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INTRODUCTION

Chez les Métazoaires, les systémes nerveux et endocrine sont impliqués
dans la coordination des activités des organes et des tissus. Ces deux systémes
peuvent étre associés ou distincts selon le degré d'évolution des organismes.
Ainsi chez les Invertébrés primitifs, les glandes endocrines épithéliales
semblent &tre absentes (HIGHNAM et HILL, 1969) et 1'intégration organique est
sous l'influence de cellules neurosécrétrices.

Depuis les premiéres &tudes de SCHARRER (SCHARRER et SCHARRER, 1937),

\

un grand nombre de travaux ont été réalisés sur les systémes‘neuroendocrines
des Invertébrés. l

De nombreuses revues sur ce sujet ont &€té récemment publiées : GERSCH,
1975; GOLDING,1974; GOLDSWORTHY et MORDUE, 1974; TRUMAN et RIDDIFORD, 1974.

De ces travaux il ressort que le matériel biologiquement actif est en
général peptidique. Par ailleurs 1'@tude biochimique de substances neurosécrétri
ces se heurte a de nombreuses difficultés. Les premiéres et non les moindres se
présentent lors des essais d'isolement et de caractérisation, essais rendus
extrémement difficiles du fait de la petitesse du matdriel bioclogique. SCHARRER
et WEITZMAN ne déclaraient~ils pas en 1974 dans "Aspects of Neuroendecrinology "
T.. "a task that is rather tedious because of the smallness of the source ... "2

En effet, les substances neurosécrétrices, en général des neurchormone
se trou&ent'dans des 118ts cellulaires noyés au sein méme de ganglions de trés
petites tailles, ce qui nécessite une trés grande quantité de matériel de départ
C'est alors que se posent les probldmes de récolte, de transport et de conserva-
tion de milliers d'animaux.

Par exemple 1'isolement de la "Gonad shedding substance' ou G.S.S.
réalisé par KANATANI et Al., 1971, a demand@ 7400 Asterdias amurensis qui ont
donné 70,3 g de nerfs radiaux lyophilisés et finalement 1,3 mg seulement d'hormo
ne purifiée permettant les premiers essals de caractérisation,

Pour isoler 1'hormone responsable de la diapause chez Bombyx mordl
(diapause = hormone B ou DH - B) il a fallu 2,4 millions (4,4 Kg) de t&8tes
d'animaux adultes qui ont donné finalement 5,8 g d'extrait hormonal brut,

(ISOBE, HASEGAWA, KUBOTA, 1976). A ces difficultés d'obtention de matériel
viennent s'ajouter celles des essais biologiques qui permettent le contrdle de
1'activité hormonale des substances isolées.

Certains ne sont pas possibles tout au long de 1'année, mais
seulement durant des périodes précises et en général trés courtes, en raison

des exigences biologiques.

* Une tiche, qui est plutdt un pensum, & cause de la petite taille des
organes sources ... ?" :



D'autre part les facteurs climatiques peuvent aussi intervenir :
par exemple deshiverstrdp froids ou trop doux peuvent provoquer une pertur-~
bation du systéme neurosécréteur ou méme la disparition des animaux.

On ne peut négliger, enfin, le facteur "pollution"”, qui a les mémes
effets que lesg précédents. ‘

Malgré cela, une endocrinologie biochimique 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 1'Elément moteur de
1'endocrinologie moderne, car les auteurs se sont longtemps cantonnés dans des
méthodes purement histochimiques.

Du point de vue " constitution chimique" on peut distinguer deux
grandes classes de neurosécrétions : Jes neurchormones et les neuro-médiateurs.

Les neurohormones sont, en général, des substances peptidiques
produites par les neurones et l1ibérées & leur extrémité, pour agir en-qualité de
message chimique, soit localement, soit d distance. Les neuromédiateurs sont
des produits de neurosécrétion de type cholinergique ou monoaminergique qui
interviennent dans la libé&ration des neurohormones.

L'endocrinologie‘biochimique des substances de neurosécrétion, en
particulier des neurchormones chez les Invertébrés a pris naissance vers 1950.
De nouvelles méthodes biochimiques ont rendu possible la détermination de la
structure chimique des principes actifs fournis par les centre neurosécréteurs
des Invertébrés.

Parmi les plus efficaces on peut citer :

- 1'emploi de la gel-filtration sur Sephadex (ISHIZAXI et ICHIKAWA,
1967; GERSCH et STURZEBECHER , 1968);

- la centrifugation par gradient de densité (BARTELL et al., 1968);

- les digestions enzymatiques (BROWN, 1965); -

- 1'utilisation des radio-isotopes tels que la 3SSJ cystéine
(MORDUE et GOLDSWORTHY,'1969, ou la 3H -uridine (NOLTE et KUHLMANN, 1966).

C'est ainsi que chez les Crustac&s, EDMAN et al., 1958; JOSEFSSON et
KLEINHOLZ, 1964; KLEINHOLZ et KIMBALL, 1965; FERNLUND et JOSEFSSON, 1968,1972,
isolent, caractérisent et déterminent la séquencepeptldlquede ] "hormone respon~
sable du changement de couleur : la R.P.C.H. ("Red--Pigment-=concentration-
Hormone''). ‘ ‘

KLEINHOLZ,.1975, détermine la composition en acides aminés de 1'hormon
hyperglycémiante chez Cancer magister : la HH. -

Chez les Insectes, STARRAT et BROWN,.I975, caractérisent la proctoli-
ne, hormone responsable de la contraction pusculaire du proctodeum et en

réalisent la synthése.



Chez les Echinodermes, CHAET, 1967 et KANATANI, 1967,1971,
isolent ( le premier 3 partir de Patindia miniafta., le second 3 partir d'Asteria:
amurensis) deux péptides des nerfs radiaux, responsables de la maturation des
gamétes, .

Chez les Coelentérés, SCHALLER, i973, a isolé une hormone peptidique
cheg\i'hydre d'eau douce, qui induit la formation de la téte et du bourgeon.

B Chez. les Annélides polychétes, le cerveau exerce une action prépondé-
rante sur le soma et sur les phénoménes sexuels, par 1'intermédiaire d'une.
hormone libérée au niveau des cellules neurosécrétrices (DURCHON, 1948 ~ 1967;
HAUENSCHILD, 1956 - 1965; CLARK et RUSTON, 1963; SCHRUDER, 1966 ).

Pour les espéces présentant naturellement une épitoquie, cette

hormone inhibe chez les deux sexes les transformations morphologiques et

anatomiques et empé@che les animaux de devenir Heteronereds; sa suppression
expérimentale provoque une épitoquie prématurée : P.cultrnifera(DURCHON, 1948,
1952, 1956; N..{ntrorata (DURCHON, 1952);P.mationdd (DURCHON, 1952); N.pelagica
(CHOQUET, 1962); P.dumenilil (HAUENSCHILD, 1963) et N.succinea ( MALECHA,1567).
' Pour tous les Néréidiens de sexe mdle, 1l'ablation du cerveau déclen-
che la spermatogenése. Elle aboutit & la libération des spermatozoides
(DURCHON, 1962).

L'hormone cérébrale est également susceptible d'agir sur des para-
sites de Néréidiens (DURCHON et VIVIER, 1961, 1964). Ces auteurs ont momntré
que 1'hormone agissait sur la gamogonie de la Grégarine, D{plauxis hatiti.

Chez les femelles, par contre, 1'évolution des cellules sexuelles en
1'absence d'hormone inhibitrice est plus nuancée et varie selon les espdces.
(HAUENSCHILD, 1956; CLARK et RUSTON, 1963; CHOQUET, 1962).

Cette influence hormonale du cerveau n'est pas constante; elle
diminue réguliérement tout au long de la vie de 1'Annélide, pour finalement
devenir nulle & 1'approche de 1'épitoquie (DURCHON, 1960 - 1962; HAUENSCHILD,
1963 - 1964; DURCHON et PORCHET, 1971).

Le fait que l'activité endocrine cérébrale diminue graduellement au
cours de la vie des Néréidiens souléve la question du déterminisme de cette
régulation. On sait déja d'ume part, que les facteurs externes interviennent
la photopériode (HAUENSCHILD, 1955, 1960, 1956) et la température (DURCHON
et PORCHET, 1971).

D'autre part, les produits génitaux, et en particulier les ovocytes ,
exercent un effet rétroactif dit "phénoméne ‘''Feed-Back'. Cet effet, dont ‘
DURCHON avait avancé l'existence en 1952, a fait 1'objet d'études récentes
de la part de PORCHET, 1967; PORCHET et CARDON, 1972; CARDON et PORCHET, 1973;
PORCHET et CARDON, 1976. |



A partir de ces résultats les problémes de la nature chimique
de 1'hormone et du facteur régulateur ont &té posés. Le probléme de la
nature chimique de 1'hormone fut abordé par DURCHON, MONTREUIL et BOILLY-MARER,
1963, qui se sont inspirés du schéma de fractionnement décrit par BUTENANDT et
KARLSON, 1954, pour isoler l'ecdyéone.

Leurs expé@rimentations ont permis d'isoler, a partir d'un homogénat
de cerveaux, une solution'micromoléculaire" qui possédait le méme pouvoir inhi-
biteur que le cerveau.

La premiére partie de notre travail a donc &té consacrée i 1'isolemen
a la purification et aux essais de caract@risation de 1'hormone inhibitrice,

A partir de la fraction "micromoléculaire", un premier fractionnement fut
envisagé sur des colonnes de résines d &change d'ions. Il fournit une solution
effluente neutre qui posséde une activité inhibitrice certaine mais cependant
trés inférieure & celle du cerveau.

Les résultats biologiques obtenus grice & ce premier fractionnement
n'étant pas entidrement 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 procé&dés nous ont permis d'obtenir un produit parfaitement
actif dont 1'effet inhibiteur est semblable 3 celui du cerveau.

Les essais de caractérisation que nous avons entrepris, par ailleurs,
n'ont pas encore abouti & un résultat net et définitif.

ﬁans un deuxiéme temps, nous avons abordé le probléme de 1l'isolement,
de la purification et de la caractérisation du facteur responséble de la
régulation de l'activité cérébrale.

| Nous avons extrait, par 1'alcool et 1l'acétone, d'un homogénat d'ovo-
cytes submatures, une fraction "micromoléculaire" capable d'inactiver, aussi
bien "in vdivo " que  "in vitno", la production endocrine des cerveaux de
N.diversicolon et P.culinifena.

Cette fractioﬁ "micromoléculaire" est fractionnée sur gel de sephadex.
La fraction issue de cette chromatographie et portant 1l'activité biologique
est purifiée par électrophorése.

Nous obtenons ainsi une substance chimique ayant‘foutes les proprié-
tés biologiques du facteur''feed-back";sa masse moléculaire est de 1'ordre
de 2 000 daltons. ‘

Le deuxidme probléme posé fut celui de 1l'inhibition de la régénération
chez les Annélides.

MARCEL, 1971, a montré, dans "Contfibution & 1'étude des facteurs
intervenant dans la régénération chez le Lombricien Eisenia foetida Sav.F.

typica", que la régénération céphalique était inhibBe par une substance spéci-
» 4 g P q P



fique, localisée dans le systéme 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
equgérons enfin 1'amorce de 1'étude de son site récepteur par 1'emploi de

traceurs radioactifs et de 1'autoradiographie.



PREMIERE PARTIE

ISOLEMENT DES SUBSTANCES : INHIBITRICE (HORMONE CERERRALE)

ET REGULATRICE (FEED-BACK) DE LA SEXUALISATION CHEZ DEUX
ANNELIDES POLYCHETES : Nerneds divensdicolon et Perdneneds

cultrifera.



CHAPITRE I

ISOLEMENT DE L'HORMONE CEREBRALE DES NEREIDIENS

Procédés de fractionnement de ganglions cérébroides de Nereds

divensicolor 0.F. Miller, en vue de 1l'isolement de 1'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 1%&pi:
toquie, par 1l'intermédiaire d'une hormone, libé&rée 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
a entreprendre son isolement et 1'étude de sa structure chimique.

Trois techniques ont &té employées :

- La premiére consiste en une extraction méthanolique et un fraction-
nement sur résines &échangeuses d'ions.

' - La seconde en une extraction acé&tonique
- La troisiéme en une extraction aqueuse et un fractionnement molé-

culaire.
Nous discuterons de 1l'efficacité de ces trols méthodes et par la

-suite nous justifierons notre choix.
Pour ces trois techniques, nous avons utilisé des cerveaux prélevés

sur des Nenedls divernsicolon.,

I - RAPPEL DU ROLE DU CERVEAU SUR LE SOMA ET LE GERMEN

1 =~ Action sur le soma

a) Les transformations hétéronéréidiennes

Les transformations de la Nereds en Heferonerels obéissent & un déter
minisme endocrine simple : c'est l'absence totale d'hormone cérébrale qui per-
met le développement des muscles hétéronéréidiens, (WISSOCQ, 1971) des carac-
téres sexuels secondaires (BOILLY-MARER, 1972), ainsi que des sporozoaires
parasites du liquide coelomique (DURCHON et VIVIER, 1961,1964; PORCHET-HENNERE,
1969). Dans tous les cas, aussi bien dans les conditions naturelles qu'expéri=-
mentales, la levée de 1'inhibition hormonale engendre de trés nombreuses mitose:
une synthése importante de constituants glucidiques, notamment le glycogéne

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



Coccidies parasites, et enfin une intense activité des dictyosomes,

Toutes ces manifestations, caractéristiques d'un état anhormonal,
sont synchrones dgns presque tous les tissus du ver. DURCHON en, 1952, avait
parlé d'une véritable "explosion mitotique' & ce stade de développement de
1'animal. BOILLY-MARER, 1976, a montré, qué 1'évolution de certaines cellules
_hétérénéréidiennes est stoppée par la greffe de cerveaux inhibiteurs.

B Pour. cette derniére catégorie de cellules, 1'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 espéces (PLatynereis massiliensds, Perinereds culinifera e Nereds
costoe). HAUENSCHILD, 1960; CLARK et Coll.1959, ont retrouvé des résultats sem-
blables chez Platynereis dumerilii et Neredls diversicolcr. DURCHON et MARCEL,
1962, ont montré que le cerveau est indispensable & la régénération postérieure
chez Nereis diversicolor.Le principe actif, de nature hormonale, est secrété
dans les heures qui suivent une amputation postérieure; il est indispensable &

1l'activation des cellules de régénération,.

2° - Action sur le germen

a) La_spermatogenése

Les spermatogonies apparaissent dans 1e coelome lorsque le niveau
de 1'activité endocrine du cerveau est réduit ( inférieur & 2 unités diveasico-
Lon, 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 1'inhibition cérébrale provoque,
chez les spermatogonies de Nerels dévernsicolor cultivées {n vitho, une im-
portante synthése d'ARN du 5° au 7° jour de culture ( phase G 1) qui précéde
la synth@se d'ADN du 7° jour ( phase S).

Pour ce deuxiéme type de cellules, 1'hormone cérébrale est également

de nature inhibitrice.

L'ovogenése s'étale sur la moiti& de la vie de la Nereis, c'est i
dire que la croissance de 1'ovocyte s'Echelonne, sous des conditionnements
endocrines trés différents. (Les Neredls pelagica et diversicolor vivent 2 ans,
1'ovogenése s'étend sur la derniére année la Perdnerels culinigera vit 3 ans,

1'ovogenése a lieu lors des 2 derniéres années).



Le jeune ovocyte ( diamétre moyen inférieur & 120 p) &labore du vitel:
lus lorsque la production d'hormong est a4 son apogée,

A partir d'une taille cellulaire de 130 p, le cytoplasme ovocytaire
se charge d'alvéoles corticaux muqueux. Ce changement métabolique est 1ié& 3
un ralentissement important de l'activité endocrine du cerveau (PORCHET,1970).

Une analyse biochimique des glycoconjugués ovocytaires a montré que
l'hbfmone qui contrdle la différenciation des cellules sexuelles femelles,
semble agir éu 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 ovocytés, Etait

capable de réguler 1'activité endocrine cérébrale.

II - EXTRACTION METHANOLIQUE ET FRACTIONNEMENT SUR RESINES ECHANGEUSES D'IONS

1° -~ Extraction méthanolique

a) Matériel et méthode

L'extraction méthanolique d'une substance active d partir d'un
‘homogénat de cerveaux a suivi le protocole expérimental de DURCHON, MONTREUIL
et BOILLY-MARER, 1963 # (Tableau I).

| 5.000 cerveaux sont homogénéisés dans un faible volume d'eau bidistil-
lée. A 1'homogénat est ajouté du méthanol refroidi & — 70°C. On obtient une
précipitation des macromolécules.,

Aprés centrifugation de 1'homogénat & 3000 g on obtient un sé&diment
et un surnageant. L'opération est répétée 3 fois sur le sédiment. On récupére,
a chaque fois, le surnageant.

En fin d'expérience on a :

~ un insoluble

- une solution méthanolique constituée par 1'ensemble des surnageants.

Le méthanol est €liminé. La fraction aqueuse résiduelle est alors
délipidée par 1'éther * dépourvu de péroxyde. D'oli 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_biologiques

Ces trois composés ont été &tudiés Ln vALtho et Ain vdvo,
In vitho, le test utilisé est 1'évolution des spermatogonies contenus
dans les parapodes explantés sur des Nerels diversicolosr miles immatures et

cultivés isolément (DURCHON et SCHALLER, 1963 et 1964 ).

# voir chapitre Matériel et méthodes
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TABLEAU T

Schéma de fractionnement des cerveaux de Neneds diversicolon

d'aprés DURCHON, MONTREUIL, BOILLY-MARER

-~ 5000 cerveaux homogénéisés 5 mn dans 20 ml d'eau redistillée stérile.
A 1'homogénat sont ajoutés 300 ml de méthanol redistillé a (-20°C).
- repos I0 mn & - 20°C

-~ centrifugation pendant 15 mn 3 3000 g

|
v v

Sédiment 1 Surnageant |

Rehomogénéisé dans 20 ml d'eau Evaporé sous vide & séccité
On ajoute 300 ml de méthanol & (-20°C) D&lipidé 3 fois 3 1'é@ther sans
Repos 10 mn 3 - 20°C peroxyde.

