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ABREVIATIONS

r RNA
Hn RNA
. m RNA
Tris
SDS
EDTA
cpm
rpm

8 Rav

Uniteé D0260

Acide ribonucléique ribosomal

: Acide ribonucléique hétérodisperse

Acide ribonucléique messager

: 2 Amino - 2 Hydroxymethyl - 1,3 Propanediol

s

Dodecylsulfate de Sodium

Acide éthyléne diamine tétraacétique

coups par minute

rotations par minute

: accélération au rayon moyen

-~

équivalent 3 environ 30 pyg de RNA par ml



INTRODUCTION

L'existence de cellules neurosécrétrices chez les Annélides Polyché-
tes a été& révélée par SCHARRER (1) en 1936 et c'est en 1948 que DURCHON (2) a
rapporté ses premiéres observations sur l'épitoquie expérimentale.

Depuis, de nombreux travaux ont été& publiés sur 1l'endocrinologie des
Néréidiens. Citons comme référence de base, les ouvrages de DURCHON (3),
DURCHON et JOLY (4) et la revue générale de PORCHET (5) sans omettre les mises
au point de HAUENSCHILD (6) et de CLARK (7) qui font &galement autorité emn la
matiére.

Les recherches réalisées avec des techniques biologiques diversifiées
ont fait appel 34 1'autoradiographie, 3 la microchirurgie (ablations, greffes)
comme aux cultures organotypiques. Elles ont apporté une masse d'informations
qui ont permis de démontrer le phénoméne hormonal des Invertébrés, longtemps *
contrebattu et de définir le mode d'action de 1'hormone cérébrale.

En dehors des travaux sur les tissus somatiques, en particulier ceux
de DEFRETIN (8) et de WISSOCQ (9) sur la musculature au cours de l'épitoquie
et ceux de BOILLY (10), BOILLY et BOILLY-MARER (11) relatifs & la régénération
de la région caudale, les recherches ont &té multiplides sur 1'activité endo-
crine du cerveau et la gamétogendse. Les cellules sexuelles ont, en effet, une
compétence particuliére vis—3-vis de 1'hormone.

C'est ainsi que des analyses de plus en plus fines ont conduit i
. 1'8tude détaillée des ganglions cérébroides [DHAINAUT-COURTOIS (12), GOLDING
(13), CLARK (7)], 3 un examen cytologique précis de 1l'ovogenése [DHAINAUT (14)],
4 la description de l'@volution ultrastructurale du nucléole des ovocytes '
[BERTOUT (15)], pour ne citer que les faits les plus saillants.

Dans le but de comprendre les mécanismes molé&culaires responsables
de l'activité hormonale, il a fallu recourir aux techniques biochimiques, pour
isoler les principes actifs et démontrer sur quel constituant ou sur quel crga-
nite cellulaire ils agissent.

Tré&s tdt, l'isolement de 1'hormone est entrepris [DURCHON et Coll.
(16)] que poursuit CARDON (17, 18).

Une substance "feed-back', capable de réguler 1'activité endocrine
cérébrale, est également extraite des ovocytes [PORCHET et CARDON (19)].

PORCHET (20) réalise une étude trés compl&te des composés glucidi-

ques au cours de 1l'ovogenése.



Peu de choses ont cependant &té effectuées dans le domaine des
Acides nucléiques. Citons 1'&tude réalisée par GOULD et SCHROEDER (21) sur
le nucléole et la synthése des RNA ribosomaux ovocytaires. Elle est 3 relier
avec les observations de BERTOUT et DHAINAUT (22) et BERTOUT (15) qui éta-
blissent une &troite relation entre les variations du taux d'hormone et 1'évo-
lution du nucléole.

L'hormone cérébrale peut-elle exercer un contrdle de 1'ovogenése par
1'intermédiaire des RNA ribosomaux du nucléole ? C'est sur cette hypothése que
nous avons entrepris nos travaux.

Les &léments que nous apportons pour tenter de répondre 3 cette ques—
tion, constituent le deuxiéme chapitre de nos Travaux personnels et s'intitu-
lent "Etude du métabolisme des RNA "stables'" ovocytaires". Ils sont précédés
par les "Dosages chimiques des constituants cellulaires" qui se sont avérés
indispensables pour situer le cadre de l'action de 1l'hormone, et suivis de la
"Préparation des fractions membranaires des ovocytes'" qui constitue le premier
résultat des tentatives de fractionnement cellulaire.

Préalablement, nous présentons dans des ''Généralités', quelques
données biologiques de Perinereis cultrifera auxquelles nous aurons 3 nous

référer au cours de notre exposé.



GENERALITES

I - DESCRIPTION SOMMAIRE DE L'ANIMAL

Perinerets cultrifera est un Ver marin de la famille des Nereidae
(voir figure 1, p. 7). C'est une Annélide Polyché&te Errante.

Ce Ver est caractérisé par des segments ou métaméres répétant,

sauf en ce qui concerne les premiers et le dernier, les mémes traits d'orga-
nisation et présentant de nombreuses soies chitineuses et polymorphes.

Le corps de P. cultrifera, allongé et cylindrique, atteint une tail-
le d'environ 15 cm 3 1'état adulte. Il se compose du prostomium ou lobe cépha-
lique, du segment buccal ou péristome, de nombreux segments ordinaires et du
segment terminal ou pygidium.

Le prostomium porte les yeux, les antennes et les palpes, innervés
par les ganglions cérébroides. Le segment buccal porte des cirres tentaculai-
res. La bouche s'ouvre entre le prostomium et le segment buccal.

Les segments ordinaires sont pourvus chacun d'une paire d'organes
locomoteurs : les parapodes, qui sont des pieds biramés porteurs de soies
(voir figure 2, p. 8).

Le pygidium porte deux longs cirres entre lesquels s'ouvre 1'anus.

Les Annélides sont des Coelomates dont la cavité gémérale est vaste.
Le céelome est revétu int@rieurement d'un endothélium péritonéal garni loca-

lement de cils vibratiles provoquant des courants dans le liquide coelomique.

Ce liquide, trés complexe, renferme des sels, une substance albuminoide, des

corps figur@s appelés coelomocytes et les produits génitaux qui y sont abon-

dants. Ces derniers s'y développent aprés s'@tre détachés trés tdt du revé-

tement péritonéal, & l'état de spermatogonies ou d'ovogonies, suivant le sexe.

IT - COMPORTEMENT ET REPRODUCTION

Perinereis cultrifera est comme les Polychétes Errantes, plutdt
carnassiére ; elle dévore de petits crustacés, des mollusques, des vers, grice
a sa trompe garnie de dents.

C'est un Ver cavernicole qui creuse des galeries, notamment dans les

sédiments calcaires qui affleurent, 3 marée basse, sur la plage de Luc-sur-Mer

(Calvados), ol nous le récoltons habituellement.
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Figure | - Formes atoque (1 an) (1) et épitoque (3 ans) (2) de P. cultrifera.



Figure 2 - Parapodes de P. cultrifera atoque (1) et épitoque (2) d'aprés
DURCHON (réf. 3). ‘
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Perinereis cultrifera, comme tous les Néréidiens, ne se reproduit
qu'une seule fois. Elle ne survit pas 3 1l'émission de ses produits génitaux.
Comne de nombreuses espéces de Nereis, elle subit, au moment de la maturité
génitale, 1'épitoquie. Celle-ci se traduit par des transformations de la mus-—

culature et par le développement, sur les parapodes, de palettes natatoires

(figure 2, p. 8).

Au terme d'un cycle biologique sédentaire de trois ans, l'épitoquie
permet 3 1'animal de mener une vie pélagique. M3les et femelles se retrouvent
en de véritables essaims et au cours d'une '"danse nuptiale" rejettent leurs
gamétes.

Fécondation et développement embryonnaire s'opérent ainsi en pleine

mer.

III - ACTIVITE ENDOCRINE CEREBRALE

L'endocrinologie des Néréidiens est liée 3 la présence de cellules
neurosécrétrices, signalées pour la premiére fois par SCHARRER (1).

L'homone du cerveau, principe unique confirmé par GOLDING (13), ne
présente pas la complexité de la fonction hormonale des Vertébrés, en raison
de la relative simplicité d'organisation des Vers. Elle ne s'en traduit pas
moins par une grande variété de manifestations que l'on peut résumer comme
suit :

. inhibition de la gamétogendse et des transformations somatiques

de 1l'épitoquie ;

. stimulation de la régénération caudale.

L'activité endocrine cérébrale n'est pas constante tout au long de
la vie du Ver : importante durant la phase juvénile, elle décroit réguliére-
ment pour s'annuler au moment de la maturité sexuelle [PORCHET (20)].

L'hormone est identique pour les deux sexes, mais on a pu constater
que, chez une méme espéce, son activité est de deux 3 quatre fois plus faible
pour les mdles que pour les femelles d'3ge correspondant.

Des &tudes en cours tendent 3 prouver qu'elle serait de nature pro-
téique mais sa structure est loin d'@tre &tablie.

