO minutes (centrifugeuse Spinco, rotor 40: 

Le sédiment est repris une seconde fois à l'homogénéiseur en présence 

d'eau bidistillée et, de nouveau, centrifugé à 30.000 t/mn pendant 10 minutes. 

Les deux surnageants sont rassemblés et mis en dialyse à + 4OC pen- 

dant 6 jours contre de l'eau bidistillée, renouvelée chaque jour, dans des bou- 

dins de cellophane "Nojax 16". (Le boudin de cellophane est préalablement 

lavé à l'eau bouillante). 

On obtient ainsi 2 fractions. L'une qui a filtré au travers de la 

cellophane, contient les constituants de faible masse moléculaire. Elle est 

dite fraction "dialysable" ou "micromoléculaire". 

L'autre, retenue dans les boudins de dialyse, est constituée de subs- 

tances de haut poids moléculaire; elle est appelée : fraction "non-dialysable" 

ou "adialysable". 

Les 2 fractions sont réduites de volume, à basse pression, dans 

l'évaporateur rotatif, dont le bain-marie est réglé à 35"C, puLis lycphilisées. 

Les produits obtenus sont dissous dans de l'eau bidistillée et incorporés au 

milieu de culture, à la concentration de 2 "équivalents-têtes" par salière. 

2" - Essai biologique 
* 

Trois lots de culture sont préparés. Après stérilisation par 

passage sur filtre " millipore" 0 , 4 5 ~ ,  la phase "dialysable" est ajoutGe au 
premier, la phase "non-dialysable" au secûnd. 

Le troisième lot, sur milieu staridard, sert de témoin. Après trois 

semaines de culture à 20°C, les résultats sont les suivants : (tableau 1). 

. La frôction "adialysable" n'a pas présenté d'action :76% des 

explants régénèrent une tête. 

. Les témoins de leur côté, ont reformé une tête dans 83 % des cas. 

Morphologiquement ces prestations sont tout à fait norciales. 

. La fraction "dialysable" par contr'e, s'est montrée très active. 
Sur 20 explants,aucune tête n'a régénéré. Nous avons toutefois, au bout de 

15 jours, retrouvé 3 vers qui présentaient un petit blastème. 

e (voi; Ma~érlel et Méthodes) 



InfiLuence d e s  f r a c t i o n s  " d i a l y s a b l e "  e t  "non-dia lysable"  d e  l lhomogSnat  d e  

t ê t e s  s u r  l a  r é g é n é r a t i o n  c é p h a l i q u e  in vi;Dt0 ( t r o i s  semaines d e  c u l t u r e ) .  

f r a c t i o n s  

- 
d i a l y s a b l e  

non-d ia lysab le  

témoins 

nombre 
d  ' exp-lant  s  

I 

2 0 

21 

18 

o b s e r v a t i o n  - I 

3 blaç tèmes  

---- 

-. 

nombre de  
r é g é n é r a t s  

- 
O 

16 

15 

% de  
r é g é i i é r a t i o n  

O 

7 6 

8 3 



Les autres Lronçons ne possédaient qu'un bouchon cicatriciel. 

3" - Conclusion 
Devant ces résultats, particulièrement nets, nous pouvons conclure 

que le facteur inhibiteur de la régénération céphalique est hydrosoluble et 

qu'il se trouve dans la fraction "dialysable" de lfhomogéi?at de tetes. 

11 est donc constitué par une substance de faible masse molGculaire, 

HOMOGENAT DE TETES 

Tenant compte des résultats préliminaires, nous avons préféré 

isoler le facteur inhibiteur(par précipitation à lléthanol),de l'homogénat de 

têtes, de façon à Gviter les inconvénients de l'emploi de la dialyse.. 

.(Risques de dégradation de la substance active durant le temps 

de la dialyse et de contaminations bactériennes. 

. Manutention de grands volumes pour de faibles quantités de départ). 

1' - Méthode d'extraction .................... 

2 000 têtes d ' E h e ~ c t  it(oelidct sont prélévées et traitées comme cela 

a été décrit précédemment : (homogénéisation dans l'eau, centrifugation à 

30 000 t/mn, récupération du surnageant aqueux). 

Le surnageant bbtenu est traité par 7 fois son volume d'éthnnol 

refroidi à - 20"~. Après un repos de IO à 15 minutes en chambre froide à 

- 20°C, on centrifuge pendant 15 minutes à 4 000 g. 

La solution éthanolique est recueillie et le sédiment est de nouveau 

travaillé comme précédemment par un volume d'eau distillée et par 7 volumes 

d'éthanol.. Ce deuxième surnageant éthanolique est joint au premier (Tableau LI) 

On obtient ainsi une solution eau/éthanol. 

L'éthanol est éliminé à l'évaporateur rotatif sous vide, à froid. 

Le résidu aqueux est lyophilisé et donne la fraction "micromolécu- 

laire". 

2' - Essai biologique de la fraction "itiicromoléculaire". ----------- - .................................... 

La fraction "micromoléc~~laire" est dissoute dans de l'eau bidiçtillee 

et incorporée au milieu de culture à la concentration de"2 équivalents-têtes " 
par salière + . 

Cette fraction "niicromoléczilaire" possède la ri?ême activité inhibi- 

trice que la fraction "dialysable" essayée précédemment. 

a (voir matériel et mgthodes). 





L'obeenticn rapide d'une fraction "microinoléculaire!' possédant ucê 

activité biologique irientiqueetun état de pureté équivalent à la fraction 

"dialysable" noiis a incité à choisir ce mode opératoire pour isoler le matériau 

brut resporisable de l'activité inhibitrice. 

III - FRACTIONNE?fENT PAR CHROhUTOGiWPHIE DE LA FR-ICTION TNIIIBITKICE IIICROMO-- --- - 
LECULAIRE. 

Deux essais de purification du facteur inhibiteur ont été rSalisés : 

- par fractionnement sur résine échangeuçes d'ions 

- par tamisage moléculaire sur gel de sephadex 
A - Chromatographie sur échangeurs d'ions 

1") matériel et méthode ------------------- 

La solution micromoléculaire ( 30 mg de lyophylisat dans 50 ml d'eau 

bidistillée) est passée successivement sur unecolonne d'échangeur de cations 

("Dowex 50xS1', mesh 25-30, forme acide, 1,9 x 35cm) puis sur une colone d'échan- 

geur d'anions ("Duolite A 102 D, mesh 25-50, forme formia.te, 1,9 x 35 cm) 

(Tableau III). 

Ce mode opératoire permet de fractionner les constituants organiques 

en composés "neutre Il, "basique " et "acidet'. 

Les eaux de layage ajoutées au premier liquide effluent représentent 

la fraction "neutre". 

La fraction "basique" est éluée de l'échangeur de rations par 

l'ammoniaque à 5 %. 

La fraction"acidel' est obtenue par passage d'acide forrnique à 5 % 

sur l'échangeur d'anions. 

2") essai biologique ------------ -- 

Les résultats sont indiqués sur le tableau IV. Le mélange des 

3 fractions possède une activité inhibitrice tout à fait normale. 

La fractionl'acide" est biologiquement inactive. 
, 

Le facteur inhibiteur est essentiellement localisé dans la fraction 
II neutre1'. 

La fraction "basique" présente, elle aussi, une activité inhibitrice, 

plus faible néanmoins que celle de la fraction "neutre". 

B - Fractionnement par tamisage moléculaire 

l')matériel et méthode - - - - - - - .- - - - - - - - - - - - 
On utilise successivement une colonne de sephadex G-25 "finet' ( 1 , 3  x 

100 cni) et une colonne de G-50 "médium" (2,3 x 50 cm). 



Solution micromoléculaire 

Dowex 50 x 8 <-, NH .+ O 5 ; 

fraction"acide" fraction "basique". 
1 

Schéma de fractionnement de la solution nicromoléculaire sür des échangeurs 

d'ions. 

\L 
D u o l i t e A 1 0 2 C  HCOOH 5 Z  

fraction "neutre" fraction "acide" 



fractions 

neutre 

acide 

basique 

acide+basique 
-+ ncutre 

témoins 

1 TABLEAU I V  1 

nombre 
d'explarits 

Régénérats 

Fractionnement sur "échangeurs d'ions". 

% de régénération 



La vitesse d'éiution est de 6 mllheure. Dans chaque cas, la courbe 

d'absorption à 280 nm est enregistrée. 

2") rgsultats et ccnclusions ........................ 

a) Chromatographie sur G-25 "fine" 

Les différentes étapes de la purification sont schématisées sur 

la ~ i ~ . l .  La fraction micromoléculaire est chromatographiee sur G-25 "fine". 

Le tampon d'élution est une solution 0,1 M de Na Cl. 