Centrifugation pendant I0 mn a 3000 g

l
\ S

sédiment 2 surnageant 2

repris 2 fois par 20 ml
d'eau redistillée.
Centrifugation pendant ,
10 mn 3 3000 g \ l
- ) Phase éthérée lavée
v . J, 3 fois 3 1'eau Phase aqueuse
Les eaux de lavage . :

sont ajoutées 3 la
"Fraction protéidique" phase aqueuse

Joint au premier

Insoluble Solution lyophilisée

Fraction lipidique Fraction micromolé—
culaire




Lorsque la fraction micromoléculaire (équivalent de 15 cerveaux)
est incorporée au milieu de culture, la spermatogenése reste bloquéde 11 jours
par rapport aux témoins. Les autres fractions sont inactives.

In vivo, des animaux décérébrés (Perdinereds cultnifera) recoivent
des injections de ces différentes fractions.. Seuls les individus ayant recgu
des injections de la fraction micromoléculaire sont encore atoques au bout de
50 jours, alors que tous les autres sont sub-épitoques.

D'aprés 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 avons réalisé un fractionnement par chromatographie sur résineg
géchangeuses d'ions (Fig.l1).

Une colonne d'échangeurs de’.cations : Dowex 50 x 8 est couplée a
une colonne d'échangeurs d'anions Duolite A 40" On fait passer la solution
micromoléculaire sur 1'ensemble.

On récolte 3 fractions de constituants :

- | fraction "neutre'" (retenue sur aucune des résines)

—

fraction "basique' ( provenant de la Dowex 50 x 8 &luée par
1'ammoniaque a3 5 Z).

—

fraction "acide" (obtenue par élution de la duolite A par

) 40
1'acide formique & 5 7%).

Ces 3 fractions ont é&té soumises aux critéres d'activité biologique,
en culture organotypique #* comme précédemment.

Les résultats ont &€té les suivants :

- La fraction "basique" ne présente aucune activité significative.

- La fraction "acide" montre quelquefcis une action pesitive, mais
dans tous les cas cette fraction s'est révélée tcxique.

- La fraction "neutre", utilisée & faible concentration (15 cerveaux)
détermine un retard de 3 jours de la spermatogenése; 3 forte concentration

(300 cerveaux) un retard de 7 jours.

Etant donné qu'il faut employer des concentrations tré&s fortes de
fraction"neutre" pour obtenir des résultats démonstratifs, alors que la fraction
micromoléculaire est nettement plus active, nous nous sommes demandés si ce

fae s P - . - ~ . ' . .
n'était pas di & la rétention ou & la dégradation d'un agent actif, agissant
en synergie avec la fraction neutre et pouvant €tre retenu ou dégradé sur 1'une
des deux résines.

*

A1y Mat+Araal ot Motrhndoe
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FIGURE |1

Solution micromoléculaire

v L
[ Dowex 50 X 84] NH 4 OH 5 g
v l
Solution effluente "acide : fraction "basique"
acides aminés
osamines
peptides et sels minéraux
v
Duolite 4 A0 | HCOOH = 57
\

Solution effluente '"neutre"

\ 4

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 &changeuses d'ions identiques aux précédentes. Puis
nous avons effectué le contrdle biologique des sous-fractions obtenues,

3° - Deuxiéme fractionnement par chromatographie sur échangeurs d'ions de

la fraction micromoléculaire.

a) Matériel et méthode

La solution''micromoléculaire" est séparée en 2 lots.

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

cations (Dowex50x2, '"200-400 mesh", forme acide, obtenue par le passage de
Hcl 3 N V). |
La colonne de résine est lavée par de l'eau bidistillée; cette eau de
lavage est ajoutée & la fraction non-retenue ( acide+neutre) de la Dowex 50x2.
Un péssage i blanc est effectuéd. On passe de l'eau bidistillée, que
1'on réduit a l1'évaporateur rotatif avant de lyophyliser. Cette fraction

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

giques.

La fraction "basique" est récoltée par le passage d'une solution
d'ammoniaque & 5 Z. (V:V) sur la Dowex 50x2. L'éluat basique est &vaporé sous
vide de facon a éliminer 1'ammoniaque.

Le second lot est fractionné sur une résine 3 échange d'anioms

(Duolite A 40,'mesh 25—56", forme formiate, obtenue par le passage de Na OH 3N¢]
La colonne de résine est lavée par l'eau bidistillée; on joint.cette eau de :
lavage a8 la fraction non-retenue (neutre+basique). La duolite A 40 est éluée
par de 1'acide formique & 57. On arréte le passage de 1'acide formique dés
que se manifeste son odeur piquante,

La fraction acide subit le méme traitement que la fraction ammonia-
cale de fagon a &liminer l'acide formique.

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

b) Essais biologiques

Ces différentes fractions ont été soumises aux critéres d'activité
biologique, en culture organotypique, comme précédémment. -

. La fraction non-retenue sur la duolite A 40 (ﬁéutre+basique)
présente une inhibition de la spermatogenése de 24 heures par rapport aux
témoins. |

. La fraction acide présente, elle aussi, une inhibition de 24 heures

par rapport aux témoins.

. La fraction "mélange", c'est 3 dire la vréunion des fractions "acide'

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

-
voir Matériel et Meéthodes



FIGURE 2

SOLUTION MICROMOLECULAIRE

Premier lot

l NH,OH 5 7

LPpwex .SO X 2]

solution effluente

acide + neutre

4

v

fraction basique

Deuxiéme lot

5 % HCOOH \

A4

fraction acide

! Duolite A 40J

solution effluente

neutre + basique

Deuxiéme fractionnement par chromatographie sur échangeurs d'ions de la

fraction micromolé

culaire




72 heures par rapport aux témoins.

La méme expérimentation a été faite sur les fractions issues de la
résine échangeuse de cations. Les retards observés par rapport aux témoins
ont &té 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, 1'expérimentation An vi{{ho 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 n&€anmoins permis d'é&carter
1'hypothése'de 1'existence d'une substance "activatrice", retenue ou dégradée
sur l'une des résines, puisque les résultats sont nettement inférieurs 3 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 posséde une
activité biologique {n vivo et in vitro.

Le passage de ce dernier extrait, sur des colonnes. d échange de
cations et d'anionms, ndus a conduit & localiser 1l'activité biolegique dans la
fraction dite '"neutre'", qui n'est pas fixée sur les 2 types de résine.

La nécessité d'employer des concentrations trés fortes de "fraction
neutre'" pour obtenir des résultats démonstratifs repose le probléme de 1'iso-
lement de 1'hormone.

Ce sont ces différents résultats qui nous ont amenés 3 essayer d'amé-
liorer le fractionnement et le sous—fractionnement des extraits de cerveaux,

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

III - EXTRACTION ACETONIQUE ‘
Cette méthode s'identifie & celle de KANATANI et Coll., 1971, utiliséde

pour isoler la "gonad-stimulating substance" dite G.S.S., isolée 3 partir des
- nerfs radiaux de 1'étoile de mer : Asferia amuwrensis et qﬁi s'est révélée

particuliérement efficace pour sa purification.

1° - Matériel et méthode

2000 cerveaux sont lyophilisés et broyés dans un mortier (%). La
poudre de cerveaux séche est homogénéisée dans 1'acétone froide (rapport

poids/volume,1/20).

+ Les animaux ont été récoltés 3 Wimereux



La suspension obtenue est filtrée sur papier. Le résidu restant sur
le papier est lavé par de l'acétone froide( dans le rapport poids/volume 1/50).
On récupére le résidu du filtre. L'acétone est alors éliminéed 1l'aide d'un
évaporateur rotatif. On récupére 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 1'on centrifuge a 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
8té soumises aux critdres d'activité biologique, en culture organotypique
(DURCHON et SCHALLER, 1964).

Les résultats n'ont pas &té concluants.

3° - Conclusion
Devant ces résultats nous avons rejeté ce fractionnement par 1l'acéto-

ne, pour 1'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 acé&tonique'
étaient inertes, nous avons pensé extraire directement cette fraction active
par 1'emploi de la dialyse suivant le protocole expérimental exposé& ci-aprés.

Cette méthode simple sera employée ultérieurement pour éliminer

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

nal, du facteur "feed-back'etdu facteur inhibiteur de la régénération.

On réalise un homogénat de cerveaux (4006) dans 1l'eau bidistillée
que l'on centrifuge & 15.000 g; On obtient un surnageant efsun culot résiduel,
Celui-ci est repris par 1'eau,homogénéisé & nouveau puis centrifugé a 15000 g.
Cette opération est répétée 3 fois. '

Finalement, le surnageant obtenu est placé dans un tube de cellophane.
La dialyse est effectuée penaant 6 & 10 jours contre de l'eau bidistillée que
1'on renouvelle toutes les 24 heures. La solution, contenant les composés

dialysables, est recueillie et concentrée & faible volume, & l'aide d'un
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évaporateur rotatif, puis finalement lyophilisée.

En fin de manipulation on obtient deux fractions:

- une fraction dialysable dont les composés ont une tré&s faible
masse moléculaire. -
- une fraction adialysable dont les composés ont une masse molécu-

laire élevée.

Ces deux fractions obtenues ont été testées en culture organotypique.
La fraction dialysable bloque la spermatogenése plus de 11 jours
par rapport aux témoins, pour des concentrations tré&s faibles (15 cerveaux).
La fraction adialysable est inactive.
On retrouve par ce procédé d'extraction, une fraction "micromolécu-

laire" analogue i celle décrite précédemment,

2° - Fractionnement par tamisage moléculaire.

Nous dvons 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—fine".

. . "
a) Fractionnement par_G.25 "fine

Que ce soit la fraction "micromoléculaire' ou "dialysable", le frac-
tionnement est réalisé par chromatographie de tamisage moléculaire sur gel :
Sephadex G.25 "médium" *.

! L'élution se fait par de 1'eau bidistillée, dégazée. Le pouvoir
d'absorption de 1'&luat est mesuré en continu, 3 1'aide d'un absorptiométre,
en lumiére ultra-violette & 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 lumiére ultraviolette et
qui correspondent aux pics, sont isolées et incorporées au milieu de culture.
Seule la fraction P 2 posséde un pouvoir inhibiteur. Elle bloque la spermato-

genése 6 a 7 jours (.4 faible concentration, 15 cerveaux).

La fraction P 2 est chromatographiée sur colonne de Sephadex G.25

"super-fine' dans les mémes conditions que précédemment.

* (voir chapitre Matériel et mé&thode)



Le diagramme nous donne de nombreux pics (Fig.5).
Seuls les 2 derniers, parfaitement séparés, se sont montrés inhibi-

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

d) Résultats

La fraction P 5 a un effet inhibiteur pendant 6 a 7 jours; la fractior
P 6 ne bloque que 5 & 6 jours, soit 24 heures de moins que la précédente.

Des mises en culture ont &té 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 spermatogendse 2 fois
plus longtemps que les fractions P 5 ou P 6,

Les retards coustatés, lors des précédentes mises en culture avec les
fractions cérrespondant aP5etP 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(i
1'enregistrement spectrophotométrique ) qui,superposées,donnentunecourbe d'acti-
vité biologique qui délimite exactement la "fraction hormonale" (Fig.7).

Ces différents résultats ont été réalisés a partir.d'un lot de cer-
veaux 1isolés en hiver.

Un second loﬁ de cerveaux prélevés sur des animaux en &té, début
automne, donne aprés fractionnement sur G~25”normal%”médium”nF méme diagram-—
me que le précédent (Fig.4) et les mémes résultats en culture An vitho.

Mais dé&s que le pic 2 est fractionné en G 25"super—fine'| on s'aper-
goit que le Pic 6 disparait (Fig.8). Pour le lot "&té-début automne'", nous avons
réalisé quatre fractionnements et quatre sous- fractionnements

Dans tous les cas, les diagrammes obtenus étaient identiques.

Finalement ces différentes mises en culture mnous ont montré& que
l'activité &tait groupée au niveau du "Pic 5" et principalement aux zones
6 et 7 (Fig.8).

Actuellement nous ne pouvons que constater le phéﬁoméne, mais il

nous paralt difficile de l'interpréter.

3° - Purification par chromatographie sur papier du pic 5 (P5) et du pic 6 (P6)

Il a €té montré précédemment, qu'aprés fractionnement sur gel de Se-
phadex G-25"super-fine", la fraction hormonale se situait au niveau des pics
P5et P 6. ‘

Cette répartition se fait & 70 % dans le pic 5 et la zone intermé@-

diaire 5-6 ( Fig.7).
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Pour des cerveaux récoltés en été-début automne le pic 6 disparaft
(Fig.8).

(Pour le moment nous ne pouvons que constater le phénoméne. Il nous es
encore difficile de l'interpréter). , 3

La totalité de 1'activité biologique est groupée au niveau du pic 5,
d sa base externe, qui pourrait correspondre i 1a‘zone intermédiaire P 5 - P 6.

Avant d'aborder 1'étude physico-chimique et biologique, il fallait

améliorer le prccédé d'extraction, de fagon d obtenir une fraction hormonale

enrichie et purifiée.

. P T T, . . »
Le pic 5 a é&té purifié par chromatographie sur papier W 3 , dans

le solvant (solvant de PARTRIDGE,S.M.1948), n-but/Ac Ac/eau (4 1 : 5 par

volume) pendant 39 heures a 20 °C.

o7

Le chromatogramme (Fig.9), ré&vélé par la ninhydrine l 7, donne 6
fortes taches"ninhydrine positive"et 2 faiblement révélées proches du trait
de. départ.

Au niveau du spot 4, on détecte en lumiére ultra-violette a 254
et 4 280 nm, deux taches trés voisines : 1'une fortement UV positive et
1'autre fluorescente.

Les taches correspondant aux révélations par la ninhydrine et par la
lumiére UV, ainsi que les zones se situant entre elles sont éluées par l'eau
et 1ydphilisées. 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 posséde 1'activité biologique (Fig.9),
et que cette fraction correspondant 3 moins de 15 cerveaux bloque la sperma-

togendse pendant 6 jours, {n vifro.

b) Purification du Pic 6 et résultats biologiques

Le pic 6 a été purifié dans les mémes conditions expérimentales (Fig.
9). Les différences n'apparaissent qu'au niveau du nombre de taches révélées
par la ninhydrine (4 fortement révélées, numérotées de I i 4, dont les zones
de migration se superposent exactement i celle du spot 5) et une seule tache
faiblement positive en ninhydrine (dé&celable prés du trait de départ).

Comﬁgufe pic 5, au niveau de la tache 4, on détecte 2 spots, 1'un
fortement positif et 1'autre trés voisin, fluorescent.

On remarque que 1'intensité des spots UV positifs est sensiblement

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

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

® voir Matériel et Méthodes
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La fraction hormonale, situ@e dans la bande s'étendant de la tache
UV fluorescente a la tache 5 virtuelle, possé&de 1'activité biclogique, mais

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

¢) Conclusion

De tout ceci, on peut tirer la conclusion suivante : la fraction
hormonale est enrichie et purifiée d'une maniére satisfaisante, par chromato-—
graphie préparative sur papier Whatman 3, pour des &tudes biologiques. Elles
seront présentées dans la suite de ce mémoire, Quant aux études physico-chimi-

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

V - CHOIX DE LA METHODE

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 & 1'isolement d'un ensemble fértement actif sur le plan biolo-
gique: la fraction "méthanolique" ou la fraction aqueuse.

Par contre la méthode dite "acétonique'" a été abandonnée, comme'non-
rentable" sur le plan biologique, tout au moins en ce qui concerne 1'hormone
inhibitrice.

Finalement notre choix s'est port@ sur 1l'extraction méthanolique
pour plusieurs raisoms :,

. cette méthode élimine les risques de contamination bacéérﬁenne.

. elle ne nécessite pas un volume important de dialysat,

. 1'extraction aqueuse n'est possible que si le substrat brut est de
faible volume (cerveaux disséqués). Elle devient impossible lorsqu'il faut
extraire la fraction hormonale, directement & partir des tétes et quelquefois
méme 3 partir des animaux entiers.

Le fractionnement de l'extrait micromoléculaire s'est imposé de
lui-méme. '

La nécessité d'employer des concentrations trés fortes de phase

"neutre", (équivalence 300 cerveaux, au lieu de 15), pour obtenir une réponse
biologique positive, lors du fractionnement sur résines échangeuses d'ions,
nous a obligés i abandonner ce genre de fractionnement au profit du fraction-

nement par tamisage moléculaire et par chromatographie préparative sur papier.

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

les produits issus des cellules neurosécrétrices étaient de nature peptidique.



Pic 5 Pic 6

'@
: @
@
« @

“WYe e ee!

P

<~
-

t5
s s‘mvirtuol

77 N
\

® 6 O

(::) FAIBLEMENT NINHYDRINE POSITIF (::) REVELEES PAR LA LUMIERE ULTRA
VIOLETTE

\

A\

7 AIRE DE REPARTITION DE L'ACTIVITE

‘ FORTEMENT NINHYDRINE POSITIF
BIOLOGIQUE

v

Figure 9 : Chromatographie sur papier des pics 5 et 6, systéme solvant n-buthanol,

acide acétique, eau (4, 1, 5 par volume) - 39 h a 20°C.

(510N

\ UL a9
V.

~



- 26 -

En 1971, KANATANI et Coll., ont isolé et identifié & partir des
nerfs radiaux d'Asterdias amwrensis, ce qu'ils ont appelé la G.S.S. (Gonad-
stimulating -Substance). C'est un peptide de masse moléculaire voisine de
2100. |

A la parution de ces travaux, nous nous sommes demandds si 1'hor-—
mone inhibitrice, n'était pas, elle aussi, de type peptidique.

