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INTRODUCTION GENERALE

La maturation des ovocytes d'Amphibiens s'accompagne de
nombreuses modifications morphologiques et biochimiques.

Les modifications morphologiques concernent la membrane ovo-
cytaire, le cytoplasme et le noyau ou vésicule germinative. Les événements
qui intéressent la vésicule germinative ont souvent servi de point de repére
pour établir la chronologie de la maturation.

La cytologie ultrastructurale des ovocytes d'Amphibiens Anoures
a fait l'objet de nombreuses recherches (KEMP, 1956 a ; WARTENBERG et SCHMIDT,
1961 ; BALINSKY et DEVIS, 1963 ; BALINSKY, 1966 ; WISCHNITZER, 1966 ;

VAN GANSEN, 1966 ; BRACHET et coll. 1970} et leur évolution pendant la
maturation est & présent bien connue.

‘En‘revanche peu de travaux existent sur la maturation des ovocytes
d'Urodéles (HOPE et coll., 1963 ; BRACHET, 1974 ; BARSACCHI-PILONE et HUMPHRIES,
1975). La mise au point effective im vitro des conditions de maturation chez
un urodéle : Pleurodeles waltlii n'est connueque depuis peu (VILAIN, 1975).
Mais aucune description morphologique et cytochimique précise des ovocytes de
Pleurodéle depuis le déclenchement de la méiose jusqu'a la métaphase II
n'a été entreprise jusqu'ad ce Jjour.

L'étude présente a été effectuée afin de mieux connaltre les
modifications morphologiques précoces qui peuvent intervenir bien avant la
migration de la vésicule germinative vexrs la surface du pdle animal et qui
intéressent & la fois les relations ovocyte -cellules folliculaires, la mem-
brane ovocytaire, éventuellement les organites intracellulaires des ovocytes
de Pleurodéle et d'Axolotl (Admbystoma mexicanum))soumis & l'action de la
progestérone. Une observation suécinte des o&écytes d'un Anoure Xenopus
laevis a été menée i titre de comparaison.

Les remaniements morphologiques ont €té suivis en microscopie
photonique et électronique, et nous avons tenté une étude en cryofracture

qui reste trés préliminaire.




Au cours de nos obsérvations, nous avons remarqué que les
granules de glycogéne présents aussi bien-dans la région périnucléaire que
dans le reste du cytoplasme subissent une évolution particuliére au cours
de la méiose. Les recherches sur ce sujet sont restées jusqu'd présent
fragmentaires. HAY (1966), VAN GANSEN et SCHRAM (1969), ont confondu les
ribosomes associés en polyribosomes avec les granules de glycogéne diverse-
ment associés. Les travaux de BRACHET et coll. (1970) ont montré la présence
de granules B de glycogéne et des ribosomes & la partie basale de la vési-
cule germinative. Aucun de ces auteurs ne s'est intéressé de prés a l'évo-
lution de ces granules de glycogéne au cours de la maturation, leur présen-
ce n'a été que simplement mentionnée.

Par contre, plusieurs publications relatent l'évolution des
lamelles annelées, leur origine et leur destinée & la fin de la maturation
(KESSEL, 1963 a ; KESSEL, 1968 ; KESSEL et SUBTELNY, 1981 ; IMOH, 1982).

Ces données les plus récentes sur les lamelles annelées, concernent les
ovocytes d'Amphibiens, en particulier les Anoures, au cours et au terme

de leur croissance et aprés ia rupture de la vésicule germinative. IMCH (1982),
a véalisé une étude sur 1l'évolution des lamelles annelées au cours de la
maturation des ovocytes d'un Urodéle Cynops pyrrhogaster. Nous avons essayé
d'analyser l'évolution de ces cytomembranes pendant la période allant

du déclenchement de la méiose & la métaphase II dans les ovocytes de Pleuro-
déle incubés en présence de progestérone. Les résultats obtenus montrent

que c'est au cours de cette période qu'ont lieu les changements dans le

nombre et la morphologie des lamelles annelées.

La membrane ovocytaire subit, elle aussi, des modifications.

Le nombre et la taille des microvillosités ornant le plasmalemme décroissent
parallélement & la rupture de l'enveloppe nucléaire. Ceci a été décrit par
différents auteurs dans les ovocytes d'Amphibiens Anoures (KEMP et ISTOCK,
1967 ; MAGISTRINI, 1977 ; MARCHER, 1978) et Urodéles (HOPE et coll., 1963).




CHAPITRE I
DESCRIPTION GENERALE DES EVENEMENTS MORPHOLOGIQUES

LIES A LEVOLUTION MEIOTIQUE DES OVOCYTES.




I. - INDUCTION DE LA MATURATION

Au terme de leur croissance, les ovocytes des Amphibiens sont
bloqués en prophase de la premiére division de mélose. Sans interphase, ils
passent de la prophase I 4 la métaphase de la seconde division méiotique.
Le stimulus physiologique de cette maturation semble étre la sécrétion de
progestérone par les cellules folliculaires qui entourent 1l'ovocyte sous
l'influence d'un signal hypophysaire (MASUI, 1967 ; SMITH et coll., 1968).

De nombreux métabolites de la progestérone peuvent &galement
induire la maturation. Cependant, l'activité de ces agents est inférieure
a celle de l'hormone elle-méme (REYNHOUT et SMITH, 1973 ; FOUCHET et coll.,
1975 ; OZON et coll., 1975).

La progestérone permet donc la reprise de l'évolution mélotique
et ne se révéle efficace que si elle est appliquée & l'extérieur de l‘'ovo-
cyte, elle demeure sans effet aprés microinjection dans les ovocytes de
Rana pipiens (MASUI et MARKERT, 1971 ; SMITH et ECKER, 1969, 1971) ou de
Xenopus laevis (DRURY et SCHORDERET-SLATKINE, 1975 a ; JACOBELLI et coll.,
1974).

Le signal membranaire engendré par l'hormone est transmis au
noyau par l'intermédiaire d'une libération intracellulaire de calcium
et/ou d'un facteur intracytoplasmique le MPF (Maturation Promoting Factor)
qui induit la rupture de la vésicule germinative (MASUI et MARKERT, 1971 ;
REYNHOUT et SMITH, 1974 ; SCHORDERET-SLATKINE et DRURY, 1973 ; WASSERMAN
et MASUI, 1975 a). Ce méme facteur a &été également mis en évidence dans le
cas de la maturation des ovocytes des Echinodermes et en particulier ceux

d'Etoile de mer (KISHIMOTO et KANATANI, 1976).

La progestérone agit a la surface externe de la membrane
(ISHIKAWA et coll., 1977 ; GODEAU et coll., 1978a ; BAULIEU et coll.,1978)
des ovocytes de Xenopus laevis, mais les travaux de TSO et coll. (1982)
plaident en faveur d'une action hormonale possible au niveau des sites de

la surface interne de la membrane.

Aprés avoir soumis des fragments membranaires isolés d'ovocytes
de Rana pipiens & l'action de la progestérone, CLOUD et SCHUETZ (1977) affir-
ment que l'hémisphére animal est plus sensible & 1'hormone Que 1'hémisphére
végétatif.

Toutes ces études portent sur la maturation des Amphibiens
Anoures. En effet, il a été montré que la progestérone ne permet la reprise

de la méiose des ovocytes des Urodéles Pleurodeles waltlii (BRACHET, 1974)




et Notophtalmus viridescens (BARSACCHI-PILONE et HUMPHRIES, 1975) qu'aprés
un traitement des animaux par les gonadotropines. En fait, les ovocytes

de Pleurodeles waltlii, obtenus pendant la saison normale de ponte (octobre-—
mai), répondent directement & la progestérone alors que pendant la période
de repos sexuel les ovocytes restent bloqués en prophase I malgré 1l'apport
hormonal. (VILAIN, 1975).

La maturation est marquée par plusieurs événements morphologiques,
dont la migration de la vésicule germinative au pdle animal, la rupture de
l'enveloppe de la vésicule, la formation du fuseau de division et son
orientation perpendiculaire a la surface du cortex. Ces derhiers phénoménes
se traduisent par l'apparition au centre du pdle animal d'une tache blanche
que l'on utilise couramment pour identifier la réponse hormonale.

La migration et la rupture de la vésicule germinative sont des
processus tardifs de la maturation. Bien avant cette étape , de nombreux

remaniements morphologiques et biochimiques ont lieu.

IT. - ASPECTS CYTOLOGIQUES ET ULTRASTRUCTURAUX.

L'étude de la maturation des ovocytes des Amphibiens a été reprise
par plusieurs auteurs depuis que ce phénoméne peut &tre obtenu in vitro
(DETTLAFF, NIKITINA et STROEVA, 1964 ; DETTLAFF, 1966 ; BRACHET, 1965 a,

b, 1967 ; SMITH, ECKER et SUBTELNY, 1966). Ils ont utilisé différentes
techniques de mise en évidence spécifique et ont analysé l'ultrastructu-

re des mécanismes morphologiques qui se produisent & la suite des traitements
des ovocytes par la progestérone. Si depuis KEMP (1956 b), de nombreux auteurs
ont €tudié la cytologie ultrastructurale des ovocytes et des oceufs aux
premiers stades de leur développement chez les Amphibiens (WARTENBERG, 1962 ;
BALINSKY et DEVIS, 1963 ; BALINSKY, 1966 ; WISCHNITZER, 1966 ; VAN GANSEN

et SCHRAM, 1968, 1969), la présence et l'importance de la distribution du

glycogéne ne sont que simplement mentionnées.

A - Métabolisme du glycogéne.

BERGAMI, MANSOUR et SCARANO (1968) ont étudié le métabolisme.
des polysaccharides et en particulier le glycogéne sur des oeufs fécondés

et des oeufs non fécondés d'Etoile de mer. Ces auteurs se sont fondés sur




l'évaluation de l'activité d'une enzyme : la glycogéne phosphorylase

qui devient active aprés la fécondation et pendant la segmentation.

Sa localisation au niveau de la cellule a été recherchée et les résultats
semblent montrer que l'activation de la glycogéne phosphorylase est due

& sa libération & partir des structures subcellulaires qui l'englobent
dans les oceufs non fécondés. Chez différents groupes d'animaux, la syn-
thése du glycogéne commence principalement, au cours des derniers stades
de l'ovogenése (ANDO, 1960 ; BERGAMI et coll., 1968 ; HUEBNER et coll.,
1975 ; YUROWITZKY et MILMAN, 1972 ; BRACHET et coll., 1970), et s'arréte
au moment de la maturation de l'ovocyte, une consommation importante s'ef-
fectue aussi bien & l'ovulation qu'a la fécondation (EYAL-GILADI et coll.,

1979 ; YUROWITZKY et MILMAN, 1972).

Si le glycogéne semble étre la source d'énergie primaire
durant le développement embryonnaire précoce (GUSSEK et HEDRICK, 1972),
peu de travaux rendent compte de son métabolisme au cours de l'ovogenése
et de la maturation des ovocytes d'Amphibiens . VAN GANSEN et SCHRAM
(1969) , ont observé la présence d'une grande quantité de glycogéne dans
-l'espace extracellulaire, entre les blastoméres, dans les gastrules
de Xenopus laevis.