Cet &tat de fait explique que l'activité@ endocrine cérébrale soit
8tudiée surtout par ses effets au niveau de cellules "cibles'", en particulier

les gamétes.



IV - DEVELOPPEMENT OVOCYTAIRE

Les ovocytes de P. cultrifera que nous avons choisis comme matériel
biologique le mieux adapté 3 nos travaux ont l'avantage de représenter une
fraction importante du corps de 1l'animal : de 10 p. 100 pour le stade juvéni-
le 3 36 p. 100 du poids total du stade adulte.

De plus, la taille des ovocytes (diamétre exprimé en u) sert de
critdre d'3ge et de degré de maturité du Ver [DURCHON (23), HAUENSCHILD (24)].

En contrepartie, il est pratiquement impossible d'obtenir en quantité
suffisantes pour une &tude biochimique, des ovocytes d'un diamétre inférieur 3
80 u. C'est la raison pour laquelle nos é&tudes ne portent que sur le grand ac-
croissement ovocytaire (diamétre compris entre 80 et-250 u).

Les travaux cytologiques réalisé&s par DHAINAUT (14) permettent'de
distinguer trois grandes &tapes au cours de ce grand accroissement (voir fi-
‘gure 3, p. 11) :

. Stade 1 - synthése du vitellus ou vitellogendse (diamd&tre ovocy-

taire inférieur i 120 u) qui se traduit par 1'édification, dans le cytoplasme,

de réserves lipidiques et de globules vitellins.

. Stade 2 - synthé&ses de substances muqueuses ou &laboration des al-

véoles corticaux (diamétre ovocytaire supérieur & 130 p). Ces alvéoles corti-

caux apparaissent comme des inclusions 3 structure fibreuse intractyoplasmi-
ques.

. Stade 3 - maturité génitale qui voit s'opérer un profond remanie-

ment au sein de l'ovocyte. Des couches concentriques s'organisent 3 partir de
1'enveloppe nucléaire
1. les ribonucléoprotéines et les mitochondries (internes),
2. les réserves lipidiques et les globules vitellins,
3. les alvéoles corticaux (périphériques).
Aprds fécondation, c'est le contenu de ces alvéoles corticauxx qui

sera expulsé pour former la gelée protectrice de l'oeuf (voir figure 3, p 11).
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OVOGENESE
Différents Stades Cytologiques

GRAND
ACCROISSEMENT
130-220p

FECONDATION

Figure 3 - Représentation schématique des différentes &tapes de 1l'ovogenése
chez P. cultriferaq d'aprés PORCHET (5).
AC : alvéoles corticaux ; CM : couche muqueuse ; Ch : chorion ;
D : dictyosome ; EL : enclave lipidique ; EO : enveloppe ovocytaire
FP : face proximale du dictyosome ; GP : glycogéne particulaire ;
GV : globule vitellin ; Mit : mitochondrie ; mV : microvillosité ;
N : noyau ; Nu : nucléole ; Spz : spermatozoide ; VG : vésicule

golgienne.



TRAVAUX PERSONNELS



Les travaux personnels que nous présentons ont pour but de contri-
buer 4 la connaissance des mécanismes moléculaires responsables de 1l'action

de 1l'hormone cérébrale et plus particuliérement au niveau du métabolisme des
Acides nucléiques.

Nos travaux se subdivisent en trois chapitres :

. Dosages chimiques des constituants cellulaires des ovocytes.
. Etude du métabolisme des RNA "stables' ovocytaires.

. Préparation des fractions membranaires des ovocytes.

Ces trois chapitres sont bdtis sur un plan identique. Leur enchai-
nement constitue une progression dans lamise en oeuvre des techniques biochi-

miques et de biologie moléculaire, mais chacun est congu pour &tre examiné
séparément.
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DOSAGES CHIMIQUES DES CONSTITUANTS CELLULAIRES DES OVOCYTES

I - INTRODUCTION

Lorsque nous avons entrepris l1'étude biochimique de l'action de
1'hormone cérébrale sur le métabolisme des Acides nucléiques au cours de l'o-
vogenése, il nous est immédiatement apparu nécessaire de doser les DNA et RNA
pour connaltre globalement leurs taux et déceler d'éventuelles variations de
ces constituants,

I1 s'est rapidement avéré indispensable d'y adjoindre les dosages
des principales substances plastiques : protéines, lipides, glucides.

Ces dosages nous ont permis de nous familiariser avec ce matériel
biologique particulier. Il nous ont conduit & choisir des méthodes adaptées
aux modifications qu'entralne l'accroissement des ovocytes et ne nécessitant

qu'une quantité minimale de substrat frais (de l'ordre de 1 gramme).

II - MATERIEL ET METHODES

A - RECOLTE DES ANIMAUX ET CONSERVATION AU LABORATOIRE

Les animaux, ré&colté&s dans la Station de Biologie Marine de Luc-—
sur-Mer (Calvados), sont, dé&s leur arrivée au laboratoire, séparés en deux '
lots : m3les et femelles, par examen des produits génitaux au microscope
photonique.

Les femelles sont, pour leur part, réparties en catégories selon
le diamétre moyen de leurs ovocytes ( de 20 en 20 u).

Les animaux sont ensuite placés dans des cuves individuelles, main-
tenues i 1'obscurité et 3 une température constante de 15°C.
L'eau de mer des cuves est renouvel@e journellement.

Le maintien des animaux dans ces conditions est habituellement de

10 3 30 jours.

B - OPERATION DES ANIMAUX

Un certain nombre d'animaux, groupés par lots, sont soumis 3 une
déprostomisation (ablation du cerveau) qui supprime 1l'influence de 1'hormone
cérébrale.

Ces animaux sont conservés, dans les conditions ordinaires

décrites précédemment.
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C - PREPARATION DES OVOCYTES

Le liquide coelomique de chaque individu est prélevé 3 1l'aide
d'une micropipette et immédiatement transféré dans une trés faible quantité
d'eau de mer filtrée et maintenue a 4°C.

Ce prélévement, dont le volume est compris entre 0,5 et 1 ml
pour un animal de 2 g, entralne la mort de celui-ci.

Les ovocytes sont soumis 3 une série de courtes centrifuga-
tions (500 g pendant | mn) et de remises en suspension dans de 1'eau de mer
filtrée (20 volumes environ) qui &limine successivement le liquide coelomi-
que et les coelomocytes.

Des contrdles au microscope photonique, si nécessaires, permet-—
tent de suivre le degré de purification des cellules.

Les culots d'ovocytes sont finalement comservés 3 - 20°C.

D - DOSAGES CHIMIQUES

Les dosages effectués selon le protocole expérimental de la

figure 4 (p. 15), sont réalisés d'aprds les techniques de BURTON (25) pour
le DNA, WILSON et HOAGLAND (26) pour le RNA, LOWRY et Coll. (27) pour les
- protéines, TILLMANS et PHILIPPI (28) pour les glucides, FOLCH et Coll. (29)
pour les lipides.

On dose les acides nucléiques et protéines d'une part et les

lipides et glucides d'autre part.

1 - Dosages des Acides nucléiques et des protéines

0,5 g d'ovocytes décongelés sont homogénéisés 3 1'homogé-
néiseur de Dounce avec 5 ml de tampon TKM (Tris/HCl 50 mM pH 7,5 - KC1 25 mM -
MgCly 5 mM).

Les dosages du DNA, du RNA et des protéines sont effectués
d partir de fractions aliquotes de 1 ml d'homogénat. Une autre fraction sert
de référence '"poids sec', aprés lyophilisation et dessication (cf. figure 1)
et 3 la suite d'un calcul de correction tenant compte de la composition en
sels du tampon.

Les dosages du RNA et des protéines sont réalisés sur une
méme fraction, selon un procéde similaire & celui de DAVIS et WILT (30) et
qui est le suivant :

1 ml d'homogénat est précipité et lavé 2 fois par de
1'HC10, 0,5 N & 4°C. Le précipité est repris par 2,5 ml de KOH 0,5 N, dissous
et porté au bain-marie 3 37°C 1 heure pendant laquelle les RNA sont hydrolysés.

Les 2,5 ml sont alors répartis en 2 fractions de 2,3 et 0,2

ml respectivement.
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1 g d'ovocytes

lavés et conservés a -20°C

Décongélation

0,5 g 0,5 g
+ 5 ml Tampon T K M
Tris/HCL pH 7,5 50 mM
KC1 25 mM Lyophilisation
MgClo 5 mM Dessication
Homogénéisation au Dounce Poids sec

////’ \ \\\\\ | "ovocytes totaux'
I ml I ml I ml / \

Extraction Dosages
I lipides glucides
Dosage Dosage + Dosage (100 mg) (10 mg)
DNA RNA Protéines
Lyophilisation
Dessication

Poids sec

"Homogénats ovocytes"

(s

NG

Figure 4 - Schéma général des dosages chimiques effectués sur les ovocytes de
P. cultrifera.
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La premiére est additionnée de 0,46 ml d'HCL 4 N en vue du
dosage spectrophotométrique des nucléotides des RNA.