On obtient 6 fractions (Fig.2,) 

Après dessalage par précipitation à l'éthanol et &li.mi.nation de ce 

dernier, chaque fraction est 1-yophilisée pour être essayée en culture. 

b) Résultats biologiques 

Seule la fraction 5 (dénommée A) possède une intense âctivité 

biologique (Tableau V). 

c) Chromatographie sur G-50 "médium" 

Après lyophilisation, la fraction A est dissoute dans de l'eau 

bidistill ée et chromatographiée sur sephadcx G-50 médium (Fig .3) . 
L'élution par l'eaii permet d'obtenir 6 fractions. 

d) Résultats biologiques 

L'essai en culture de chaque fraction, après lyophilisation dorine les 

résultats groupés dans le tableau VI . 
La fraction 4 (dénommée B) renferme toute l'activité irihibitrice. 

IV - PURIFICATION DE LA FRACTION B PAR ELECTROPHORESE PREPARATIVE -- 

1") Matériel et méthode ------------------- 

La fraction B inhibitrice, est hétérogene en électrophorèse sur papier 

Z pH 3,9 dans le tampon de MICHL, 1951. En effet, après migration électropho- 

rétique et révélation par la ninhydrine à ' 1  %, el-le se sépare en 4 composés 

numérotés 1 - 2 - 3 - 4 - (Fig.4). 
La tache "3" est parfaitement révélée par la ninhydrine à 1 %, Les 

3 autres 1 ,  2 et 4, le sont par la 1-urnière ultraviolette à 260 m. 

Une zone dénomde C ( comprise entre ].es taches 3 et 4) est révélée 

faiblement par la ninhydrine à 1 % sur l'é1 e~tro~l~orégramme. 

Partant de ces résultats, nous avons séparé ces 4 composés par 

électrophorèse préparative sur papier (pH 3,9, tampon de MICHL,1951). 

Les zones 1 - 2 - 3 - 4 et C ont Cté éluécs par l'eaii puis lyophi- 

lisées. 



FIGUKE 1 0 
1 Fraction micromolécuiaire ] 

Sephadex G-25 "fine" 

J. 

\k 
Sephadex G - 50 "médium 

fraction B & 
\i/ 

électrophor2se préparative pH 3 - 9 '  
I 

Schéma de fractionnement de la fraction "micromoléculaire" par tamisage 

moléculaire et électrophorèse préparative. 



Sephadex G 25 F -------m. - - - c ~ * - -  --. \ /O 
\ \ '/ 

\\ A P 
/' à . 

: Diagramme d ' é l u t i o n  a p r è s  p a s s a g e  s u r  G--25 " f ine"  d e  l a  f r a c t i o n  
t ~ m i c r ~ m o l é c u l . a i r e " .  
Coi idi t ion expér i inen ta le  : 15 mg de  f r a c t i o n  "microninlécil laire" e,l 
s o l u t i o n  dans  0,5  m l  d e  Na C l  0,1 M; colonne de  1 , 3  x 100 cm, 
s o l u t i o n  d ' é l u t i o n  : Na C l  0,lM; v i t e s s e  d ' é l u t i o n  6 ml /heure ;  
volume d e s  f r a c t i o n s  1 ,5  m l .  

- . - - -- - A -  - 

Sephadex G 50 NI 

: Diagramne d ' 6 l u t i o n  p a r  l ' e a u  a p r è s  passage  s u r  G-50 "médium" d e  
l a  f r a c t i o n  A.  
C o n d i t i o n  exp6r in l rn ta le  : 15 mg d ê  f r a c t i o n  A en  s o l u t i o n  dans  
1 m l  d ' e a u  d i s t i l l e e ;  colontic d e  2 , 3  x  50  cm; v i r e s s e  d ' é l u t i o n  
6 ml /heure ;  s o l u t i o n  d ' é l u t i o n  : eau d i s t i l l é e ;  volume d e s  f r a c t i o n s  
1 ,5  m l .  



nombre de 
fractions 

rémoins 

nombre de 
régénérats 

% de régénérats 

Essai des fractions éluées après chromatographie sur Sephadex G -25 "fine" 



I 
TABLEAU VI 1 

survivants 
e regenerats 

--- 

Essai des fractions éluées après chromatographie sur Sephadex G -50 "nédium". 



FIGURE 4 D 

Electrophorèse à pH 3,9 de la fraction B. 

Conditions expérimentales 12 v/cm (pendant 4 heures); papier W 1 (28 x 40 cil?); 
tampon de MICHL, 1 95 1 . 



2 " )  Essais biologigues ------------- - .--- 

Les résultats sont répertoriés sur le tableau V I I .  Les substances 

ayant migré au niveau des taches 1 ,  2, 3 et 4 apparaissent biologiquement inac- 

tives. Par contre la Zone C renferme, à elle seule, tout le principe inhibi- 

teur (19 % de régénérats). 

V - CONCLUSION 
Finalement nous avons opté pour la technique de fractionnement par 

tamisage moiéculaire qui permet d'obtenir une activité biologique homog2ne. 

La purification par électropfiorèse nous fournit une fraction C dans un état 

de pureté siiffisant pour en permettre l'étude chimique et pour jeter les 

premières bases d'une étude autoradiographique. 



( TABLEAU V I 1  1 

% de régénérâts 

--- 

Essai en culture des fractions éluées après électrophorèse à pH 3 , 9 .  



CHAPITRE I I  

1 - DEFfONSTRATION D E  L A  N A T U R E  PEPTIDIQUE D U  FACTEUR INHIBITEUR - -- 

1"  - Matér ie l  e t  méthode ------------------- 

En vue de  p r é c i s e r  l a  na tu re  chimique d u  f a c t e n r  i n h i b i t e u r ,  nous 

avons soumis l a  f r a c t i o n  "neutre"  i s o l é e  s u r  l e s  r é s i n e s  échangevses d ' i o n s  

e t  q u i  possède I . ' e s s e n t i e l  de  l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  de l a  r egené ra t ion  cépha- 

l i q u e ,  à l ' a c t i o n  des  enzymes p ro t éo ly t iques .  
* 

Les hydro lyses  enzymatiqj~es ont  é t é  e f f e c t u é e s  à 37 O C  pendant 24 

heures ,  en présence de pronase YAMASEIINA e t  MhKIN0,1962 ( r appor t  enzyilie/subs- 

t r a t ,  1/50) a j u s t é e  à pH 7 ,8  - 8, de  t r y p s i n e  HIRS e t  Col1 (mêiile r a p p o r t )  3 

pII 8 ,2  e t  de peps ine  SANGER e t  THOMPSON,1953 ( r appor t  1/20) à pH 2.  

Dans chaque c a s ,  20 mg de f r a c t i o n  a c t i v e  ont  6C6 c i t i l i s é s .  Après 

l ' a r r ê t  de l a  r é a c t i o n ,  l e s  s o l u t i o n s  o n t  é t é  d i a l y s é e s  1 n u i t ,  c o n t r e  de  

l ' e a u  b i d i s t i l l é e ,  en vue de  séparer  l'erizyme du s u b s t r a t  niicrornoléculaire.  

L ' a c t i v i t é  de  chaque f r a c t i o n ,  d i a l y s a b l e  e t  ad ia l -ysable ,  a é t é  

déterminée en c u l t u r e  organotypique, su ivan t  l e  mode o p é r a t o i r e  antér ieurement  
r6 

u t i l i s é  . 

2" - R é s u l t a t s  biologi.ques --------------- --- 
Les r é s u l t a t s  obtenus,  ap rè s  4 semaines de  c u l t u r e ,  son t  r:zsseniblés 

dans l e  tab leau  V I I I .  

Les f r a c t i o n s  ad i a lysab le s  2 ,4  e t  6 ,  contaminées par  l e s  enzynies, 

n ' on t  aucune a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e .  

On peut  n o t e r  en o u t r e ,  que l a  s u r v i e  des  exp lan t s  e s t ,  dans c e  ca s ,  

nioins bonne que dans l e s  a u t r e s  s é r i e s ,  vraisemblablement à cause de l ' a t t a q u e  

des  t i s s u s  par  l e s  enzymes (environ 40% des  c a s ) .  

Cependant l e s  taux  de  r égéné ra t ion  s o n t  t r è s  comparables à ceux que 

l ' o n  observe chez l e s  témoins cul. t ivés s ans  i n h i b i t e u r  ( t ab l eau  V I 1 1  f r a c t i c n  7) 

Les f r a c t i o n s  d i a l y s a b l e s  q u i  on t  sub i  l ' a c t i o n  d e  l a  t r y p s i n e  ( f r ac -  

t i o n  1) ou de l a  pronase ( f r a c t i o n  3)  o n t  perdu l ' a c t i v i t é  i n h i b i t r i c e  q u ' e l l e s  

possédaient  à l ' é t a t  n a t i f .  Les pourcentages de r égéné ra t ion  (respect ivement  

79 e t  78 2)  s o n t ,  en  e f f e t ,  du même o r d r e  de grandeur que ceux, r e l e v é s  chez 

l e s  témoins (82 2 ) .  