Cependant, certains auteurs ont pensé qu'il était possible de
confondre les ribosomes ou polyribosomes, avec les granules de glycogéne
(HAY, 1966 ; PERRY, 1967 ; VAN GANSEN, 1967 ; BRACHET et coll., 1870). Il
était dés lors indispensable d'employer des techniques de mise en évidence
spécifique du glycogéne. Les nombreuses études, biochimiques, histochimiques
et ultrastructurales sur le métabolisme du glycogéne dans les tissus embryon-
naires (BENZO et coll., 1975 ; SASSE, 1975 ; EYAL~GILADI et coll., 1979) et
adultes (CORVAJA et coll., 1971 ; TAKEUCHI et coll. 1975 ; DAVIDOWITZ et
coll., 1975), montrent une relation &troite entre le métabolisme du glyco-

géne et l'évolution de diverses structures membranaires.

B - Les relations ovocyte-cellules folliculaires.

Les relations étroites entre l'ovocyte et les cellules follicu-
laires qui l'entourent ont fait l'objet d'études chez Rana esculenta
(WARTENBERG et GUSEK, 1960) Rana pipiens (KEMP 1956 a ; KEMP, 1961)

Xenopus laevis, Rana temporarta, Triturus alpestris, Ambystoma mexicanum



(WARTENBERG, 1962) et Triturus viridescens (HOPE et coll., 1963). Dés les
stades précoces de l'ovogenése, l'ovocyte dont la surface est lisse, est
directement en contact avec la membrane plasmique des cellules folliculaires ;
celles-ci se détachent de l'ovocyte lorsque sa membrane plasmique développe
des microvillosités qui se projettent dans l'enveloppe vitelline nouvellement
créée entre les deux systémes cellulaires. les prolongements cellulaires des
cellules folliculaires viennent au contact de la membrane plasmique de
l'ovocyte, mais lors de la reprise de la méiose les microvillosités régres-
sent et les cellules folliculaires se détachent.

Par analogie avec d'autres structures cellulaires telles que
les cellules de l'épithélium intestinal (PALAY et KARLIN, 1959), la plupart
des auteurs ont supposé que la fonction des microvillosités et des macro-
villosités était d'absorber les matiéres nutritives élaborées ou transportées
par les cellules folliculaires. KEMP (1956 a) et WARTENBERG (1962) décrivent
dans ce sens de nombreuses vésicules de pinocytose au niveau de la membrane
plasmique ovocytaire.

D'autres études (KEMP et ISTOCK, 1967 ; MAGISTRINI, 1977 ;
MARCHER, 1978) ont montré également que le nombre et la taille des micro-
villosités tapissant le plasmalemme décroissent parallélement & la rupture

de l'enveloppe nucléaire.

C - Lamelles annelées et vésicules.

Les organites cytoplasmiques des oceufs 4d'Amphibiens ont fait
l'objet de plusieurs études, d'un point de vue cytochimique et cytologique
(VAN GANSEN, 1966 ; VAN GANSEN et SCHRAM, 1969 ; BRACHET et coll., 1970 ;
BRACHET, 1974). Contrairement au glycogéne, les lamelles annelées ont été
bien étudiées.

Les lamelles annelées qui sont des structures cytoplasmiques
contenant plusieurs couches de membranes empilées les unes sur les autres,
ont été décrites pour la premiére fois par Mc CULLOCH (1952) dans les
oeufs d'Arbagcia . Elles ont été observées d'une fagon dominante dans les
ovocytes et les spermatocytes de tous les phylums du régne animal (KESSEL,
1968) . En plus, elles ont été décrites dans les tumeurs et les cellules

cancéreuses (KESSEL, 1968).




Se basant sur l'analogie morphologique certains auteurs ont
supposé que les lamelles annelées pourraient dériver de l'enveloppe
nucléaire (AFZELIUS, 1955 ; SWIFT, 1956 ; MERRIAM, 1959 ; OKADA et
WADDINGTON, 1959 ; BARER et coll., 1960 ; REBHUN, 1961). KESSEL (1963 a,
b) a montré que les lamelles annelées proviennent du bourgeonnement de la
membrane externe de l'enveloppe nucléaire. Leur r8le n'est pas encore
clarifié. Il a été suggéré cependant, qu'elles auraient une fonction dans
le transfert de la spécificité génétique du noyau vers le cytoplasme
(SWIFT, 1956), comme le supportent les observations montrant leur origine
nucléaire probable (KESSEL, 1968 ; KESSEL et BEAMS, 1969 ; BAL et coll.,
1968 ; GULYAS, 1971).

En dépit de ces travaux, la distribution des lamelles annelées
dans les ovocytes d'Amphibiens au cours de l'ovogénése et la maturation
n'a été que trés peu analysée. En accord avec BALINSKY et DEVIS (1963)
dans les ovocytes de X. laevis elles deviennent visibles dés les premiers

=

stades vitellogéniques , continuent a &tre présentes pendant toutes les
phases de croissance, et disparaissent & la fin de la maturation par trans-
formation en masses vésiculeuses.

La distribution de ces lamelles a été rapportée par KESSEL (1968) !
dans les ovoéytes de Rana pipiens. Elles sont abondantes dans la région i
polaire de l'hémisphére animal mais rares dans la région polaire yégétative; |
celles qui sont observées dans le cortex sont plus petites que celles obser-
vées plus & l'intérieur. Ce qui suggére le déplacement des lamelles vers
le cortex et leur fragmentation en séquences plus petites. Dans les ovocytes
de Rana pipiens intervient par la suite la vésiculisation des lamelles anne-
lées (KESSEL et SUBTELNY, 1981).

Dans les ovocytes en fin de croissance d'un Urodeéle Cynops
pyrrhogaster (IMOH, 1982), les lamelles annelées se situent au contact de
masses denses aux électrons et de l'enveloppe nucléaire. Les empilements de
lamelles augmentent en nombre aprés 6 heures de traitement & la progestérone
dans les ovocytes de Cynops (IMOH, 1982). Aprés cette période (6 heures),
elles commencent & disparaitre ; quelques temps aprés la rupture de l'enve-
loppe nucléaire elles disparaissent complétement. Aucun changement immédiat

de la structure fine de la zone corticale ne se produit & la suite de la

disparition de ces lamelles.




CHAPITRE II

MATERIELS ET METHODES




Les femelles de Pleurodéle , d'Axolotl et de Xenope, sont anesthé-
siées au MS222 &4 1 g/l puis rincées a4 l'eau courante. L'opération consiste
en une incision de la peau et des muscles sous-jacents, sous la forme d‘'une
boutonniére en position ventro-latérale et postérieure de la cavité
abdominale.

Les ovocytes sont prélevés dans l'ovaire et placés en incubation
dans le milieu OR; de WALLACE (WALLACE et coll., 1973) dont la composition

est la suivante :

- NaCl ......... 82,5 mM/1
- KCl cececaean 2,5 mM/1
-cacly L. 1 mM/1
TMgCla L. 1 mM/l
=~ Nap HFOy ceeas 1 mM/1

Le pH est ajusté & la valeur de 7,4 & l'aide du tampon Hépes/NaOH
dans les proportions :

- Hepes ........ 3 mM/ 1

- NaOH cececaes 1,8 mM/1

La pression osmotique de ce milieu est de 163 mos.

Seuls les ovocytes intraovariens, choisis au terme de leur accrois-
sement, sont isolés et équilibrés dans ce milieu & la température de 13-14° C
pendant 12 heures environ.

Ils sont ensuite mis en suspension dans le milieu OR,; normal & la
température ambiante par lots de 40 dans des boites de Pétri. Ils ne subissent
aucun traitement préalable ayant pour effet de les séparer de leur enveloppe

folliculaire.
s .
Ils regoivent en continu de la progesterone & la concentration

finale de 1 mg/ml, préalablement diluée dans 1'éthanol.

Les observations & la loupe binoculaire ont permis de suivre
1'évolution morphologique et d'évaluer ainsi le pourcentage de maturation
dans chaque cas.

Différentes méthodes d'observation en microscopie photonique

et électronique ont été utilisées.




I. - ETUDE CYTOLOGIQUE

A - Microscopie photonique.

Des ovocytes traités & la progestérone ainsi que des ovocytes
témoins sont fixés dans le liquide de Bensley ou de Bouin~hollande toutes
les heures pendant une période de 12 & 24 heures. Les piéces sont ensuite
incluses dans le paraplast aprés passage dans une solution de celloidine
diluée &4 1 % dans le Benzoate de méthyle.

Les ovocytes sont débités en coupes sériées de 7 um. Généralement,
la grande richesse en vitellus des ovocytes d'Amphibiens, entraine de sérieu-
ses difficultés pour la confection des coupes. Pour résoudre ce probléme,
nous avons utilisé la technique dite de "Trempage" d'aprés MARTOJA (1967).
Les blocs entamés sont traités par le mélange :

- Alcool éthylique a 60° ..... 9 volumes

- Glycérine teesssssssacaces 1 volume

Lorsque le vitellus éclate, le bloc de paraplast est plongé dans
ce mélange pendant une durée de trempage de 12 & 24 heures. Il est débité
4 nouveau en coupes sériées ; ce procédé, bien que long, a donné des résultats
satisfaisants.

Les coupes ainsi obtenues sont colorées par le rouge nucléaire

associé au picro-indigo-carmin.

B - Microscopie électronique.

1 - Techniques classiques.

Les ovocytes sont fixés avec la glutaraldéhyde a 2,5 % dans le
tampon phosphate pH = 7,4 pendant 24 heures. Avant le passage dans la solu-
tion de lavage, les deux hémisphéres animal et végétatif sont séparés. Les
ovocytes subissent une post-~fixation au tétroxyde d'osmium 4 1 % dans le
tampon phosphate pendant une durée de 3 heures. L'exposition des piéces a

acétate d'uranyle 1 % dans l'alcool 70° est effectuée en cours de déshydra-
tation. Les piéces sont incluses dans l'épon. Les coupes sont effectudes &

l'ultramicrotome Reichert OMU; puis ramassées sur des grilles & membrane

(parlodion en solution 0,4 % dans l'acétate d'isocamyle), elles sont contrastées




par le citrate de plomb selon la technique de REYNOLDS (1963), précédée
d'un passage dans l'acétate d'uranyle en solution alcoolique. Les grilles

ainsi obtenues sont examinées au microscope électronique JEOL JEM 120.

2 - cryofracture

= =

, Les matériels destinés & cette &tude ont été fixés 4 la glutaral-
déhyde & 2,5 % en tampon cacodylate O,1 M pH 7,4, rincés dans le tampon
puis imprégnés par le glycérol & 30 %.

Congelés dans l'azote fondant (préparé par dépressurisation,
d'azote liquide) aprés installation sur des supports en or, les échantillons
sont fracturés sous vide (10 © Torr) & — 150° C dans un appareil de Cryo-
fracture BALZERS BAF 380.

Les surfaces de fractures sont recouvertes par un ombrage d'environ
2 nm de platine-carbone dirigé sous un angle de 30°. Les répliques sont con-
solidées par une couche de carbone de 20 nm, puis ramenées & la température
ambiante, nettoyées dans l'hypochlorite de sodium, lavées 4 l'eau distillée
et monté€es sur grilles en cuivre.

Termigglogie.

Lors de la fracture, la membrane est clivée au niveau de la zone
interne hydrophobe, séparant ainsi deux faces : l'une adjacente au cytoplas-
me et qui est appelée face P et sa complémentaire ou face E, d'aprés la

nomenclature de BRANTON et coll. (1975).

II. - ETUDE CYTOCHIMIQUE

Notre intéré&t pour les polysaccharides et en particulier le glyco-
géne, nous a conduit & utiliser diverses techniques spécifiques de mise en

évidence du glycogéne, en microscopie photonique et électronique.

A - Microscopie photonique.

Les piéces sont fixées dans le Bensley :

. Alcool absolu saturé d'acide picrique ceees 9 volumes

. Formol neutralisé Cececesrceneeean cesseeess 1 volume
pendant 24 heures & la température de 4° C. Cette méthode permet une bonne

fixation des particules de glycogéne.