La deuxiéme est additionnée de 1,8 ml de NaOH 0,5 N fournis-
sant une solution mére diluée 10 fois pour le dosage des proté&ines.

Cette solution mére est généralement diluée i son tour de
2 3 8 fois, ce qui &limine complétement l'interférence de 1'ion K qui est
incompatible avec le réactif de Folin-Ciocalteu. /

Le couplage du dosage du RNA et du dosage des protéines é;r
une méme fraction permet ainsi 1'établissement d'un rapport protéines/RNA ri-

goureux.

2 - Dosages des lipides et des glucides

Les lipides et les glucides (monosaccharides neutres libres
et conjugués) sont dosés directement 3 partir d'un &chantillon d'ovocytes lyo-
phylisés dont on préléve respectivement 100 mg et 10 mg. Cet &chantillon con~
firme par ailleurs le poids sec des ovocytes déj3 obtenu i partir de 1'homo-
génat.

Les lipides sont déterminés par pesée aprés une triple ex-
traction au chloroforme/méthanol (2v/1v) suivie d'une &vaporation 3 sec.

Le dosage des glucides a &té réalisé& par M. PORCHET selon

le procéde de TILIMANS et PHILIPPI (28) décrit par MONTREUIL et SPIK (31).

E - EXPRESSION DES RESULTATS

Les dosages donnent lieu dans un premier temps, 3 des résultats
exprimés en p. 100 par rapport 3 un poids sec d'ovocytes.

L'énorme variation du volume des ovocytes au cours du grand ac-
croissement - le volume d'un ovocyte de 250 u de diamétre est 30 fois plus
grand que celui d'un ovocyte de 80 W - nous a incité, en collaboration avec
M. PORCHET, & exprimer ces résultats en nanogrammes/ovocytes. Ceci facilite,
d'une certaine fagon, la compréhension de l'évolﬁtion biologique des consti-
tuants cellulaires.

Pour cela, il a fallu, pour diverses catégories d'ovocytes, en
faire une suspension homogéne dans de 1l'eau de mer, déterminer statistiquement
le nombre de cellules par unité de volume, lyophiliser une fraction représenta-
tive des ovocytes de cette suspension en vue de relier le nombre des ovocytes

au poids sec,.



- 17 -

III - RESULTATS ET DISCUSSION

A - OVOGENESE NATURELLE

Nous présentons sur le tableau I (p. 18) et la figure 5 (p. 19)
les résultats des dosages effectués sur des ovocytes au cours du grand accrois—
sement de 1'ovogenése naturelle.

Les ovocytes ont &té regroupés en 4 grandes catégories, selon
leur diamétre moyen : 100-120 wu, 130-170 u, 180-220 u, 250 u. /

Ces catégories sont celles retenues par PORCHET et Coll. (32)
en relation avec la variation du taux de 1'hormone cérébrale (voir figure 5).

Nous avons cependant envisagé au départ de subdiviser les caté-
gories 2 et 3 pour réaliser les dosages sur des ovocytes dont le diamétre
croit de 20 en 20 u.

I1 est important de constater que la subdivision de la 3&me ca-
tégorie fait apparaltre des différences significatives aux alentours de 200 u.

" De l'ensemble de ces résultats, il ressort que :

- le pourcentage de DNA reste trés faible et ses variations sont du domaine de
1l'erreur technique.

- Le RNA tend 3 croitre jusqu'a lalsubmaturité (2,40 p. 100) avant de se stabi-
liser 3 un taux de 1,55 p. 100.

~ Les protéines 8voluent brutalement au cours de la submaturité pour atteindre
un taux de 45,0 p. 100, ce qui correspond i un accroissement de 25 7 par rap-
port au stade 1 (36,4 p. 100).

- Les glucides (monosaccharides neutres libres et conjugués) passent de 6,6 &
20,5 p. 100, soit une augmentation de 210 Z.

- Les lipides totaux, en contrepartie, voient leur taux r&duit de moiti& au
moment de la maturité ovocytaire.

- Le rapport protéines/RNA varie pratiquement du simple au double au cours de
la submaturitg&, ce qui correspond au moment ol la sécrétion hormonale n'est
plus décelable par dosage biologique (voir tableau 1)..

Lorsque l'on exprime les résultats précédents en nanogrammes/
ovocyte, on obtient les données du tableau II (p. 18) et de la figure 6 (p. 20).

I1 est nécessaire de les interpréter avec réserves, compte tenu
du fait qu'ils ne sont que l'expression d'une transposition (voir Matériel et
Méthodes, § E, p. 16).

La figure 6 montre, en particulier, la croissance exponentielle
des protéines et des glucides, ce qui est en rapport avec une abondante syn-
thése de glycoproté&ines qui constituent la fraction majeure des alvéoles

corticaux.
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Tableau 1 - Résultats des dosages effectués sur les ovocytes de P. cultrifera.

Catégor@es 1 2 3 . 4 .

ovocytaires Submaturiteé maturité
322‘“5522;222“ 100~-120 u|[130-140 u{150-170 u|180-200 g 200220 u| 250 u
pNa (1) 0,23 0,27 0,24 0,20 0,15 0,17
RNA(D) 2,05 2,00 2,25 2,40 1,55 1,55
Protéines (1) 36,4 36,2 36,5 36,6 42,3 45,0
Lipides(1) 46,0 46,0‘ 42,0 33,0 23,0 23,0
Mbnosac%?aridesi 6.6 | 12,3 18,4 20,5
neutres(1)
Protéines/RNA :;;8 f“—:s,l 16,2 15,2 27,3 29,0

(1)

Les résultats des dosages sont exprimés en p. 100 par rapport au poids

sec.

Tableau I1 - Résultats des dosages effectués sur les ovocytes de P. cultrifera,

exprimés en nanogrammes par ovocyte.

Catégories I 5 3 4
ovocytaires Submaturité maturité
Diamétre moyen _ _ _ _ _
des ovocytes 100-120 yj 130-140 pf 150-170 w 180-200  200-220 u 250 u
DNA 2 4 7 10 10 21
RNA 16 27 62 114 107 194
Protéines 287 496 1014 1743 2917 5625
Lipides 362 630 1167 1571 1586 2875
P
et
Monosaccharides Hue g
52 303 1150 2562

neutres
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La courbe des lipides montre que la synth@&se se poursuit avec,
apparemment, un ralentissement entre 130 et 220 u. Ce résultat peut surpren-—
dre si on le compare a celui acquis antérieurement (voir tableau I et figure
5). Il tend 3 montrer qu'une baisse méme importante en pourcentage peut n'@-
tre qu'une moindre croissance par rapport 3 celle d'autres constituants,

Le RNA n'attire pas de remarques particuliéres. On peut, en
contre partie se poser deixquestions sur l'apparente croissance du DNA qui est
contraire 3 la stabilité du génome.

I1 semble bon de rappeler 3 ce propos qu'une quantité aussi fai-
ble de DNA (0,2 p. 100) nous conduit 3 la 1limite de fiabilité du dosage, sur-

tout dans un homogénat aussi complexe.

B — OVOGENESE EXPERIMENTALE

Le tableau III (p. 22) présente des résultats partiels concer-
nant 3 catégories de Vers référencés 90 E, 110 E, 130 E.

Le nombre précédant la lettre "E" (pour Expérimental) corres—
pond au diamétre des ovocytes des animaux avant déprostomisation.

Nous comparons les résultats d'une part avec les témoins dési-
gnés 90 N, 110 N, 130 N et d'autre part avec ceux des ovocytes 150-170 u et
180~200 ¢ de l'ovogenése naturelle car le diamétre moyen des ovocytes mesuré
12 jours apré@s déprostomisation correspond 3 peu prés 3 ces valeurs, méme si
les écarts 3 la moyenne sont plus grands.

Si le taux des protéines subit des fluctuations (de 33,6 &

38,3 p. 100) compatibles avec la moyenne des animaux témoins (36,5 p. 100)

et qui ne sont peut—-étre pas étrangéres aux conditions de survie des animaux
déprostomisés, il est intéressant de remarquer l'abaissement important du taux
du RNA (jusqu'3 pré&s de 50 7%). Le pourcentage compris entre 1,15 et 1,25 p. 100
est en tout &tat de cause inférieur au plus faible pourcentage enregistré lors
de 1'ovogenése naturelle : 1,55 p. 100 3 1'approche de la maturité (voir
tableau I, p. 18).

Ceci entraine un relévement artificiel du rapport proté&ines/RNA
au niveau de celui de la maturité génitale naturelle.

Cette variation nette du taux de RNA, constaté@e sur des animaux
mis en expérimentation en fin de vitellogenése, est la premidre "indication
chiffrée" d'une possible action de 1l'hormone cérébrale sur le métabolisme des
Acides nucléiques posée comme hypothése de départ.