C'est pourquoi nous avons fait les expériences suivantes :

1° -~ Stabilité a la chaleur

a) Matériel et méthode

La fraction'micrcmoléculaire" hormonale active, est mise en suspen—.
sion dans une solution de Na Cl o,0lM. Cette suspension est chauffée pendant
30 mn en bain marie (80-90°C) sous agitation puis refroidie trés

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

b) Résultats biologiques

La fraction "micromoléculaire'"-témoin inhibe la spermatogenése
pendant 8 jours, tandis que la suspension chauffée la bloque une journée.

Cette expérience fut répétée une seconde fois. La fraction hormonale
chauffée a présenté un effet inhibiteur d'environ 2 jours et la fraction-
témoin non chauffée de 8 jours.

Aprés ces‘expériences il semblait possible que le facteur inhibiteur
puisse @tre de nature peptidique; et dans ce cas les enzymes protéolytiques

devaient détruire son activité biologique.

2° - Action des enzymes protéolytiques

Les hydrolyses enzymatiques ont &té effectuées sur la fraction
"micromoléculaire" dialysable d& 37°C, pendant 24 heures en présence de pronase
ajustée d pH 7,8 ~ 8 (YAMASHINA et MAKINO, 1962) rapport enzyme/substrat :
1/50; de trypsine a pH 8,2 ( m@me rapport) (HIRS,1956) et de pepsine
(SANGER et THOMPSON, 1953). .

" micromoléculaire” dialysable

Dans chaque cas, 20 mg de fraction
ont été employés.

Aprés 1'arr@t de la r@action, les solutions ont &té dialysées, une
nuit, contre de l'eau bidistillée, en vue d'éliminer 1'enzyme.

L'activité biolegique de chaque fraction dialysable et adialysable

a été déterminée en culture organotypique, suivant le mode opératoire antérieu-

rement utilisé .



Les fractions adialysables contaminées par les enzymes protéolyti-
ques n'ont aucune action sur la spermatogendse, t£i ce n'est une dégradation
plus ou moins poussée, .des tissus mis en culture.

Les fractions dialysables, contenant la fraction "micromcléculaire",
qui ont subi 1'action des eﬁzymes protéolytiques, ont gardé toute leur activitg
inhibitrice sur la gamétogeneése dans des proporticns identiques au té&moin

"micromoléculaire™natif.

3° ~ Conclusions

Ces expériehces'( sur la stabilité 3 la chaleur et 1l'action des
enzymes protéolytiques) aménent deux conclusions contradictoires.

Sous l'action de la chaleur, 1'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 résultats

Nous avons vu que 1'extraction méthalonique nous permettait d'obtenir

une fraction lipidique. Cette fraction, en culture organotypique, ne donne
aucun tésultat, ' '

I1 semble donc que 1'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 & la base externe du pic 5.

Le fait que cette hormone n'absorbe pas la lumidre ultraviolette
senible indiquer qu'elle n'est pas de nature aromatique. Par consé@quent 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, Thése de 3° cycle).

s

5° - Détermination de la masse moléculaire hormonale par tamisage moléculaire

Nous savons que la fraction hormonale est dialysable et micromolé~
culaire et que la méthode de tamisage moléculaire fournit une fraction hormonale
trés active et efficace.

Cela nous a poussé & estimer la masse moléculaire par tamisage

moléculaire.
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On a utilisé une colonne sephadex "G-25 fine",(1,3 x 100 cm),
(ANDREWS,1964), équilibrée par une solution de tampon acétate 0,05 M addition-
née de 0,4 M de Na Cl a 20°C (KANATANI et Coll., 1971).

Le volume d'élution de la fraction active est comparé & celui de
l'ocytocine ( masse moléculaire = I1035), et & celui de la bacitracine (masse
moléculaire = 2470).Les volumesd'élution sont déterminés par les courbes
d'absorption en lumiére ultra-violette 3 254 nm et 280 nm, celui de 1'ocytocine
est repéré par essai biologique sur un utérus isolé& de rate en proestrus.

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

daltons.

6° — Conclusion générale.

L'extraction méthanolique des cerveaux fournit 3 fractions ( macromo-
léculaire, lipidique et micromoléculaire). Seul 1'extrait "micromoléculaire"
possdde une activité biologique "in vivo et "in vitro".

L'extraction aqueuse nous fournit une fraction dialysable identique
i la fraction "micromoléculaire" précédente.

Par contre, l'extraction acétonique s'est révélée parfaitement
néfaste pour 1l'activité biologique de 1'hormone. Nous n'avons donc pas retenu
ce mode d'extraction.

Toutefois, la méthode de purification sur résines &changeuses d'ions
nous a fait perdre ﬁne partie importante de l'activité de la fraction micromo-
1éculéire, qu'elle soit d'origine méthanolique ou aqueﬁse.

Par conséquent nous avons abandonné le fractionnemerit sur résines
&changeuses d'ions, au profit d'un fractionnement qui garde intacte l'activité
biologique des cerveaux, c'est 3 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
possédent qu'une partie de la substance active, qu'en réalité 1'hormone se

" la substance active' de ces:pics peut &8tre

situe entre ses 2 pics et que
extraite par chromatographie sur papier W3.

L'expérience, enfin, a révélé.que la zone hormonale n'absorbe pas
la lumidre ultra-violette et que son activité n'est pas détruite par les enzymes
protéolytiques ( pronase, trypsine, pepsine).

Donc , actuellement,le probléme de 1'isolement de 1'hormone inhibi-
trice cérébrale des Néréidiens semble €tre en partie résolu, par contre celui

de sa nature chimique demeure posé,
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La fraction hormonale, ‘elle, est dans un état de pureté suffisante
pour permettre d'aborder les premiéres étapes de 1'analyse du métabolisme
de l'hormone cérébrale ( une légére ambiguité subsiste néanmoins, due au

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



CHAPITRE 11
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Premiéres étapes de l'analyse du métabolisme de 1'hormone

cérébrale.

L'hormone cérébrale n'étant pas totalement purifiée, nous avons
esséyé d'aborder 1'étude de .son métabolisme par des voies indirectes. In vitio,
les cerveaux restent inhibiteurs, c'est donc que les cellules neurcosecrétrices
poursuivent leur synthése hormonale.

I1 nous a semblé possible de marquer cette hormone en fournissant au
milieu de culture des précurseurs radioactifs élémentaires (acétate, leucine,
glucose etc ...) n'ayant & 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
alors possible de la suivre dans son'devenir métabolique'.

Celle-ci est isolée selon la technique traditionnelle et injectée,
ensuite, dans la cavité coelomique de Nerels.

L'étude des récepteurs cellulaires, du transport (Binding proteins)
et de 1'élimination de la substance hormonale peut ainsi €tre abordée.

Les résultats encore préliminaires sont trés prometteurs et laisse
espérer des données intéressantes pour 1l'avenir.

L'intérét réside, dans le fait qu'un lot de 1000 cérveaux donne suffi

samment d'hormone marquée pour permettre 1'analyse métabolique.

1 - Matériel et méthode

L'étude du métabolisme de 1'hormone cérébrale a &té entreprise en
collaboration avec PORCHET. Un millier de. cerveaux (900 & I1000) de Nerels
divernsicolorn possédant une forte activité hormonale, sont prélevés sur de .
jeunes individus. Ils sont placés en culture organotypique en présence de ‘14 C
d'acétate de sodium (IOO/J 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 ( fractionnement 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 7 du marquage initial des broyats de cerveaux ,Pour
100 cerveaux, la quantitéde |14 Elacétate incorporée correspond a enviréu
1000 000 de coups par minute (c.p.m). Par contre,celle contenuedans la fraction

hormonale isolée, donne environ 16 0C0 & 17 000 c.p.m.



La fraction hormonale marquée est préalablement essayée 4n vitro,
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 fractioa obtenue.

II - Résultats préliminaires

L'hormone &tant la méme chez tous les Néréidiens, le reste de la
fraction hormonale marquée est injecté dans la cavité coelomique d'une Pesine-
heis cultrifera femelle, préalablement décérébrée et dont les ovocytes ont une
taille moyenne de 160 jIn

Douze heures plus tard, 1'animal est sacrifié. Toutes les parties
du ver sont soigneusement recueillies ainsi que 1'eau de mer dans laquelle il
vivait.

Les ensemble celluiaires sont homogénéisés, précipités a 1'ATCA
10 % refroidi et filtrés. Les filtres sont abondamment lavés & 1'alcool & 96°,
34 1'acétone puis & 1l'éther Ethylique. .

Aprés séchage, ils sont scumis au compteur & scintillation .

Les comptages nécessitent les plus grandes précautions et sont effectuds plu~
sieurs fois pendant I0 mn. .

Les résultats obtenus sont groupés dans le tableau 2.

D'autre part, le liquide coelomique est chromatographié sur gel de
sephadex G~50, puis G-25 (Fig.10). Une aliquote de chaque fraction obtenue est
comptée dans les mémes conditions que précé&demment. Une seule-fraction coelo-
mique présente une radioactivité nette c'est le pic C qui est toujours trés
réduit. Il pourrait jouer un rdle important dans le transport de 1'hormone cé-
rébrale.

Quelles conclusions peut—on tirer du tableau ?

. On observe une perte importante de la radioactivité (prés de 40%).

. La majeure partie de la rédioaétivité se retrouve au niveau de
1'eau de mer ambiante (25 %) et du tube digestif (15 %Z). Ceci révéle des
processus de dégradation et de rejet tré&s importants.

. L'hormone se fixe préférentiellement d'abord sur le pic € du
liquide coelomique (2450 c.p.m = 24 7), puis sur les muscles (11 %), ehfin sur
les éiéments figurés du coelome (ovocytes et €léocytes : 7 7).

La radioactivité laplus nette est décelable au niveau des enveloppes
ovocytaires isolées suivant la méthode mise au point par CANER et al., 1977;
ceci permet 1l'amorce d'études sur les accepteurs de 1'hormone.

Les "résultats' positifs actuels sont donc la mise en évidence de

ot
4]

1'existence d'une fraction coelomique transportant 1'hormone, et d'éventue:

récepteurs ovocytaire et musculaire de cette méme hormone cérébrale,



TABLEAU

Fractions étudiées

Radioactivité détectée en E4(ﬂ

(coups par minute

eau de mer dans laquelle

vivait 1'animal 2 450
Ovocytes |
enveloppes ovocytaires 448
membranes internes
( dictyosomes 1 144
( vésicules 199
muscles 1 l6d
tube digestif 1 531
éléocytes 215
liquide coelomique total 3 300
10 447

Mesure de la radioactivité hormonale dans les différentes parties de

1'Annélide.

]
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: Chromatographie sur gel de Sephadex G-25 "fine" du liquide coelomique

de Perninernels cultrifera. Profil de radicactivité de 1'hormone

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

Figure 10

C porte une radiocactivité trés nette.




ITl - Détermination d'une activité adenyl-cyclasique au niveau des ovocytes.

Nous avions décelé une radioactivité liée 3 1'hormone dans les
enveloppes ovocytaires.

Nous avons donc recherché dans les ovocytes l'existence.d'une activi-
té adenyl-cyclasique qui serait li€e & 1'action hormonale.

Pour cela deux lots d'ovocytes sont utilisés :

- 1 lot de jeunes ovocytes ( 704P de diamétre); donc des ovocytes
subissant une forte action hormonale.

- 1 lot d'ovocytes agés (lSO/u de diamétre); donc des ovocytes ne
subissant pas, ou trés peu d'action hormonale.

Nous avons recherché 1'AMP cyclique dans ces deux lots d'ovocytes
suivant la méthode de VERBERT et CACAN (1972).

Les conclusions sont les suivantes :

1) L'activité ATP-asique est trés forte ce qui nécessite la présence
d'un régéndrateur d'ATP pour le dosage de l'activitéd adényl-cyclase.

Méme en présence d'un tel régénérateur (Phéspho~Enol—Pyruvate) ( P.E.I
une part importante d'ATP est hydrolys&e en ADP puis en AMP.

| 2) On ne décéle apparemment pas d'AMP cyclique aussi bien dans les

ovocytes de ﬂ)}lque dans ceux de 150}1

Si son activité adenyl-cyclasique existe, elle est trés faible, et
non détectable par la méthode employée.

51 on se rapporte au rdle de messager secondaire attribué i 1'AMP

cyclique dans la transmission d'un message hormonal,dans le cas qui nous inté-

resse le probléme reste entier.
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CRAPTTRE 11

LA RETROACTION GENITALE : LE PHENOMENE ' FEED-~BACK " -

Isolement, purification et essai de caracté@risation du facteur

inhibiteur, responsable de la régulation de l'activité céré-

brale inhibitrice chez les Nereddace.

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

Nous pouvons tout d'abord distinguer 2 thémes de recherche dans la
rétroaction génitale : )

- 1'un biologique, &tudié par M.PORCHET

- 1'autre biochimique, dont je me suis personnellement occupé.

L'aspect biologique du ph&noméne "Feed-Back" comprend :

1° - La récolte du matériel biologique.

2° - La mise en évidence du phénoméne biologique par implantation
d'ovocytes submatures. '

3° - Les cultures organotypiques de parapodes miles de Neredls
diversicolon, pour 1'étude de 1'influence des différents constituants obtenus
par fractionnement au niveau de ces cultures.

4° - Les recherches histologiques lorsqu'elles &taient nécessaires
pour affirmer ou infirmer tel ou tel résultat.
| ﬁon travail, a consisté , a partir du liquide coelomique et d'ovocy-
tes submatures de Perinenels cultrifera, i extraire, a purifie} par fraction-
nement la substance responsable de la rétroinhibition hormonale et enfin &
essayer d'en déterminer la nature chimique.

Nous allons dans un premier temps, résumer sour forme d'historique,
la mise en évidence du phénoméne de la rétroaction génitale.

Dés 1952, DURCHON prouvait que l'on pouvait induire une é&pitoquie

for

expérimentale par injection deproduits génitaux femelles de 3 ans & une
femelle immature, ‘

DURCHON, 1960 - 1962; HAUENSCHILD, 1963 - 1964; DURCHON et PORCHET en
1971 ont montré qu'a 1'approche de la maturité géﬁitale 1'activité endoecrine
deslganglions cérébroides des Nereidae diminue pour cessgf finalement lors
de 1'épitoquie. ,

Expérimentélement, il est possible de supprimer précocement le facteu:
inhibiteur cérébral, en injectant des ovocytes submatures dans la cavité
générale de jeunes Nereds. .

Les critéres biologiques qui permettent alors de déceler la

suppression de 1'inhibition sont : la maturité génitale et 1'épitoquie du
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receveur, (PORCHET, 1967), ainsi que 1l'incapacité de régénérer les segments

postérieurs amputés (PORCHET et DURCHON, 1968).

I - ASPECT BIOLOGIQUE DE TA REGULATION DE L'ACTIVITE ENDOCRINE CEREBRALE CHEZ

LES Neredldae.

Il importait de savoir si 1‘'hormone cérébrale était contr6lée par un
mécanisme comparable & la régulation de 1'hormone cérébrale du tannage chez
les Insectes {( le bursicon, FRAENKEL et  HSIAO, 1965) ou si la rétroaction
génitale &tait de nature chimique comme chez Musca domestica ( .ADAMS,

HINTZ et . POMONIS, 1968 et ADAMS et Coll., 1970). Je me suis chargée
d'étudier cette dernidre hypothése qui sera détaillée ultérieurement dans

cet exposé.

L'implantation d'ovocytes submatures (DURCHON, 1952; PORCHET, 1967;
PORCHET et DURCHON, 1968), dans la cavité générale de jeunes Nerels entraine
une augmentation importante du volume des receveurs, L'hypothése du mécanisme
réflexe n'était pas 4 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 aprés ces injections, l'état génital ainsi que
la capacité de régénération des individus opérés étaient trés comparables a
ceux des témoins (tableau III).

Les auteurs n'observaient jamais d'épitoquie expérimentale comme lors
de 1'implantation d'ovocytes submatures.

Ils pouvaient donc conclure que ce n'était pas un simple mécanisme-
réflexe qui pouvait réduire 1l'activité endocrine des cerveaux de Perinereds

cultiifend.

2° ~ Réaction biologique 4in vitho

Les différents constituants issus des fractionnements biochimiques
que j'avais réalisés,ont étéintroduits dans des milieux de culture organotypi-
que * sur lesquels étaient trahsplantées des associations de parapodes et de
prostomiums de Nereds divernsdicolor. HAUENSCHILD, 1956 et BOILLY - MARER, 1962,
ont en effet montré la non-spécificité du facteur hormonal chez les différentes
espéces de Néréidiens.

L'introduction dans le milieu de culture d'un constituant issu du
fractionnement d'ovocytes submatures détermine ou ne détermine pas un arrét

de 1'activité inhibitrice des prostomiums. Cela se traduit par une maturation

# (voir chapitre matériels et méthodes)



TABLEAU TI1II

état génital (E.G.) et
C s nombre de segments régénérés (R)
Biiﬁ;igire 40 jours aprés l'injection
initial . .
(nombre Témoins [?JeCtlon de .. \ '
d'animaux) (aucune gélose ou de injection d ovocytes
. in'ection) microbilles submatures ( 180 }.1)
J de verre
E.G. R. E.G. R. E.G. R.
pas de pas de pas de sexualisation
produits produits 15 produits 14 gE =30 2 80 p 0
génitaux (30) | génitaux génitaux o= spermatocytes
30'('22()) I + 10 12 + 18 12 + 54 0
5023(3’?}‘ + 13 10 + 23 8 * 42 0
7023?? F v 17 6 #15 |7 + 82 0
moz;;‘;)l + 8 3 17 2 + 85 0

Action comparée de 1l'injection de gélose i 0,5 Z et d'ovocytes submatures
(diamé&tre > 180 p) sur la croissance ovocytaire et la régénération postérieure
de Perdnenrels cultrifena.

note : Les animaux sont sectionnés au 1/3 postérieur (35 3 40 segments amputés)
20 jours aprés l'injection. Le nombre de segments 1régénérés est noté
20 jours aprés 1'amputatiom.
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ou un non-développement des spermatogonies en spermatozoides.