1 - Réaction & l'acide périodique-Schiff (P.A.S.) (MAC MANUS, 1946).

gz&gsigg : Aprés passage dans l'acide périodique les polysaccha-
rides, sont oxydés et donnent naissance & des aldéhydes qui sbnt colorés
par le réactif de Schiff.

Les coupes histologiques déparaffinées sont placées dans une
solution d'acide périodique & 0,5 % dans l'eau distillée pendant 10 minutes.
Les piéces subissent ensuite un traitement au réactif de Schiff pendant
15 minutes, elles sont différenciées dans trois bains d'eau sulfureuse
puis dans l'eau courante.

Les noyaux sont colorés par l'hématoxyline de Groat, une colora-~
tion de fond est effectuée au picro-indigo-carmin.

Les résultats de la réaction précédente sont contrélés par une
digestion enzymatique & l'amylase. Dans ce cas, les coupes subissent un
traitement & l'amylase pendant 1 heure a 37 ° C. Aprés lavage et oxydation
périodique, elles sont traitées par le réactif de Schiff.

Cette opération a pour but 1l'élimination du glycogéne.

Il y a lieu de rappeler, que la réactivité au P.A.S. disparait
lorsqu'un blocage des fonctions "aldéhydes" est intercalé, entre l'oxyda-
tion périodique et l'action du réactif de Schiff ; ¢e blocage est obtenu

par le dimédon (diméthylcyclohexanedione).

2 - Réaction & l'acide périodique-dimédon-Schiff (P.A.S. dimédon)

La technique (P.A.S. dimédon) est réalisée selon les indications
de LISON (1960) et de GABE (1968). Le dimédon bloque plus difficilement les
aldéhydes produits par l'oxydation périodique du glycogéne que ceux issus
des autres polysaccharides. Son emploi permet donc de mettre en évidence le
glycogéne seul.

Le traitement des coupes se fait de la fagon suivante :

Entre l'oxydation périodique et le passage dans le réactif de
Schiff, les coupes sont traitées par le dimédon dilué & 5 % dans l'alcool

absolu pendant une durée de 5 heures.




3 - Technique de coloration au carmin de Best (GABE 1968)

Les coupes sont colorées par l'hématoxyline de Groat, et ensuite
par le carmin de Best qui est un mélange de solution mére de carmin et de
liquide de dilution dont la composition est la suivante :

- Solution mére de carmin .....ccceccenocs 1 volume

- Liquide de dilution (50 % alcool

méthylique, 50 % ammoniaque) ceseaens 2 volumes
Sans aucun lavage les coupes sont différenciées directement

par le différenciateur :

- Alcool méthylique s easesesenserseonan 4 volumes
- Alcool ethylique absolu cesescsecaanane 8 volumes
- Eau distillée Ceescesseecsacncaanenenans 10 volumes

jusqu'a cessation de toute extraction du colorant ; on opére ensuite une

déshydratation par l'alcool absolu.

B - Microscopie électronique.

La recherche du glycogéne est effectuée aprés coloration des
coupes ultrafines & la thiocarbohydrazide-protéinate d'argent (T.C.H.)
selon la technigque de SELIGMAN modifiée par THIERRY (1967).

Principe de la méthode : Les fonctions aldéhydes révélées par

la T.C.H. (en. fonction du temps de traitement) sont mises en évidence par
le protéinate d'argent.

Aprés oxydation préalable par l'acide périodique & 1 % pendant
20 minutes, les coupes subissent un flottage sur la thiocarbohydrazide
(P.C.H.) 0,2 % & différents temps :

- 40 minutes : mise en évidence du glycogéne et des polysaccha-~
rides simples.

- 24 heures

- 48 heures autres polysaccharides

- 72 heures

Aprés un ringage soigneux a l'acide acétique et & l'eau distillée,
les piéces sont traitées par le protéinate d'argent & 1 % dilué dans l'eau

distillée, pendant une demi-heure & l'obscurité.




CHAPITRE III

RESULTATS




I. - CONDITIONS DE MATURATION EN PRESENCE DE PROGESTERONE

A la fin de sa phase d'accroissement, l'ovocyte d'Amphibien
se présente comme une grosse cellule sphérique dont le diamétre varie
suivant les espéces (Xenope ©~ 1,2 mm ; Pleurodéle ~ 1,5 mm et 1'Axolotl
~ 1,9 mm) ; une polarité apparente se traduit par .sa pigmentation, l'hémis-
phére supérieur est plus fortement pigmenté que le pdle inférieur ou hémis-
phére végétatif.

A - Anoure (Xenope).

Les travaux de BRACHET et coll. (1970) décrivent l'évolution
morphologique des ovocytes de Xenopus laevis au cours de la maturation.
Ils montrent clairement que le contenu de la vésicule germinative se déver-
se dans le cytoplasme dés la reprise de la méiose et au cours de toute
la péricde de migration vers la surface du p&le animal.

Nos propres observations sur les ovocytes de Xenope traités
a la progestérone nous opt précisé que la formation de la tache de matura-
tion ou tache de ROUX, qui représente le stade final du processus de matu-
ration, ainsi qu'un changement de pigmentation au pdle animal sont les
seuls remaniements visibles lors de la maturation de ces ovocytes.

Dans les trois expériences réalisées sur les ovocytes de Xenope,
l'apparition des taches de maturation qui résultent. de la rupture
des vésicules germinatives, a lieu entre 5 et 6 heures d'incubation hormo-
nale (courbe 1). Le pourcentage de maturation obtenu avec les ovocytes normaux
incubés en présence de progestérone ne dépasse pas 60 % (Tableau I).

Ce taux de maturation est nettement inférieur & celui obtenu
dans le cas des ovocytes défolliculés traités 4 la progestérone (Tableau I)

Ce dernier résultat explique le pourcentage de maturation élevé obtenu par




Courbe 1 : Pourcentage de maturation des ovocytes de Pleurodéle et de Xenope

en fonetion du temps d'incubation dans la progestérone 1 mg/ml.
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certains auteurs (SCHORDERET-SLATKINE et DRURY,

1973)

aprés traitement

des ovocytes par la collagénase qui a pour effet d'enlever les cellules

folliculaires.

Tableau I : Femelles de Xenope.
Différence de pourcentage de maturation entre les ovocytes
normaux et les ovocytes défolliculés, incubés en présence

de progestérone.

Progestérone Progestérone
9 - (ovocytes défolliculés)
Femelles
ovocytes ovocytes ourcentage
traités maturés P g
20.10.82 40 18 45 % 25 16 64 %
24.11.82 40 20 50 % 40 27 67,5 %
23.02.83 100 64 64 % - - -
Pourcentage 56 % 66 %
moyen

B - Urodéles (Pleurodéle, Axolotl)

1 - Pleurodéle.

La figure A (Pl.I) représente un ovocyte de Pleurodéle en fin de

croissance, dont le diamétre est légérement inférieur & 1,5 mm.

Les lots d'ovocytes testés, dans un milieu ORp; normal en présence

de progestérone,:proviennent de neuf femelles de Pleurodéle (Tableau II).

Pendant les premiéres heures d'incubation, aucun changement mor-

phologique apparent ne se produit. Mais aprés 5 & 6 heures, les vésicules

germinatives intactes migrent au pdle animal ol elles affleurent sous la

membrane plasmique, elles forment des taches circulaires et translucides,

phénoméne que nous n'observons pas chez le Xenope. Ce stade vésicule germi-

native (VG) est représenté Planche I, figure B.




Planche I : Morphologie externe des ovocytes de Pleurodéle pendant la

maturation.

Figure A : Ovocytes témoins, pa : pdle animal, pv : pdle végétatif.
(X 14).

Figure B : Migration de la vésicule germinative au pdle animal apreés

traittement des ovocytes d la progestérone. Ovocytes au stade VG,
vg : vésicule germinative.

Figure C : Ovocytes aprés la rupture de L'enveloppe nucléaire. Apparition

de la tache de maturation (tm), qui correspond au stade GVBD
(Germinal vesicle breakdown).

Les figures A, B et C sont d la méme échelle.







La tache devient de plus en plus réduite (au bout de 9 & 12

heures) puis disparait pour faire place & une zone claire au centre de

laquelle on observe un premier point sombre (Pl.I, Fig. C), l'ensemble corres-
pond & ce qui est communément appelé la tache de maturation. Ce processus

rend compte de la rupture de la vésicule germinative (stade GVBD : Germinal

vesicle break down) qui se termine par la métaphase II avec l'émission du
premier globule polaire. Dans le méme temps les cellules folliculaires se
détachent de l'ovocyte, la pigmentation se modifie, elle devient plus foncée

et plus granuleuse, dans l'hémisphére animal.

Tableau 1I: Ovocytes de Pleurodéle, provenant de neuf femelles différentes.
Pourcentage de maturation en présence de progestérone.

Progestérone
Femelles
Ovocytes traités| Ovocytes maturés Pourcentage
15.01.81 40 40 100 %
22.01.81 40 40 100 %
09.02.81 22 18 81 %
24.02.82 40 40 100 %
02.03.82 30 22 73 %
08.03.82 36 35 97 %
17.03.82 37 37 100 %
22.04.82 40 36 90 %
22.09.82 40 39 97 %
!
‘ Pourcentage moyen 95 %




Par ailleurs, nous avons réussi chez le Pleurocdéle i extraire
manuellement l'enveloppe de cellules folliculaires de 24 ovocytes et
nous avons obtenu 9 maturations sans apport hormonal, soit un taux de
maturation de 33 % (Tableau III). Ce dernier résultat va dans le sens des
travaux de VILAIN et coll. (1980) qui ont réalisé avec succés la reprise
de la mélose des ovocytes de Xenope, Pleurodéle et Axolotl, par simple

défolliculation manuelle et sans addition de progestérone.

Tableau III : Femelle de Pleurodéle référencée 15 01 81.
Pourcentage de maturation dans le cas d'ovocytes normaux traités
& la progestérone et d'ovocytes défolliculés sans apport hor-—

monal.
Femelle Progestérone Ovocytes défolliculés
référencée
15.01.81 Ovocytes |[Ovocytes Ovocytes Ovocytes
traités |maturés |FOUFCeRTATR|4iro1liculés|matures | oUrcentage
40 40 100 % 24 9 33 %

2 - Axolotl.

La succession des événements qui ont lieu au cours de la maturation
est la méme que celle observée dans les ovocytes de Pleurodéle. La vésicule
germinative intacte affleure sous la membrane plasmique au péle animal
(stade VG) aprés sa migration au bout de 4 & 5 heures d'incubation hormonale.

La rupture de la vésicule germinative intervient (stade GVBED)
entre 6 et 7 heures d'incubation en présence de progestérone. Le pourcentage
de maturation obtenu dans le cas des ovocytes d'Axolotl est voisin de 100 %

(Tableau IV).




Tableau IV : Femelles d'Axolotl.
Pourcentage de maturation en présence de progestérone.

Progestérone
Femelles
Ovocytes traités Ovocytes maturés Pourcentage
06.05.82 40 40 100 %
24.05.82 40 38 95 %
Pourcentage moyen 97,5 %

II. - OBSERVATIONS CYTOLOGIQUES ET CYTOCHIMIQUES DE LA MATURATION.

A - Aspects cytologiques.

1 - Anoure. : Xenope.

L'examen des coupes histologiques effectuées sur les ovocytes
de Xenope incubés en présence de progestérone permet de remarquer la la-
tence du processus de migration de la vésicule germinative. Il n'y a prati-
quement pas de différence concernant la position du noyau entre un ovocy-
te soumis pendant 2 heures & la progestérone et un ovocyte soumis pendant
4 heures.