Par c o n t r e ,  l e s  exp lan t s  c u l t i v 6 s  s n r  mi l i eu  add i t i onné  de  l a  f r a c t i o n  

t r a i t é e  par  l a  peps ine  ( f r a c t i o n  5 ) ,  ne regenèrent  que dans 22 % des  c a s ,  

comme l e s  témoins soiimis au produi t  a c t i f  ( f r a c t i o n  8  :21 2 ) .  

+ ( v o i r  c h a p i t r e  m a t é r i e l  e t  méthodes) 
4 



Activité de la fraction inhibitrice de la régénération céphalique après 

hydrolyses enzymatiques. 

Essai en culture organotypiqiie. 



On peut conclure de ceL essai, que le facteur inhibiteur d o n ~  l'acti- 

vité est détruite par la pronase et par la trypsine, est une substance 

peptidique, même si la pepsine reste sans action. En effet, le peptide ne 

renferme peut-être pas les anlino-acides dont les liaisons sont coupées par 

cette dernière enzyme. 

II - DETERMINATION DE LA HASSE MOLECULAIRE PAR TAHISAGE MOLECULAIRE 

1" - Matériel et méthode ------------------- 

La masse moléculaire du facteur inhibiteur a étéestimée par gel- 

filtration sur des colonnes de sephadex (ANDREWS, 1964) équilibrées avec une 

solution de tampon acétate 0,05 M additionnée de 0,4 M de Na Cl à 20°C (KANATA- 

NI et al., 1971). 

Deux séries d'analyses sont effecluées, respectivement sur sephadex 

G-25 "fine" ( I , 3  x 100 cm) et sur sephedex G-50 "mGdiumt' (2,3 x 50 cm) . 
Pour chaque colonne, le volume d'élution de la fraction active est 

O 
comparé à celui de l'ocytocine (masse mol.éculaire = 1035) et à celui de la 

bacitracine" (masse moléculaire = 2 470). 

Les volumes d'élution sont déterminés dleprès les courbes d'absorptior 

en lumière ultraviolette (254 et 280 nm). Celui dc l'ocytocine est repéré par 

essai biologique sur un iitérus isolé de rate en proestsus. 

2O - Résultats ------------ 

Sur Sephadex G-25 on détermine ail~si une masse mol6culaire de 1 950 

et sur sephadex G-50 une masse moléculaire de 2 109. 

Dans ces conditions, la masse tnoléculaire du facteur inhibiteür est 

comprise entre 1 950 et 2 100. 

III - COMPOSITION EN ACIDES AMINES DU FACTEUR INHIBITEUR 

Io-~atériel et méthodes .................... 
La composition en acides aminés du peptide inhibiteur de la rég2né- 

ration céphalique ( P.I.R.C.) a été déterminée à l'auto-analyseur Beckman 

multichrom. 

Pour cela 130yg de fraction C ont été hydrolysés par l'acide chlorhy- 

drique 5,6 N pendant 24 heures et 48 heures à f05 OC, en présence de témoin 

norleucine. 

+ Si2m.a chernical Co 



D'autre part, la méthode de KARKIUUJZS et al., 1975, appliquée 3 la 

fraction C, n'a pas révélé ia présence de tryptophüne. 

2O  - Résultats et conclusion ....................... 

Les diagrammes d'élution obtenus après 24 h et 48 h d'hydrolyse ne 

montrent pas de différences notables. 

En effet, dans les deux cas dix-huit résidus d'amino-acides sont 
/ 

parfaitement identifiables à côté de 4 autres incertains. ., 

On observe en outre un pic indéterainé de caractère acide élué 

aussitôt après l'acide cystéique. 

A partir de ces résultats nous pouvons déduire la composition 

suivante, la plus probable, en acides aminés du P I R C (tableau IX) : 
( 1 )  acide cystéique, acide aspartique (1), thréonine (lj, sérine (3), acide 

glutamique (3), glycocolle (4), alanine (2), valine ( 1 )  , leucine (1) et 

histidine ( 1 ) .  

La masse moléculaire de P 1 R C, calculée d'après cette composition 

serait donc de f 757 daltons. 

D'autre part, les calculs effectués sur les résultats obtenus par 

tamisage moléculaire donne une masse d'environ 2 000 daltons. 

IV - CONCLUSION 
Le P 1 R C isolé chez EiAeniu 6 0 Q ; t i d ~  possède une originalité assez 

grande, par rapport aux différen~s inhibiteurs isolés actuellement. 

Il est de nature peptidique comme les inhibiteurs des hydraires ou 

des planaires; il migre à pH 3,9, au niveau des acides aminés neutres. 

De plus, il est constitué par une petite molécule (M M = 2 000 daltons 

Enfin, bien qu'il ait un comportement comparable à celui de l'inhibi- 

teur d1FIydroïdes, ce n'est pas un nucléotide, mais un peptide. 

Par ailleurs, compte tenu de la présence d'un seul résidu de cystéine 

ce peptide n'est vraisemblablement pas cyclique. Car s'il l'était, son volume 

d'élution sur gel de sephadex serait tel, qu'il correspondrait à celui d'une 

molécule dont la masse moléculaire serait anormalement faibl-e (CARNEGIE,1965) 

par rapport à celle déterminée par le calcul d'après la composition en acides 

aminés. 

La détermination de la composition en acides aminés n'a pas résolu 

tous les problèmes. 

Le pic inconnu résistant 48 h à l'hydrolyse acide est une impureté 

éluée en même temps que la fraction active. En effet, la fraction C chromato- 

graphiée avant hydrolyse, à l'autoanalyseur, montre la présence de ce même pic. 



1 TABLEAU I X  1 

acides aminés 
molarité relative 9 

rapports molaires possible 
quantité d'acides aminés 

1,32 1 

ser 

glu 2,8 1 

ala 

val 

isoleu 

arg L O 

Composition en acides aminés du facteur inhibiteur. 
6 

Par rapport à la norleucine (témoin interne), prise pour unité. 



De toute façon la substance inconnue doit avoir une très faible masse 

moléculaire, car +les deux méthodes d'évaluation de la masse noléculaire du 

P.I.R.C. aboutissent à des résultats très proches. 



CHAPITRE I I I  

1 - PREMIERES DONNEES SUR LA RECHERCHE DU SITE RECEPTEUK DU P.1.R.C 

1" - Matériel et méthodes .................... 

Pour rechercher le site récepteur du P.I.R.C., de la 3 H -1eucine 

r 1  
C 1 

et de la 3 H -glycine en solution aqueuse à 5 sont incorporées à 175 vers. 

(La radioactivité spécifique de ces deux acides aininés est respectivement 

Pour cela, les E & Q ~ , ~ u  sont placés dans un cristallisoir contenant 

50 ml de la solution [3q-glycine et [3 H] - leucine. 

Les animaux sont immergés dans cette solution pendant 24 heures. 

La radioactivité totale de la solution est mesurée au compteur à 
+ 

scintillation , elle est de 720.10:~ c.p.m.Au bout de 24 heures, les vers sont 
amputés des 7 premiers segments, tandis que les témoins sont sacrifiés pour y 

vérifier l'incorporation. 

Dans ces conditions, on compte 1,5.106 C.p.m. par ver. 

Simultanément, la technique autoradiographique (coupes à la paraffinc 

de 5 p ,  recouvertes d'émulsion Ilford K 5, durée de l'exposition : 6 mois 

permet l'observation d'un marquage important dans l'épiderme, dans l'épithélium 

digestif et dans le système nerveux: cerveau (Fig.5) et chaîne ventrale (Fig.6) 

avec en particulier une grande densité de grains d'argent au niveau de certains 

péricaryons (flèches sur la Fig.6). 

Les acides aminés tritiés ont été incorporés, tout particulièrement 

dans le système nerveux des vers. 

A partir de ces animaux "marqués" on extrait le facteur inhibiteur 

qui se trouve ainsi marqué, lui aussi. Finalement on isole la fraction C qui 

possède une radioactivité de 1340 c.p.m. 

Elle est alors injectée dans la cavité coelomique de la région anté- 

rieure d'une série de vers. Après 24 heures, ces €&&nia sont sacrifiés. 

Les uns sont disséqués pour le système nerveux (cerveaux + 

chaîne). Après avoir subi l'action de l'acide trichloracétique à 10 % (24 h 

à + 4 " ~ ) ~  les échantillons sont lavés à l'alcool à 9 6 ' ,  à l'acétone et à 

l'éther. La radioactivité des résidus séchés est mesurée : on compte 300 c.p.m. 

par individu. 

Les autres vers sont fixés pour être étudiés en autoradiographie. 

2" - Résultats préliminaires ---------- ------------ 
Après 6 mois d'exposition, les préparations sont révélées. On observe 

des grains dlargent.iiniquement au niveau de certaines cellules, aiix artefacts 

a Spectrophotomètre à scintillation liquide inrertechnique SL 30 



et bruits de fond près, situées de part et d'autre de la région antérieure de 

chaque ganglion ventral (Fig.7). 