3° - Réaction biclogique [y vlve

Les divers constituants issus du fractionnement, sont ifiject&s dans
la cavité coelomique de Perinernels culirifera encore dépourvues de produits
génitaux, afin d'observer leur influence éventuelle sur la régénération posté-
rieure du receveur.

La substance susceptible d'&@tre active est solubilisée dans de l'eau

bidistillée et injectée en deux fois d& 1'aide d'une micro-seringue (Hamilton).

PORCHET, 1974 (Thése de Doctorat &s Sciences) a précisé la nature
des cellules coelomiques (ovocytes cu éléocyte§5 da 1'origine de la production
de la substance responsable de cette rétroaction génitale.

Les Perdineredls cultrifera ont &té récoltées aux stations biologiques
de Luc sur Mer (Calvados) et de Roscoff (Finistére); les Neredls diversicolon
proviennent de Wimereux (Pas de Calais).

Ces animaux sont gardés dans 1'obscurité et & la temp@rature de 12 a
14 °cC,

Les contenus coelomiques des Perineredls cullrnifera sont centrifugés
41800 g pendant 5 minutes. Le liquide coelomique surnage. Dans le culot, les
ovocytes sont séparés des coelomocytes par 3 lavages successifs 3 1'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
purifides.

5° ~ Conclusions

DURCHON et PORCHET, 1971, ont montré que le métabolisme génital est
réglé chez les Neredidae par la décroissance régulidre du taux de 1'activité
endocrine cérébrale. Ces réductions successives sont la conséquence d'une
rétroaction génitale de nature chimique capable d'inhiber 15'production hormo-
nale du prostomium. Cette substance chimique trouverait sqﬁ origine au niveau

des ovocytes,

IT - 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 fractionnements successifs la substance responsa-

ocyte : terme synonyme de coeleomocyte.

[l

# 3]



...39...

ble de cette régulation hormonale. Nous avons enfin essayé de caractériser

cette substance '"Feed-Back".

a) Extraction & partir du contenu coelomique total,

20 ml de contenu coelomique d'individus submatures (contenant 77%
d'ovocytes de taille supérieure & 180 p, 9 7 d'8léocytes et 14 7 de liquide
coelomique) sont prélevés sur des animaux vivants, 4 1'aide d'une micro-pipette
et congelés immédiatement & - 18 , - 20 °C. Aprés décongélation 3 4°C, on
homogénéise pendant 3 & 4 mn avec l'appareil de Potter-Elvejhem dans 1'eau
distillée & 4 °C de fagon 3 obtenir une bouillie fluide.

A cet homogénat aqueux on ajoute 7 volumes d'éthanol refroidi a
- 18, ~ 20 °C. Aprés un répos de 30 mn 3 + 4°C, 1'homogénat éthanolique est
placé en boudin de dialyse, pendant 6 jours en chambre froide & + 4°C, contre
de 1l'eau distillée (%),

La fraction dialysable est recueillie chaque jour. Les fractions
dialysables et la fraction adialysable sont réduites 3 1'@vaporateur rotatif,

On obtient ainsi 2 fractions distinctes :

- une fraction adialysable

- une fraction dialysable que 1l'on nomme résidu aqueux

Ce résidu aqueux est traité par 1'acétone froide dans le rapport de
I volume aqueux pour 7 volumes d'acétone. On agite en ampoule i décanter et on

laisse reposer 24 h a + 4 °C.

Il se forme un précipité acétonique floculeux et un surnageant
acétonique que 1'on sépare par une centrifugation & 4000 g pendant 15 mn. On
obtient 2 &léments bien distincts :

- un surnageant acétonique

- un précipité acétonique

Dans le cas du précipité acé&tonique, le peu d'acétone restant est
€liminé sous vide. Ce précipité se montre particulidrement apte 3 se solubiliser
dans 1'eau.

Dans le cas du surnageant acétonique, on &limine 1l'acétone & 1'évapo-
rateur rotatif. On récupére un résidu aqueux immédiatement lyophilisé. Le proto-

cole expérimental est schématisé dans la Fig.l12.

b) Extraction & pértir d'ovocytes de femelles submatures et &

partir d'autres &léments du vers.

Les ovocytes récoltés et isolés subissent les fractionnements i

1'éthanol et 3 1'acé@tone décrits précédemment.

* ( voir Matériel et méthodes)



FIGURE 12

Contenu coelomique submature
( bVocytes > ‘180)4 + coelomocytes + liquide coelomique )
4 9 3 14 %

Homogénat aqueux : 1 volume + 7 volumes d'alcool absolu
: g - aq

|

dialyse (6 jours & + 4°C)

!

fraction adialysable fraction dialysable
. o évaporateur rotatif
' v
résidu aqueux : ! volume + 7 volu~-

mes d'acétone

A4

précipité acétonique floculeux

|

centrifugation 4 000 g/ 15 mn

|
Vo ! ~

un surnageant acétonique un précipité acétonigue
€limination élimination des
-,
de 1l'acétone restes d'acétone
surnageant aqueux lyophylisé précipité acétonique

Schéma de fractionnement du contenu coelomique (ovocytes, éléocytes et licuide
. q y ] y M

coelomique) de Perdinereils cultiifena submature.



On cobtient finalement un "précipité acétonique'. A titre de contre-
expérience, j'al extrait des précipités acétoniques & partir d'autres éléments
du vers : muscles débarassés de gamétes, spermatocytes et ovocyktes de taille
inférieure 3 130};. ) A

Tous les précipités acétoniques obtenus ont &té essayés en culture

organotypique .

c)Résultats

Les divers constituants issus de ce fractionnement ont &té intro-
duits dans des milieux de culture sur lesquels étaient transplantées des
associations de parapodes et de prostomiumsde Nereis diversicofor. L'introductic

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

lui seul, détermine un arrét de l'activité inhibitrice du prostomium qui se
traduit par une maturation des spermatogonies en spermgtozoides.

Ce résultat est identique & celui observé dans les cultures de para-
podes mdles &voluant sans hormone cérébrale.

A titre de contre—expérience, on a incorporé dans les m@mes conditior

des précipités acétoniques provenant des fractionnements que j'avais réalisés

d partir d'autres éléments du vers, muscles, spermatocystes, jeunes ovocytes) T1
se sont toujours révélés inactifs et incapables de provoquer la maturation pré-
coce des spermatogonies en présence de cerveaux initialement inhibiteurs. Les

résultats sont rassemblés dans le tableau IV.

L'injection du précipité acétonique actif dans la cavité& coelo~-
mique de Peadineredls cultrifera encore dépourvuesde produits génitaux permet
d'observer son influence au niveau de la régénération postérieure du receveur.

Le précipité acétonique est solubilisé& dans de 1l'eau bidistillée et injecté

en deux fois d 1'aide d'une micro-seringue (Hamilton).

15 jours aprés la deuxiéme injection du précipité acétonique, les
animaux sont sectionnés au tiers postérieur. Le nombre de segments ré&gé€nérés
est noté 20 jours aprés l'amputation.

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

actif réduit sensiblement les possibilités de régénération'éhez les opérés.
A partir d'une certaine concentration (1,5 mg par animal), la régénération
postérieure est totaiement inhibée,

Le "précipité acétonique", obtenu par fractionnement des ovocytes
submatures isolés, est capable d'inactiver 1eslcerveaux inhibiteurs de Nereds
diversicolon en culture organotypique,ils ne sont plus alors en mesure de
bloquer la maturation des spermatogonies.

f
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TABLEAU 1V

culture organotypique de parapodes miles de Nerels diversdicofon

Etat génital
initial aprés 7 jours de culture
A) parapodes isolés spermatogonies spermatozoides
B) parapodes associés A un

prostomium inhibiteur :
a~sur milieu ordinaire spermatogonies spermatogonies
b-adjonction des produits

de fractionnement du

contenu de ? submatures

t., adialysat spermatogonies spermatogonies

2. solution acétonique spermatogonies spermatogonies

3. précipité acétonique spermatogonies spermatozoides
c~contrdle par adjonction

de précipité acétonique

d'autres parties du

corps des vers

I, muscles spermatogonies spermatogonies

2. spermatocytes spermatogonies spermatogonies

3. jeunes ovocytes spermatogonies vper&étogonies

ped
(<130 ) ,

Influence des différents constituants obtenus par fractionnement, chez les
Pervineredls cultrifera, sur 1'inhibition de la maturation génitale exercée par
les prostomiums de Nereds diversicolon .
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TABLEAU

nombre de

quantité totale de P état
P ~ . segments regénéres .
précipité acétonique 20 ‘ours génital
injecté par animal - ,J . final
aprés 1'amputation
, 6,6 > quantité:> 1,6 mg 0 (sur 28 opérés) 100 7 de
éDPrécipité . 3 seulement ont c
2 . 28 animaux P . sexués
acétonique régéneéré | pygldium
du contenu
coelomique
1 .
:ibizgiri:s 1,3 mg (6 animaux) 3 pas de
0,6 mg (7 animaux) 7 a8 produits
0,3 mg (4 animaux) 12 genltaux
1. de muscles (2 mg) 15
%}autres 2. de spermatocytes - 14 7 de
PR 13 a2 16 -
précipités (2 mg) sexués
aceton1qu§s 3. de jeunes ovocytes N
12 3 13
(2 mg)
; 11 animaux pas de
@témoins T . 14 3 16 produits
. aucune 1njection .
génitaux

Influence des divers précipités acétoniques sur la régénération caudale de
Perineredls culirnifera.

{ais

Ll




En injection intracoelomique, dans des Peulnendds cultrifena jeunes,
encore indifférenciées sexuellement, ''ce précipité acétonique’ provoque une
épitoquie expérimentale compléte et précoce dans 64 7 des cas (tableau VI). Les
receveurs, devenus E&pitoques, sont d'une taille trés sensiblement inférieure |
a celle des témoins épitoques naturels (Fig.13). Ils ont subi 1'épitoquie
avec 2 ans d'avance. Les 3/4 des Hetenonernels expérimentales sont des miles
présentant toutes les transformations morphologiques de ce sexe : cirres
parapodiaux. dorsaux crénelés, papilles pygidiales (Fig. 14,15,16). Le reste est
constitué d'individus sans produits génitaux différenciés. Il s'agit probable-
ment de femelles dont les ovocytes ont dégénéré ainsi que 1'a observé PORCHET
lors des expériences de déprostomisation (PORCHET, 1969, thése de 3° cycle),

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

d) Conclusions
Tous ces résultats montrent que les femelles submatures possédent
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 An vivo de cet extrait chimique entraine, & 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.cultrifera, initialement asexuées, Cette hétéronéréidation est compléte
et précoce.

Ce dernier ré&sultat nous permet d'admettre que la substance "Feed-
Back' se retrouve non pas dans 1'ensemble du liquide coelomique, mais au

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

2° — Purification partielle du '"précipité acétonique'" d'ovocytes submatures

et résultats biologiques.

Nous avons obtenu de bonnes séparations avec la chromatographie
1" " . )
sur colonne de Sephadex G-25 super fine (#%).-Les diagrammes montrent que

le "précipité acétonique' ovocytaire donne 5 fractions principales (Fig.17).
P p q y P P g

L'activité biologique de chacune d'elles a &té contrdlée en culture organoty-
pique.

Seule la fraction 4 présente une activité biologique trés nette.
Placée dans le milieu de culture (Nerels diversdicofor) ou injectée dans le coe-
lome (Perinerels culirnifera sexuellementindifférenCiéei)elle détermine 1'absence
d'inhibition endocrine cé&rébrale sur le déclenchement de la spermatogenése et

de 1'épitoquie.

* (voir matériel et méthodes)



TABLEAU VI

pourcentage d'épitoquie apres
40 3 503 603 80 100 j 150 j
témoins (30 animaux)
.. . 0 0 0 0 0 0
aucune injection
Perdinenedis cultriifera + injection
hebdomadaire de 1 a 2 mg de 4 12 | 36 46 62 64
précipité acétonique (40 animaux)
Perinerneis cultrifera décérébrés .
. 83 100 100 100 100 100
(40 animaux)

Efficacité du "précipité acétonique" d'ovocytes isolés, a induire
1'épitoquie expérimentale, chez des Peninerels culinifera sexuellement

¢

indifférenciés.
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Figure 13|~ Epitoquie précoce aprés injection de la substance '"feed-back" dans le

coelome de P.cultrifera sexuellement indifférenciées; T | : témoin
sexuellement indifférencié ( animal de 1 an); T 2 : témoin épitoque

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

Figures 14 et 15|: Parapode transformé apré&s injection de la substance ovocytaire

active. Chez les épitoques miles ainsi obtenus présence de lamelles para-
podiales (L.p.),'de soies hétéronéréidiennes (S.h.) et du cirre dorsal

avec crénelures (c.d.).

Figure 16|: Chez les mémes opérés présence d'une rosette pygidiale (R.p.), caractére

sexuel secondaire.,

Figure 17|: Diagramme de la séparation du 'précipité acétonique' d'ovocytes sub-

matures aprés chromatographie sur gel de '"séphadex G-25 super—fine",

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




Epitoque

expeérimentale

Epitoque
Témoin —»! naturelle
; (3 ans)
(an)
13
deo. Sephadex G25
254 nm 7
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L1

Comme 1'injection du "précipité acétonique' total, celle de la

fraction 4 détermine un blocage de la régénération caudale (tableau VII).
Lors d'injections & des concentrations moyennes (0,4 & 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.

BOILLY-MARER et COMBAZ, 1970, obtiennent de tels régénérats qu'ils qualifien

T - : -~ . ~
d'"aneurogéniques',aprés ablation de la chaine nerveuse ventrale, dans la zone

de la section. L'injection de notre substance a les mémes effets.

3° - Purification par chromatographie et par électrophorése sur papier.

a) Matériel et méthode.

La fraction 4 est purifiée par chromatographie sur papierWhatman
n° 1 " dans le systéme solvant n-butanol / acide acétique / eau ( 4 :1 : 5 par
volume) pendant 39 h 4 20°C. Le chromatogramme est révélé par la ninhydrine
a1l 7 : on obtient 9 taches de t 1 a t 9.

Entre la tache 4 et la tache 5, il existe une tache détectée par
la lumiére ultra-violette & 254 nm et 280 nm. Dans la zone de la tache 2, un
spot fluorescent est observé.

Les taches U.V. positive et fluorescente sont &luées par 0,01 et
0,1 N d'H Cl. En outre, chaque tache, qu'elle soit révélée par la ninhydrine ou
par la lumiére ultra-violette, est &luée par 1'eau puis lyophilisée.

. Nous avons réélisé 1'analyse par électrophorése sur papier Whatman n°2

a pH 3,9, en tampon pyridine/acide acétique/ eau (3 : I0 : 387 par volume) sous
12 v/cm pendant 4 heures. ‘

L'électrophorégramme est révélé par la ninhydrine 3 1 7 dans 1'ac&tone

Que ce soit pour l'une ou 1l'autre technique, les différentes taches

- P < . Py o - . L4
sont récupérées aprés chromatographie et électrophorése préparatives .

b) Résultats et conclusions

Nous avons vu que la fraction 4 s'étaitdivisée en 9 taches numérotées
de 1 3 9.

Seules les taches 3, 4 et 5, positives & la ninhydrine, bloquent 1'ac-
tivité endocrine des cerveaux. Cependant cette méthode ne donne pas une puri-
fication satisfaisante puisque 1l'activité biologique se répartit sur 3 zones

d'élution (Fig.18).

Aprés élution et lyophilisation des taches 3,4 et 5, celles—-ci sont

reprises par de 1l'eau distillée et subissent une &lectrophoré&se a pH 3,9

#« (voir matériel et méthodes)



TABLEAU VII

quantité totale de nombre de segments
fraction 4 injectée régénérés 20 jours
par animal (en mg) . aprés 1'amputation

témoins amputés

sans injection 0 13 a2 16
(15 animaux)
expérimentés ;2- 1 mg 0
amputés + 0,6 mg 0
injection . . | 0,4 mg 4
(30 animauk) 0,2 mg L9 a 11
0,1 mg : : 12- a 14

Efficacité de la fraction 4 obtenue par chromatographie sur colonne de

1n

sephadex G-25 "super—fine" du précipité acétonique ovocytaire, i

bloquer la régénération caudale de Pendinerels cultrifena.
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pendant 4 h, Puis on révéle avec la ninhydrine & 1 Z. On obtient les résultats
suivants :

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

- La tache t 4 se divise en B et en une tache C 3 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 possédent un composé
apparemment commun : 1'&lément B obtenu par électrophorése.lSO/Jg de B suffiseni
pour inhiber l'activité du cerveau. Ce qui permet d'expliquer le fait que les

taches t 3, t 4 et t 5 possé@dent chacune 1'activité biologique.

c¢) Estimation de 1l'activité biologique

L'activité biologique de toutes les fractions obtenues a été estimée
en prenant comme référence le temps nécessaire pour arré@ter 1'inhibition des

, . - . - e e g .
cerveaux An vitrno . Si on donne la valeur I00 3 l'activité biologique du

récipité acétonique, on peut noter que 85 7 de 1l'activité de la substance
P P q P q

"Feed-Back est retrouvée au niveau de la fraction 4 ( fraction obtenue aprés
chromatographie sur G-25 ''super—fine").