Malgré le nombre de coupes réalisées sur des ovocytes & différen-
tes heures d'incubation (0O-12 & 24 heures), nous n'avons jamais observé de
vésicule germinative intacte au pSle animal comparable au stade VG chez

le Pleurcdéle.

2 - Urodéles : Pleurodéle et Axolotl.

a) Pleurcdéle

Des ovocytes entiers traités & la progestérone sont fixés et
débités en coupes histologiques. Leur observation permet de faire une descrip-
tion générale des remaniements cytologiques qui ont lieu lors de la matura-

tion.




En coupe histologigque, l'ovocyte témoin se présente avec une
membrane plasmique, une enveloppe vitelline et des cellules folliculaires
qui l'entourent (Pl. II, f£ig. A). La polarité observée superficiellement
est marquée par le gradient vitellin qui est croissant du pSle animal vers
le pdle végétatif ainsi que par la position trés excentrique du noyau
ou vésicule germinative.

Aprés quelques heures d'incubation (entre 5 et 7 heures) dans
la progestérone, le phénoméne le plus évident et le plus connu qui se produit
est la migration de la vésicule germinative vers la surface du pdle animal
(P1. 11, fig. B) laissant derriére elle une trainée de matériel dépourvu
de vitellus (Pl. II, fig. C). Ce stade correspond au stade VG,

La rupture de la vé€sicule germinative se produit ensuite entre
9 et 12 heures d'incubation hormonale suivant les ovocytes, cette rupture
survient & la partie basale (Brachet, 1974), elle se termine par la méta-
phase II (Pl. III, figs B et C), avec l'émission du premier globule polaire

(PL. III, fig. A).

b) axolotl
La succession des événements cytologiques est la méme que chez
le Pleurodeéle.
La vésicule germinative située dans l'hémisphére animal, commence
a4 migrer au pdle animal dés les premiédres heures d'incubation hormonale
et atteint la surface entre 4 et 5 heures de traitement en présence
de progestérone. Sa rupture a lieu entre 6 et 7 heures de traitement

hormonal , lorsque la vésicule germinative est située, comme chez le Pleuroc-

déle, au pdle animal.

Chez les urodéles (Pleurodéle, Axzolotl), la migration de la vési-—
cule germinative commence dés les premiéres heures d'incubation hormonale
et continue jusqu'au stade VG, ou L'on observe la vésicule germinative
encore intacte au pdle animal. La rupture de 1'enveloppe nucléaire (stade
GVBD) se fait beaucowp plus tard, aprés le stade VG.

Chez le Xenope, la migration débute aprés un certain temps de
latence (2 & ¢ heures) et la rupture de la vésicule germinative se fait
en cours de migration, par conséquent le stade V@ observé chez le Pleurodéle.

n'existe pas.




Planche II

: Premiers stades de la maturation de 1'ovocyte de Pleurodéle.

Figure A

Figure B

Figure C

Figure D

Ovocyte témoin n'ayant subi aucun traitement hormonal. (X 70).

: Ovocyte soumis d la progestérone ; la vésicule germinative (vg)

migre vers le pdle animal (pa), vi : vitellus. (X 70).

En migrant la vésicule germinative (vg), avant la rupture de son
enveloppe, latsse derriére elle une tratnée de cytoplasme dépourv
de vitellus (fléche) ; cf : cellules follilculaires. (X 300).

Premiére division de maturation qui donme naissance au premier
globule polaire (gpl). ef : cellules folliculaires, [ : fuseau
de division, pm : plasmalemme. (X 750).






Planche III

: Derniers stades de la maturation de l'ovocyte de Pleurodéle.

Figure A

Figure B

Figure C

: Vue longitudinale de la télophase de la 1ére division méilotique.

Formation du ler globule polaire (gpl). Apparition des chromo-—
somes (chr). (X 750).

: Vue longitudinale de la métaphase de la 2éme division. Les

chromosomes (chr) sont bien individualisés. L'une des pointes
du fuseau (f) vient affleurer la surface membranaire. (X 750).

: Vue polatre de la métaphase II. (X 750).






B - Observations cytochimiques de la maturation.

1 - Pleurodéle

~

- Réaction & l'acide périodique-schiff.

Dans les ovocytes de Pleurodéle en fin de croissance, la
région nucléaire est caractérisée par la présence de substances PAS positives
qui sont condensées, en grande partie dans la région basale, en forme de
croissant (Pl. IV, figs A et B). Des substances de méme nature sont dispersées

dans le cytoplasme en particulier celui de l'hémisphére animal.

- Digestion enzymatique :

La digestion enzymatigque & l'amylase pratiquée avant l'oxy-
dation périodique, empé&che la coloration de ces substances par le réactif
de Schiff. Ces substances de nature glucidique sont donc digérées par l'amy-

lase salivaire (Pl. IV, fig. C).

- Réaction & l'acide périodique-dimédon-Schiff (PAS-dimédon).

La pratigue de cette technigue montre que les substances

PAS positives sont aussi PAS dimédon positives (Pl. IV, fig. D).

-~ Carmin de Best :

Le traitement des coupes par le carmin de Best, révéle la
présence, dans la région nucléaire et dans le cytoplasme environnant, de

substances qui se colorent en rouge carmin.

~

Ces réactions, & savoir le PAS-dimédon, le carmin de Best et le
traitement par l'amylase donnent des résultats concordants, L'identification
de ce matériel comme étant du glycogéne a été établie & la suite de ces tech-
nigues de mise en évidence spécifique.

Dans l'ovocyte en fin de croissance, la répartition des particules
de glycogéne se présente sous deux formes différentes ; une partie est con-
densée dans la région basale de la vésicule germinative, en forme de croissant,
l'autre partie est dispersée dans le reste du cytoplasme en particulier dans

l*hémisphére animal.




Planche IV : Coupes d'ovocytes de Pleurodéle au terme de leur accroissement

et au cours de leur évolution méiotique. Visualisation du
glycogene par des techniques spécifiques de mise en évidence
du glycogéne en microscopie photonique.

Figure A et B : Ovocyte témoin. Les substances P.A.S. positives sont condensée

Figure C

Figure D

Figure E

en majeure partie dans la région périnucléaire (fléche).
Figure A : (X 125).
Figure B : (X 350).

: Coupe au niveau de la zone périnucléaire d'un ovocyte témoin,

trattée par l'amylase. La digestion enzymatique pratiquée avant
la réaction P.A.S. empéche la coloration des substances par le
réactif de Schiff. (X 310).

: Réactron P.A.S.-dimédon pratiquée sur coupe d'ovocyte témoin.

La partie basale du cytoplasme périnucléaire contient des substan
cesP.A.S.-dimédon positives : glycogéne (fléche). (X 310).

: Réaction P.A.S.-dimédon pratiquée sur une coupe d'ovocyte aprés

8 heures d'incubation hormonale. Le glycogéne (fléche) migre vers
la surface du pdle animal. (X 125).






b) Ovocytes en cours de maturation.

- Réaction PAS-dimédon :

L'examen des coupes histologiques des ovocytes & différentes
heures d'incubation hormonale, traités par les mémes réactifs que précédemment
et, en particulier par la réacticn PAS-dimédon, montre la présence du glyco-
géne dans la zone périnucléaire. Cette réaction donne une coloration parti-
culiérement intense dans la région entourant le noyau encore intact des
ovocytes en cours de mélose. La région du cytoplasme qui se trouve entre
la vésicule germinative et le pdle animal montre une coloration plus impor-
tante que le cytoplasme de l'hémisphére végétatif (Pl. IV, fig. E).

-Les granules de glycogéne situés au départ dans l'hémisphére ani-
mal, subissent un mouvement d'ascension vers la surface du pdle animal
(Pl. IV, fig. F' alors que les particules situées & proximité de l'enveloppe
nucléaire accompagnent le noyau dans sa migration vers la surface ovocytaire -

au pble animal.

=

c) Ovocytes d la fin de la maturation.

- Réaction PAS~dimédon :

Les observations faites sur les coupes histologiques

effectuées & ce stade montre que la réaction PAS-dimédon est forte & l'ex-
térieur du plasmalemme (Pl. V, fig. A). Ces particules sont digérées par
l'amylase (Pl. v, fig. B).

Dés le début de la rupture de l'enveloppe nucléaire, un phénoméne
particulier se produit chez le Pleurodéle, le glycogéne cytoplasmique et

périnucléaire est expulsé & l'extérieur entre l'ovocyte et les cellules

folliculaires qui se détachent & ce moment (Pl. Vv, fig. A).

- Carmin de Best.

La figure C de la planche V montre la coupe d'un ovocyte
sounis pendant 12 heures & la progestérone et .colorée par la technique.du
carmin de Best. Le résultat obtenu dans ce. cas, est le méme que celui obtenu

avec la réaction PAS-dimédon, c'est & dire que les granules de glycogéne
colorés en rouge carmin sont observés & l'extérieur du plasmalemme. L'impor-
tance des paquets de granules varie suivant l'endroit. Au pdle animal,
l'espace entre l'ovocyte et les cellules folliculaires est raempli de granu-

les de glycogéne, la quantité de particules est beaucoup moins importante

au pdle végétatif (Pl. Vv, fig. D).




Planche V : Coupes d'ovocytes de Pleurodéle aprés la rupture de 1'enveloppe
de la vésicule germinative.

Figure A : Réaction P.A.S.-dimédon. Le glycogéne (fléche) est expulsé du
cytoplasme cortical entre l'ovocyte et les cellules folliculaires.
(coupe au niveau du pdle animal). (X 320).

Figure B : Digestion enzymatique par L'amylase du glycogéne expulsé par

Figures C et

L'ovocyte (pdle animal). (X 125).

D : Coupes traitées par le carmin de Best. La quantité de glycogén

expulsé (fléche) par l'ovocyte est plus importante au pdle animal
(fig. C) qu'au pdle végétatif (fig. D).

Figure C : (X 125)

Figure D : (X 125)






Les techniques cytochimiques de mise en évidence du glycogéne
en microscopte photonique nous ont permis de suivre l'évolution de ces
ineclustions cytoplasmiques au cours de la maturation.

Dans l'ovocyte en fin de croissance, le glycogéne est essentiel-
lement condensé dans la région basale de la vésicule germinative. Une partie
des particules est dispersée dans le cytoplasme environnant, en particulier
au pdle animal.

Au cours du déclenchement de la méfose, le cytoplasme du pdle
animal est envahi progressivement par les granules de glycogéne qui migrent
vers la surface en méme temps que la vésicule germinative.

Ces granules rassemblés en grande partie au pdle animal sont
ensuite expulsés d 1'extérieur de l'ovocyte. Les coupes d'ovocytes, incubés
en progestérone pendant 12 heures et plus, montrent nettement la présence de

particules de glycogéne d 1l'extérieur du plasmalemme.

2 - Axolotl.

La réaction PAS-dimédon montre l'existence de granules de gfyco—
géne dans la région basale de la vésicule germinative de l'ovocyte d'Axolotl
en fin de croissance. Ces particules constituent une plage en forme de
croissant (Pl. VI, fig. A).

Au cours de la méliose, on observe le méme phénoméne que chez
le Pleurodéle, les particules de glycogéne migrent en méme temps que la
vésicule germinative vers la surface du pSle animal.

Au moment de la rupture de la vésicule germinative, les techniques
cytochimiques en microscopie photonique, ne révélent aucune expulsion

apparente du glycogéne & l'extérieur de l'ovocyte (Pl. VI, fig. B).