La disposition et le nombre de ces grains d'argent laissent penser 

qu'ils indiquent la présence de zones radioactives. Ils semblent en particulier 

être situés à la périphérie de certains de ces neurones (Fig.8). 

Ces premiers résultats permettent donc de dire que certaines cellules 

sécrètrices de la chayne nerveuse sont probablement les cellules cibles du 

P.I.R.C. 
, 

II - CONCLUSION 
Le problème du site récepteur du P.I.R.C. est posé. Il est possible 

que la substance marqu6e soit l'objet d'une capture de la part des cellules 

nerveuses qui élaborent ou contiennent l'inhibiteur. Cette interprétation ne 

semble pas devoir être retenue. En effet, les images microscopiques montrent 

que le marquage est souvent situé à la périphérie des cellules, ce qui peut 

laisser supposer que la substance inhibitrice se fixe sur la membrane cellu- 

laire. 

D'autre part, le ganglion cérébroïde est la source la plus importante 

du P.I.R.C.Or aucune radioactivité n'y est décelée, contrairement à ce qui 

devrait se prodsire si l'inhibiteur marqué, était capturé. 

Enfin, le traitement à l'ACTA précipite les grosses molécules, 

tandis que les micro-molécules sont éliminées par les différents lavages. 

Simplement capturé le HI -P.I.R.C., petite molécule soluble devrait dispa- 
e 

raître. Or on retrouve l'essentiel de la radioactivité malgré ce traitement. 

On peut donc admettre que c'est bien le site récepteur qui est ainsi mis en 

évidence. 



/=]: incorporation d' P H ]  - Leucine et d' [LI4 -glycine dans ie ganglion 
cérébroïde (cerveau). .-- 

: Incorporation d' [3+ leucine et pI$glycirie dans la chaîne nerveuse. 

Accumulation de particules d'argent dans quelques neurones (£1-êches). 

[=II: Injection du peptide inhibiteur marqué. Radioactivité au niveau de 
i , . L  

quel.ques neurones de la chaîne nerveuse (cercle) . - 

r i q i G 1 :  Inj ection du peptide inhibiteur marqué. Particules d '  argent autour 
L-----J 

des cellules de la chaîne nerveuse (cercle). 





CONCLUSIONS 

Le P.I.R.C. de € d e n i a  ~ a e ~ d a  a donc pu être identifié. 

Il s'agit d'un peptide vraisemblablement linéaire, (MM : 2000 daltons environ), 

dont.la composition probable en acides aminés est de 16 résidus. 

Des analyses ultérieures tendront à vérifier l'état de pureté de 

la fraction C, par électrophorèse de haut voltage et à pH très acide, ainsi 

qu'à pH basique. 

Néanmoins le degré de pureté atteint a déjà été suffisant pour 

montrer que le site-récepteur du P.I.R.C. semble se trouver sur la membrane 

plasmique de certains neurones sécréteurs de la chaîne nerveuse. 

Or, on sait que de tels neurones présentent un cycle sécrétoire en 

liaison avec la régénération (MARCEL, 1973). Le P.I.R.C. synthétisé au cours 

de la régénération de la tête par le système nerveux, pcurralt agir par 

r.étroaction sur ces neurones sécreteurs. 

Enfin des recherches d'autoradiographie à .aute résolution, permet- 

tront de préciser ce site récepteur. 



CONCLUS I O N  GÉNÉRALE 

Les recherches que nous avons poursuivies dans les laboratoires de 

chimie biologique et de biologie animale, ont abouti à l'isolement : 

Chez les Néréidiens, Annélides polychètes 

- d'une fraction hormonale, active, inhibitrice de la gamétogenèse 
mâle, 

- du facteur "Feed-back" responsable de la régulation dè cette 
hormone inhibitrice 

Chez les Annélides oligochètes (Ehenia dueLida) 

- du principe actif inhibiteur de la régéneration céphalique. 
mi isolement de la fraction hormonale inhibitrice a été réalisé à partir 

de iots de cerveaux prélevés sur des rV&t& & v E ; ~ ~ ~ ~ c u ~ u ~ L  immatures, en utilisant 

différents procédés d'extraction et de fractionnement qui se sont avérés plus 

ou moins efficaces. 

- Le premier consiste en une extraction méthanolique suivie d'un 
fractionnement sur résines échangeuses d'ions. 

- Le second, en une extraction aqueuse suivie d'un fractionnement par 
tamisage moléculaire, 

- Le dernier, en une extraction acétonique. 
Ncs résultats permettent d'avancer les conclusions suivantes : 

L'extraction akétonique ne peut être retenue, du moins pour l'hormone 

inhibitrice, car elle conduit à une perte totale de l'activité biologique. 

mi extraction méthanolique des cerveaux fournit trois fractions 

(macromoléculaire, lipidique et micromoléculaire) et seule la fraction micro- 

moléculaire possède une activité biologique i n  v i v o  e t i n  V ~ O .  

 extraction aqueuse fournit une fraction micromoléculaire analogue à 

la pcécédente. Cependant cette méthode comporte des limites d'utilisation dans 

la mesure où elle n'est applicable qu'à des prostomiums isolés. 

Le passage de l'extrait micromoléculaire, sur des colonnes de résines 

échangeuses de cations et 'd'anions, nous a conduit à localiser l'activité biolo- 

gique dans la fraction dite "neutre" qui n'est pas fixée sur les deux types 

de résines. Toutefois la méthode de purification sur résines,échangeuses d'ions 

provoquant une perte d'activité importante de la fraction micromoléculaire, 

nous l'avons abandonnée au profit d'un fonctionnement plus doux : le tamisage 

moléculaire. 

Ce procédé de fractionnement et de sous-fractionnement par chromato- 

graphie de gel - filtration nous a donné deux fractions "5 et 6" très actives. 

Une étude plus poussée nous a révélé d'une part, qu'elles ne renfermaient qu'une 



. partie du principe actif car en réalité l'activité biologique se situait 

entre ces deux pics et que d'autre part l'hormone n'absorbait pas en lumière 

ultraviolette. 

La fraction hormonale, annexée aux pics "5 et 6", est extraite, d'une 

manière très satisfaisante, par chromatographie préparative sur papier. 

Cette honnone inhibitrice possède une faible masse moléculaire 

(2100 à 2300 daltons). 

Bien qu'elle soit issue de cellules .neurosécrétrices càractérisées par 

la sécrétion d'un matériel peptidique, (FRONTAL1 et CAINER,1977), son activité 

biologique n'est pas détruite par les enzymes protéol-ytiques, ce qui semblerait 

indiquer qu'elle n'est pas de nature peptidique classique. Le fait que cette hor- 

mone n'absorbe pas la lumière ultraviolette permet de penser qu'elle n'est pas 

de nature aromatique. 

Actuellement une purification par chromatographie en phase liquide 

est en cours d'étude. 

En 1952, DURCHON déclarait ... "quelle est, dans les conditions 
naturelles, la cause de l'arrêt de la sécrétion encéphalique et donc indirecle- 

ment de l'épitoquie ? L'injection, à des femelles inui~atures, de produits 

génitaux femelles voisins de la maturité, déclenche une épitoquie précoce et 

fait donc cesser la sécrétion inhibitrice de l'encéphale. Que faut-il entendre 

par "état de maturation génitale : le facteur prédominant est-il l'accroissement 

de la masse des produits génitaux ou le changement de composition chimique 

assez considérable qui correspond à la maturation des gamètes ? ,.. " 

Ainsi dès 1952, le processus de régulation de la production neurohomo- 

na1 était posé. La réponse à ces questions supposait l'isolement " d'une substance 
chimique". 

PORCHET en 1967, 1969, 1970, 1972, démontrait le rôle joué par les 

ovocytes submatures dans l'arrêt de l'inhibition cérébrale chez P . c m d e n a .  
A partir du même matériel, nous sommes arrivés ensuite à isoler et à 

purifier la substance chimique responsable de cette régulation. 

Un fractionnement d'ovocytes submatures par l'éthanol, suivi d'une 

extraction à l'acétone, fournit un "précipité acétonique'' capable d'inactiver 

i n  V&O et in vivo les propriétés hormonales inhibitrices d'un cerveau de 

N . &v wicaRorr et P .  c m 6  m a  

Si on purifie ce "précipité acétonique" par tamisage moléculaire, 

on retrouve la totalité de l'activité biologique au niveau d'une fraction 

unique : "la fraction IV". Celle-ci est chromatographiée sur papier W 3 et 

fournit 3 taches actives à 30 % chacune; purifiées par électrophorèse elles 

donnent une tache commune qui, isolée, possède l'activité biologique du départ. 



Kn effet, cette substance, dite "FeeJ-Back", est capable, selon sa 

concentration, de ralericir l'activité horinonale du cerveai? ou de l'arrêter 

complètement. Dans ce dernier cas, il est possible d'induire l'épitoquie com- 

plète'chez de jeunes animaux, initialement dépourvus de produits génitaux mais 

possèdant leur cerveau donc leur centre endocrine. 