Elle rejoint les multiples constatations faites par les biolo-
gistes sur les anomalies de développement des ovocytes lorsqu'ils sont sous-

traits, aux stades juvéniles, 4 l'influence de 1l'hormone cérébrale. Rappelons
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en particulier les travaux de BERTOUT et DHAINAUT (22) qui ont démontré 1l'ar-
rét de 1'élaboration des globules vitellins chez N. diZversicolor aprés décé-
rébration et de PORCHET (20) qui a apporté la preuve de la nécessité d'un taux
faible et stable d'hormone pour l'élaboration des alvéoles corticaux chez P.

cultrifera.

Tableau III - R@éultats des dosages des RNA et protéines effectués sur les
ovocytes de P. cultrifera. Comparaison des valeurs de "1'ovo-

gendse expérimentale' et de celles de "l'ovogendse naturelle"

. Ovogenese OYogenese Ovogenése naturelle
naturelle expérimentale

Categories | o4 w110 n| 130 N| 90 E| 110 E| 130 E] 150-170 u | 180-200

d'ovocytes

ryA (D) 2,10{ 2,25 2,00y 1,15 1,25} 1,254 2,25 2,40
mProtéines(l) 36,2 | 36,6 | 40,8 33,6 | 38,3 | 34,4 36,5 36,6
Protéines/RNA| 17,1 16,1 20,4 }29,0 | 31,1 28,0 16,2 15,2
(1)

Les résultats des :dosages sont exprimés en p. 100 par rapport au poids sec.

IV - CONCLUSION

Des données biochimiques présentes, nous pouvons dire que l'influence
de l'activité endocrine cérébrale se manifeste nettement au niveau des substan~
ces de réserve de l'ovocyte mais de maniére opposée suivant qu'il s'agit des
lipides ou des protéines et glucides.

La concentration en lipides est .'paralléled' & la courbe de 1l'évolution
hormonale, un niveau élevé de 1'activité hormonale &tant corrélatif d'ume syn-
thése lipidique importante.

Protéines et glucides augmentent tous deux. Ils sont abondants au
moment de la maturité génitale, c'est-i-dire lorsque 1'hormone a cessé d'étre
secrétée par le cerveau.

Les dosages de ces substances viennent donc confirmer que 1'hormone
cérébrale des Néréidiens stimule la synthése des lipides et inhibe celle des
glycoprotéines constitutives des alvéoles corticaux. Mais 1l'ovogenése se pré-
sente comme un processus harmonieux, une maturation lente dont la finalité pré-

cise est la reproduction. Aussi est—il plus juste de parler de régulation hor-

monale, puisque chaque phase du développement s'enchalne sans 3-coup 3 la pré-

cédente.
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A cOté de ces résultats notables, ceux obtenus sur les acides nu—
cléiques paraissent modestes. Leur taux est faible, varie peu. Heureusement,
le rapprochement des données de 1l'ovogenése expérimentale et de celles de
1'ovogendse naturelle laisse entrevoir la possibilité de caractériser 1l'action
de 1l'hormone au niveau des RNA. C'est l1'objet des travaux que nous présentons

au chapitre suivant.
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ETUDE DU METABOLISME DES RNA STABLES OVOCYTAIRES

I - INTRODUCTION

Notre &tude porte sur le métabolisme des RNA "stables" (4-5 S, 18 S
et 28 S) au cours du grand accroissement ovocytaire. Cette restriction a
deux raisons :

- les contraintes techniques d&j3 évoquées (faible quantité de matériel dispo-
nible, difficultéd de purification) nous emp&chent d'accéder aux ovocytes
d'un diamétre inférieur 3 80 u.

- nous ne maltrisons pas encore actuellement, pour une étude biochimique,
les techniques de marquage "in vitro'" indispensables pour la mise en évidence
du métabolisme des "Hn RNA" (heterodisperse RNA) qui recouvrent en particu-
lier les RNA messagers.

Sans négliger l'intérét que présentera ultérieurement l'analyse de
ces derniers, il est bon de rappeler la prépondérance du métabolisme des RNA
""'stables" au cours de l'ovogendse, comme 1l'ont soulignée DAVIS et WILT (30)
chez un autre Ver marin : Urechis caupo.

Dans le but de caractériser 1l'action de 1l'hormone soit au niveau
d'une catégorie soit au niveau de l'ensemble des RNA "stables", nous nous
sommes arrété 3 une stratégie qui consiste en une analyse systématique en
gradient de densité des RNA totaux aprés marquage ''tn vivo'". Tenant compte
des indications fournies par les dosages chimiques, nous l'avons appliquée
aux ovocytes des principaux stades de l'ovogenése naturelle et aux ovocytes
d'animaux déprostomisés i des stades d'activité endocrine de niveaux diffé-

rents (ovogenése expérimentale).

Ceci nous a conduit, en collaboration avec A. DHAINAUT et M. BERTOUT,

d mettre au point un procédé que nous présentons maintenant.

IT - MATERIEL ET METHODES

A - MARQUAGE DES ANIMAUX

1 = Caractéristiques du précurseur

L'uridine que nous utilisons est 1'3H-uridine 5-6 (55Ci par

millimole/Solution de | mCi dans 0,5 ml) provenant du C.E.A.
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Nous la diluons au tiers avec de l'eau de mer stérile de

fagon & ce que les quantité injectées aux animaux soit facilement mesurables.

2 - Lots d'animaux

Les animaux sélectionnés et maintenus en aquarium individuel,

sont regroupés en lots d'une dizaine d'individus.

3 - Temps d'incorporation

Nous nous sommes fixé deux temps d'incorporation :

. un temps court (TC) de 15 i 17 heures

. un temps long (TL) de 5 & 6 jours.

Toutefois, nous ne les appliquons pas d'une fagon identique
lors des expériences d'ovogenése naturelle ou d'ovogenése expérimentale comme
le montrent les schémas de la figure 7, p. 26.

Il est en effet nécessaire, dans le deuxidme cas, de tenir
compte d'un autre facteur "temps", celui qui s'é@coule entre la déprostomisa-
tion et le sacrifice. C'est la raison pour laquelle nous avons, dans certaines
manipulations, procédé i deux temps longs d'incorporation : TL; et TLj.

Il est important de rappeler, i ce propos, qu'il est diffi-
cile de maintenir en survie, sans risques, des lots importants d'animaux opé-

rés au deld de 12 i 15 jours, ce qui limite le champ des investigations.

4 - Technique de marquage

Le protocole de marquage de nos animaux est le suivant :
Chaque animal est rapidement essoré& avec du papier filtre, placé dans une
boite de Pétri et pesé.
Aprés anesthésie au MS 222 3 1 p. 1000 dans l'eau de mer stérile, il regoit
dans la cavité coelomique, une injection d'uridine diluée au tiers.
Cette injection est réalisée délicatement avec une seringue Hamilton de fagon
i éviter tout rejet accidentel de la solution d'isotope, lorsque 1l'animal est
replacé dans 1l'eau de mer.

Le volume de la dose inject&e est rapporté 3 un poids frais
d'animal pour tenir compte de la variété de taille, donc de poids, des ani-
maux d'un méme lot (les poids s'étagent couramment de 1 3 2,5 g).

Nous l'avons fixé& a 25 ul/g, ce qui correspond i 18 p€i/g.

B - EXTRACTION DES RNA TOTAUX

] = Choix de la méthode

C'est aprés de nombreuses tentatives que nous avons adopté
la méthode au perchlorate de Sodium de WILCOCKSON (33).

Les méthodes classiques au Phénol se sont révélées totalement
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OVOGENESE NATURELLE

S

TC . —
1 S
TL i 3

OVOGENESE EXPERIMENTALE

D I S

TC i Y 2 1

D I S

TL 1 e — 1
D 1 S
TL2 L R ]

Figure 7 - Comparaison des conditions de marquage lors des expériences

d'ovogenése naturelle et d'ovogenése expérimentale.

D : Déprostomisation
I : Injection du précurseur

S : Sacrifice des animaux
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inefficaces, en raison de l'abondance des fractions polysaccharidiques, par
ailleurs non hydrolysables par voie enzymatique.

La tentative d'adaptation de la méthode de SPITNIK-ELSON
(34) a l'urée 8 M/Chlorure de Lithium 6 M, congue originellement pour 1l'isole-
ment des. protéines ribosomales, ne nous a conduit qu'a une purification par-
tielle.

La technique au Perchlorate de Sodium, utilisable pour le
matériel végétal, lui aussi riche en réserves polysaccharidiques, s'est avérée

-~

en tous points adaptée i nos besoins.

2 - Protocole expérimental

0,1 g d'ovocytes fralchement préparés, sont repris par 10 ml
de tampon Tris/HC1 10 mM pH 7,4 - NaCl 0,1 M - SDS 0,5 p. 100 - EDTA | mM et
homogénéisés dans un homogénéiseur de Dounce 3 4°C.