3 - Comparaison avec le Xenope.

Les observations faites sur les coupes d'ovocytes de Xenope en
fin de croissance traités par le PAS-dimédon, permettent de voir que les
granules de glycogéne sont répartis dans toute la région périnucléaire

(Pl. vI, fig. Q).




A

Planche VI

: Réaction P.A.S.-dimédon pratiquée sur des ovocytes au terme

Figure A

Figure B

Figure C

.Figure D

de leur accroissement et des ovocytes en fin d'évolution méro-
tique d'Axolotl et de Xenope :

: OQvocyte en fin de croissance d'Axolotl. Le glycogéne est condensé

en forme de croissant 4 la partie basale de la vésicule germina-
tive (fléche). (X 320).

: Ovocyte aprés la rupture de 1'enveloppe nucléaire (pdle animal).

Le glycogene a migré vers le cytoplasme cortical (fléche).
(X 125).

: Ovocyte en fin d'accroissement de Xenope. Le glycogéne est disper

8é dans tout le cytoplasme périnucléaire (fléches). (X 90).

: Coupe d'ovocyte de Xenope aprés l'apparition de la tache de matu—

ration (6 heures d'incubation hormonale) au pdle animal. La
migration du glycogéne (fléche) est trés faible, 1l n'atteint
pas le cytoplasme cortical. (X 90).






Lorsque les ovocytes sont incubés en présence de progestérone,
nous avons constaté que la migration de la vésicule germinative ainsi que
celle du glycogéne ne se produisent qu'aprés un temps de latence de l'ordre
de 2 & 4 heures.

Sur les coupes fixéeg aprés l'apparition de la tache de maturation,
et traitées par le BAS dimédon, il n'existe pas la moindre trace de glycogéne
a4 l'extérieur des ovocytes (Pl. VI, fig. D). Contrairement & ce qui se
passe chez le Pleurodéle, la migration du glycogéne est beaucoup moins
spectaculaire, les particules occupent encore & ce stade une iZone assez

profonde dans l'hémisphére animal (Pl. VI, fig. D), et n'atteignent

pas le cytoplasme périphérique comme c'est le cas chez l'Axolotl.

III. - ULTRASTRUCTURE DE L'OVOCYTE EN FIN DE CROISSANCE ET PENDANT LA

MATURATION.

A - Ultrastructure de l'ovocyte en fin de croissance.

1 - Pleurodéle.

a) Enveloppes ovocytaires :

L'examen de coupes ultrafines d'ovocytes en fin d'accroisse-
ment permet d'observer 4 strates folliculeuses (Pl. VII et Pl. IX, fig. A)
comparables & celles décrites par WARTENBERG et SCHMIDT en 1961, dans les
oceufs de Rana temporaria. A la périphérie de l'ovocyte, nous reconnaissons
de l'extérieur vers l'intérieur : le feuillet péritonéal, la strate conjbnc-
tive & fibrilles de collagéne, les cellules folliculaires proprement dites
et l'enveloppe vitelline.

L'enveloppe vitelline est traversée par deux types de prolongements,
en sens contraire, les microvillosités de l'ovocyte et les macrovillosités
des cellules folliculaires (P1.VII, VIII), ainsi la membrane plasmique de
l'ovocyte est ornée de trés nombreuses microvillosités qui s'étendent &
travers une partie de l'enveloppe vitelline. Elles sont constitu.es d'une
substance dense analogue & celle du cytoplasme cortical (Pl. VIII, f£ig. A)

ol l'on peut distinguer des microtubules et des faisceaux fins paralléles

au grand axe des microvillosités.




Les macrovillosités beaucoup moins abondantes, sont les prolonge-
ments des cellules folliculaires & la base desquelles elles prennent
naissance (Pl. VII), elles traversent l'enveloppe vitelline et établissent
des complexes jonctionnels avec la membrane plasmique (Pl. VII ; Pl. VIII
B et C).

Ces jonctions entre les cellules folliculaires et l'ovocyte

ont été pendant longtemps considérées comme des desmosomes chez les Amphibiens

(WARTENBERG, 1962 ; HOPE et coll., 1963) et chez les mammiféres (FRANCHI, 1960 ;

1

ADAMS et HERTIG, 1964).
Des travaux récents ont montré l'existence de jonctions gap

entre les cellules de la granulosa et l'ovocyte (ALBERTINI et ANDERSON,
1974) . BROWNE et al. (1979) chez le Xenope, ont mis en évidence que les
complexes jonctionnels entre les cellules folliculaires et l'ovocyte sont
de type gap et qu'ils peuvent &tre régulés par l'action des hormones gona-
dotropes. Les travaux de VILAIN et coll. (1980) ont précisé qu'il s'agit
de jonctions de faible résistance électrique chez le Pleurodéle et que la
rupture de ces liaisons est & l'origine d'un stimulus positif, ressenti
au niveau méme de la membrane plasmique ovocytaire.

Dans le but de mettre en évidence l'évolution morphologique
de ces jonctions au cours de la maturation, nous avons tenté une expérience
de cryofraqture des follicules entiers (Pl. XXI). Malgré le nombre de
fractures effectuées, nous n'avons pas eu la chance d'observer de fracture
au niveau jonctionnel. Etant donné 1'importance des relations cellules folli~
culaires-ovocyte, i1l serait intéressant et nécessaire de continuer ce
travail par la suite.

Par contre, des fractures du matériel au niveau basal des cellu-
les folliculaires, nous permettent d'observer les zones d'émergence des

macrovillosités & la base des cellules folliculaires (Pl. XXI, fig. E).

b) Cytoplasme cortical
Dans cette étude, nous avons limité nos observations au
"cytoplasme cortical” ou cytoplasme périphérique de 1' .:misphére animal.
Il correspond & la couche cytoplasmique riche en mélanosomes, socus-jacente
au plasmalemme jusqu'ad la limite d'apparition des granules de vitellus.
Cette partie du cytoplasme de l'ovocyte renferme différents

=

constituants cellulaires & savoir, de nombreuses mitochondries, des granules

de mélanosomes, des dictyosomes, des vésicules de petite taille (Pl. IX, fig. A).:




Le caractére le plus marquant du cytoplasme cortical est sa
remarquable densité de texture. Il est constitué d'une substance fibreuse
occupée par des granules de glycogéne dispersés entre les organites. Il
est caractérisé par la rareté des plaquettes vitellines et des vésicules
lipidiques, plus abondantes dans le cytoplasme sous-jacent (Pl., VII).

Ce cytoplasme périphérique contient aussi des plages de
lamelles annelées (Pl. IX, fig. A) qui ressemblent a des copies de l'en-
veloppe nucléaire dont elles dérivent (KESSEL ; 1963 a, b). Cet empilement
de lamelles annelées peut étre considérable comme le montre la figure B
de la planche IX. Ces plages sont constituées par des amas de saccules allon-
gés, & matrice claire ; les membranes limitant ces saccules présentent
des anneaux caractéristiques ou pores annulaires.

En plus de tous ces organites et inclusions cytoplasmiques,
le cytoplasme cortical contient des granules sphériques et denses aux électrons
dont la taille varie entre 0,4 et 0,6 um. De tels granules ont été signalés
dans l'ceuf d' Ambystoma mexicanum par BLUEMINK (1970), qui les a décrits

sous le terme de "so~called cortical granules”.

c) Cytoplasme périnucléaire.

D'une fagon générale, dans les ovocytes examinés, la bande
de cytoplasme située du cdté basal de la vésicule germinative contient
une abondante guantité de granules (Pl., X, fig. B). L'enveloppe nucléaire
fortement repliée & la base, s'insinue dans les amas de granules qui 1l'en-~-
toure. Ces granules sont de méme nature que ceux disséminés dans le cytoplas-
me cortical (Pl. X, fig. A).

Grédce & la technique de THIERRY (1967), effectuée sur des coupes

d'ovocytes incubés en présence de progestérone pendant 3 heures (Pl, XII)

nous avons pu identifier la nature chimique de ces particules comme étant

du glycogéne B, conformément & leur morphologie (DROCHMANS, 1962).

Les granules de glycogéne B sont 7ispersés dans le cytoplasme
de l'hémisphére animal (PlL. X, fig. A), tandis que dans le cytoplasme
périnucléaire, ces particules se présentent sous forme d'amas concentrés

a la base de la vésicule germinative (PL. X, fig. B).




Ces observations confirment et précisent au niveau ultrastruc-
tural, nos résultats obtenus avec les techniques cytochimigques en microsco-

pie photonique (Pl. IV, figs A, B et D).
2 - Axolotl.

La nature des strates foiliculeuses qui entourent 1l'ovocyte
d'Axolotl en fin de croissance est comparable & celle du Pleurodéle. Des
cloisons fibrillaires déterminent dans l'enveloppe vitelline une structure
alvéolaire en nids d'abeille (Pl. XXII, fig. A). Cette structure est intermé-
diaire entre celle de l'enveloppe vitelline du Pleurodéle sans texture appa-
rente et celle du Xenope qui parait plus ladche (Pl, XXIV, fig._B).

La membrane plasmique de l'ovocyte est tapissée de nombreuses
microvillosités plus développées et plus fines que celles du Pleurodéle
(P1. XXIT, fig. Aa).

Le cytoplasme périphérique de l'ovocyte est constitué de deux
couches de textures différentes : immédiatement sous la membrane plasmique,
se trouve une premiére couche homogéne et dense constituée par un enchevé-
trement de fines fibrilles (Pl. XXII, fig. A), cette couche que nous quali~
fions de feutrage cortical s'étend sur une distance de 0,6 & 2 um. Le cytoplas-
me sous-jacent qui constitue la deuxiéme partie présente une texture disten-
due beaucoup moins dense (Pl. XXII, fig. A). Cette deuxiéme couche représente
la majeure partie du cytoplasme cortical.

Des granules de glycogéne B beaucoup moins abondants que chez
Pleurodeles waltlii sont dispersés aussibien dans le feutrage cortical que
dans le cytoplasme sous-jacent (Pl. XXII, fig. A).

Dans le cortex de l'ovocyte d'Axolotl en fin de croissance, on
remarque la présence de granules denses comparables 4 ceux décrits par

BLUEMINK (1970) sous le terme de "so-called~-cortical granules".

3 - Comparaison avec le Xenope,

Chez le Xenope, la structure de l'enveloppe vitelline apparait
totalement différente de celle des deux espéces d'urodéles (Pl. XXIV, fig. 1).
Elle présente une texture plus lache formée de fibres groupées ensemble,
denses aux électrons.

L'ultrastructure de l'ovocyte de Xenopus laevis en fin d'accrois-

sement se distingue de celle des deux espéces précédentes par la présence




=

d'une rangée de granules corticaux sous-jacente & la membrane plasmique
(Pl. XXIV, fig. A). Le cytoplasme cortical est constitué en majeure partie
par des granules de glycogéne B dispersés d'une fagon homogéne dans la
substance fibrillaire occupant l'espace entre les différents constituants
cytoplasmiques (Pl. XXIV, fig. A). La zone corticale contient également
des empilements de lamelles annelées, Toutefois, des plages de lamelles
sont aussi observées dans la région périnucléaire et au contact de l'enve-
loppe de la vésicule germinative (Pl. Xxv, fig. A).

Dans la région périnucléaire, le glycogéne ne présente pas
une localisation préférentielle. Des amas de granules de glycogéne 8 sont obser-
vés aussi bien dans la partie basale que dans tout le reste du cytoplasme

entourant la vésicule germinative.

B - Modifications ultrastructurales au cours de la maturation.

1 - Pleurodéle.

a) Cytoplasme cortical.