Chez les femelles, la simple injection intracoelornique (PORLtlKT, 1972) 

de la substance "Feed-back" permet d'obtenir les mêmes effets c~u'une décérébra- 

tion : maturation ou dégénérescence ovocytaire, selon la taille des ovocytes. 

Cetîe substance est absente ( ou inactive) dans les cellules 

germinales jeunes; elle se trouve essentiellement dans les ovocytes submatures 

ou matures elle possède une masse moléculaire située entre 1650 et 2000 daltons; 

enfin labile à la chaleur, elle réagit à la ninhydrine mais est insensible 

aux prot@ases c1as;lqües. 

En 1967, DURCHON écrivait à propos du rôle du système nerveux dans 

la régénération chez les Annélides ... "le but,à atteindre est triple : isoler 
les principes actifs responsables, localiser l'origine, en étudier les effets à , 

l'échelle cellulaire". 

Nous avons essayé en étroite collaboration avec MARCEL de suivre ces 

directives. 

Tout d'abord nous avons résolu les probièines de l'isolement, de 1.a 

purification et de la determination du principe inhibiteur, responsable de la 

régulation de la régéneration de la tête chez I10ligochète lombricien 

E. (,ocXida. 

Eous avons pu montrer que chez cet annélide oligochète, le facteur 

inhibiteur était un peptide dont la masse noléculaire était de l'ordre de 1950 

à 2100 daltons et dont la ccmposition probable était de 18 résidus d'amino-acides. 

L'utilisation des radio-isotopes a permis le marquage du peptide 

inhi.hiteur dont nous espérons pouvoir suivre le cheminement dans le "tourbillon" 

métabolique. 

Quelles sont les perspectives d'avenir ? 

Elles nous avaient été données CES 1967 par DURCHON lorsqri'il déclarait: 
II ... Il est cependant certain, que dans l'état actuel de nos connaissances, de 

nouvelles recherches s'avèrent nécessaires. Les techniques evployées ont fait 

leurs preuves, atteint leur but; elles devront être revues et adaptées pour fran- 

chir une nouvelle étape "... 
Il est indispensable que la neuroendo~rinolo~ie des invertébrés, et 

en particulier des Annélides, cesse d'être purenent descriptive, pour devenir 

biochimique. 11 faut maintenant essayer d'obtenir une analyse moléculaire de la 

fonction neurohor~nonale . 
Nous espérons, avec ce mémoire, avoir jeté les prémices d'une telle 

endocrindlogie. 



TECHNIQUES ET METHODOLOGIE 

Nous a v o n s  r a s s e m b l é  d a n s  c e  c h a p i t r e  l e s  d é t a i 1 . ç  t e c h n i q u e s  

e t  m é t h o d o l o g i q u e s  s e  r a p p o r t a n t ,  a u x  " M a t é r i e l  e t  m é t h o d e s 1 '  

d é c r i t s  d a n s  c e  m é m o i r e  d e  f a ç o n  à n e  p a s  s u r c h a r g e r  l e  t e x c e .  



PLAN 

1 - Le matériel bi.olo~ique 
1 "  chez les Annélides polychètes 

2"' chez les Annélides oligochètes 

II - Les extractions 
1" méthalonique 

2" acétonique 

3" aqueuse 

III - Les fractionnements 
1" les dialyses 

2" les résines échangeuses d'ions 

3" le tamisage inoléculaire 

4" chromatographie et électrophor6çe sur papicr 

IV - Méthodes analytiques - 
1 "  estimation des masses moléculaires 

2" stabilité à la chaleur 

3" digestions protéolytiques 

4" hydrolyses acides 

5"  recherche du tryptophane 

6" essai de détermination chiinique des pics actifs 

7 "  recherche de l'MG' cyclique 



1 - T,E EUTEKIEIA BIOLOGIQUE - 

1 "  - Annélides uolychètes 
----------L-- ------ 

Les essais biologiques sont réalisés par M.CURCIION en ce qui concer- 

ne l'hornone inhibitrice et par M.PORCHET en ce qui concerne le ph6nomène de 

rétro-inhibition hormonale (substance "Peed-Back"). T,es cultures organotypiques 

sont réalisées i n  v a 0  selon le procédé de DURCHON et SCHALLER, 1964. Le 

principe en est le suivant : des parapodes sont prélevés sur des individus 

mâles au stade spermatogoriies. Cultivés isolénient, sans inhibition hormonale, 

lesspermatogonies subissent la spermatogenèse et se transfor~nent en spermatozoïdes. 

Si on réalise une association parapode-prostomium, c'est à dire si on rétablit 

le conditionriernent hormonal inhibiteur, les produits génitaux mâles n'évoluent 

pas.. 

La spermatogenèse s'effectue en 6 jours à 20°C pour les parapodes 

cultivés isolément. Ce chiffre indique le nombre de jours nécessaires au 

déclenchement de la mattiratrion génitale en l'absence d'hormone. Ainsi lorsque 

l'on parle de retard ou d'inhibition de la spermatogenèse pendant X jours par 

rapport au témoin, cela sous-entend 6 + X jours. 

In vivo, par ablation du prostomium et pâr conséquent des ganglions 

cérébroydes, on déclenche la maturatio11 génitale chez le mâle, comine chez la 

femelle. En outre, tous les caract5re.s morphologiques et anatomiques de 

L1épitoquie naturelle se inanifesterit chez des individus jeunes qui ont subi - 
cette ablation. 

2" - Annélides oli~ochètes -------------b------- 

Les essais biologiques sont réalisés par R.MARCEL suivent la tech- 

nique opératoire mise a.u point dans son mémoire " Contribution à l'étude des 

facteurs intervenant dans la régsnération chez le lombricien,Ei~~mk gu&tiàn 

Sav.F. kypicd. (Annélide oligoc'riète) , 197 1". 

Les explants sont cultivés sur milieu gelosé dont la composition est 

la suivante : 

- gélose à 1 %  dans la solution de Holtfreter :8 g~uttes 

- solution de Hoitfreter+glucose à 1 2, : 4 gouttes 

- extrait d'embryon de poulet dilué à 50 % dans le Holtfreter 

glucosé à 1 %, : 3 gouttes 

- pénicilline G : 500 UI 
- streptomycine : 0,Olmg 
Les E h e n h ,  âgés de un mois, fournissent les explants. Ceux-ci sont 

constitués par des tronqons de 5 segments de long. Les sections sont effectuees, 

sous anesthésie préalable, au moyen d'un microscalpel. Les explants, après 

lavage dans la soliltioïi de IIoltfreter et essorage sont déposés à la surface du 

niilieu e&iosé .  



Dans le cas q ~ i  nous intèresse, ce sont les segments antérieurs 

8 à 13 qui sont employés comme exglants et qui recevront les différents extraits 

biol.ogiques. 

Significution de l'ex~ression "équivalent ---- X têtes" . 

Il correspond à 116quivalent biologique actif issu du broyat de 

X têtes. 

II - LES EXTRACTIONS 

1 "  - rnéthanoliaue ---------A-- 

Protocole expérimental de DURCBON, MONTPWJIL et BOILLY-MAPLER,1963. 

5 000 cerveaux de d i v U ~ 5 i c d u t r  sont prélevés sur des aninaux 

vivants et cnngelés i~médiatement à - 79O~. A?rès décongélatien à 4 " ~ ,  =n 

homogénéise avec l'appareil de Potter Elvejhem dans l'eau distillée apyrogène à 

4°C. A l'homogénat obtenu, on ajoute 300 ml de méthanol redistillé et refroidi 

à - 2 0 " ~  ( rapport 1/15 v:v). Après un repos compris entre IO et 20 mn, à - 18, 
- 20°C, on centrifuge pendant IO rnn à 3 000 g. 

La solution méthanolique est recueillie et le sédiment est de nouveau 

traité comme pïécédement. Il est ensuite extrait 2 fuis par 20 ml d'eau redistil- 

lée stérile. Le résidu insoluble est éliminé et les 2 solutions aqueuses sont 

rassemblées et lyophilisées. Le résidu sec représente la fraction protéidique. --- 
Les deux solutions m6thanoliques sont réunies et évaporées sous vide à seccité. 

Le résidu huileux est mis en suspension dans 20 ml d'eau distillêe stérile et- sou- 

mis à 3 extractions successives par 100 ml d'éther sans p9roxyde (rapport v/v :ijS) 

La solutior~ aqueuse délipidé.e et lyophilisée fournit la fraction micromoléciilaire 

hydrosoluble. Les 3 solutions éthérées sont rassanblées et lavées à l'eau distill6~ 

Les fractions obtenues sont reprises par de l'eau de mer stérile 

(fract.ion protéidique et fraction micromoléculaire hydrosoluble) ou par de l'huile 

d'olive (fraction lipidique) de façon à obtenir une concentration correspondant 

à 1800 cerveaux pour 0,?J ml. 