-~

L'homogénat est transféré dans un tube 3 centrifugation en
nitrate de cellulose et ramené 3 température ambiante. Il est immédiatement
additionné de 2,5 ml de SDS & 25 p. 100, mélangé et laissé en contact quel-
ques instants.

L'addition de 3 volumes d'une solution de Perchlorate de
Sodium & 100 p. 100 provoque une abondante précipitation. Apré@s une agitation
par deux ou trois renversements du tube, on procéde 3 une centrifugation i
1000 g environ, pendant 10 minutes.

Le précipité de SDS - sur lequel se sont adsorbés les pro-
téines et les polysaccharides - apparalt comme une épaisse croiite blanchitre
en surface de la solution de Perchlorate de Sodium - dans laquelle les RNA
restens solubles.

11 suffit alors de percer le tube 3 sa partie inférieure et
de recueillir la .solution qui contient les RNA.

Nous prenons la précaution de filtrer cette solution sur
laine de verre de fagon 3 éviter sa contamination par des fragments de la
crolite de SDS.

Aprés retour 3 4°C, la solution est additionnée, par petites
fractions, de 2 volume d'Ethanol absolu, préalablement stocké i -20°C.

A la suite d'un séjour d'une durée minimale de 24 heures 3
~20°C, les RNA ont précipité et forment un dépot blanc parfaitement visible.

Nous avons résumé l'extraction des RNA sur le schéma de la

figure 8, p. 28.
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0,1 g d'ovocytes frais
+ 10 ml Tampon Tris/HC1l 10 mM ph 7,4
NaCl 0,1 M
Sps 0,5 p. 100
EDTA 1 mM

Homogénéisation

+ 2,5 ml SDS 25 p. 100

l

+ 3 volumes de Perchlorate de
Sodium & 100 p. 100

Centrifugation 3 basse vitesse

(1000 g/10 mn)

Récolte de la solution de RNA

+ 2 volumes d'Ethanol

Stockage des RNA 3 —-20°C

Figure 8 — Schéma d'extraction des RNA totaux d'ovocytes de P. cultrifera
selon WILCOCKSON (33).
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C - CONTROLE DES FRACTIONS

1 - ContrdOles qualitatif et quantitatif

Le précipité provenant de 15 ml de suspension de RNA dans la
solution de Perchlorate de Sodium — Ethanol est lavé & 1'Ethanol absolu et re-
pris par 0,5 ml de tampon Acétate de Sodium 10 mM pH 5 - NaCl 0,1 M - EDTA | mM,

Une prise d'essai de 20 ul est utilisée pour la mesure de la
radioactivité de 1l'échantillon en scintillation liquide. Le reste sert i la
mesure de‘la densité optique 3 260 nm et 3 280 nm, ce qui permet d'évaluer le
degré de pureté des RNA extraits.

Les deux mesures de la radioactivité et de la densité@ optique
permettent d'établir la radioactivité spé&cifique globale de 1l'&chantillon (ex~-
primée en Cpm/DO 260) et de chiffrer la quantité de matériel disponible pour

chaque préparation.

2 - Rendement d'extraction

Les RNA purifiés sont dosés par la méthode de WILSON et
HOAGLAND (26) (cf. chapitre I p. 14).

Le rendement d'extraction est calculé par rapport au RNA

total de l'homogénat dosé par la méme méthode.

D - FRACTIONNEMENT DES RNA SUR GRADIENT DE DENSITE

Les RNA en suspension dans la solution de Perchlorate de Sodium -
Ethanol sont traités comme lors des contrdles décrits au paragraphe précédent.

Aprés vérification de la densité optique et de la radioactivité,
la concentration de 1'échantillon est modifiée, si nécessaire, de fagon 3 ce
qu'elle soit voisine de 1,5 Unité DO260 par 0,3 ml.

Ces 0,3 ml sont alors déposés sur un gradient linéaire de Saccha-—
rose 5 p. 100 - 20 p. 100 réalisé dans le tampon précédent additionné de Sarko-
syl 3 0,1 p. 100. La centrifugation est réalisée dans le Rotor SW 40 d'une ultra-
centrifugeuse Beckman L5-65, 3 40 000 rpm pendant 5 heures i 4°C (202 000 g Ray)

Le gradient est alors analysé sur un fractionneur automatique
ISCO modéle 640. Tandis qué l'on obtient directement 1'enregistrement 3 260 mm
du profil des RNA, des fractions de 0,3 ml sont collectées dans des fioles con-—
tenant 5 ml de liquide scintillant Aqua Luma.

Les mesures de radioactivité sont réalisées sur un compteur Inter-
technique SL 30. Les valeurs obtenues sont ensuite reportées sur 1l'enregistre-

ment en densité@ optique fourni par le Fractionneur automatique.
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IIT - RESULTATS ET DISCUSSION

A - TRAITEMENT.DES OVOCYTES

Les conditions dans lesquelles nous traitons les ovocytes et
que nous avons définies précédemment, appellent deux remarques de notre part.

Si le marquage 3 l'uridine s'est avéré satisfaisant quelque
soit le stade ovocytaire, notamment en ce qui concerne le nombre de coups
par minutes mesurés par fraction, les temps d'incorporation peuvent parai-
tre stupéfiants, surtout si on les compare avec ceux de cellules somatiques
de Mammif&res telles que 1'hépatocyte de Rat.

Ils confirment combien l'ovocyte est un gaméte au métabolisme
lent dans sa phase de grand accroissement.

Le deuxiéme point est relatif au prél&vement des ovocytes qui
précéde immédiatement les opérations d'isolement des RNA.

L'absence de conditions stériles est sans importance au regard
de la durée des prélévements sur une dizaine d'animaux et du stockage tempo-—

raire des ovocytes avant traitement.

B -~ ANALYSE DES RNA

1 - Contrdle des fractions

Nous présentons sur le tableau IV (p. 31) les données carac-
téristiques des RNA totaux extraits des différentes catégories d'ovocytes.

On constate tout d'abord que l'on extrait des quantités de
RNA assez voisines en ce qui concerne les animaux non opéré&s (ovogenése natu-
relle). La moyenne de 15 Unités DOy¢n par 100 mg d'ovocytes frais semble 1é&-
gérement supérieure 3 celle des animaux déprostomisés (ovogenése expérimentale)
qui se situe aux alentours de 12 Unités, mais ce résultat est difficilement
interprétable en raison du faible nombre de valeurs disponibles.

Les rapports DO 260/280 des RNA extraits évoluent entre
1,93 et 2,06, ce qui est 1'indice d'une absence de contamination proté@ique et
donc d'une trés grande: pureté des RNA.

Enfin, la radioactivité& spécifique de chaque é&chantillon
donne, dé&s ce stade, un apergu de 1l'évolution globale des marquages. Nous y
reviendront ultérieurement.

| En ce qui concerne le rendement de l'extraction, nous don-

nons, i titre d'exemple, celui que nous avons &tabli pour des ovocytes de 90 yu.
Le rendement est de 89 % sur la base des valeurs des densités optiques # 260 nm

L'échantillon de départ &tant marqué 3 l'uridine tritide, il est intéressant
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Tableau IV - Données et caractéristiques des RNA totaux extraits de différen-

tes catégories d'ovocytes.

Ovogenése naturelle OYogenese
expérimentale
Temps
- d'incorpora- | Temps court Temps long Temps long
tion
Diamétre
moyen des 130 u {220 u| 80 1| 130 u| 160 u| 220 u| 90 ¢ | 160 160 w
ovoc (TLj) | (TLy)
rocytes
Poids
d'ovocytes 93 104 - 122 96 107 - 122 227
frais (mg)
Unités DO 12,8 | 14,6] 7,6 ] 18,3 15,2] 14,8 8,3 | 14,9] 26,1
extraites

Unités DOjg4p
extraites/

100 mg owo-
cytes frais

13,8 14,11 — 15,0 15,7 13,81 = 12,21 11,5

DO 260/280 du

RNA extrait | 2205 | 1.98f 1,94 2,03| 1,93} 2,00 2,00 | 1,99f 2,06

Radioactivité
spécifique 9 300 [4 420{44 530125 720120 310}12 61014 420116 940127 720
(cpm/DO)

d'utiliser.le rapport des mesures de radioactivité. On obtient dans ce cas un
rendement de 82 Z%. Nous ne lui attribuons qu'une valeur de confirmation en rai-

son du volume des prises d'essai (25 ul) qui amplifie les causes d'erreur.

2 - Fractionnement des RNA sur gradient de densité

a - Ovogenése naturelle

Nous présentons sur la figure 9 p. 32 les profils des
RNA des ovocytes de 80 u 3 220 u de diamétre, en densité optique et en radio—
activité et sur le tableau V p. 32 les valeurs de la radioactivité spécifique
des 3 classes de RNA "stables'", i la suite d'un marquage long (TL).