L'étude des coupes d'ovocytes traités & la progestérone
pendant une durée allant de 2 & 10 heures, nous permet de décrire l'évolu-
tion des inclusions cytoplasmiques au cours de la maturation.

Le systéme de microvillosités tapissant le plasmélemme, régresse
progressivement au cours de cette période (comparez la planche VII et la
figure A de la planche XI avec la figure B de la planche XVI). Le nombre
des macrovillosités diminue, mais certaines d'entre elles forment toujours
des jonctions avec le plasmalemme (6 heures d'incubation hormonale) (Pl. VIII,
fig. D).

Les mitochondries augmentent en nombre dans le cytoplasme cortical.
Une augmentation similaire a été observée par NORREVANG (1965) sur les ovocytes
de Priapulus et par WISCHNITZER (1966) sur des ovocytes d'Amphibiens Anoures.
Le mécanisme de multiplication des mitochondries peut s'expliquer de deux
fagons différentes : sc .. qu'il résulte d'une migration des mitochondries
préexistantes dans le cytoplasme périnucléaire vers le cytoplasme cortical
(WISCHNITZER, 1966), soit d'une division des mitochondries préexistantes
dans le cytoplasme cortical. Les mélanosomes ne paraissent subir aucun

remaniement morphologique important au cours de la maturation. Les granules




denses décrits dans les ovocytes en fin de croissance sont toujours présents
(P1. xvI, fig. B), quelques uns migrent vers la surface de l'ovocyte et
viennent se mettre au contact de la membrane plasmique (Pl. XVI, fig. C).

Lors de la reprise de la méiose, les remaniements les plus
importants concernent trois constituants cytoplasmiques :

# L'évolution des lamelles annelées,

# L'élaboration de vésicules.

# La répartition et la migration des granules de glycogéne au
pdle animal, constituent un phénoméne cytologique important qui seront

envisagées en détail.

o) Les lamelles annelées,

Leur présence a été observée d'une fagon constante dans

les ovocytes en cours de maturation (Pl. XVII). Ces éléments sont situés
aussi bien dans le cytoplasme cortical (Pl. XVII, fig. A) que dans le
¢ytoplasme interne (Pl. XVII, fig. B et C). Pendant le déroulement de
la méiose, nous avons remarqué un plus grand nombre de sites de lamelles
annelées |

Les lamelles annelées forment des associations de plusieurs élé-
ments, séparés par un matériel dense (PL. XVII, fig. A). D'une fagon générale
le nombre de pores annulaires de ces éléments est moins important dans des
ovocytes qui évoluent jusqu'a la métaphase II que dans des ovocytes témoins.
Quelques pores situés, soit au centre, soit aux extrémités des lamelles,
disparaissent (Pl. XVII, figs A et B) laissant ainsi des segments de saccules
ininterrompus. Ceci confére un aspect gonflé aux empilements de lamelles

(PLl. XVII, fig. A).

B) Les vésicules.

Ces inclusiohs cytoplasmiques se présentent sous l'aspect
de vésicules sensiblement sphériques, optiquement vides. Ce systéme de
vésicules est localisé dans le cytoplasme cortical (Pl. XI, fig. B) au voi-
sinage de certains empilements de lamelles (Pl. XVII, fig. C), des vésicules
de plus granu.: taille sont observées au voisinage des amas de glycogéne

(Pl. XxI, fig. B ; Pl. XII, fig. B et Pl. XIV, fig. A).




v) Le glycogéne.

L'identification des nombreux granules libres ou groupés

en amas dans le cytoplasme, a été effectude & l'aide de la technique de
THIERRY (1967). (Pl. XII, figs A et B).

Dans les ovocytes de Pleurodéle, le glycogéne se présente sous
la forme de particules sphériques de 30 & 50 mu de diamétre, sans structure
interne apparente et présentant une densité aux électrons assez uniforme
(FAWCETT, 1958 ; REVEL et coll., 1960).

Ces particules correspondent & la forme élémentaire B de glycogéne
selon la nomenclature é&tablie par DROCHMANS en 1962.

Dés les premiéres heures d'incubation hormonale (2 & 3 heures)

les formations de glycogéne deviennent extrémement abondantes, elles s!assem-

blent pour former de larges amas dans le cytoplasme cortical au pdle animal.

L'ovocyte au début de la maturation (2 & 3 heures d'incubation

hormonale) .

Les observations faites sur des ovocytes incubés pendant deux heures
en présence de progestérone (Pl. XI) montrent que la majorité des granules de
glycogéne contenus dans le cytoplasme périphérique forment & ce stade des
associations sous forme de plages plus ou moins compactes (PL. XI, fig. A).

Dans la figure B de la planche XI on remarque la présence d'un
groupe de particules de glycogéne englobées dans une vésicule & membrane
lisse ; ainsi que des vésicules semblables sans contenu interne.

A trois heures d'incubation hormonale, des coupes traitées par
la technique :de Thierry (1967), montrent des granules de glycogéne dans
l'espace périvitellin et dans les voies de passages des macrovillosités
a4 travers l'enveloppe vitelline (Pl. XII, fig. A). Des particules de méme
nature sont dispersées a l'intérieur de l'ovocyte. La figure B de la
planche XII montre la présence des granules de glycogéne dans la partie
basale des cellules folliculaires et dans les espaces intercellulaires de

celles-ci.

L'ovocyte en cours de maturation.

#¥ Entre 4 et 8 heures d'incubation hormonale

Des groupes compacts de granules de glycogéne délimités par

une membrane sont observés dans l'espace périvitellin (Pl. XIII).




De nombreux granules sans limites membranaires, libres ou
associés, sont dispersés des deux cStés du plasmalemme. Cependant,
des particules du méme type traversent l'enveloppe vitelline en direction
des cellules folliculaires (Pl. XII).

Une coupe au niveau du cytoplasme cortical du pdle animal au
bout de 8 heures d'incubation hormonale (Pl. XIV) permet de décrire
trois types d'arrangement des particules de glycogéne :

- des granules de glycogéne sont groupés en petits amas au
contact de vésicules vides (fig. A) ;

- des groupes de glycogéne se font phagocyter par une vésicu-

le (fig. C) ;

- des particules de glycogéne déja délimitées par une membrane

sont englobées dans une vacuole (fig. B).

La planche XV illustre l'ultrastructure d'un ovocyte & 8 heures
d'incubation en présence de progestérone. La figure A montre un groupe
compact de granules de glycogéne délimité par une double membrane, situé
au contact du plasmalemme. Tandis que la figure B permet d'cbserver des
paquets de particules de glycogéne limités par une membrane dans l'espace

périvitellin,

» Entre 8 et 10 heures d'incubation hormonale.

Les différentes formations de glycogéne (amas délimités
par une membrane, vésicules remplies de glycogéne et englobées dans des
vacuoles) semblent disparaitre du cortex de l'ovocyte (Pl. XVI, fig. B).
Néanmoins, la quantité de glycogéne contenue dans le cytoplasme périphé-
rique reste assez importante. Tandis que quelques granules seulement de

glycogéne sont dispersés dans l'espace périvitellin et & travers l'envelop~

pe vitelline (Pl. XVI, fig. B).

Description du phénoméne sécrétoire du glycogéne.

Dans l'ovocyte de Pleurodéle en fin de croissance, les premiéres
particules de glycogéne apparaissent dans le cytoplasme cortical en dehors
de toute structure organisée (Pl. VII et Pl. X, fig, A), elles sont dissémi-
nées dans le cytoplasme cortical au pdle animal, et forment rarement de
petits amas délimités par une membrane. La localisation préférentielle du
glycogéne est la région juxtanucléaire (Pl. X, fig. B) ol il forme des

petits amas qui,en coupe, constituent des plages denses autour du noyau.



Dés le début de la reprise de la mélose ovocytaire, la quantité
de glycogéne contenue dans le cytoplasme cortical augmente (Pl. XI et
Pl. XII), ce phénoméne oObservé au microscope électronique concorde avec
la migration du glycogéne au pdle animal constatée lors des observations
effectuées en microscopie optique. Les granules de glycog@ne se groupent
en amas constituant ainsi des plages denses et compactes. Dans le méme
temps, des vésicules sans contenu apparent commencent a4 envahir le cytoplas-~
me périphérique & proximité des amas de glycogéne (Pl. XI, fig. B ; Pl. XII,
fig. B et P1l. XIV, fig. A). Ceux=-ci sont ensuite phagocytés par les vésicules
(PL. XIV, fig. C) dans lesquelles ils se trouvent englobés en totalité.
Le cytoplasme cortical contient aussi des vacuoles englobant des vésicules
entiéres remplies de glycogéne (Pl. XIV, fig. B).

En résumé, le cytoplasme cortical contient & ce stade de maturation
(8 heures de progestérone) deux types de vésicules englobant les particules
de glycogéne : des vésicules 4 membrane simple et des vésicules i membrane
double.

A l'extérieur du plasmalemme, dans l'espace périvitellin, nous
avons trouvé :

- du glycogéne sous forme de particules libres,

- du glycogéne en amas compacts délimités par une membrane (Pl. XIII
et Pl. Xxv, fig. B).

Des vésicules & membrane double remplies de glycogéne viennent
au contact de la membrane plasmique de l'ovocyte (Pl. XV, fig. A). La membrane
externe de ces vésicules fusionne avec le plasmalemme et le contenu encore
entouré de la membrane interne est libéré dans l'espace périvitellin (Pl. XIII
et Pl. XV, fig. B) par un phénoméne d'exocytose. Ensuite dans l'espace péri-
vitellin, la membrane entourant le paquet de glycogéne se rompt et les parti-
cules se trouvent ainsi libérées dans cet espace. Les particules libérées
dans l'espace périvitellin traversent l'enveloppe vitelline en empruntant.
les voies de passages des macrovillosités (Pl. XII, fig. A), et atteignent
ainsi les cellules folliculaires (Pl. XII, fig. B) et vont méme jusqu'a
s'insinuer dans les espaces intercellulaires.

La formation d'amas de glycogéne ainsi que sa sécrétion n'existent

pas dans les ovocytes traités & la progestérone pendant la période de repos

sexuel (mai-aoidt).




b) Cytoplasme périnucléaire.

La vésicule germinative, intacte & ce stade de la méiose (8 heu-~
res d'incubation hormonale), émet, & sa partie basale, de nombreuses invagi-
nations a travers les masses denses de Jglycogéne situées dans le cytoplasme
périnucléaire riche en mitochondries (Pl. XVI, fig. A). Ce résultat concorde
parfaitement avec celui observé en microscopie optique par la technique

du PAS-dimédon.

2 - Axolotl.

L'examen des coupes ultrafines d'ovocytes d'Axolotl en cours
de maturation (4 heures d'incubation en présence de progestérone) (Pl. XXIII)
permet de voir les remaniements importants qui se produisent & ce stade
de la mélose ovocytaire.

Le cortex de l'ovocyte au pdSle animal comme le montre la figure
A de la planche XXIII, devient plus dense et plus homogéne que celui de
l'ovocyte en fin de croissance. Les granules de glycogéne constituent des
plages plus ou moins compactes occupant les espaces entre les différents
organites cytoplasmiques. Au voisinage de ces amas de glycogéne on observe
la présence de vésicules de différentes tailles et sans contenu apparent
(Pl. XXIII, fig. A).