Note : Préparation de l'éther sans peroxyde BISERTE et Co11.,1960. 

L'éther est distillé sur du chlorure stanneux puis- lavé avec une 

solution de carbonate de sodium à 20% et avec de l'eau. Il est conservé sur du 

sulfate ferreux pulvérisé, à l'abri de la lumière. On utilise aussi l'éther 

dépourvu de peroxyde de la maison MERCK réf.923. 

Protocole expérimental de KALVATANI et Co11.,1971, adapt6 2 l'extrac- 

tion de l'hormone cérébrale. Environ 2000 cerveaux sont lyophilisés. On pèse le 

résidu sec. On obtient 0,329 g. 



On reprend  c e s  0 ,329  g  p a r  7 à 10 ni1 d ' a c é t o n e  f r o i d e .  lfhomogéï1at 

d e  poudre d e  cc rveaüx  ei: d 'acé to ï i e  e s t  r é a l i s é  5 4- 5 l ' a i d e  n  homogg- 

n é i s e u r  " P o t t e r "  p e ~ d a n t  3  m i n u t e s .  On l e  f i l t r e  s u r  p a p i e r  Whatman 1.12. Le 

r é s i d u  r e s t a n t  s u r  l e  p a p i e r  e s t  l a v é  p a r  20 m l  d ' a c é t o n e  f r o i d e (  dans  l e  rapport 

poids/volume : I / - > O ) . L e  f i l t r e  e s t  séché  e n  e x s i c a t e u r ,  sous  v i d e .  Le r é s i d u ,  

déposé  s u r  c e  f i l t r e  e s t  r é c u p é r é  sous  l e  nom d e  : r 6 s i d u  s u r  f i l t r e .  

La s o l u t i o n  a c é t o n i q u e  en  provenance d e  L'homogénat e t  d e  l ' a c é t o n e  

d e  l a v a g e  e s t  d ' e n v i r o n  27 m l .  , 

 acétone est  é l i m i n é e  à l ' a i d e  d ' u n  é v a p o r a t e u r  r o t a t i f .  On r é c u p è r e  

f i n a l e m e n t  une poudre  a c é t o n i q u e  dénommée P.A. La poudre a c é t o n i q u e  e s t  homogénéi- -- 
s é e  à nouveau dans  3  m l  d e  Na C l  0,011.1 pendant  3  mn. 

On o b t i e n t  une s u s p e n s i o n  que l ' o n  c e n t r i f u g e  à 20 000 t pendant  50 nir 
/ . .  e n  " r û t o r  40 spinco" .  Ca r é c u p è r e  f i n a l e m e n t  Lin sc rnügcan t  e t  .-- ---- ,, p r c c x p l t c .  L I S  --- 

s e r o n t  l y o p h i l i s é s  a v a n t  d ' ê t r e  u t i l i s é s  e n  c u l t u r e  o rgano typ ique .  

Pour l e s  e s s a i s  b i o l o g i q u e s ,  l e  r é s i d u  s u r  f i l t r e  .- e t  l e  p r é c i p i t é  -- 
s o n t  remis  e n  s u s p e n s i o n  dans  0 , 5  m l  d ' e a u  b i d i s t i l l g e .  Le surnagean t  e s t  d i s s o u s  -- 
dans  l a  même q u a n t i t é .  

Le p remier  e s s a i  d ' e x t r a c t i o n  a  é t é  f a i t  à p a r t i r  d e  3  400 ce rveaux  

d e  N e h d  d i v & U i c ~ & ~ r t  p r é l e v é s  s u r  d e s  a n i m a ~ x  v i v a n t s  e t  conge lés  ini;,l6diate;rierit 

à - 70°C. 

Après d g c o n g é l a t i o n  à + 4 ' ~  on homagénéise 3 à 4 mn avec l r a p p a r e i l  

d e  P o t t e r  Elvejhern d a n s  I O  m l  d ' e a u  b i d i s t i l l é e .  L'homogénat e s t '  c e n t r i f i l g é  à 

15 000 t/rnn dans  l e  r o t o r  40 d e  l a  c e n - i r i f i ~ g e i ~ s e  s p i n c o  modèle L ou L 65 B 

pendant  30 mn à + 4OC. On o b t i e n t  un p remier  sédiment  e t  un s u r n a g e a n t  que l ' o n  

r e c u e i l l e .  Le sediment  e s t  r e p r i s  p a r  I O  à 15 m l  d ' e a u ,  homogéneisé d e  ncuveau 

e t  c e n t r i f u g é  d e  l a  même maniè re .  Le s u r n a g e a n t  2  e s t  r e c u e i l l i  e t  j o i n t  au 

p remier .  

Le sédiment  (2)  e s t  r e p r i s  d e  nouveau e t  t r a i t é  c o r n e  précédeminent. 

En f i n  d e  m a n i p u l a t i o n  on possède  a l o r s  : un sédiment (3)  r o u g e â t r e  

e t  un surnagean t  (3) v e r t  c l a i r .  Le s é d i n ~ e n t  e s t  l y o p i i i l i s é  e t .  conservé  e n  

chambre f r o i d e  (-20°C). 

I L I  - LES FRACTIONNEMENTS 

l 3  - Les d i a l y s e s  -------- --- 

Le s u r n a g e a n t  e s t  mis  en  d i a l y s e ,  6 à 10 j o u r s ,  à + 4 " C , c o n t r e d e  

l ' e a u  b i d i s t i l l é e  ( dails l e  r a p p o r t  v / v  : 1/10), q u i  e s t  changCe chaque j o u r ,  

(pour p r é v e n i r  t o u t e  f e r m e n t a t i o n ,  on a j o u t e  à l ' e a u  du d i a l y s a t ,  que lques  

g o u t t e s  d e  chloroforme)  dans  d e s  boudins d e  c e l l o p h a n e  "Ncjax 16" b o u i l l i s  
/ 
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20 nin dans de 1 'eau bi.distil7ée. Ce procédé rend l e s  boiidins stériles et 

élimine les polyosides adialysables solubles, constitués de glucose, de xylose 

et de glycérol ainsi qile les protides présents dans la membrane de cellophane. 

On obtient deux fractions : 

- une fraction adialysable -- retenue dans tes boudins de dialyse 

et renfermant les substances de grandes masses rnol~culaires. 

- une fraction dialysable de surnageant, c'est à dire filtrable à -- 
travers des boudins de dialyse et qui contienk des composants de iaibles masses 

moléculaires. 

Ces deux fractions sont réduites de volunic à l'évaporateur rotatif, 

sous vide, à 35-37"C, puis lyophilisées. On obtient finalement 2 fractions avec 

lesquelles vont avoir lieu les essais biologiques. 

On élimlLîe l e s  enz-jmes des différentes sof~tiüns biologiques par 

micro-dialyse. 

On emploie des boudins de cellophane (Société Sophyc boyau ccllulo- 

sique "Nojaxf')de 1 cm de diramètre sur 15 cm de long préalablenent bouillis 

pendant 20 mn de façon à éliminer tous les éléments solubles du cellophane. 

La solution enzyme-substrat enfermée dans le boudin dialyse contre 

de l'eau bidistillée dans le rapport v/v : 1/10 et sous agitation à + 4°C 
pendant 12 heures. Les Eraccions biologiques s o ~ t  reizrouvees dans le dialysat. 

Les enzymes restent dans la fraction adialysable. 

2 " .  - Les rgsines échangeuses d'ions ----------------- ------------ 

Premier fractionnement par chromatographie sur résines échangeuses - 
d'ions adapté au cas de l'hormone inhibitrice 

A) Matériel. -------- 
1,e fractionnement de la solution micromoléculaire est réalisé par 

un passage, sur des colonnes de résines à échange de cations (Dowex 50 x 8 "mesh 

25-50", forme acide) puis d'anioris (Duolite A46,"mesh 25-50", lorme formiate). 

On emploie 14 ml de résines contenues dans les colonnes en verre 

Pyrex de 1,2 cm de diamètre sur une hauteur de 11,5 cin. La forme acide de 

l'échangeur de cations (Dowex 50x8) est obtenue par le passage de 70 ml d'acide 

chlorhydrique 3 N, suivi d'un lavage à l'eau bidistillée jusqu'à ce que le pH 

du liquide effluent, a~teigne 5,5 - 6 (pII de l'eau hidistillée). La forme formiate 

de l'échangeur d'anions (Duolite A40) est obtenue par le passage de 140 ml de 

soude 3N, suivi d'ün lavage à l'eau bidistillée jusqu'à ce que le liquide 

effluent soit neutre; puis d'un passage d'acide formique concentré (3 fois le 

volume de la résine) suivi d'un lavage à l'eau bidistillée jusqu'à ce que le pK 

du liquide effluent atteigne 4,5-5. 