I1 en ressort que l'incorporation du précurseur diminue
au fur et 3 mesure de la croissance de l'ovocyte. La chute est importante i la
fois pour les RNA 4-5 S, 18 S et 28 S. Toutefois la radioactivité spécifique
décroilt d'avantage pour le RNA 18 S (80 %) que pour le RNA 28 S (75 %) et le
RNA 4-5 S =70 %), sans que nous puissions y apporter une explication satisfai-

sante.



Ovogen&se naturelle. Ovocytes de 80, 130, 160, 220 p. Marquage long (TL).

Tableau V - Radioactivité spécifique des 3 principales classes de RNA. RA

¢ Radioacitivé ; DO : absorbance i 260 nm ;
RAS : radioactivité spécifique (cpm/DO).
Figure 9 - Profils de sédimentation des RNA totaux extraits. (——) Absorbance # 260 nm ; (-—-) Radioactivité.
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I1 est important de noter la trd@s grande similitude des
profils en densité optique, ce qui atteste d'une grande stabilité du stock des
RNA "stables", tout au long du grand accroissement ovocytaire.

L'examen des profils en radioactivité indique une diminu-
tion mais non un arrét de la synth&se des RNA 3 l'approche de la reproduction,
ce qu'avaient observé GOULD et SCHROEDER (21) chez Nerets grubet.

Nous pouvons ajouter que la synthése se poursuit méme quand
toute activité de l'hormone cérébrale a disparu (cf. Profil des ovocytes de
220 u de diamétre).

Les marquages courts (TC) représentés sur les deux graphi-
ques de la figure 10 p. 33 n'apportent rien de tré@s significatif. Le faible
marquage confirme la lenteur des processus métaboliques. Des pics, vraisem-—
blablement de précurseurs de RNA ribosomaux, apparaissent discrétement en ra-
diocactivité. Une radiocactivité importante se manifeste en surface du gradient
pour les ovocytes de 130 u de diamétre. On peut &mettre 1'hypothése qu'elle
résulte de la dégradation de mRNA dont la synthése serait plus abondante, 3

ce stade. Cette hypoth&se s'appuie également sur le fait que le profil, en

densité optique, des RNA "stables" n'est pas modifié. CPM
DO 260 nm (x1073)
0'5. ’ 220 Y
130 p
ﬂ
041 L2
031 ﬂ n
qZ ' L1

ov] . ." v /‘ . ‘ ::.'..3
/\.'-’-, }-:'.‘-..-': ..'...N‘::;‘."'.‘. ' A . ':‘.'".' . .."v":".'-‘.....A’
o A . ~_ "

.

0 By .
. .
. LRAFY

2 10 20 30 40 2 10 20 30 40

. Nombre de fractions ;

Figure 10 - Ovogenése naturelle. Profils de sédimentation des RNA totaux ex-
traits de 2 catégories d'ovocytes (diamétre 130 et 220 u) aprés

un marquage court (TC). ( ) Absorbance 3 260 nm ;
(=—--) Radioactivita.
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Nos résultats sont & rapprocher de ceux de BERTOUT et
Coll. (35). BERTOUT a réalisé, parallélement 3 nos travaux, une &tude morpho-
logique et une &tude autoradiographique, tout au long de 1'ovogenése.

Nous présentons sur la Planche I p. 35, le résultat des ob-
servations faites en microscopie é&lectronique sur le nucléole, de fagon &
montrer les remaniements structuraux dont il est 1l'objet.

Les techniques autoradiographiques, dont nous présentons
une illustration sur la planche II p. 37, apportent par les marquages n Situ
et la diversité des temps d'incorporation (de 1 heure 3 6 jours), une moisson
d'informations qui couvrent la totalité de l'ovogenése.

Sans vouloir analyser en détail la totalité@ des résultats
du tableau VI p. 36, il est intéressant de constater que, dans les ovocytes
en prévitellogendse (20-40 u), la synthése des RNA nucléoplasmiques est plus
importante que celle des rRNA d'origine nucléolaire. Cette prépondérance s'at-—
ténue dans les ovocytes en vitellogendse (60-100 u) pour disparalitre dans les
ovocytes en phase d'élaboration des alvéoles corticaux. Ces observations sont’
en accord avec les études effectuées chez les Vertébrés inférieurs [voir re-
vue générale de DENIS (36)] et en opposition avec les résultats obtenus chez
Urechis caupo par DAVIS et WILT (30) et DAS (37).

La diminution de la synthése des rRNA au niveau du nucléole
et la diminution simultanée de 1l'apparition de ces derniers au niveau du cyto-

plasme, de la vitellogenése i la maturité, viennent appuyer nos résultats.

b - Ovogenése expérimentale

Les figures 11! et 12, les tableaux VII et VIII montrent les
résultats obtenus aprés un marquage long, avec des animaux déprostomisés de
90 u et de 160 u, comparés i des témoins évoluant dans des conditions hormo=-
nales naturelles.
Nous constatons les faits suivants :
- Lorsque l'ablation du prostomium est réalisée chez des animaux dont les ovo-
cytes se trouvent au stade de la vitellogenése (90 u), on observe une dimi-
nution tré&s importante de la radioactivité spécifique des RNA, qui devient
trés nettement inférieure i celle des ovocytes témoins (figure 11 p. 38). La
baisse de la radioactivité spécifique intéresse les trois classes de RNA sé-
parés en gradient de saccharose mais elle est plus importante pour le RNA
18 S (86%Z de diminution par rapport aux témoins) que pour le RNA 28 S (77 %)
et les RNA 4 et 5 S (58 7Z) (Tableau VII p. 39). En outre, les profils de
radioactivité (figure 11) montrent deux pics supplémentaires, constitués
vraisemblablement par des produits intermédiaires du processus de matura-

tion du précurseur 45 S des rRNA.



PLANCHE I

EVOLUTION DU NUCLEOLE DE P. CULTRIFERA AU COURS DE L'OVOGENESE
[d'aprés BERTOUT et Coll. (35)]

- Nucléole d'un ovocyte de 90 u (vitellogenése). x 9 000.

- Nucléole d'un ovocyte de 130 p (élaboration des alvéoles corticaux).
x 8 000.

- Nucléole d'un ovocyte de 180 i (fin de 1'élaboration des alvéoles

corticaux). x 18 000.

FC (fibrillar core) : Zone fibrillaire
FR (fibrillar ring) : Anneau fibrillaire
DC (dense component) : Composant fibrillo-granulaire dense

V : vacuole
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Tableau VI - Etude cinétique de 1'incorporation d'uridine-3H in vivo
au cours de l'ovogenése naturelle (P. cultrifera).
ZF : zone fibrillaire ; ZG : zone granulaire

a - Stade de prévitellogenése (20-40 u)

ZFNUCJ'éOle 76 Nucléoplasme Cytoplasme )
I heure - - ++ -
6 heures + - +++ -
24 heures ++ ++ +++ +
3 jours +4 et ++
b - Stade de vitellogenése (60-100 yu)
ZFNucléole 76 Nucléoplasme Cytoplasme
1 heure ++ - ++ -
6 heures bt s e -—
24 heures +++ +++ ++ ++
3 jours + ++ o s
6 jours + + + ottt

¢ - Stade d'élaboration des alvéoles corticaux (130-180 u)

Nucléole .
7F 76 Nucléoplasme Cytoplasme
I heure + - - -
6 heures ++ + + -
24 heures ++ ++ + +
3 jours o ++ + +4+
6 jours ++ ++ et Aot
d = Stade de maturité (220-240 u)
Nucléole .
7F 76 Nucléoplasme Cytoplasme
1 heure + - - -
6 heures + + - -
24 heures ++ + + -
3 jours ++ + ++ +
6 jours ++ +4 ++ +
.
- [ F,«:[;’_v_y

+

: marquage nul ;

: marquage plus ou moins intense selon le nombre de +.




PLANCHE II

ILLUSTRATION DES TECHNIQUES D'AUTORADIOGRAPHIE
D'aprés BERTOUT (Thése de Doctorat, 1981)

1 = Ovocyte de 60 u (vitellogenése). Incorporation d'uridine-3H in vi-
tro pendant | h 30. Marquage du nucléole et des granulations nucléo-
plasmiques disposées le long de l'enveloppe nucléaire. Coupe semi-

fine colorée par le bleu Azur B. Temps d'exposition : 8 jours. x I 500.

2 - Ovocytes de 60 p. Incorporation d'uridine-3H in vitro pendant 1 h 30.
Chasse : 4 heures. Le nucléole et l'ensemble du nucléoplasme sont
marqués. Coupe semi-fine colorée par le bleu Azur B. Temps d'exposi-

tion : 8 jours. x | 500.

3 - Ovocyte de 170 u (élaboration des alvéoles corticaux). Incorporation
d'uridine-3H in vivo pendant 6 heures. Le nucléole est bien marqué.
Quelques grains d'argent dans le nucléoplasme. Coupe aprés inclusion

i la paraffine. Temps d'exposition : 15 jours. x 1 200.