La fraction 3, qui la précéde,possdde une légére activité biologique
de 1l'ordre de 15 7, ce qui correspond a4 la perte d'activité constatée au niveau
de la fraction 4 (Fig.19).

Aprés 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, responsables'de 1"inhibition des cerveaux sont respectivement de
30 %, 34 % et 36 Z , donc sensiblement équivaleﬁtes. .

Par ailleurs on constate, aprés purification par électrophorése
préparative de t 3, t 4 et t 5 et essais en culture organotypique que c'est la
tache commune B qui posséde la majeure partie de l'activité biologique, la
tache A, une trés légére et que C n'en posséde 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 3 1 %

# (voir chapitre matériel et méthodes).



FIGURE 18
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Par ailleurs, le traitement de la substance "Feed-Back' par les
enzymes protéolytiques, ne supprime pas son activité biologique (Tableau VIII$).
On constate qu'aprés l'action de la pronase, son activité biologicue sort renfor
cée comme si un systéme '"restreignant' eut &té& détruit par ce traitement pro-
nasique. ’ | ’

Par contre l'action de la trypsine ou de la pepsine améne une perte
d'activité d'environ 20 7.

Le fait que les enzymes protéolytiques ne suppriment pas 1'activité
biologique du "Feed-Back', semblerait indiquer que 1l'on n'a pas affaire & un
peptide classique, (du'il n'est, en tous cas, sirement paé linéaire), bien que
cette substance soit révéléevpar la ninhydrine.

Apré&s un traitement par la chaleur (#+), (80-90°C),pendant 15 mn, la
substance 'Feed-Back' ne posséde plus aucune activitd (Tableau VIII)sAinsi,
elle est labile 3 la chaleur, alors qu'elle &tait 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 &té estimée par gel.
filtration sur colonne de Sephadex (ANDREW, 1964) et (CARNEGIE, 1965), équili-
brée avec une solution de tampon acétate 0,05 M additionnée de 0,4 M de Na Cl
a 20°C (KANATANTI et Al., 1971).

La méme expérience a été réalisée, sur la méme coldnng/avec comme
tampon de 1l'eau bidistillée.

‘ Dans chacun des cas, le volume d'élution de la fraction active a &té
comparé, 3 celui de 1l'ocytocine ( masse moléculaire = 1035), et & celui de la
bacitracine (masse moléculaire ="2470).

(Note : Le volume d'élution de £'ocytocine est repéré parn essal biologique
A un wfehus L1500t de nate en proestrus; celui de fa bacitracine past
enregisitnement a 280 nm).

Dans les deux cas la masse moléculaire s'est située entre 1650 et 2000

Que peut - on conclure de ces résultats ?

Ils apparaissent contradictoires mais possédent néamnmoins des points
communs. i

- La pepsine et la trypsine semblent diminuer l'activité de la
substance "Feed-Back" d'environ 20 7.

- Par contre la pronase semble 1'augmenter.

- A ce stade de purification la ninhydrine posséde toujours une

action positive.

« (voir Matériel et Méthodes).
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TABLEAU VIII

Précipité acétonique (b) en Temps nécessaire (a) pour. arréter
provenance diovocytes submatures 1'activité endocrine du cerveau
: (en jours)
Témoins (sans traitement) ' 7 -8
+ digestion par la pronase () 6~ 7
+ digestion par la trypsine (c) ' I0 - 11
+ digestion par la pepsine (© I0 - 11
+ traitement par la chaleur perte totale de 1'activité Feed-Back

Effets des digestions enzymatiques et de la chaleur sur 1'activité
biologique de la substance "Feed-back".

a) aprés arrét de 1'activité endocrine du cerveau les spermatozoides
apparaissent dans les cultures.( voir matériel et méthodes).

ﬁ) voir figure 18

é) Les enzymes protéolytiques sont éliminés de 1'échantillon

"Feed-back" par dialyse (voir matériel et méthodes).




Ils m'ont amené & réaliser une premiére détermination en acides
aminés de la tache B. Aprés hydrolyse acide et analyse a4 1'auto-analyseur
Beckmann , on obtient 1la 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 & 1'état de trace et n'ont
pas:été dosés.

A partir de cette premiére estimation, nous avons 1'intention,
lorsque le volume de "B" le permettra, d'en peser une quantité déterminée
afin de définir avec précision le pourcentage des constituants aminés répar-

tis dans cette fraction.



Discussion générale sur le phénoméne de rétro-inhibition

hormonale.

On pense généralement que les fonctions biologiques de la régulation
présentent un aspect évolutionniste; que les mécanismes régulateurs de nature
organique n'appartiennent qu'aux groupes zoologiques évolués (JENKIN ,1970).

En fait des groupes zoologiques primitifs (tels que celui des Annéli-
des) sont particuliérement intéressants car ils nous donnent la possibilité
d'analyser un systéme endocrinien simple et une forme é&lémentaire de régulation
Et il s'avére de plus en plus probable que la plupart des fonctions biologiques
possédent un mécanisme régulateur.

Chez les Néréidiens, l'activité endocrine cérébrale n'est pas
constante. DURCHON, 1952; DURCHON et PORCHET, 1971 ont montré que l'activité
hormonale cérébrale décline durant la vie de 1l'animal.

Cette décroissance de 1'inhibition peut €tre causée par des facteurs
biologiques dus & son environnement: (HAUENSCHILD,1955,1956, a, b, 1959, 1960,
1963; CLARK, 1960, 1961; DHAINAUT-COURTOIS, 1965; DURCHON, 1967, 1971; ou par
une évolution biochimique du milieu interne. L'isolement d'une substance chi-
mique & partir d'ovocytes submatures a permis de montrer 1'existence d'une
régulation organique de la fonction endocrine cérébrale. Cette substance est
capable, suivant sa concentration, d'amener une diminution progressive de
1'activité hormonale cérébrale, ou méme, de l'arréter complétement.

Certains travaux expérimentaux renforcent fortement le concept d'un
phénoméne de rétro~inhibition (phénoméne "Feed-Back") chez les Néréidiens.

" Ainsi, HAUENSCHILD, 1963, a montré qu'un prostomium inactif, greffé
dans la cavité coelomique de jeunes Platyneredls dumerilii, redevient actif
pendant quelques temps.

CLARK et BONNEY, 1960, ont_observé que 1'amputation des segments
postérieurs chez les Nereds diversicolor prolonge 1'activité endocrine
cérébrale.

| GOLDING, 1967, a montré qu'un jeune cerveau initialement actif, arrét:
de produire son hormone, quand il est greffé dans la cavité coelomique d'un
animal submature.

Finalement, HOFMANN, 1974, a red&couvert chez des Platynerels dumeii-
Lii, le rdle des ovocytes submatures dans la levée de 1'inhibition cérébrale.

On pouvait encore se demander : le mécanisme de rétro-inhibition
n'agit-il que sur le cerveau comme cela a été démontré précédemment 7

BOILLY-MARER et COMBAZ, 1970, et COMBAZ, 1976, ont montr2 qu'un animal
avec son cerveau mals sans sa chalne nerveuse ventrale, produit dans la zone

d'amputation, un régénérat hypomorphe et non segmentéd, d2signé par ces auteurs



sous le terme "d'aneurogéne'. Le méme résultat est obtenu lorsqu'on injecte
la fraction 4 34 de jeunes Perdinereds cultiifera (a la concentraticn de 0,4
a 0,6 mg).

Le mécanisme de la rétro-inhibition di a la substance "Feed-Back"
influence toutes les fonctions hormonales du prostomium : (inhibition de
1'épitoquie, stimulation de la régénération des segments postérieurs), ce
qui.nous améne & penser que l'hormone cérébrale est probablement unique.

Ainsi, il apparalt que chez les Néréidiens, deux processus contrdlent
1'évolution de 1'ovogenése : une activité endocrine issue du cerveau et sa
régulation par une rétro-inhibition qui trouve son origine au sein des ovocytes

1] se crée un "Bquilibre" entre les différents niveaux d'inhibition
du cerveau et les différents stades de matﬁration des ovocytes. Ces deux
facteurs se contrdlent 1'un 1'autre et nous permettent de mieux comprendre

la gamétogenése femelle.



DEUXIEME PARTIE

ISOLEMENT DU FACTEUR INHIBITEUR DE LA REGENERATION
CHEZ L'ANNELIDE OLIGOCHETE : Edsenia foetida.
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INTRODUCTION

L'analyse expérimentale et histologique que MARCEL a exposée dans son
mémoire " Contribution & 1'étude de facteurs intervenant dans la régénération
chez le lombricien Edsenia foetidaSav.f.typica " (1971), a montré que la
régénération était gouvernée par un double mécanisme, trophique et inhibiteur.

Nous allons rapidement rappeler les principaux faits biologiques
mis' en &vidence par cet auteur avant d'aborder les problémes de 1'isolement,
de la détermination et de 1'é&volution de ce facteur inhibiteur.

L'étude expérimentale pratiquée sur des trongons du corps d'Eisenia

" in vivo" sur des vers entiers, a permis de mon-

en culture organotypique, ou
trer que la régénération céphalique ainsi que la régénération caudale sont
inhibées par une substance spécifique. Celle-ci est localisée dans le systéme
nerveux central de la région homologue.

MARCEL a montré aussi que la chalfne nerveuse situ€e en arriére du
front de section 7/8, jusqu'd la limite du territoire caudal, posséde une
influence inhibitrice vis & vis de la régénération antérieure d ce niveau.
La distribution de 1'inhibiteur céphalique se présente donc sous la forme
d'un gradient ant&ro-postérieur dont 1'étendue paraft coincider avec celle
du territoire "t@te'.

D'autre part, MARCEL a pu observer que l'effet trophique de la
chaTne nerveuse s'exerce par l'intermédiaire d'une substance hydrosoluble.
L'étude comparative de 1'action de broyats de ganglions ventraux prélevés 2
différents niveaux du corps, indique que le facteur trophique est distribué
uniforméﬁent le long de 1'axe céphalo—-caudal.

Pour essayer de comprendre le mode d'action des facteurs inhibiteur
et trophique, MARCEL a recherché quelles &taient les phases de la morphogenése
céphalique sensibles & leur actiom.

Aussitdt apr@s la résection de la région céphalique un bouchon cica-
triciel se met en place pour disparaltre au bout de cing 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 & peu prés normale.

Par conséquent, en présence d'une telle substance, il est susceptible
de se former mais non d'€tre détruit. La comparaison entre son évolution
"{n vivo", en priésence des facteurs inhibiteur et trophique et celle au cours
de la régénération normale permet de dire que la substance inhibitrice inter-—
vient au cours du stade d'histolyse du bouchon cicatriciel. Cette destruction,

indispensable pour la suite des processus de régénération, n'a pas lieu, cu
g s p 3
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tout au moins est fortement ralentie en présence d'inhibiteur.

Inversement, 1'apport de substance trophique accélére 1l'histolyse
du bouchon cicatriciel.

I1 semble donc, par conséquent; que 1'inhibition porte sur la subs-
tance trophique et non directement sur les tissus du blastéme.

A partir de ces résultats, MARCEL et moi-méme, avons essayé de
résoudre les problémes que posaient 1l'isolement et la caractérisation du
facteur inhibiteur céphalique chez Edisendia. ( MARCEL s'est principalement
chargé des essais biologiqués).

CARDON, 1970;  MARCEL et  CARDON, 1974;  CARDON et MARCEL, 1976;
MARCEL et  CARDON, 1979.

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 Coelentéré
Tubufaria est thermostable et de faible poids moléculaire car il est suscep-
tible de dialyser. '

Pour ROSE, 1963 a, b; 1966, au contraire, la substance inhibi-
trice serait constituée chez ce méme Coelentéré par des histones.

SMITH, 1963 envisage chez le Polychéte CLymenella Zorquata, la

mobilité électrophorétique de 1'inhibiteur de t@te et de 1l'inhibiteur de queué:

les extraits sont également chargés positivement.

LENICQUE et  LUNDBLAD, 1966 , reprenant ces recherches sur
un hydraire CLava squamata, estiment que 1'inhibition est due a des % et
des f? histones.

MULLER, 1969, observe que des protéines basiques extraites
d' Hydractinia bloquent toute régénération. ,

DURANTE et PUCCIA, 1970; PUCCIA et DURANTE, 1973 chez
1'Annélide polychéte Hydrodde nonvaéiaa ont pu identifier le facteur inhi-
biteur de 1'opercule comme &tant la 5'AMP,

| STEELE et LANGE, 1977, caractérisent et purifient la substance
inhibant la régéndration du cerveau chez la planaire .
Il s'agit d'une substance protéique de poids moléculaire compris entre 2 x 10

et 4 x IO5 daltons.

5



CHAPITRE |

I - CARACTERISATION D'UNE FRACTION DIALYSABLE HYDROSOLUBLE ACTIVE

1° - Méthodes et matériel

Les broyats sont préparés a partir de trongons prélevés & 1'avance,
congelés et stockés & — 70 ° C. Les régions céphaliques (7 segments) sont ainsi
conservées longtemps sans altération.

L'homogénat obtenu avec 1'appareil de Potter, dans de 1'eau distillée
est centrifugé a 30.000 t/mn pendant I0 minutes (centrifﬁgeuse Spinco, rotor 40)

Le sédiment est repris une seconde fois i 1'homogénéiseur en présence
d'eau bidistillée et, de nouveau, centrifugé & 30,000 t/mn pendant 10 minutes.

Les deux surnageants sont rassemblés et mis en dialyse a + 4°C pen-
dant 6 jours contre de 1l'eau bidistillée, renouvelée chaque jour, dans des bou-
dins de cellophane "Nojax 16". (Le boudin de cellophane est préalablement
lavé a 1'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 constitude de subs-
tances de haut poids moléculaire; elle est appelée : fraction "non-dialysable"
ou "adialysable".

Les 2 fractions sont réduites de volume, & basse pression, dans
1'évaporateur rotatif, dont le bain-marie est réglé d 35°C, puis lyophilisées.
Les produits obtenus sont dissous dans de 1'eau bidistillée et incorporés au

1

milieu de culture, 3 la concentration de 2 "équivalents-t@tes" par salidre.

2° - Essai bilologique

Trois lots de culture T sont préparés, Aprés stérilisation par
passage sur filtre " millipore™ 0,45 u, la phase "dialysable' est ajoutée au
premier, la phase "non-dialysable" au second.

Le troisiéme lot, sur milieu standard, sert de témoin. Aprés trois
semaines de culture d 20°C, les résultats sont les suivants : (tableau I).

. La fraction "adialysable' n'a pas présenté d'action :767% des
explants régénérent une téte.

. Les témoins de leur cO6té, ont reformé une téte dans 83 7 des cas.

Morphologiquement ces prestations sont tout & fait normales.

. La fraction '"dialysable'" par contre, s'est montrée trés active.
Sur 20 éxplants,aucune téte n'a régénéré. Nous avons toutefois, au bout de

15 jours, retrouvé 3 vers qui pré&sentalent un petit blastéme.

# (voir Matériel et Méthodes)
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nombre de

. nombre 7z de .
fractions ' P P observation
d’'explants régénérats régénération
dialysable 20 0 0 3 blastémes
non-dialysabldg. 21 16 76

témoins 18 15 83

Influence des fractions

"dialysable" et "non-dialysable" de 1'homogénat de

tétes sur la régénération céphalique An v{tno (trois semaines de culture).

ST,
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Les autres trongons ne possédaient qu'un bouchon cicatriciel,

3° - Conclusion

Devant ces résultats, particuliérement nets, nous pouvons conclure
que le facteur inhibiteur de la régénération céphalique est hydrosoluble et
qu'il se trouve dans la fraction 'dialysable" de 1'homogénat de t&tes.

I1 est donc constitué par une substance de faible masse moléculaire,

II - ISOLEMENT DU FACTEUR INHIBITEUR PAR PRECIPITATION A L'ETHANOL D'UN
HOMOGENAT DE TETES

-

Tenant compte des résultats préliminaires, nous avons préféré
isoler le facteur inhibiteur(par précipitation & 1'éthanol),de 1'homogénat de
tétes, de fagon 3 &viter les inconvénients de 1'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 t8tes d'Eisenia foetida sont prélévées et traitées comme cela
a été décrit précédemment : (homogénéisation dans 1l'eau, centrifugation a
30 000 t/mn, récupération du surnageant aqueux).

' Le surnageant obtenu est traité par 7 fois son volume d'éthanol
refroidi 3 - 20°C. Apr&s un repos de I0 & 15 minutes en chambre froide a
- 20°C, on centrifuge pendant 15 minutes & 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 deuxiéme surnageant éthanolique est joint au premier (Tableau IT)

On obtient ainsl une solution eau/&thanol.

L'éthanol est éliminé & 1'évaporateur rotatif sous vide, 3 froid.

Le résidu aqueux est lyophilisé et donne la fraction '"micromolécu-

laire'.

La fraction "micromoléculaire" est dissoute dans de l'eau bidistillée
et incorporée au milieu de culture & la concentration de'2 équivalents~t&tes '
par saliére = .

Cette fraction "micromoléculaire' posséde la méme activité inhibi-

trice que la fraction "dialysable" essayée précédemment.

» (voir matériel et méthodes).
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3° - Conclusion

L'obtention rapide d'une fractioan "micromoléculaire' possédant une
activité biologique identique etun état de pureté@ &quivalent d la fractiocn
"dialysable'" nous a incité & choisir ce mode opératoire pour isoler le matériau

y p p

brut responsable de 1'activité inhibitrice.

ITII - FRACTTONNEMENT PAR CHROMATOGRAPHIE DE LA FRACTION INHIBITRICE MICROMO-
LECULAIRE. ‘

Deux ©ssails de purification du facteur inhibiteur ont &t& réalisés :
- par fractionnement sur résine échangeuses 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 une colonne d'échangeur de cations
("Dowex 50x8", 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 formiate, 1,9 x 35 cm)
(Tableau III).