B j  Fractionner~nent de la solution mic- ono olé cul aire 
- - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -"- -m.- - - - -  .------------ 

10 ml de la soluti.ori xicro~noiéculaire correspondant à 1000 cerveaux 

environ sont passés sur l'échangeur de cations puis sur celui d'anions contenus 

respectivement dans deux micro-colonnes distinctes mais raccordées à i1ai.de 

d'un tube en caoutchouc de manière à ce que la purification s'effectue en une 

seule opération. Les colonnes sont ensuite lavées avec 200 à 500 ml d'eau bidis- 

tillée apyrogèrie.Ces eaux de lavage sont ajoutées au premier liquide effluent 

représentant la fraction neutre totalement dépourvue de sels minéraux et renfer- 

mant tous les composés orgarliques "neutres". 

Ce mode opératoire réalise le dessalage des solutions mais il possède, 

en outre, l'avantage de fractionner les composés organiques. En effet, les résines 

échangeuses d'ions peuvent être séparément traitées par des solutions qui déplace- 

ront les composés acides retenus par l'échangeur d'anions et les composés basi- 

ques retenus par l'échangeur de cations. La fraction acide :(éluat de Duolite 

A40) acides organiques, acide aspartique,éthers phosphoriques etc... sera 

obtenue par le passage de 100 ml d'une solution aqueuse d'acide formjque à 5 % 

(v:v) et la fraction basique (éluat de Dowex 50 x 8) osamines, acides aminés ... 
par le passage de 100 ml d'une solution aqueuse d'ammoniaque à 5 % (v:v). 

La fraction basique est évaporée, sous vide, à 37"C, de façon à 

éliminer l'ammoniaque. On concentre ainsi jusqu'à 10 ml de solution puis on 

reprend par environ 100 ml d'eau bidistillée et on évapore de fiouveau. Cette 

opéracion est repétée 2 ou 3 fois de façon à éliminer compl~tement l'ammoniaque 

avant de lyophiliser. 

La fraction acide subit le même traite men^ de façon à éliminer 

l'acide formique. 

L'effluent neutre de la colonne est lyophilisé direccernent. Les 

3 résidus de lyophilisation sont repris par de l'eau de mer pour les critères 

d'activité biologique. 

Deuxième fractionnement, par chromatographie sur échangeur d'ions 

adapté au cas de l'hormone inhibitrice. 

A)IIatériel -------- 

La solution micromoléculaire est séparée en 2 lots : 

L'un des lots est fractionné sur une colonne de résines à échange de 

cations (Dowex 50x2, "200-400 ineshl', forme acide) . 
Le second l'est sur une résine à échange d'anions (Duolite A40, 

"mesh25-50", forme formiate). On emploie 20 à 22 ml de résines. Elles sont 

contenues dans des colonnes en.verre pyrex de 1 cm de diamètre sur une hauteur 

de 27 cm. 



La "forme acide" est obtenue par le passage de.ti Cl 3N. 

I,aVforniê. foriniate" est obtenue par le passage de soude 3 N. 

B) Fracti.orinemerit de la solution micromoléciilaire .............................................. 

20 ml de solution micromoléculai.re, correspondant à environ 2500 

cerveaux, sont séparés en 2 lots de IO ml (soit 1250 cerveaux par lot). 

Le ler lot est passé sur l'échangeur de cations. La colonne de 

résines est lavée par 450 ml d'eau bidistillée. Cette eau de lavage est ajoutée 

à la fraction "non retenue" (acide + neiltre) de la Dowex 50 x 2. L'effluent ainsi 

obtenu est réduit à l'évaporateur rotatiE, sous vide, à 37OC puis directenierit 

lyophilisé lorsqu'on atteint un volume d'environ 100 ml. 

Un passage à blanc est effectue. On passe 500 ml d'eau bidistillée 

que l'on réduit à l'évaporateur rotatif avant de lyophiliser. Cette fraction 

lyophilisée sera utilisée plus tard comme témoin lors des essais biologiques. 

La "fracticn basique" est récoltée par le passage de 150 ml d'une - 
solution d'ammoniaque à 5 % (v:v) sur la Dowex 50 x 2, L'éluat basique est 

évaporé sous vide à 37OC de façon à éliminer i'amoniaque. La soluti-on finale 

est ensuite lyophilisée. 

Le second lot est passé sur l'échangeur d'anions (Duolite A40). La 

colonne de résines est lavée par 250 ml d'eau bidistillée. On joint ces eaux 

de lavage à la fraction non retenue ( neutre i basique ) .  O n  réduit le volurne - - 
obtenu à l'évaporateur rotatif à 37OC avant de lyophiliser. La.duolite A 40 

est éluée par 150 ml d'acide formique à 5 %. On cesse le passage de l'acide for- 

mique dès qu'apparaît l'odeur piquante de l'acide. 

La fraction acide subit le même traitement que la fraction a~mionia- 

cale de façon à éliminer l'acide formique. 

3" - Tamisage ------ moléculaire 

Fractionnement par"G-25 fine" 

Une quantité de fraction "micro~noléculaire " correspondarit à 1500 

cerveaux est dissoute dans 1 ml d'eau bidisti-llée. Cette solution est chromato- 

graphiée sur une colonne de gel de sephadex (G-25 "fine", (1 x' 120 cm), gonflé 

24 heures dans de l'eau bidistillée dégazée) stabilisée à la température ambiante. 

Le déplacement des composés est effectué par passage d'eau bidistillée 

préalablement dégazée. Le débit est réglé par une pompe pèristaltique et des 

fractions de 1,5 ml sont recueillies t ~ u s  :es quarts d'heure, avec enregistrement 

automatique de l'absorbance de chaque fraction à l'aide d'un absorptiomètre 

en lumière ultra-violette à 254 nm et 280 nm. 



n tracti.onnement par G-25 "super flne". 

Une quantitë de P 2 équivalent au fractivnnement de 1500 cerveau 

est dissoute dans 1 ml d'eau bidistil.lt5e et chromatographiée sur une colonne 

de 1 x 120 cm de gel de sephadex G-25 "super Elne". Le déplacement des composés 

de P 2 est effectué par de l'eau hidistillée dégazée. Le débit est réglé par 

une pompe et des fractions de 1,5 ml par quart d'heure sont recueil 

lies, avec enregistrement automatique de l'absorbance de chaque fraction en UV à 

254 et 280 nm. 

Dans le cas de la rétro-inhibition cérébrale (phénomène "Peed- 

Back") iine quantité de 15 mg de fraction micromolécuiaire est dissoute daris 

1 ml d'eau bidistillge et chromatographiée dans les mêmes conditions que pr6cédem 

ment. 

Dans le cas du facteur inhibiteur céphalique une quantité de 

15 mg est dissoute dans 0,5 ml d'une solution de Na Cl 0,lM. Le tampon d'élution 

est de même molarité. La vitesse d'élution et les enregistrenents sont les mgmes 

que précédemment,. 

Fractionnement par G-50 ''médium" 

30 mg de fraction A dissous dans 1 ml d'eau sont chromatographié 

sur une colonrie de G-50 "médium" (2,3 x 50 cm). Le déplaceme~it des composés, 

la vitesse d'élution et l'enregistrement sont torijoiirs identiques à ceux des 

fractionnements précédents. 

4" - -- Chromatographie et électrophor~se sur papier --- 

Purification des pics 5 et 6 et de la fraction.4 par chromato- 

graphie sur papier. 

Les pics 5 et 6 et la fraction 4 sont purifiés, par chromatogra- 

phie sur papier ifilatman no 3 et no 1 ,  dans le système solvant de PARLRIDGE, 1948 

n-butanol, acide acétique, eau (4 : 1 : 5), à 20"~. Après 39 heures de migration, 

le chromatograrnme est séché. Il est découpé en bandes longitudinales (chaque ban- 

de correspond à la migration d'un spot de 5, de 6 ou de fraction 4). 

On décèle les taches UV positives ou fluorescentes à 260 nm 

à l'aide d'une lampe Kineralight. On révèle par la ninhydrine,à 1 % dans l'acétone 

(1 g de ninhydrine dans 94 ml d'acétone et 6 ml d'acide acétique). Les bandes 

extérieures sont utilisées comme témoins. 

Les bandes non révélées sont découpées en fonction des taches 

révélées et des "entre-tâches". 

Ensuite les taches non révélées sont éluées par de l'eau hidis- 

tillée durant une vingtaine d'heures et essayées en culture organotypique 

après lyophilisation. 



Purification de la fraction B et des caches 3,4 et 5 par électro- 

phorèse sur papier. 

Après que l'électr~~horégramme est été séch6 il est décoilpé en 
7 

bandes longitudinales. On opère exactement de la nanière décrite précedemment. 

IV - FIETIIODES ANALYTIQUES 

I o  - Estimation des masses moléculaires .................................. 

Application du tamisage rnoléciilaire (voir revue générale de 

ANDREW, 1964; KANATANI et Al., 1971; CAmEGIE, 1965). 