4 - Ovocyte de 170 u. Incorporation d'uridine-°H Zn vivo pendant 3 jours.
Les grains d'argent sont nombreux dans le cytoplasme. Le marquage du
nucléole et du nucléoplasme a augmenté par rapport & celui de la fi-
gure 3. Coupe aprés inclusion 3 la paraffine. Temps d'exposition :

15 jours. x 1 200.
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Figure 11 - Ovogenése expérimentale. )
Profils de sédimentation des RNA totaux extraits d'ovocytes de
90 u aprés un marquage long (TL).
a - Ovocytes d'animaux témoins.
b - Ovocytes d'animaux déprostomisés.
—— Absorbance 3 260 nm ; --- Radioactivité

CPM
D 0 260nm (x10-3)
Q5+
b
a
OA_ 285 ,.4
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g2+ +2
Q1+

o ¢ e e, °
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Figure 12 - Ovogenése expérimentale.
Profils de sédimentation des RNA totaux extraits d'ovocytes de

160 u aprés un marquage long (TL).
a — Ovocytes d'animaux témoins.
b - Ovocytes d'animaux déprostomisés. '

—— Absorbance 3 260 nm ; -—— Radioactivité
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Tableau VII - Ovogenése expérimentale.
Valeurs de la radioactivité@ spécifique des 3 principales

classes de RNA pour les ovocytes de 90 p aprés un marquage

long (TL).
Classes Animaux témoins Animaux déprostomisés
de
RNA RA DO RAS RA DO RAS
4-5 8§ 9495 0,25 37980 4590 0,29 15830
18 S 20720 0,49 42285 3740 0,62 6030
28 S 30235 0,79 38270 6760 0,78 8665

RA : radioactivité : DO : absorbance & 260 nm ; RAS : radiocactivité spécifique.

Tableau VIII - Ovogenése expérimentale.
Valeurs de la radioactivité spécifique des 3 principales

classes de RNA pour les ovocytes de 160 u aprés un marquage

long (TL).
Classes Animaux témoins Animaux déprostomisés
de
RNA RA DO RAS RA DO RAS
4=5 S 3220 0,18 17890 2135 0,16 13345
18 S 8525 0,61 13975 6255 0,59 10600
28 S 13440 0,97 13855 9990 0,88 11350

RA : radioactivité ; DO

: absorbance 3 260 nm ; RAS :

radioactivité spécifique.
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~ Pendant le stade d'élaboration des alvéoles corticaux (ovocytes de 160 u),
1'ablation des ganglions cé&rébroides ne provoque pas d'effets comparables i
ceux observés dans les ovocytes plus jeunes : les profils de sédimentation
sont sensiblement identiques & ceux des témoins (figure 12 p. 38) et les ra-
dioactivités spécifiques diminuent mais dans des proportions moindres (18 3
25 %) (Tableau VIII p. 39). Les résultats d'un deuxiSme temps long (TLZ)
confirment cette analyse.

Les données obtenues en ovogenése expérimentale montrent
que l'hormone cérébrale joue un rSle stimulateur dans la synthése des RNA
"stables”". Le peu de modifications des synthéses de RNA provoqué par 1l'abla-
tion du cerveau i 1'approche de la maturité sexuelle, s'explique aisément par
le trés faible taux hormonal enregistré 3 ce stade [DURCHON et PORCHET (38)].

I1 en va tout autrement chez les jeunes animaux dont 1'ac-
tivité cérébrale est intense et ol la décérébration a un double effet vis—id-
vis des RNA "stables" (diminution de 1l'incorporation de l'uridine tritiée,
altération du profil de radioactivité). Ce résultat se trouve conforté par
une étude autoradiographique qui révéle, en particulier, une accumulation
anormale dans le noyau des RNA synthétisés et un blocage de leur transfert
dans le cytoplasme [CANER et Coll. (39)] et par les: dosages chimiques qui

décélent une diminution du taux des RNA ovocytaires (cf. chapitre I p. 22).

IV - CONCLUSION

Nous disposons d'une méthode d'extraction des RNA, aprés marquage
in vivo, fiable et adaptée au matériel biologique que nous étudions. Elle
nous a permis de contribuer A 8claircir le rdle que joue l'hormone cérébrale
dans le développement ovocytaire. Celle—ci intervient vraisemblablement au
niveau des processus de maturation du précurseur des rRNA.

Nous continuons d'accumuler des données sur les EFFETS que provoque
1'hormone sur les cellules "cibles" et qui sont nombreux. Il nous reste 3 es-
pérer, qu'ad bréve &chéance, la connaissance de la nature et de la structure
du principe hormonal nous permettra de déterminer directement 3 quel niveau

moléculaire et selon quelles modalit&s l'activité@ endocrine s'exerce.
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PREPARATION DES FRACTIONS MEMBRANAIRES DES OVOCYTES

I -~ INTRODUCTION

Dans le but de déterminer le r6le de 1'hormone au niveau subcellu~
laire, nous avons entrepris de fractionmner 1'ovocyte.

Compte tenu des caractéristiques de cette cellule, c'est essentiel-
lement au niveau des fractions membranaires et du contenu des alvéoles corti-
caux que nous avons obtenu, en collaboration avec C. DISSOUS et M. PORCHET,
les premiers résultats [CANER et Coll. (40)}.

Ces différents constituants cellulaires, bien que n'ayant aucune
relation directe avec le métabolisme des RNA, présentent par contre un inté-
rét évident pour celui des glygoconjugués auxquels certains d'entre nous ont
consacré de trés nombreux travaux [voir en particulier PORCHET, SPIK et
DHAINAUT (32) et DHAINAUT et PORCHET (41)].

C'est donc dans cette direction que nous a conduit la mise au point

du procédé original que nous allons décrire.

IT - MATERIEL ET METHODES

A - SOLUTIONS
Toutes les solutions de saccharose utilisées sont préparées dans
un tampon Tris/HC1 50 mM pH 7,4.
Aucune addition d'ioms (en particulier de cations bivalents tels
que Mg++, Mn++...) n'est effectuée en raison d'essais enzymatiques réalisés

ultérieurement sur les fractions.

B - ECLATEMENT DES OVOCYTES

Les ovocytes fralchement préparés (1 g environ) sont maintenus
i 4°C, température 3 laquelle sont réalisées toutes les opératioms suivantes.
Ils sont additionnés de 10 ml de solution de saccharose 0,25 M, transférés

dans un homogénéiseur de Dounce ol ils sont soumis i un éclatement complet.

C ~ PREPARATION DES FRACTIONS

L'homogénat est amené 3 une concentration finale en saccharose

de 1,89 M par addition de 4 volumes de saccharose 2,30 M. 15 ml sont déposés
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au fond de tubes 3 centrifugation de 60 ml et recouverts successivement de
25 ml de saccharose 1,80 M et 10 ml de saccharose 1,15 M.

Aprés centrifugation en rotor SW 25-2 d'une ultracentrifugeuse

Beckman Lg~65 4 18 000 rpm pendant 90 minutes (39 000 g R le matériel

av) s
ovocytaire se répartit en trois fractions :

. l'interphase des solutions de saccharose 1,15/1,80 M,

. 1'interphase des solutions de saccharose 1,80/1,89 M,

. le culot,
plus une fraction surnageante, de nature lipidique, qui est éliminée (voir

figure 13 p. 43).

D - PURIFICATION DES FRACTIONS

Le matériel visible aux interphases est délicatement prélevé
d la seringue au niveau 1,15/1,80 M puis 1,80/1,89 M.
Le reste du contenu des tubes est décanté, ce qui permet la

récupération des culots.

1 —‘Fraction de l'interphase 1,15/1,80 M

‘ 7 ml de cette fraction dont la molarité moyenne en saccha-
rose est de 1,50 M, sont déposés au fond de tubes 3 centrifugation de 34 ml.
Trois couches de solutions de saccharose (1,25 M ; 1,15 M ; 0,90 M), de méme
volume, sont alors déposées,

Aprés 120 minutes de centrifugation 3 18 000 rpm en rotor
SW 25-1 (33 000 g Ray), on obtient quatre sous-fractioms : My, My, M3 et M.

(voir figure 13 p. 43).

2 - Fraction de 1l'interphase 1,80/1,89 M

Cette fraction homogéne dés la séparation initiale des cons-
tituants cellulaires, est concentrée par centrifugation (voir Examen des

fractions).

3 = Fraction du culot

Le culot de la premiére centrifugation est repris par du
saccharose 0,90 M et homogénéisé i nouveau.

7 ml de cette suspension sont déposés sur un gradient dis-—
continu composé de 5 ml de 2,30 M, 10 ml de 1,80 M et de 5 ml de 1,15 M en
saccharose. t o

La fraction purifiée sédimente au cours d'ﬁne centrifuga- 7

tion de 150 minutes & 25 000 rmp (63 500 g R,y) dans le rotor SW 25-I.
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Figure 13 - Schéma de fractionnement de quelques constituants cytoplasmiques
des ovocytes de P. cultrifera.