Les ovocytes d'Axolotl en cours de mélIcse (entre 2 et 5 heures
d'incubation en présence de progestérone) offrent une image comparable &
celle du Pleurodéle, en ce gqui concerne l'évolution de la répartition des
granules de glycogéne, mais le phénoméne reste beaucoup meins intense
chez l'Axolotl. Les formations de glycogéne deviennent extré&mement abon-
dantes dans le cytoplasme cortical au pdle animal, ce qui est en accoxd
avec les résultats obtenus en microscopie photonique. Elles s'assemblent
pour former de larges plages dans le cytoplasme périphérique (Pl. XXIII,
fig. A). Ces amas de granules de glycogéne sont phagocytés par des vési-
cules de la méme fagon que chez le Pleurodéle (Pl. XXIII, fig. B).

Des groupes de granules délimités par des membranes sont observés
dans l'espace périvitellin (Pl. XXIII, fig. A).

Malgré la grande condensation des particules de glycogéne dans
le cytoplasme périphérique au pdle animal, les granules de glycogéne
sous forme de particules libres ne sont pas observés dans l'espace péri-

vitellin ni & travers l'enveloppe vitelline, il n'y a que quelques vésicules




remplies de glycogéne qui sont expulsées a& l'extérieur du plasmalemme,
Bien que le phénoméne sécrétoire semble comparable & celui du Pleurocdéle,
il est cependant moins spectaculaire chez l'Axolotl. Ceci explique le
fait que cette expulsion ne soit pas détectable en microscopie photonique

par la réaction PAS-dimédoen.

3 - Comparaison avec le Xenope.

Au cours de la maturation des ovocytes de Xencpe, on remarque
une légére augmentation de la quantité des granules, qui est due a la
migration vers la surface du pdle animal des granules déja présents dans
1'hémisphére animal, comme le mettent en évidence les observations en
microscopie photonique.

Les observations réalisées sur des coupes ultrafines d'ovocytes
de Xenope incubés en présence de progestérone pendant 2, 4 et 6 heures,
montrent que le glycogéne situé dans la région corticale est toujours
sous forme de granules B dispersés dans le cytoplasme, il ne se forme
jamais de groupes compacts ni de vésicules remplies de glycogéne (Pl. XXIV,
fig. B), bien que l'on assiste dans le méme temps & l'apparition de vésicules
de faible taille dans le cytoplasme cortical. La quantité de glycogéne
contenue dans le cytoplasme périphérique de l'ovocyte de Xenope a ce

stade de la méiose est nettement inférieur & celle que l'on trouve chez

les deux espéces d'urodéles.

C - Ultrastructure de l'ovocyte en fin de maturation.

1 - Pleurodéle,

a) Pole animal.

Dans les ovocytes en fin de maturation (12 & 24 heures aprés
le début du traitement par la progestérone), lorsque survient la rupture
de l'enveloppe nucléaire, la surface ovocytaire ne présente plus de vérita-
bles microvillosités (Pl. XVIII), mais des protubérances trés peu saillantes,
conférant au plasmalemme de l'ovocyte un aspect ondulé. L'enveloppe vitelli-
ne subit un léger décollement par rapport & la membrane plasmique et par
suite de la régression des microvillosités l'espace périvitellin devient
plus important. Dans le méme temps, les macrovillosités régressent, les

jonctions ovocyte-cellules folliculaires disparaissent .



Le cytoplasme cortical de l'ovocyte est envahi par des masses
considérables de vésicules optiquement vides dont la taille varie entre 0,5
et 1 um (Pl. XVIII). De ce fait, tous les organites cytoplasmiques décrits
aux stades antérieurs sdnt refoulés vers l'intérieur de 1l'ovocyte. Les
granules de glycogéne groupés en petits amas sont dispersés entre les
vésicules (Pl. XVIII). Les différentes étapes du phénoméne sécrétoire
du glycogéne observées précédemment disparaissent dés la rupture de la
vésicule germinative puisqu'en effet, nous n¥avons rencontré que de trés
rares vésicules remplies de glycogéne (Pl, XIX, fig. A). Les observations
effectuées sur de nombreuses coupes ultrafines illustrant l'ovocyte
au moment de la rupture de la vésicule germinative, ne montrent pas de
glycogéne dans l'espace périvitellin ni dans l'enveloppe vitelline.

Toutes les coupes réalisées 3 ce stade ne permettent jamais de reconnaitre
l'empilement caractéristique des lamelles annelées, cela laisse supposer
que les lamelles annelées ont &té transformées ou ont disparu.

Dans la partie profonde du cytoplasme cortical, on remargque la
présence d'un deuxiéme type de vésicules (Pl. XIX, figs A et B). Ces vési-
cules de petite taille (0,03 & 0,09 um de diamétre) sont groupées, leur
morphologie rappelle celle des nids de vésicules décrits dans les oeufs de

Xenopus laevis (BALINSKY et DEVIS, 1963 ; BALINSKI, 1966).

Des vésicules de taille variable entre ! et 1,5 um occupent
uniformément le cytoplasme périphérique au pdle végétatif (Pl, XX, fig. A).
Des granules de glycogéne libres sont dispersés entre ces vésicules.

A un grossissement plus fort (Pl. XX, fig. B), il existe une
différence marquée entre les vésicules du pdle végétatif et celles décrites
au pdle oppos€. Les premiéres présentent une double membrane alors que les

secondes sont limitées par une simple membrane.

Au pdle végétatif les microvillosités ont considérablement régres-
sé (Pl. xx, fig. A). Des jonctions cellules folliculaires-ovocyte sont
encore présentes (Pl. XX, fig. A), ce qui parait logique car l'enveloppe .

folliculaire se décolle d'abord au pdle animal.




2 - Axolotl.

A la fin de la maturation au moment de la rupture de l'enveloppe
nucléaire (entre 6 et 7 heures d'incubation hormonale), les microvillosités
régressent en taille et en nombre (Pl. XXII, fig. B), mais leur régression
est moins forte que celle qui se produit dans les ovocytes de Pleurodéle.

Des vésicules moins nombreuses et plus petites (0,3 & 0,4 um de
diamétre) envahissent le cytoplasme cortical aprés la rupture de la vésicu~
le germinative (Pl. XXII, fig. B). Le glycogéne sous forme de granules
libres, est dispersé entre les vésicules, A ce stade de la maturation, les

lamelles annelées ont totalement disparu.

3 - Comparaison avec le Xenope,

Le cytoplasme cortical de l'ovocyte de Xenope en fin de maturation
est occupé par d'abondantes vésicules de taille sensiblement identique
(P1. XXvI, figs A et B). Ces vésicules sont souvent groupées ensemble
pour former de grandes plages vésiculeuses (Pl, XXVI, fig. C).

Les ovocytes de Xenope subissent une modification du relief
& la fin de la maturation comparable & celle des deux espéces d'urodéles.
Les microvillosités régressent ainsi que les macrovillosités (Pl. XXVI,

fig. A). Les granules corticaux se déplacent vers la surface de l'ovocyte

et viennent au contact du plasmalemme (Pl. XXVI, fig. A).

A la fin de la maturation, les ovocytes de Pleurodéle se carac-
térisent par l'existence de deux types de vésicules dans le cytoplasme
cortical de 1'hémisphére animal. De ce fait, on peut décrire deux parties

différentes dans le cortex

- La partie périphérique qui se trouve au contact du plasmalemme
est caractérisée par la présence de vésicules de grande taitlle (0,5 &

1 um de diamétre) qui occupent uniformément cette région et refoulent
les organites cytoplasmiques vers l'intérieur (PL. XVIII).

- La partie interne du cytoplasme cortical, ou L'on observe la
présence de groupes de vésicules de petite taitlle (0,03 & 0,09 um de
diameétre) (PL. XIV, fig. A et B) et des organites cytoplasmiques tels que
les mitochondries et les dictyosomes (PL. XIX, fig. C).




Dans le cas des ovocytes de Xenope, toutes les vésicules qui enva-
hissent le cytoplasme cortical d la fin de la maturation présentent une

structure et une morphologie identiques.




CHAPITRE IV

DISCUSSION GENERALE




I. - MECANISME DE SECRETION DU GLYCOGENE.

Les résultats obtenus sur Pleurodeles waltlii ont comme principal
intérét d'illustrer la variabilité et la particularité des remaniements
cytologiques et cytochimiques impliqués dans la réinitiation de la mélose,
par rapport aux autres espéces d'Amphibiens.

Nous avons tenté de situer le début de l‘'accumulation du gly-
cogéne B dans le cortex du pdle animal, et du phénoméne sécrétoire de ces
particules en fonction des étapes successives de la maturation ; ce proces-
sus représente un événement dominant qui se produit dés les premiéres heures
d'incubation hormonale.

Dans les ovocytes en fin d'accroissement, les particules de gly-
cogéne sont rares dans le cytoplasme cortical, mais fortement condensées dans
le cytoplasme périnucléaire. Il se forme ensuite, dans la région du cyto-
plasme périphérique de l'ovogyte, des petits amas compacts de granules de
glycogéne B dés le déclenchement de la maturation. Les amas de granules
sont phagocytés par des vésicules, sans contenu apparent, présentant une
simple ou une double membrane. Le phénoméne sécrétoire se termine par 1l'ex-
pulsion du glycogéne & l'extérieur du plasmalemme, qui s'effectue par fusion
de la membrane externe des vésicules 4 double membrane avec la membrane plas-
mique de l'ovocyte. Des groupes de particules de glycogéne encore entourés
de la membrane interne sont libérés dans l'espace périvitellin, cette membrane
se rompt et le glycogéne se trouve ainsi sous forme de particules libres.

Chez 1'Axolotl, le mécanisme de sécrétion est moins intense et
incomplet, puisque le glycogéne qui se trouve dans l'espace périvitellin
est toujours sous forme de groupes limités par une membrane. De ce fait,
le glycogéne expitlsé par l'ovocyte d'Axolotl en cours de maturation ne repré-
sente pas une quantité assez importante pour &tre détecté par les techni-
ques cytochimiques de microscopie photonique, comme c'est le cas chez le
Pleurodéle.

Cette accumulation et cette sécrétion de glycogéne jouent
certainement chez ces deux espéceé d'Urodéles un rdle important pour le
déroulement de la maturation, bien qu'il reste difficile & préciser.

Ces observatiocns sont 3 rapprocher de celles réalisées sur les

oeufs de Xenopus laevis lors de la premiére segmentation. KALT (1971) a




décrit un processus de sécrétion des granules de glycogéne englobés dans
des vésicules i double membrane. Dans ce systéme sécrétoire qu'il a quali-
fié de processus apocrine, la membrane externe des structures sphériques

a4 double membrane entourant les amas de granules de glycogéne fusionne
avec le plasmalemme. Le glycogéne encore entouré par la membrane interne
est libéré dans le milieu externe. Dés leur libération, ces paquets de
glycogéne peuvent se rompre et les particules se trouvent ainsi mélangées
aux autres substances extracellulaires.

Dans le cas de la maturation des ovocytes de Pleurodéle et d'Axo-
lotl, le glycogéne est expulsé & l'extérieur du plasmalemme par un mécanis-
me semblable au processus apocrine décrit par KALT (1971) et RHODIN (1971).