Nous avons utilisé soit une colonne (1,3 x 100 cm) de sephadex 

G-25 'fine", soit une colonne de G-50 "médium" (2,3 x 50 cm) ( pour les fractions 

niirromelérulaires possédant l'activité biolegique ro,axiro,ale). 

Ces colonnes sont stabilisées dans une soli~tion de tampon acétate 

0,05 M additionnée de 0,4 M de Na Cl à 20°C. Elles sont étalonnées avec de la 

bacitracine et de l'ocytocine. 

Les volumes d'élution sont déterminés par les courbes d'absorption 

en lumière UV (254 et 280 lm). Celui de l'ocytocine est repéré par essai biologi- 

que sur un utérus isolé de rate en proestrus. 

2" - Stabilité à la chaleur -----------.----------- 

20 mg de fraction biologique active sont homogénéises dans un 

tube avec 5 ml de Na Cl 0,OlM. 

La solution est chauffée, pendant 30 minutes, en~bain-marie, sous- 

agitation ( 8 0  - 9 0 " ~  pendant 15 miriutes),puis refroidie très rapidement en plongeari 

le tube dans un bain de glace (KANATANI et al., 1971). 

On emploie : 

- de la fraction "inicrom~léculaire'~ dans le cas de l'hormone 

inhibitrice. 

- du"préciPité acétonique" dans le cas de la rétro-action géiiiea- 
le (Feed-Back) . 

3" - Digestions protéolytiques -- ------- -- ------ -- --- 
Hydrolyse par la pronase, 

Les digestions enzymatiques ont été réalisées suivant le procédé 

de YPJIASHINA et MAKINO, 1962: 20 mg de fraction biologique active sont dissous 

dans 5 ml d'acétate de calcium (0,Ol M) ( dans les proportions 1/50, enzyme 

substrat). 

La solution est ajustée à pH 7,8 - 8,O et gardée à 37'~ pendant 

24 heures (très vite le pH reste constant). 



Iiydrol-yse par la trypsine. 

20 nig de fraction biologique active sont dissous dans un 

tampon trisII-ICI 0 , l l i  contenant la trypsine dans le rapport enzynle/substrat :1/50. 

Le pH est ajusté à 8 ,2 .  après 2 fois 4 heures de digestion on ajoute de la 

trypsine dans le rapport 1/50 : enzyme/substrat. Finalement la 3" et dernière 

addition est dans le rapport 1/25. L'hydrolyse est effectuée 24 h, à 37°C. 

(Méthode de HIKS,1956). 
a 

Hydrolyse par la pepsine 

Suivant la rnethode de SAXGERet SHOPPSON, 1953, 1 mg de pepsine 

est additionné à une soluti.on de 20 mg de fraction biologique active dans 5 ml 

d'HC1, 0,01 N, à 37 OC pendarit 24 herires à pH 2,O. 

On entend par "fraction biologique active'' : 

- soit 20 mg de fraction micromoléculaire hormonale 

-- soit 20 mg de précipité acétonique dans le cas du processus 
"Feed-Backt' 

- soit 20 mg de fraction neutre dans le cas du facteur inhibi- 
teur de la régénération céphalique. 

4" - Les hydrolyses acides. ----- ---- ---------- 
Composition en acide aminés après hydrolyse acide 

Un résidu de 1yophilisati.on de l'ordre de 130 à 2 0 0 ) ~ ~  de 

fraction biologique active, est hydrolisé dans un Lube pyrex, en prgsence de 0 , s  

ml d'~Cl 5,6 N. On introduit dans la solution à hydrolyser 50 nano-P!oles de 

témoin Norleucine. 

L'hydrolyse est effectuée, sous vide, pendant 24 heures et 

48 heures à 105°C. 

Après refroidissement, les tubes sont 0uveirt.s et. l.'hyrlrolysat 

acide est desséché dans une capsule en exsiccateur, sous pression réduite. Le 

résidu est alors chromatographié à l'autoanaSyseur Eeckman multichrom. 

5" - Recherche du tryptgphane --------------- ---- _ 

Nous avons employé la méthode de KARKHANTS et- Coll., 1975, 

qui consiste à déterminer les résidus de tryptophane d'une protéine ou d'un pepti- 

de, par l'utilisation d'un réactif spécifique : le 5 hydroxy- 5 nitrobenzyl - 
bromide, dans des conditions precises. 

La totalité du tryptophane de la protéin? ou du peptide est 

déterminée pâr densité optique à partir de la protéine marquée par le réactif. 

Les mesures sont faites à 280 et 510 iîm. 

Le témoin interne est la chymotrypsine 

La recherche du tryptophane 2 été réalisée sur la fraction B 

dans les mêmes conditions que pour le témoin " chyrnotryi?sinerf. 



6"  - Essai. d'une première détermination chimique des fractions _-__---__--- --_"-_-----_--__-------"-_-II -_---_. - - - <  ---.- _,- 

aç~ives ~orteuscs de l'activité hormonale inhibitrice -. . - - - -. - - -> - - - .- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - .- - - - - - - - - - - - - - - 
Thèse de 3"  cycle : C.CARDON. 
II ProciZdés de fractionnement de ganglions cérébroïdes de Netteb 

& V Q ~ L L S ~ C O , ~ O &  0.F.FIÜller en vue de l.'isolement de l'hormone inhibitrice de ].a 

sexualisation, 1970, p,88 à 91. 

7" - Cétermination de l'activité aden2l.-cyciasiqt~e --.------*------------------------- --- ----- 

a) Principe de la méthode ------ --------------- 

La méthode employée est celle décrite par VERRERT et CACAN 

(1972) dans laquelle la séparation de tous les nlétabolites de llATP est obtenue 

par chromatographie sur papier dans le système acide isobutyriqiie - ammoniaque 
1 N - eau (modification proposée par les auteurs, au lieu d'une électrophorèse). 

La méthode consiste à mesurer la quantit6 de H] -NP cyclique 

formé à partir de H - ATP initialement aj,outé au milieu 

[3 Hl - ATP - 1 - AMP cyclique + PPi 
4' 

ovocytes--denyl-cyclase 

L'originalité de la méthode consiste à séparer tous les métabo- 

lites de I'ATP qui ont pu se former au cours de la réaction. Cette niéthode est 

particulièrement précieuse lorsque l'on veut mesurer l'acti-vité adenyl-cyclasique 

dans les fractions cellulaires, qui contiennent bien d'autres enzymes pouvant 

niétaboliser llATP ou ses dérivées tels que : ATPase, ADPase, S'nucleotidase, 

phosphodiestérase cyclique etc... , et par conséquence fausser la mesure propre 
de l'activité adenyl-clyclasique. 

b) Milieil employé --------- -- - 

MgCl 2 

Ca£ éine 

ATP 

PEP 50 mM 

Pyruvate Kinase (PK) 5 pl d'une solution à 100 /mg i" 
de ~rotéine (maison Sigma), plus H O q.s.p. 50 ml. 

2 

Homogénat d'ovocyte 



c ) sé~~.ration des xLétahol.ites de l'hTP -- -------.------------------------- 

Les séparations des métabolites de 1'ATP sont réaliséespar chromatogra 

phie sur IJ 3 MM ( 46 x 57 cm) dans le systènie solvani: acide isobutyrique - 
. ammoniaque 1 11 - eau ( 66 - 1 - 3 3 ;  I J  -- V . - V  ) 

La migration slef?cctue dans l'ordre suivant : 

O O 
l 

ATP ADP 
O O 
AMP 

Mpc 

O 
Ado 

O 
Ad e 

d) préparation des ovocytes -- ---------------- --- 

On récolte le liquide coelomique ( environ 0,s ni1 par animal) duquel 

on sépare les ovocytes par une centrifugation de 1800 g pendant 3 nn. Le liquide 

coelomique surnage. 

Dans Le culot, les ovocytes sont séparés des 6léocytes par 3 lavages 

successiis à l'eau de mer alternant avec des centrifugations de 500 g pendant 

3 minutes. 

On récolte les ovocytes qui sont homogénéisés dans l'eau.50 P1 
d'homogénat sont ajoutés au milieu. Après incubation, l'incubat est centrifugé 

et une fraction aliquote du surnageant est déposé sur papier W 3 fiM. 

e) dg&ermination de 1'~x~ivité em.pnntique 

La chromatographie est menée jusqu'à ce que le front atteigne 1 cm 

du bord de la feuille. Après séchage de la feuille les dérivés de 1'ATP (AïP, 

ADP, AMP, AMPc, Ado, Adé),ajoutés comme témoin interne à la fin de la réaccion, 

sont reperés en lumière ultraviolette. Le papier est découpé en bande de 5 x 1 cm 

le long du trajet de migration. Chaque bande 'estplacée en piluliers de comptage 

contenant 5 cm3 de liquide scintillant (Lipoluma) et la détermination de la 

radioactivité est effectuée dans un compteur à scintillation (Intertechnique 

SL 30). Les résultats sont exprimés en coupspar minute. 
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