Ce mode opératoire permet de fractionner les constituants organiques

"

, "basique "

en composés ''meutre et "acide".

Les eaux de lavage ajoutées au premier liquide effluent représentent
la fraction ''neutre'. |

La fraction "basique'" est &luée de 1'échangeur de cations par
1'ammoniaque & 5 %.

La fraction'acide'" est obtenue par passage d'acide formique a 5 %

sur 1'échangeur d'anions.

Les résultats sont indiqués sur le tableau IV. Le mélange des
3 fractions posséde une activité inhibitrice tout & fait normale.

La fraction"acide" est biologiquement inactive.

Le facteur inhibiteur est essentiellement localisé dans la fraction
"neutre".

La fraction "basique" présente, elle aussi, une -activité inhibitrice,

plus faible néanmoins que celle de la fraction "'meutre”.

B - Fractionnement par tamisage moléculaire

1°)matériel et méthode

S o e o e it o e o o oy

On utilise successivement une colonne de sephadex G-25 "fine' (1,3 x

100 cm) et une colonne de G-50 "médium" (2,3 x 50 cm).



TABLEAU 1III

Solution micromoléculaire

[ Dowex 50 x 8 | NH 4 OH 5 %

. il
fractionacide" fraction "basique",

!

Duolite A 102 D HCOOH 57

} !

fraction '"meutre" fraction "acide"

Schéma de fractionnement de la solution micromoléculaire sur des &changeurs

d'ions.
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TABLEAU IV
fractions 1'nombre Régénérats % de régénération
- d'explants

neutre 19 3 16
acide 19 13 68
basique 18 8 44
acide+basique 15 4 26
+ neutre

témoins 20 15 75

Fractionnement sur "échangeurs d'ioms".




La vitesse d'élution est de 6 ml/heure. Dans chaque cas. la courbe
q s

d'absorption 3 280 nm est enregistrée.

2°) résultats et conclusions

a) Chromatographie sur G-25 "fine"
Les différentes &étapes de la purification sont schématisées sur
la fig.i. La fraction micromoléculaire est chromatographiée sur G-25 "fine".
Le_fampon d'élution est une solution 0,1 M de Na Cl.
On obtient 6 fractions (Fig.2)
Aprés dessalage par précipitation 4 1'@thanol et &limination de ce

dernier, chaque fraction est lyophilisée pour &tre essayde en culture.

b) Résultats biologiques
Seule la fraction 5 (dénommée A) possédevune intense activité

biologique (Tableau V).

¢) Chromatographie sur G-50 "médium"
Aprés lyophilisation, la fraction A est dissoute dans de 1'eau
bidistillée et chromatographiée sur sephadex G-50 médium (Fig.3).

L'élution par 1'eau permet d'obtenir 6 fractionms.

d) Résultats biologiques
L'essai en culture de chaque fraction, aprés lyophilisation donne les
résultats groupés dans le tableau VI

La fraction 4 (dénommée B) renferme toute 1'activité inhibitrice.

IV — PURIFICATION DE LA FRACTION B PAR ELECTROPHORESE PREPARATIVE

1°) Matériel et méthode

La fraction B inhibitrice, est hétérogéne en électrophorése sur papier
a2 pi 3,9 dans le tampon de MICHL, 1951. En effet, aprés migration &lectropho-
rétique et révélation par la ninhydriﬁe 2l 7, elle se sépare en 4 composés
numérotés 1 - 2 - 3 - 4 - (Fig.4).

La tache "3" est parfaitement révélée par la ninhydrine a 1 Z. Les
3 autres 1, 2 et 4, le sont par la lumiére ultraviolette d 260 nm.

Une zone dénommée C ( comprise entre les taches 3 et 4) est révélée
faiblement par la ninhydrine & 1 % sur 1'@lectrophorégramme.

Partant de ces résultats, nous avons s&paré ces & composés par
électrophorése préparative sur papier (pH 3,9, tampon de MICHL,1951).

Les zones 1 — 2 - 3 - 4 et C ont &té éluées par 1l'eau puis lyophi-

lisées.



FIGURE 1

Fraction micromoléculaire

i

Sephadex G-25 "fine"

V

fraction A

Sephadex G - 50 "m&dium

fraction B

. b

électrophorése préparative pH 3,9

[ fraction C

Schéma de fractionnement de la fraction "micromoléculaire" par tamisage

moléculaire et électrophorése préparative.




Sephadex G25 F g T T T /s’ 80-

P

% regeneration

0D at 280nm

Vel of
effluent

50 100 mi

FIGURE 2 Diagramme d'élution aprés passage sur G-25 "fine" de la fraction

»a

- "micromoléculaire",
Condition expérimentale : 15 mg de fraction "micromeléculaire" en
solution dans 0,5 ml de Na Cl 0,1 M; colonne de 1,3 x 100 cm,
solution d'élution : Na Cl 0O,1IM; vitesse d'élution 6 ml/heure;
volume des fractions 1,5 ml.

1004
Sephadex G 50 V1
e e e . P o e 80
A \, / ® N g
’ AN /’ 60- &
N B / g
& AN 404 §
< \ // g
Q > 20453
«
g 0-
o
I 3 Vol.of effluent
" 7 2 6 -
50 150 mi

FIGURE 3 |: Diagramme d'élution par 1l'eau aprés passage sur G-50 '"médium" de

la fraction A,

Condition expérimentale : 15 mg de fraction A en solution dans

1 ml d'eau distillée; colonne de 2,3 x 50 cm; vitesse d'élution ,
6 ml/heure; solution d'élution : eau distillée; volume des fractions
1,5 ml,
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TABLEAU V

fractions Anom?re de '?o?b§e de % de régénérats
survivants regenerats

1: : 19 _ 14 73

2 20 15 75

3 18 15 | 83

4 19 15 79

.5 7 3 17

6 17 / 13 76
témoins 18 15 83

Essai des fractions éluées aprés chromatographic sur Sephadex G -25 "fine"
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TABLEAU VI
fractions no??re de go?bfe de 7 de régénérats
‘surV1vants regenerats

g 19 | 15 79
2 17 13 77
3 22 17 77
4 19 4 21
.5 .20 16 80
6 18 Y B
témoins 15 12 80

Essai des fractions éluées aprés chromatographie sur Sephadex G -50 "mddium".
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FIGURE 4
FRACTION B
T +

ﬁV
FRACTION |C % ,//;
@

Electrophorése d pH 3,9 de la fraction B.

Conditions expérimentales 12 v/cm (pendant 4 heures); papier W 1 (28 x 40 cm);
tampon de MICHL, 1951.




Les résultats sont répertoriés sur le tableau VII. Les substances
ayant migré au niveau des taches 1, 2, 3 et 4 apparaissent biologiquement inac-
tives. Par contre la Zone C renferme, 3 elle seule, tout le principe inhibi-

teur (19 7 de régénérats).

V - CONCLUSION

; Finalement nous avons opté pour la technique de fractionnement par
tamisage moiéculaire qui permet d'obtenir une activité biologique homogéne.
La purification par €lectrophorése nous fournit une fraction C dans un &tat
de pureté suffisant pour en permettre 1'étude chimique et pour jeter les

premiéres bases d'une étude autoradiographique.



TABLEAU VII
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fractions nom@re de ?O?bfe de % de régénérats
o survivants regenerats
: 24 18 75
2 18 13 72
3 19 14 - 74
C 21 4 19
4 20 15
témoins 16 12 75

Essai en culture des fractions éluées aprés électrophordse & pH 3,9.

1c
5118

ny.
7



CHAPITRE [1

I - DEMONSTRATION DE LA NATURE PEPTIDIQUE DU FACTEUR INHIBITEUR

1° - Matériel et méthode

En vue de préciser la nature chimique du facteur inhibiteur, nous
avons soumis la fraction "neutre" isolée sur les résines &changeuses d'ions
et qui posséde 1'essentiel de 1'activité inhibitrice de la régénération cépha-
lique, a 1'action des enzymes protéolytiques. |

Les hydrolyses enzymatiques ® ont &té effectudes i 37 °C pendant 24
heures, en présence de proﬁase YAMASHINA et MAKINO,1962 (rapport enzyme/subs-
trat, 1/50) ajustée a pH 7,8 ~ 8, de trypsine HIRS et Coll (méme rapport) a
pH 8,2 et de pepsine SANGER et THOMPSON, 1953 ( rapport 1/20) a pH 2.

Dans chaque cas, 20 mg de fraction active ont été utilisés. Aprés
1'arr@t de la réaction, les solutions ont &té dialysées 1 nuit, contre de
1'eau bidistillée, en vue de séparer 1l'enzyme du substrat micromoléculaire,

L'activité de chaque fraction, dialysable et adialysable, a &té
déterminée en culture organotypique, suivant le mode opératoire antérieurement
utilisé *.

2° - Résultats biologiques

Les résultats obtenﬁs, aprs 4 semaines de culture, sont rassemblés
dans le tableau VIII. . A

Les fractions adialysables 2,4 et 6, contaminées par les enzymes,
n'ont aucune activité inhibitrice.

On peut noter en outre, que la survie des explants est, dans ce cés,
moins benne que dans les autres séries, vraisemblablement 3 cause de 1'attaque
des tissus par les enzymes (environ 407 des cas).

Cependant les taux de régénération sont trés comparables d ceux que
1'on observe chez les témoins cultivés sans inhibiteur (tableau VIII fraction 7)

Les fractions dialysables qui ont subi 1'action deé la trypsine (frac-
tion 1) ou de la pronase ( fraction 3) ont perdu'l;activité inhibitrice qu'elles
possédaient 3 1'état natif. Les pourcentages de régénératibﬁ (respectivement
79 et 78 %) sont, en effet, du méme ordre de grandeur que ceux, relevés chez
les témoins (82 7).

Par contre, les explants cultivés sur milieu additionné de la fraction
traitée par la pepsine (fraction 5), ne régénérent que dans 22 % des cas,

comme les témoins soumis au produit actif (fractionm 8 :21 7).

# (voir chapitre matériel et méthodes)
/



TABLEAU VIII

_77..

t

nombre d'exp-
lants survivants

nombre de

% de régénérats
par rapport

fractions Aprotéinase - . régénérats .
: sur 20 mis en aux survivants
culture
1 dialysat . 19 15 79
trypsine.
2 adialysat
14 11 79
3 dialysat pronase 18 14 78
4 adialysat 12 9 75
5 dialysat . 18 4 22
pepsine
6 adialysat 12 10 33
7 témoin sans | g 17 14 2
8 ;iﬁg;n néant 19 4 21

Activité de la fraction inhibitrice de la régénération céphalique aprés

hydrolyses enzymatiques.

Essai en culture organotypique,
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3° - Conclusion

On peut conclure de cet essai, que le facteur inhibiteur dont 1'acti-
vité est détruite par la pronase et par la trypsine, est une substance
peptidique, méme si la pepsine reste sans action. En effet, le peptide ne
renferme peut-8tre pas les amino-acides dont les liaisons sont coupées par

cette derniére enzyme.

II - DETERMINATION DE LA MASSE MOLECULAIRE PAR TAMISAGE MOLECULAIRE

1° - Matériel et méthode

La masse moléculaire du facteur inhibiteur a été estimée 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 a 20°C (KANATA-
NI et al., 1971). )

Deux séries d'analyses sont effectudes, respectivement sur sephadex
G-25 "fine" (1,3 x 100 cm) et sur sephadex G-50 "médium" (2,3 x 50 cm).

Pour chaque colonne, le volume d'élution de la fraction active est
comparé a celui de 1'ocytocine*(masse moléculaire = I035) et & celui de la
bacitracine® (masse moldculaire = 2 470).

Les volumes d'élution sont déterminés d'aprés les courbes d'absorptior
en lumiére ultraviolette (254 et 280 nm). Celui de 1'ocytocine est repéré par

essai biologique sur un utérus isolé de rate en proestrus.

2° - Résultats

Sur Sephadex G-25 on détermine ainsi une masse moléculaire de 1 950
et sur sephadex G-~50 une masse moléculaire de 2 100.
Dans ces conditions, la masse moléculaire du facteur inhibiteur est

comprise entre 1 950 et 2 100.

IITI - COMPOSITION EN ACIDES AMINES DU FACTEUR INHIBITEUR

1°~Matériel et méthodes

La composition en acides aminés du peptide inhibiteur de la régéné-
ration céphalique ( P.I.R.C.) a été déterminde & 1'auto-analyseur Beckman
multichrom.

Pour cela 130 jug de fraction C ont &té hydrolysés par 1'acide chlorhy~
drique 5,6 N pendant 24 heures et 48 heures 3 T05 °C, en présence de témoin

norleucine.

* Sigma chemical C°
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D'autre part, la méthode de KARKHANIS et al., 1975, appliquée i la

fraction C, n'a pas révélé la présence de tryptophane.

2° - Résultats et conclusion

Les diagrammes d'@lution obtenus apr&s 24 h et 48 h d'hydrolyse ne
montrent pas de différences notables.

Fn effet, dans les deux cagldix~huit résidus d'amino-acides sont
parfaitément identifiables a cOté de 4 autres incertains. *

On observe en outre un pic indéterminé de caractére acide €lué
aussitdt aprés l'acide cystéique.

A partir de ces résultats nous pouvons déduire la composition
suivante, la plus probable, én acides aminés du P I R C (tableau IX) :
acide cystéique,lacide aspartique (1), thréonine (1), sé&rine (3), acide
glutamique (3), glycocolle (4), alanine (2), valine (1), leucine (1) et
histidine (1). '

La masse moléculaire de P I R C, calculée d'aprés cette composition
serait donc de [ 757 daltons.

D'autre part, les calculs effectuds sur les résultats obtenus par

tamisage moléculaire donne une masse d'environ 2 000 daltons.

IV - CONCLUSION
Le P I R C isolé chez Eisenia foetida posséde une originalité assez
grande, par rapport aux différents inhibiteurs isolés actuellement.
' I1 est de nature peptidique comme les inhibiteurs des hydraires ou
des planaires; il migre & 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 & celui de 1'inhibi-
teur d'Hydroides, 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 1'était, son volume
d'élution sur gel de sephadex serait tel, qu'il correspondrait & celui d'une
molécule dont la masse moléculaire serait anormalement faibfe (CARNEGIE, 1965)
par rapport a celle déterminée par le calcul d'aprés la composition en acides
aminés, \

La détermination de la composition en acides aminés n'a pas résolu
tous les problémes.

Le pic inconnu résistant 48 h & 1'hydrolyse acide est une impureté
éluée en méme temps que la fraction active. En effet, la fraction C chromato-

graphiée avant hydrolyse, & 1'autoanalyseur, montre la présence de ce méme pic.



TABLEAU IX
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acides aminés

molarité

quantité d'acides aminés

relative =

rapports molaires possibles

cy Sé 3 H

1,32 1

asp 1,34 1
thr 0,90 1
ser 3,22 3
glu 2,81 3
gly 4,31 4
ala 2,10 2
val 0,58 1
isoleu 0,34 0
leu 0,60 1
tyr 0,16 0
phe 0,35 0
his 0,58 1
arg 0,47 0

Ny
A

ot

Composition en acides aminés du facteur inhibiteur.

Par rapport

~
Py

[=¢

la norleucine (témoin interne), prise pour unité.
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De toute fagon la substance inconnue doit avoir une trés faible masse
moléculaire, car les deux méthodes d'évaluation de la masse moléculaire du

P.I.R.C. aboutissent 3 des résultats trés proches,
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CHA#ITRE IT1

I - PREMIERES DONNEES SUR LA RECHERCHE DU SITE RECEPTEUR DU P.I.R,C

1° - MatéBriel et méthodes

Pour rechercher le site récepteur du P.I.R.C., de la [? él—leucine
et de 1a[§ @J -glycine en solution aqueuse d 5 7, sont incorporées a 175 vers.
(La radioactivité spécifique de ces deux acides aminéds est respectivement
de 26 et 50 Ci/mM). |

Pour cela, les Eisenia sont placés dans un cristallisoir contenant
50 ml de la solution [3@1—g1ycine et [? ﬁ] - leucine.

Lés animaux sont immergés dans cette solution pendant 24 heures.,

La radioactivité totale de la solution est mesurée au compteur &
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 1'incorporation.

Dans ces conditions, on compte I,S.IO6 C.p.m. par ver.

Simultanément, la technique autoradiographique (coupes & la paraffine
de 5 u, recouvertes d'émulsion Ilford K 5, durée de 1'exposition : 6 mols
permet l'observation d'un marquage important dans l'épiderme; dans 1'épithélium
digestif et dans le systéme nerveux: cerveau (Fig.5) et chaine ventrale (Fig.6)
avec en particulier une grande densité de grains d'argent au niveau de certains
péricaryons (fléches sur la Fig.6). ‘

Les acides aminés tritiés ont &té incorporés, tout particuliérement
dans le systéme 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
posséde une radioactivité de 1340 c.p.m.

Elle est alors injectde dans la cavité coelomique de la région anté-
rieure d'une série de vers. Aprés 24 heures, ces Edsenia sont sacrifiés.

Les uns sont disséqués pour prélever le systéme nerveux (cerveaux +
chaine). Aprés avoir subi 1'action de 1'acide trichloracétique 3 10 Z (24 h
a+ 4°C), les échantillons sont lavés i 1'alcool a 96°, & 1'acétone et &
1'éther. La radiocactivité des résidus séchés est mesurée : on compte 300 c.p.m.
par individu,

Les autres vers sont fixés pour &tre étudiés en autoradiographie.

Aprés 6 mois d'exposition, les préparations sont révélées. On observe

des grains d'argent uniquement au niveau de certaines cellules, aux artefacts

% Spectrophotomeétre & scintillation liquide intertechmique SL 30
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et bruits de fond prés, situ€es 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
€tre situés a la périphérie de certains de ces neurones (Fig.8). =

Ces premiers résultats permettent donc de dire que certaines cellules
sécrétrices de la chalne nerveuse sont probablement les cellules cibles du

P.I.R.C.