E - EXAMEN DES FRACTIONS

Toutes les fractions 3 examiner qui ne sont pas obtenues direc—
tement sous forme de culots lors des opérations de préparation ou de purifica—
tion, sont ajust&es 3 une concentration en saccharose de 1 M et sé&dimentées
a 25 500 rpm (80 000 g R,y) pendant 45 minutes dans le rotor SW 40.

Les culots sont alors fixé&s pour la microscopie électronique,
par la glutaraldéhyde 3 3 p. 100 (dans un tampon phosphate 0,2 M pH 7,2) puis

par 1'Osmium.

III - RESULTATS
La bonne connaissance de la morphologie Zn situ des ovocytes (14,
41, 42) a permis de retenir comme seul critére de mise au point du fraction—
nement, l'examen en microscopie des fractions, réalisé par A. DHAINAUT.
» Les conditions d'utilisation des enzymes marqueurs ne sont, en effet,

pas définies pour ce matériel.
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A - ISOLEMENT DE L'APPAREIL DE GOLGI ET DES
MEMBRANES INTRAOVOCYTAIRES

L'ensemble des membranes internes de l'ovocyte (dictyosomes,

réticulum, vésicules...) migre 3 l'interphase des solutions de saccharose

1,15/1,80 M lors de la centrifugation initiale.

C'est une fraction hétérogéne, contaminée par des mitochondries,
quelques alvéoles corticaux et parfois des lobules de vitellus (voir Planche
III-1, p. 45). La purification de l'ensemble conduit aux 4 sous—fractions :
My, My, M3 et M, (voir Maté@riel et méthodes et figure 13).

- La sous-fraction M;, trés pauvre en &léments, n'a pas &té analysée.

- La sous~fraction My, située 3 l'interphase 1,15/1,25 M est riche en dictyo-
somes et en membranes. Pratiquement dépourvue de substances muqueuses, elle
est contaminée par de rares mitochondries et par de petites inclusions (0,5
ad | um) de densité moyenne aux électrons.

. Les dictyosomes (Planche III-2 et 3, p. 45) ne subissent pas de fragmenta-

tion et comservent leur taille d'origine qui est considérable, le plus
souvent de 10 um pour les ovocytes dont le diamétre dépasse 140 p. Leur
structure est comparable 3 celle des dictyosomes in situ, c'est-d-dire
qu'ils sont constitude par l'empilement de 5 3 6 saccules dont les modi-
fications sont trés réduites.

. Les membranes sont agencées en formations circulaires dont le diamétre va-~

rie entre 0,3 et 0,9 uym. Ces &léments sont vides.

- La sous-fraction M3, i 1l'interphase 1,25/1,50 M, est trés homogéne. Totale-
ment dépourvue de dictyosomes mais légérement contaminée par quelques alvéo—-
les corticaux, elle renferme deux catégories d'organites (Planche III-5),
distribués de fagon uniforme :

. des mitochondries dont la matrice est dense et les cré@tes dilatées. Ces

modifications traduisent 1l'influence de l'environnement hypertonique des
différentes solutions de saccharose ;

. des membranes en formation circulaire, vides de tout contenu.

- La sous-fraction M, est plus hétérogéne. En plus de quelques enveloppes ovo-
cytaires, elle renferme les parois membranaires des alvéoles corticaux ayant
éclaté lors de l'homogénéisation. Le culot présente, dans certains cas, du

matériel alvéolaire incomplétement expulsé.

B - ISOLEMENT DES ALVEOLES CORTICAUX

Les alvéoles corticaux ont, Zm 8itu, une structure trés caracté-

tistique. Morphologiquement, ils apparaissent entouré&s par une membrane limi~

tant un contenu muqueux de texture fibrillaire.



PLANCHE 1II

! ~ Centrifugation initiale. Organites de 1'interphase 1,15/1,80 M. La
fraction est déji tré&s enrichie en dictyosomes (G) mais divers conta-

minants, notamment du mucus (mc) persistent encore. x 15 000.

2 et 3 - Dictyosomes de la sous—fraction M, 3 1l'interphase 1,15/1,25 M.
x 32 000.

4 - Couche formée par le contenu des alvéoles corticaux. La nature fi-

brillaire du matériel muqueux reste inchangée. x 14 000.

5 ~ Composition de la sous—fraction membranaire M; i l'interphase 1,25/
1,50 M. La paroi des vésicules est dépourvue de ribosomes, ceux-ci
dtant libres dans l'ooplasme. Quelques mitochondries & matrice trés
dense (m) et de rares fragments de lobules vitellins (v) sont pré-

sents. x 9 500.

6 - Enveloppes ovocytaires. Les structures apparaissent bien conservées,
notamment lorsqu'elles sont examinées en section tangentielle (fl&-

che). x 11 000.
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Aprés la centrifugation initiale, les substances muqueuses se
concentrent dans la zone de saccharose 1,89 M. Elles conservent leur nature
fibrillaire mais ont perdu leur individualité d'alvéoles (Planche III-4).

Les membranes limitantes migrent 3 d'autres niveaux : soit dans

la sous-fraction M_, soit avec les enveloppes ovocytaires.

C - ISOLEMENT DES ENVELOPPES OVOCYTAIRES

Les enveloppes ovocytaires sont d'une remarquable solidité et
résistent parfaitement aux opérations d'homogénéisation.

Matériel trds dense, ces enveloppes constituent systématiquement
le culot de toutes les centrifugations, méme lorsque la couche de saccharose
est de 2,30 M, ce qui reste surprenant.

Leur structure (Planche III-6) est peu modifiée par rapport aux
enveloppes in situ. Sous le chorion bien conservé et d'épaisseur constante,
la membrane plasmique est, par endroits, fragmentée. Les microvillosités per-—
sistent partout et conservent leur disposition en quinconce (voir détail en

coupe tangentielle de la Planche III-6).

IV - CONCLUSION

La technique de fractionnmement que nous venons de décrire aboutit i
la purification de fractions membranaires des ovocytes de P. cultrifera.

Elle ne permet pas d'obtenir d'autres fractioms cellulaires. Les
noyaux ou vésicules germinatives, qui sont de grande taille (30 & 40 um), ne
peuvent pas, en particulier, résister aux opérations d'homogénéisation des
cellules.

L'obtention des fractions membranaires oriente la recherche dans
deux directions.

La premiére consiste 3 vérifier 1l'hypothése du contrdle, par 1l'hor-
mone cérébrale, de l'activité des glycosyltransférases du réticulum ou de 1l'ap-
pareil de Golgi [DHAINAUT et PORCHET (41), PORCHET et SPIK (43)].

La seconde envisage, 3 plus long terme, la localisation et l'isole-
ment des récepteurs membranaires de 1'hormone.

Dans les deux cas, la tache s'annonce ardue mais elle s'avére indis-—
pensable pour comprendre le mécanisme de l'action de 1'hormone au niveau sub-

cellulaire.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les travaux personnels que nous venons de présenter sur 1'ovogenése

de P. cultrifera, se divisent en trois parties :

. Les dosages chimiques nous permettent d'@tablir une premiére rela-
tion entre le taux de l'hormone cérébrale et 1'évolution des constituants cel-
lulaires des ovocytes.

- A un niveau é&levé de l'activité endocrine cérébrale correspond
une synthése importante de lipides alors que protéines et glu-
cides sont abondants lorsque 1'horﬁone cesse d'8tre secrétée par
le cerveau, 3 l'approche de la maturité génitale.

- Des acides nucléiques, seul le RNA présente un taux significatif
qui est affecté lorsque des ovocytes en vitellogenése sont sous-

traits i 1l'influence de 1'hormone.

. L'étude du métabolisme des RNA "'stables" nous conduit i démontrer
que :

- leur synthd@se décroit réguliérement au cours du grand accroisse-
ment ovocytaire (80 i 220 u), sans s'annuler au moment de la ma-
turité.

- 1'absence du facteur hormonal se traduit, au cours de la vitello-
gendse, par une perturbation de la synthé&se des RNA "stables" no-

tamment celle des RNA ribosomaux.

. La préparation des fractions membranaires est une premiére applica-
tion du fractionnement cellulaire. Elle ouvre de nouvelles perspectives dans

1'8tude des mécanismes moldculaires de l'action de 1'hormone.

A cet ensemble déji réalisé, nous pouvons envisager des prolongements

dont les orientations principales sont les suivantes :

. Etudier le métabolisme des RNA "stables" des ovocytes de Nereis di-
versicolor dont 1'évolution du nucléole est plus marquée que chez Perinereis
cultrifera, aussi bien en ovogenése naturelle‘qu'eqlovogenése expérimentale.

. Mettre au ﬁoint le marquage dés RNA in vitro de fagon 3 explorer
le métabolisme des Hn RNA, en particulier.

. Isoler d'autres organites cellulaires : vésicules germinatives,
polysomes,.... de manidre 3 augmenter les moyens d'investigation du mode d'ac-

tion de 1l'hormone cérébrale au niveau subcellulaire.
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