II - CONCLUSION

Le probléme du site récepteur du P.I.R.C. est posé&. Il est possible
que la substance marquée soit l'objet d'une capture de la part des cellules
nerveuses qui &laborent ou contiennent 1'inhibiteur. Cette interprétation ne
semble pas devoir &tre retenue. En effet, les images microscopiques montrent
que le marquage est souvent situé & 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 cérébroide est la source la plus importante
du P.I.R.C.0r aucune radioactivité n'y est décelée, contrairement & ce qui
devrait se produire si l'inhibiteur marqué, était capturé.

Enfin, le traitement & 1'ACTA précipite les grosses molécules,
tandis que les micro-molécules sont &liminées par les différents lavages.
Simplement capturé le {? ﬁ] -P.I.R.C., petite molécule soluble devrait dispa-
raitre. Or on retrouve l'essentiel de la radiocactivité malgré ce traitement.
On peut donc admettre que c'est bien le site récepteur qui est ainsi mis en

évidence.
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Figure 5 |: Incorporation d' [BHJ - Leucine et d' L%a ~glycine dans le ganglion

cérébroide (cerveau).

Figure 6]: Incorporation d' [?é} leucine et {BéLglycine dans la chalne nerveuse.

Accumulation de particules d'argent dans quelques neurones (fléches).

Injection du peptide inhibiteur marqué. Radioactivité au niveau de

Figure 7

quelques neurones de la chalne nerveuse (cercle).

Figure 8]: Injection du peptide inhibiteur marqué. Particules d'argent autour

des cellules de la chafne nerveuse (cercle).






CONCLUSIONS

Le P.I.R.C. de Edisenia foetida a donc pu &tre identifié.

I1 s'agit d'un peptide vraisemblablement linéaire, (MM : 2000 daltons envifon),
dont:lé composition probable en acides aminés est de 18 résidus.

Des analyses ultérieures tendront a vérifier 1'état de pureté de
la fraction C, par électrophorése de haut voltage et a pH trés acide, ainsi
qu'a pH basique.

' Néanmoins le degré de pureté atteint a déjd 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 chaine nerveuse.

Or, on sait que de teis 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 téte par le systéme nerveux, pourrait agir par
rétroaction sur.-ces neurones sécréteurs.

Enfin des recherches d'autoradiographie & haute résolution, permet-

tront de préciser ce site récepteur.



CONCLUSION GENERALE

Les recherches que nous avons poursuivies dans les laboratoires de
chimie biologique et de biologie animale, ont abouti & 1'isolement :

Chez les Néréidiens, Annélides polychétes

~ d'une fraction hormonale, active, inhibitrice de la gamétogenése
mile,

- du facteur "Feed-back" responsable de la régulation dé cette
hormone inhibitrice

Chez les Annélides oligochétes (Eisendia foetida)

- du principé actif inhibiteur de la régénération céphalique.

1.'isolement de la fraction hormonale inhibitrice a été réalisé a parti:
de lots de cerveaux prélevés sur des Nerels diversicolor 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 &changeuses d'ions.

- Le second, en une extraction aqueuse suivie d'un fractionnement par
tamisage moléculaire,

- Le dernier, en une extraction acétonique,.

Nes résultats permettent d'avancer les conclusions suivantes :
L'extraction atétonique ne peut &@tre retenue, du moins pour 1'hormone

inhibitrice, car elle conduit & une perte totale de l'activité biologique.

L'extraction méthanolique des cerveaux fournit trois fractions
(macromoléculaire, lipidique et micromoléculaire) et seule la fraction micro-
moléculaire posséde une activité biologique An vivo e in vitho.

L'extraction aqueuse fournit une fraction micromoléculaire analogue i
la précédente. Cependant cette méthode comporte des limites d'utilisation dans
la mesure ol elle n'est  applicable qu'a des prostomiﬁms isolés.

Le passage de l'extrait micromoléculaire, sur des colonnes de résines
8changeuses de cations et d'anions, nous a conduit & localiser l'activitéd 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 &changeuses d'ions
provoquant une perte d'activité importante de la fraction miéfomoléculaire,
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" trés actives.

Une étude plus poussée nous a révélé d'une part, qu'elles ne renfermaient qu'une
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partie du principe actif car en réalité l'activité biologique se situait
entre ces deux pics et que d'autre part 1l'hormone n'absorbait pas en lumiére
ultraviolette,

La fraction hormonale, annex&e aux pics "5 et 6", est extraite, d'une
manidre trés satisfaisante, par chromatographie préparative sur papier.

Cette hormone inhibitrice posséde une faible masse moléculaire
(2100 & 2300 daltons).

Bien qu'elle soit issue de cellules neurosécrétrices caractérisées par
la sécrétion d'un matériel peptidique, (FRONTALI et GAINER,1977), son activité
biologique n'est pas détruite par les enzymes protéolytiques, ce qui semblerait
indiquer qu'elle n'est pas de nature peptidique classique. Le fait que cette hor-
mone n'absorbe pas la lumiére 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'arr@t de la sécrétion encéphalique et donc indirecte-
ment de 1'épitoquie ? L'injection, a des femelles immatures, de produits
génitaux femelles voisins de la maturité, déclenche une épitoquie précoce et
fait donc cesser la sécrétion inhibitrice de 1'encéphale. Que faut-il entendre
par "état de maturation génitale : le facteur prédominant est-il 1'accroissement
de la masse des produits génitaux ou le changement de composition chimique
assez considérable qui correspond 3 la maturation des gamétes ? ... "

Ainsi dés 1952, le processus de régulation de la production neurohormo-
nal était pos&. La réponse a4 ces questions supposait l'isolement " d'une substance
chimique".

PORCHET en 1967, 1969, 1970, 1972, démontrait le rSle joué par les
ovocytes submatures dans l'arr@t de 1'inhibition céré@brale chez P.cultrifera.

A partir du méme matériel, nous sommes '‘arrivés ensuite & isoler et 2a
purifier la substance chimique responsable de cette régulation.

Un fractionnement d'ovocytes submatures par 1'éthanol, suivi d'une
extraction & 1'acétone, fournit un '"précipité acétonique" capéﬁle d'inactiver
An vitho et An vAvo les propriétés hormonales inhibitrices d'un cerveau de
N.diversicolon et P.cultrifera

Si on purifie ce "précipité acétonique' par tamisage moléculaire,
on retrouve la totalité de l'activité biolbgique au niveau d'une fraction
unique : "la fraction IV'". Celle-ci est chromatographiée sur papier W 3 et
fournit 3 taches actives & 30 7 chacune; purifiées par €lectrophorése elles

donnent une tache commune qui, isolée, posséde l'activité biologique du départ.



In effet, cette substance, dite "Feed-Back", est capable, seclon sa
concentration, de ralentir l'activité hormonale du cerveau ou de l'arréter
complétement. Dans ce derniér cas, il est possible d'induire 1'épitoquie com-
pléte chez de jeunes animaux, initialement dépourvus de produits génitaux mais
possédant leur cerveau donc leur centre endocrine.

Chez les femelles, la simple injection intracoelomique (PORCHET,1972)
de la substance ""Feed-back" permet d'obtenir les m@mes effets qu'une décérébra-
tion : maturation ou dégénérescence ovocytaire, selon la taille des ovocytes.

Cette substance est absente ( ou inactive) dans les cellules
germinales jeunes; elle se trouve essentiellement dans les ovocytes submatures
ou matures elle possdde une masse moléculaire situde entre 1650 et 2000 daltons;
enfin labile & la chaleur, elle réagit 4 la ninhydrine mais est insensible
aux protéases classiques.

En 1967, DURCHON écrivait & propos du rdle du systéme nerveux dans
la régénération chez les Annélides ... '"le but 2 atteindre est triple : isoler
les principes actifs responsables, localiser 1l'origine, en étudier les effets &
1'échelle cellulaire".

Nous avons essayé en €troite collaboration avec MARCEL de suivre ces
directives.

Tout d'abord nous avons résolu les problémes de l'isolement, de la
purification et de la détermination du principe inhibiteur, responsable de la
régulation de la régénération de la t&te chez 1'0ligochéte lombricien
E. fjoetida.

Nous avons pu montrer que chez cet annélide oligochété, le facteur
inhibiteur &tait un peptide dont la masse moléculaire &€tait de 1l'ordre de 1950
d 2100 daltons et dont la composition probable &tait de 18 résidus d'amino—acides.

L'utilisation des radio-isotopes a permis le marquage du peptide
inhibiteur dont nous espérons pouvoir suivre le cheminement dans le "tourbillon"

métabolique.

Quelles sont les perspectives d'avenir ?

Elles nous avaiént été données Bs 1967 par DURCHON lorsqu'il déclarait:
..." Il est cependant certain, que dans l'é@tat actuel de nos cbnnaissances, de
nouvelles recherches s'avérent nécessaires. Les techniques employées ont fait
leurs preuves, atteint leur but; elles devront €tre revues et adaptées pour fran-
chir une nouvelle &tape "...

Il est indispensable que la neuroendocrinologie des invertébrés, et
en particulier des Annélides, cesse d'étre purement descriptive, pour devenir
biochimique. I1 faut maintenant essayer d'obtenir une analyse moléculaire de la
fonction neurchormonale.

Nous espérons, avec ce mémoire, avoir jeté les prémices d'une telle

endocrindlogie.



TECHNIQUES ET METHODOLOGIE

Nous avons rassemblé dans ce chapitre les détails techniques
et méthodologiques se rapportant, aux "Matériel et méthodesg"

décrits dans ce mémoire de fagon & ne pas surcharger le texte.
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I - LE MATERIEL BIOLOGIQUE

Les essais biologiques sont réalisés par M.DURCHON en ce qui concer-—
ne l'hormone inhibitrice et par M.PORCHET en ce qui concerne le phénoméne de
rétro-inhibition hormonale (substance "Feed-Back"). les cultures organotypiques .
sont réalisées AN vitro selon le procédé de DURCHON et SCHALLER, 1964. Le
principe en est le suivant : des parapodes sont prélevés sur des individus
mdles au stade spermatogonies. Cultivés isolément, sans inhibition hormonale,
les spermatogonies gubissent la spermatogendse et se transforment en spermatozoides.
Si on réalise une association parapode-prostomium, c'est a4 dire si on rétablit
le conditionnement hormonal inhibiteur, les produits génitaux midles n'évoluent
pas..

La spermatogenése s'effectue en 6 jours & 20°C pour les parapodes
cultivés isolément. Ce chiffre indique le nombre de jours nécessaires au
déclenchement de la maturation génitale en 1'absence d'hormone. Ainsi lorsque
1'on parle de retard ou d'inhibition de la spermatogenése pendant X jours par
rapport au témoin, cela sous—~entend 6 + X jours.

In vivo, par ablation du prostomium et par conséquent des ganglions
cérébroides, on déclenche la maturation génitale chez le miAle, comme chez la
femelle. En outre, tous les caractéres morphologiques et anatomiques de

1'épitoquie naturelle se manifestent chez des individus jeunes qui ont subi

cette ablation,

Les essais biologiques sont réalisés par R.MARCEL suivant la tech-
nique opératoire mise au point dans son mémoire ' Contribution & 1'étude des
facteurs intervenant dans la régénération chez le lombricien Eisenia foetida
Sav.F. typica (Annélide oligoch&te), 1971".

Les explants sont cultivés sur milieu gélosé dont la composition est
la suivante :

- gélose a 17 dans la solution de Holtfreter :8 gouttes

- solution de Holtfreter+glucose & 1 7, : 4 gouttes

- extrait d'embryon de poulet dilué i 50 Z dans le Holtfreter

glucosé a 1 7, : 3 gouttes

-~ pénicilline G : 500 UI

- streptomycine : 0,0lmg

Les Eisenia, dgés de un mois, fournissent les explants. Ceux—ci sont
constitués par des trongons de 5 segments de long. Les sections sont effectuées,
sous anesthésie préalable, au moyen d'un microscalpel. Les explants, aprés
lavage dans la solution de Holtfreter et essorage sont déposés & la surface du

milieu géiosé,
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Dans le cas qui nous intéresse, ce sont les segments antérieurs
8 & 13 qui sont employés comme explants et qul recevront les différents extraits
biologiques.

Signification de 1l'expression "&quivalent X tétes' -

I1 correspond & 1'équivalent biologique actif issu du broyat de

X tétes.

IT - LES EXTRACTIONS

1° - méthanolique

Protocole expérimental de DURCHON, MONTREUIL et BOILLY-MARER,1963.

5 000 cerveaux de Neredls diversdicolor sont prélevés sur des animaux
vivants et congelds immédiatement & - 70°C., Aprés décongélation a 4°C, on
homogénéise avec l'appareil de Potter Elvejhem dans 1'eau distillée apyrogdne i
4°C. A 1'homogénat obtenu, on ajoute 300 ml de méthanol redistillé et refroidi
d - 20°C ( rapport 1/15 v:v). Apré&s un repos compris entre IO et 20 mm, a - 18,

- 20°C, on centrifuge pendant I0 mn & 3 000 g.

La solution méthanolique est recueillie et le sédiment est de nouveau
traité comme précédemment. Il est ensuite extrait 2 fois par 20 ml d'eau redistil-
lée stérile. Le résidu inscluble est éliminé et les 2 solutions aqueuses sont

rassemblées et lyophilisées., Le résidu sec représente la fraction protéidique,

Les deux solutions méthanoliques sont réunies et évaporées sous vide 3 seccité.
Le résidu huileux est mis en suspension dans 20 ml d'eau distillée stérile et sou-

mis & 3 extractions successives par 100 ml d'&ther sans peroxyde (rapport v/v :i/5)

La solution aqueuse délipidée et lyophilisée fournit la fraction micromoléculaire

hydrosoluble. Les 3 solutions &thérées sont rassemblées et lavées & 1'eau distillée

Les fractions obtenues sont reprises par de 1'eau de mer stérile
(fraction protéidique et fraction micromoléculaire hydrosoluble) ou par de l'huile
d'olive (fraction lipidique) de fagon & obtenir une concentration correspondant
a 1000 cerveaux pour 0,75 ﬁl.

Note : Préparation de 1'é&ther sans peroxyde BISERTE et Coll.,1960.

L'éther est distillé sur du chlorure stanneux puis lavé avec une
solution de carbonate de sodium & 207 et avec de l'eau. Il est conservé sur du
sulfate ferreux pulvérisé, & 1'abri de la lumiére. On utilise aussi 1'@ther

dépourvu de peroxyde de la maison MERCK réf.923.

2° - acétonique

Protocole expérimental de KANATANI et Coll., 1971, adapté & 1'extrac-~
tion de 1'hormone cé&rébrale. Environ 2000 cerveaux sont lyophilisés. On pése le

résidu sec. On obtient 0,329 g.
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On reprend ces 0,329 g par 7 & 10 ml d'acétone froide.L'homogénar
de poudre de cerveaux et d'acétone est réalisé 4 + 4°C 4 l'aide d'un homogé-
néiseur '""Potter" pendant 3 minutes. On le filtre sur papier Whatman W2. Le
résidu restant sur le papier est lavé par 20 ml d'acétone froide( dans le rapport

poids/volume : 1/50). Le filtre est séché en exsicateur, sous vide. Le résidu,

déposé sur ce filtre est récupéré sous le nom de : résidu sur filtre.

La solution acétonique en provenance de 1'homogénat et de 1'acétone
de lavage est d'environ 27 ml. .
L'acétone est élimin€e a 1'aide d'un @évaporateur rotatif. On récupére

finalement une poudre acétonique dénommée P.,A. La poudre acétonique est homogénéi-

P -~

sBe 3 nouveau dans 3 ml de Na Cl 0,01M pendant 3 mn.
On obtient une suspension que 1l'on centrifuge a 20 000 t pendant 50 wr

il - sinco! Goundt ina N surnac un précivird. T
en ''rotor 40 spinco'. On récupére finalement un surnageant et un précipité. Ils

seront lyophilisés avant d'@tre utilisé@s en culture organotypique.

Pour les essais biologiques, le résidu sur filtre et le précipité

sont remis en suspension dans 0,5 ml d'eau bidistillée. Le surnageant est dissous

dans la méme quantité,

3° - aqueuse

Le premier essai d'extraction a &té fait 3 partir de 3 400 cerveaux
de Neredls divernsicolor prélevés sur des animaux vivants et congelés immédiatement
a - 70°C. ,

Aprés décongélation & + 4°C on homogénéise 33 4 mn avec 1'appareil
de Potter Elvéjhem dans 10 ml d'eau bidistillée. L'homogénat est’centrifugé &
15 000 t/mn dans le rotor 40 de la centrifugeuse spinco modéle L ou L 65 B
pendant 30 mn & + 4°C. On obtient un premier sédiment et un surnageant que 1l'on
recueille, Le sédiment est repris par I0 & 15 ml d'eau, homogénéisé de nouveau
et centrifugé de la m@me maniére., Le surnageant 2 est recueilli et joint au
premier. |

Le sédiment (2) est repris de nouveau et traité comme précédemment,

En fin de manipulation on. posséde alors : un sédiment (3) rougeftre

et un surnageant (3) vert clair. Le sédiment est lyophilisé et conservé en

chambre froide (~20°C). o

ITTI - LES FRACTIONNEMENTS

Le surnageant est mis en dialyse, 6 & 10 jours, & + 4°C, contre de
1'eau bidistillée ( dans le rapport v/v : 1/I0), qui est changée chaque jour,
(pour prévenir toute fermentation, on ajoute & 1'eau du dialysat, quelques

gouttes de chloroforme) dans des boudins de cellophane "Nejax 16" bouillis

14



EXTRACTION AQUEUSE DE CERVEAUX
DE Nenedls diveraicolon

3.400 cerveaux

homogénéisation dens I0 ml a 15 ml d'eau bidistillée

b

centrifugation pendant 30 mn & 15000 g
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20 mn dans de 1'eau bidistillée. Ce procédé rend les boudins stériles et

€limine les polyosides adialysables solubles, constitués de glucose, de xylose

et de glycérol ainsi que les protides présents dans la membrane de cellophane.
On obtient deux fractions : .

~ une fraction adialysable retenue dans les boudins de dialyse

et renfermant les substances de grandes masses moléculaires.

- une fraction dialysable de surnageant, c'est a dire filtrable &

travers des boudins de dialyse et qui contient des composants de faibles masses
moléculaires,

Ces deux fractions sont réduites de volume & 1'é@vaporateur rotatif,
sous vide, & 35-37°C, puis lyophilisées. On obtient finalement 2 fractions avec
lesquelles vont avoir lieu les essais biologiques.

On élimine les enzymes des diff
micro~dialyse.

On emploie des boudins de cellophane (Société Sophyc boyau cellulo~
sique "Nojax'"}de 1 cm de diamétre sur 15 cm de long préalshlement bouillis
pendant 20 mn de facon 4 éliminer tous les éléments solubles du cellophane.

La solution enzyme-substrat enfermée dans le boudin dialyse contre
de 1'eau bidistillée dans le rapport v/v : I/I0 et sous agitation & + 4°C
pendant 12 heures. Les fractions biologiques sont retrouvées dans le dialysat.

Les enzymes restent dans la fraction adialysable.

.

Premier fractionnement par chromatographie sur résines &changeuses

d'ions adapté au cas de 1'hormone inhibitrice

A) Matériel

Le fractionnement de la solution micromoléculaire est réalisé& par

un passage, sur des colonnes de résines 3 échange de cations {(Dowex 50 x 8 '

'mesh
25-50", forme acide) puis d'anions (Duolite A40,"mesh 25-50", forme formiate).
On emploie 14 ml de résines contenues dans les colonnes en verre
Pyrex de 1,2 cm de diameStre sur une hauteur de 11,5 cm. La forme acide de
1'échangeur de cations (Dowex 50x8) est obtenue par le passage de 70 ml d'acide
chlorhydrique 3 N, suivi d'un lavage & 1'eau bidistillée jusqu'a ce que le pH
du liquide effluent, atteigne 5,5 - 6 (pH de 1'eau bidistillée). La forme formiate
de 1'échangeur d'anions (Duolite A40) est obtenue par le passage de 140 ml de
soude 3N, suivi d’un lavage 4 1'eau bidistillée jusqu'ad 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 & 1'eau bidistillée jusqu'a ce que le pH

du liquide effluent atteigne 4,5-5.



B) Fractionnement de la solution micromoléculaire

10 ml de la solution micromoléculaire correspondant a4 1000 cerveaux
environ sont passés sur 1'échangeur de cations puis sur celui d'anions contenus
respectivement dans deux micro-colonnes distinctes mais raccordées & 1'aide
d'un tube en caoutchouc de maniére 3 ce que la purification s'effectue en une
seule opération. Les colonnes sont ensuite lavées avec 200 & 500 ml d'eau bidis-
tillée apyrogéne.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 organiques ''meutres'.

Ce mode opératoire réalise le dessalage des solutions mais il posséde,
en outre, l'avantage de fractionner les composés organiques. En effet, les résines
échangeuses d'ions peuvent &tre 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 :(&luat de Duolite

A4Q) acides organiques, acide aspartique,éthers phosphoriques etc... sera
obtenue par le passage de 100 ml d'une solution aqueuse d'acide formique & 5 %

(viv) et la fraction basique (&luat de Dowex 50 x 8) osamines, acides aminés ...

par le passage de 100 ml d'une solution aqueuse d'ammoniaque & 5 % (v:iv).

La fraction basique est évaporée, sous vide, & 37°C, de fagon &
€liminer 1'ammoniaque. On concentre ainsi jusqu'd 10 ml de solution puis on
reprend par environ 100 ml d'eau bidistillée et on évapore de nouveau. Cette
opération est répétée 2 ou 3 fois de facon 2 éliminer complétement 1'ammoniaque
avant de lyophiliser. .

La fraction acide subit le méme traitement de fagon a éliminer
1'acide formique.

L'effluent neutre de la colonne est lyophilisé directement. Les
3 résidus de lyophilisation sont repris par de 1'eau de mer pour les critéres
d'activité biologique.

Deuxiéme fractionnement, par chromatographie sur &changeur d'ions

adapté au cas de 1'hormone inhibitrice.

A)Matériel

La solution micromoléculaire est séparée en 2 lots :

L'un des lots est fractionné sur une colonne de résines i échange de
cations (Dowex 50x2, '"200-400 mesh', forme acide). ‘

Le second 1'est sur une résine & échange d'anions (Duolite A4O,
"mesh25-50", forme formiate). On emploie 20 & 22 ml de résines. Elles sont
contenues dans des colonnes en-verre pyrex de | cm de diamétre sur une hauteur

de 27 cm.



La "forme acide" est obtenue par le passage de 'H Cl 3N.

La"forme formiate'" est obtenue par le passage de soude 3 N.

B) Fractionnement de la solution micromoléculaire

20 ml de solution micromoléculaire, correspondant a environ 2500
cerveaux, sont sé&parés en 2 lots de IO ml (soit 1250 cerveaux par lot).

Le ler lot est passé sur 1'échangeur de cations. La colonne de
résines est lavée par 450 ml d'eau bidistillée. Cette eau de lavage est ajoutée

a4 la fraction '"mon retenue" (acide + neutre) de la Dowex 50 x 2. L'effluent ainsi

obtenu est réduit & l'évaporateur rotatif, sous vide, & 37°C puis directement
lyophilisé lorsqu'on atteint un volume d'environ 100 ml.

Un passage a blanc est effectué. On passe 500 ml d'eau bidistillée
que 1'on réduit a 1'évaporateur rotatif avant de lyophiliser. Cette fraction
lyophilisée sera utilisée plus tard comme témoin lors des essais biologiques.,

La "fracticon basique" est récoltée par le passage de 150 ml d'une

solution d'ammoniaque 3 5 Z (v:v) sur la Dowex 50 x 2, L'éluat basique est
évaporé sous vide & 37°C de fagon a &liminer 1'ammoniaque. La solution 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 a4 la fraction non retenue ( neutre + basique ). On réduit le volume

obtenu & 1'évaporateur rotatif a 37°C avant de lyophiliser. La.duolite A 40
est &luée par 150 ml d'acide formique 4 5 %. On cesse le passage de 1'acide for-
mique dés qu'apparait 1'odeur piquante de 1'acide. )

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

cale de fagon & éliminer 1'acide formique.

Fractionnement par''G-25 fine"
p

" correspondant & 1500

Une quantité de fraction "micromoléculaire
cerveaux est dissoute dans 1 ml d'eau bidistillée. Cette solution est chromato-
graphiée sur une colonne de gel de sephadex (G-25 "fine", (I x 120 cm), gonflé
24 heures dans de 1'eau bidistillée dégazée) stabilisée 2 la température ambiante.

Le déplacement des composés est effectué par passage d'eau bidistillée
préalablement dégazée. Le débit est réglé par une pompe péristaltique et des
fractions de.l,S ml sont recueillies tous les gquarts d'heure, avec enregistrement

automatique de 1'absorbance de chaque fraction & 1'aide d'un absorptiométre

en lumiére ultra-violette a 254 nm et 230 nm.
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Fractionnement par G-25 "super fine'.

Une quantité de P 2 équivalent au fractionnement de 1500 cerveau
est dissoute dans | ml d'eau bidistillée et chromatographiée sur une colonne
de 1 x 120 cm de gel de sephadex G-25 "super fine', Le déplacement des composés
de P 2 est effectué par de 1l'eau bidistillée dégazée. Le débit est réglé par
une pcmpe péristaltique et des fractions de 1,5 ml par quart d'heure sont recueil
lies, avec enregistrement automatique de 1'absorbance de chaque fraction en UV i
254 et 280 nm,

Dans le cas de la rétro~inhibition cérébrale (phéhoméne "Feed-
Back") une quantité de 15 mg de fraction micromoléculaire est dissoute dans
I ml d'eau bidistillée et chromatographiée dans les mémes conditions que précédem
ment. | A

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,IM. Le tampon d'é&lution
est de méme molarité. La vitesse d'élution et les enregistrements sont les mémes
que précédemment.,

Fractionnement par G-50 "mé&dium"

30 mg de fraction A dissous dans | ml d'eau sont chromatographié
sur une colonne de G-50 "mé&dium" (2,3 x 50 cm). Le déplacement des composés,
la vitesse d'élution et l'enregistrement sont toujours identiques A ceux des
fractionnements précédents.

’ 1 ~ N . PR
4° -~ Chromatographie et &lectrophordse sur papier Liww;)

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 Whatman n° 3 et n° 1, dans le systéme solvant de PARTRIDGE, 1948
n-butanol, acide acétique, eau (4 : 1 : 5), & 20°C. Aprés 39 heures de migration,
le chromatogramme est séché. Il est découpé en bandes longitudinales (chaque ban-
de correspond a la migration d'un spot de 5, de 6 ou de fraction 4).

On décéle les taches UV positives ou fluorescentes & 260 nm
d 1'aide d'une lampe Minefalight. On révéle par la ninhydrine a 1 % dans l'acétons
(1 g de ninhydrine dans 94 ml d'acétone et 6 ml d'acide acétidue). Les bandes
extérieures sont utilisées comme témoins.

Les bandes non révélées sont découpées en fonction des taches
révélées et des "entre-tdches',

Ensuite les taches non révélées sont &luées par de 1l'eau bidis-—
tillée durant une vingtaine d'heures et essayées en culture organotypique

aprés lyophilisation.



Purification de la fraction B et des taches 3,4 et 5 par électro-

phorése sur papier.

o

Aprés que 1'électrophorégramme est été séché, il est découpé en

\‘D\

[0]

g
bandes longitudinales. On opére exactement de la maniére décrite précédemment.

IV - METHODES ANALYTIQUES

1° ~ Estimation des masses moléculaires

Application du tamisage moléculaire (voir revue générale de
ANDREW, 1964; KANATANT et Al., 1971; CARNEGIE, 1965).
Nous avons utilisé@ soit une colommne (1,3 x 100 cm) de sephadex

G-25 'fine", soit une colonne de G-50 '"mé&dium" (2,3 x 50 cm) ( pour les fractions

[

micromoléculaires possédant 1'activitéd biclogique maximale),

Ces colonnes sont stabilisées dans une solution de tampon acétate
0,05 M additionnée de 0,4 M de Na Cl a 20°C. Elles sont étalonnées avec de la
bacitracine et de 1l'ocytocine.

Les volumes d'élution sont déterminés par les courbes d'absorption

en lumiére UV (254 et 280 nm). Celui de 1'ocytocine est repéré par essai biologi-

que sur un utérus isolé de rate en proestrus.

2° - Stabilité a la chaleur

20 mg de fraction biologique active sont homogénéisés dans un
tube avec 5 ml de Na Cl 0,0IM.

" La solution est chauffée, pendant 30 minutes, en‘bain-marie, sous-
agitation (80 - 90°C pendant 15 minutes),puis refroidie trés rapidement en plongean
le tube dans un bain de glace (KANATANI et al., 1971).

On emploie

- de la fraction "micromoléculaire" dans le cas de 1'hormone
inhibitrice.

- du''précipité acétonique' dans le cas de la rétro-action génita-

le (Feed-Back).

Hydrolyse par la pronase, -

Les digestions enzymatiques ont été réalisées suivant le procédé
de YAMASHINA et MAKINO, 19622 20 mg de fraction biologique active sont dissous
dans 5 ml d'acétate de calcium (0,01 M) ( dans les proportions 1/50, enzyme l
substrat).

La solution est ajustée a pH 7,8 — 8,0 et gardée 3d 37°C pendant

24 heures (trés vite le pH reste constant).
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Hydrolyse par la trypsine.

20 mg de fraction biologique active sont dissous dans un
tampon tris/HCl 0, IM contenant la trypsine dans le rapport enzyme/substrat :1/50,
Le pH est ajust@ & 8,2. aprés 2 fois 4 heures de digestion on ajoute de la
trypsine dans le rapport 1/50 : enzyme/substrét. Finalement la 3° et derniére
addition est dans le rapport 1/25. L'hydrolyse est effectuée 24 h, 3 37°C,
(Méthode de HIRS,1956).
<

Hydrolyse par la pepsine
Suivant la méthode de SANGER et THOMPSON, 1953, | mg de pepsine

~

est additionné & une sclution de 20 mg de fraction biologique active dans 5 ml

d'HC1l, 0,01 N, & 37 °C pendant 24 heures a pH 2,0.

(W1

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-Back"

- soit 20 mg de fraction neutre dans le cas du facteur inhibi-

teur de la régénération céphalique,

Composition en acide aminés aprés hydrolyse acide »
Un résidu de lyophilisation de 1'ordre de 130 a 200 pg de

fraction biologique active, est hydrolisé dans un tube pyrex, en présence de 0,5

ml d'HC1 5,6 N. On introduit dans la solution & hydrolyser 50 nano-Moles de
témoin Norleucine. k

L'hydrolyse est effectuée, sous vide, pendant 24 heures et
48 heures 3 105°C. ‘

Aprés refroidissement, les tubes sont ouverts et 1'hydrolysat
acide est desséché dans une capsule en exsiccateur, sous. pression réduite. Le

résidu est alors chromatographié a 1l'autoanalyseur Beckman multichrom.

Nous avons employé la méthode de KARKHANTS et Coll., 1975,
qui consiste & déterminer les résidus de tryptophané d'une protéine ou d'un pepti-
de, par l'utilisation d'un réactif spécifique : le 5 hydroxy- 5 nitrobenzyl -
bromide, dans des conditions précises.

| La totalité& du tryptophane de la protéine ou du peptide est

déterminée par densité optique i partir de la protéine marquée par le réactif.
Les mesures sont faites & 280 ét 510 nm.

Le témoin interne est la Chymotrypsine

La recherche du tryptophane a été réalisée sur la fraction B

dans les mémes conditions que pour le témoin ' chymotrypsine',



&
[N

Thése de 3° cycle : C.CARDON.
" Procédés de fractionnement de ganglions cérébroides de Neredis
diversicolor O.F.Miller en vue de 1'isolement de 1'hormone inhibitrice de la

sexualisation, 1970, p.88 a 91.

7° - Détermination de l'activité adenzl—cyclasiggg

La méthode employée est celle décrite par VERBERT et CACAN
(1972) dans laquelle la.sépération de tous les métabolites de 1'ATP est obtenue
par chromatographie sur papier dans le syst@me acide isobutyrique - ammoniaque
I N - eau (modification proposée par les auteurs, au lieu d'une &lectrophorése).
La méthode consiste i mesurer la quantité de {; H { -AMP cyclique

formé a partir de [% d] - ATP initialement ajouté au milieu

[3 H] - ATP—-——-——————-}E% H] - AMP cyclique +  PPi
ovocytesam——sn-adenyl-cyclase

L'originalité de la méthode consiste & séparer tous les métabo-
lites de 1'ATP qui ont pu se former au cours de la réaction. Cette méthode est
particuliérement précieuse lorsque 1'on veut mesurer 1'activité adenyl-cyclasique
dans les fractions cellulaires, qui contiennent bien d'autres enzymes pouvant
métaboliser 1"ATP ou ses dérivées tels que : ATPase, ADPase, S5'nucleotidase,.
phosphodiestérase cyclique etc... , et par conséquence fausser la mesure propre

de l'activité adenyl-clyclasique.

tris/HC1 pH 7,4 0,1 M

MgCl 2 VZmM :

Caféine © 5mM

AMPc - 2mM

[? ﬁ] -ATP 1 PCi

ATP 1mM

PEP ’ ‘ 50 mM

Pyruvate Kinase (PK) 5‘p1 d'uﬁe solution a IOQF/mg

de protéine (maison Sigma), plus H20 qg.s.p. 50 ml.

Homogénat d'ovocyte SO,Pl



. Les séparations des métabolites de 1'ATP sont réalisées par chromatogra-
phie sur W 3 MM ( 46 x 57 cm) dans le systéme solvant acide isobutyrique -
. .

ammoniaque 1 ¥ - eau ( 66 -~ 1 - 33; V-V -~V )

La migration s'effectue dans l'ordre suivant

8L,

o 99 9 9

Re=0,25 0,37 0,52 0,60 0,72 0,90

On récolte le liquide coelomique ( environ 0,5 ml par énimal) duquel
on sépare les ovocytes par une centrifugation de 1800 g pendant 5 mn. Le liquide
coelomique surﬁage.

Dans le culot, les ovocytes sont séparés des &léocytes par 3 lavages
successifs & l'eau de mer alternant avec des centrifugations de 500 g pendant
3 minutes. .

On récolte les ovocytes qui sont homogénéisés dans l'eau.SO!pl
d'homogénat sont ajoutés au milieu. Aprds incubation, 1'incubat est centrifugé

et une fraction aliquote du surnageant est déposé& sur papier W 3 MM.

N

La chromatographie est menée jusqu'd ce que le front atteigne | cm
du bord de la feuille. Apré&s séchage de la feuille les dérivés de 1'ATP (ATP,
ADP, AMP, AMPc, Ado, Adé), ajout&s comme témoin interne & la fin de la réaction,
sont repérés en lumiére ultraviolette. Le papier est découpé en bande de 5 x | cm
le long du trajet de migration. Chaque bande ‘est placée en piluliers de comptage
contenant 5 cm3 de liquide scintillant (Lipoluma) et la détermination de 1la
radiocactivité est effectuée dans un compteur & scintillation (Intertechnique

SL 30). Les résultats sont exprim@s en coups par minute,
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