Le méme mécanisme est sans doute responsable de la présence
de grandes quantités de glycogéne extracellulaire trouvées lors de la
segmentation des embryons de Xenope (VAN GANSEN, 1966 ; 1967 ; VAN GANSEN
et SCHRAM, 1969) et des embryons de poulet. Les travaux de EYAL~GILADI et
coll. (1979) sur l'embryon de poulet montrent trois types de groupements des
particules de glycogéne : des amas non limités, des vésicules contenant de
courtes chaines de particules et des vésicules remplies de glycogéne qui
sont englobées dans de plus grandes vésicules contenant un matériel flocu-
laire. D'aprés ces auteurs, il semble y avoir deux vagues de synthése et
de dégradation du glycogéne. La premiére vague de synthése a lieu dans
l'ovocyte avant l'ovulation, elle est suivie d'une dégradation au cours de
l'ovulation et pendant les premiéres heures de passage dans l'oviducte. La
deuxiéme vague de synthése commence avant la segmentation et la dégradation
comme dans la premiére vague a lieu & l'intérieur des structures membranaires
contenant le matériel floculaire. Cette deuxiéme vague de dégradation dépend
de la fécondation, et il est possible d'aprés ces auteurs qu'elle soit
régulée par une information spécifique produite dans le noyau diplolde. La
formation de la zone pellucide, le premier événement morphogénétique chez
l'embryon de poulet, coincide avec la deuxiéme vague de dégradation. Cette
corrélation pourrait indiquer d'aprés ces auteurs que l'énergie nécessaire
& la formation de la zoﬁe pellucide, qui implique une activité métabolique
élevée, est fournie par la deuxiéme vague de dégradation du glycogéne. Les
travaux de ces auteurs montrent aussi qu'il existe une relation entre le

métabolisme du glycogéne et l'évolution de certaines structures membranaires,



dans lesquelles peuvent &tre localisées les enzymes impliquées dans ce
processus puisque la synthése de glycogéne selon ces auteurs a lieu

4 l'intérieur de vésicules de différents types. Cependant, aucun schéma
concernant cette relation n'a été accepté en général.

Au cours de nos observations, nous avons remarqué que les
relations les plus nettes que présentent les particules de glycogéne avec
les éléments figurés du cytoplasme se situent au niveau des vésicules a
membranes lisses.

Cette localisation du glycogéne au contact des structures membra-
naires est comparable a celle décelée dans le muscle de rat (HEUSON-STIENNON
et DROCHMANS, 1967). Les observations réalisées sur des muscles striés
embryonnaires de rat ont permis & ces auteurs de localiser les particules de
glycogéne dés leur apparition dans le myoblaste et de suivre leur évolution
jusqu'au stade de la fibre musculaire. Des asgociations entre particules
de glycogéne et membrane du réticulum sarcoplasmique ont été observées
principalement aux stades des myotubes et des jeunes fibres musculaires,
par la présence trés fréquente de membranes lisses au sein méme des masses
glycogéniques et aussi sous forme de "corps glycogéniques". Ces exemples de
relations entre glycogéne et membranes lisses dans les cellules musculaires
embryonnaires témoignent de l'importance des remaniements morphologiques
et biochimiques qui se produisent dans le tissu musculaire vers la fin
de la vie intra-utérine (HEUSON~STIENNON et DROCHMANS, 1967). Les mémes
observations ont &té faites sur les cellules visuelles (CARASSO, 1960) et
les cellules hépatiques (STADHOUHERS, 1965 ; VRENSEN et KUYPER, 1969).

STEINERT et coll. (1974) ont montré l'existence de vacuoles
remplies de glycogéne dans les ovocytes de Xenopus laevis pendant ce qu'ils
ont appelé une pseudomaturation. Celle-ci est caractérisée par la rupture de la
vésicule germinative au pdle basal comme c'est le cas lors d'une vraie
maturation. En outre, les chromosomes ne subissent jamais de condensation
et le cytoplasme cortical subit une fragmentation. Mais ces vacuoles
n'ont jamais été signalées au cours de la maturation proprement dite des
ovocytes de cette espéce.

Il est intéressant de noter que des mécanismes identiques concer-
nant le glycogéne se produisent pendant les divisions cellulaires telles

que la maturation des ovocytes d'Urodéles (Pleurodéle et Axolotl) d'une



part, et la segmentation des oeufs de Xenope d'autre part.

La sécrétion du glycogéne pendant les premiéres heures de la
méiose ovocytaire des Urodéles traduit l'évidence d'un changement important
du métabolisme.

Lors de la reprise de la méiose, un facteur cytoplasmique actif
apparait avant la rupture de l'enveloppe nucléaire (DETTLAFF et coll., 1964 ;
MASUI et MARKERT, 1971 ; SCHORDERET~SLATKINE et DRURY, 1973 ; REYNHOUT
et SMITH, 1974 ; WASSERMAN et MASUI, 1975 a). Ce facteur (MPF) est capable
d'induire la reprise méiotique lorsqu'il est microinjecté dans un ovocyte
"receveur". La maturation se déroule alors normalement jusqu'd la métaphase.
II.

Les mécanismes biochimiques, consécutifs a lfaction de la proges-
térone et aboutissant & l'activation du MPF sont connus, mais la séquence
des événements demeure incertaine. Cependant un certain nombre d'arguments
. expérimentaux sont en fawveur d'un r8le des ions calcium de 1'AMP cyclique
et des protéines kinases dépendantes de 1'AMP cyclique. La présence d'ions
divalents extracellulaires est nécessaire pour la reprise mélotique induite
par la progestérone (ECKER et SMITH, 1971 ; MERRIAM, 1971 a ; MAROT et
coll., 1976). Des changements dans la distribution du calcium intracellu-
laire ont lieu aprés la stimulation hormonale (MERRIAM, 1971 b). L'injectioh
d'EGTA bloque la maturation produite par la progestérone (MOREAU et coll.,
1976) .

O'CONNOR et coll. (1977) ont mesuré les échanges calciques au
cours de la maturation. Leurs résultats indiquent que :

- Le flux entrant est augmenté de fagon détectable 1 ou 2 heures
avant la rupture de l'enveloppe nucléaire.

- Le flux sortant est augmenté 40 minutes aprés la stimulation.
Utilisant la technique des microélectrodes sensibles aux ions et celle
de l'aequorine, MOREAU et coll. (1980) ont montré que la concentration
en'calcium libre augmente environ 30 & 60 minutes aprés le traitement &
la progestérone.

Il est possikle d'envisager une relation entre 1l'augmentation

du calcium intracellulaire et les changements de la répartition du glycogéne




dans le cytoplasme ovocytaire qui commencent dés la premiére heure qui

suit la stimulation hormonale. En effet, certains auteurs ont montré le

rdle important du calcium dans le muscle (CLAUSEN, 1975 ; ELBRINK et

BIHLER, 1975). Les travaux de BIHLER et coll. (1982) suggérent que la
stimulation du transport des hexoses est paralléle & l'augmentation du

taux de calcium intracellulaire dans les erythrocytes de pigeon. Ceci est
clairement illustré par l'effet stimulateur de 1l'ionophore A 23187 du calcium,
lequel est dépendant de l'augmentation du flux de calcium ou de sa libéra-

tion des sites de stockage.

Aucun argument ne permet de faire la moindre relation entre,
la libération du calcium intracellulaire, la migration et l'accumulation
du glycogéne vers l'hemisphére animal des ovocytes de Pleurodéle, d'Axolotl
et de Xenope. Cependant cette nouvelle répartition du glycogéne dans la
partie périphérique du cytoplasme ovocytaire au pdle animal semble témoignexr
d'une activité métabolique importante qui se déclenche dans le cytoplasme
de l'ovocyte dés les premiéres heures d'incubation hormonale, disparait
avant la rupture de l'enveloppe nucléaire et au moment présumé de 1l'appa-
rition du MPF chez les Urodéles, la signification de l'expulsion du glycogéne

devra étre clarifiée.

II. - EVOLUTION DE LA SURFACE OVOCYTAIRE ET DES RELATIONS OVOCYTE -~CELLULES,

FOLLICULAIRES.

Dans les ovocytes de Pleurodéle traités & la progestérone, les
microvillosités qui se projetaient vers les cellules folliculaires se ré-
tractent progressivement, pour disparaitre & la fin de la maturation. Les
mémes observations ont été faites sur les ovocytes de Xenopus laevis
(VAN GANSEN, 1966) et sur les ovocytes d'Amphibiens en général (WISCHNITZER,
1966) .

L'analyse ultrastructurale de la maturation des ovocytes de

Pleurodéle montre que les jonctions cellules folliculaires-ovocyte semblent

intactes d'un point de vue morphologique jusqu'a 6 heures aprés le début du

traitement par la progestérone, mais rien ne permet d'affirmer si ces




jonctions gap sont encore physiologiquement fonctionnelles 3 ce stade.

Les travaux de VILAIN et coll. (1980) assurent que ces relations subissent
un découplage physiologique 80 minutes aprés le début du traitement par

la progestérone. Les jonctions entre 1l'ovocyte de Xenopus laevis et les
cellules folliculaires qui l'entourent ont &té identifiées comme étant
des jonctions gap (BROWNE et coll., 1979), ces auteurs ont montré que

ces complexes jonctionnels sont régulés par les hormones gonadotropes.

ITI. - EVOLUTION DES LAMELLES ANNELEES.

Les ovocytes d'Amphibiens ont représenté un systéme intéressant
dans le passé pour l'étude de l'origine et la morphogenése des lamelles
annelées. Ainsi des rangées de lamelles annelées se constituent dans les
ovocytes pendant la période de prévitellogénése de Necturus maculosus
4 partir de la membrane externe de l'enveloppe nucléaire (KESSEL, 1963 b ;
1968 ; 1973). L'origine et la distribution des lamelles annelées dans les
ovocytes de Rana pipiens ont été étudiées par KESSEL (19690 . Il a observé
une continuité de la membrane externe de l'enveloppe nucléaire avec des
empilements de lamelles annelées d'une largeur variable qui s'étendent
dans le cytoplasme périnucléaire. La transformation des.lamelles annelées
en plages vésiculeuses a &té montrée par WARTENBERG et SCHMIDT (1961) qui
ont décrit des "dichte cytoplasmabezirke" dans les oceufs de Rana temporaria.
BALINSKY et DEVIS (1963) ont également décrit la transformation des lamelles
"pitted membranes" en plages de vésicules dans les oeufs de Xenopus laevis.

Dans ce travail, nous apportons l'évidence que ces plages vésicu-
leuses se forment pendant la maturation dans les ovocytes de Xenope traités
& la progestérone.

Les travaux de KESSEL et SUBTELNY (1981) sur les ovocytes de
Rana pipiens montrent que les lamelles annelées qui se différencient trés
tdt pendant l'ovogenése tendent & devenir préférentiellement condensées
dans l'axe de l'ovocyte entre la vésicule germinative et la membrane plas~
migque au p&le animal des ovocytes en fin de croissance (diamétre 1,7 mm).
Ces auteurs ont montré que les lamelles annelées subissent une fragmentation

entre 9 et 12 heures d'incubation hormonale, et qui a lieu avant la rupture




de la vésicule germinative dans les ovocytes de Rana pipiens.

Nos observations sur les ovocytes de Xenopus laevis sont compa-
rables aux résultats obtenus par KESSEL et SUBTELNY (1981), la fragmentation
des lamelles annelées en plages vésiculeuses s'effectue avant la rupture de
la vésicule germinative chez le Xenope.

STEINERT et coll. (1974), dans une étude ultrastructurale des ovo~
cytes de Xenopus laevis injectés de cytoplasme d'ovocytes soumis & la pro-
gestérone, ont trouvé que les lamelles annelées semblaient &tre remplacées
par de grands groupes de citernes du réticulum endoplasmique. Les pores
annulaires ont disparu dans certaines lamelles mais les vésicules & membra-
nes lisses n'étaient pas observées dans les ovocytes de Xenopus laevis
injectés par un extrait cytoplasmique contenant un facteur induisant la
pseudomaturation (PIF) et qui subissent une maturation incompléte (STEINERT
et coll., 1974).

Ainsi, la transformation des lamelles annelées en plages vésicu-
leuses semble étre l'un des changements cytoplasmiques qui a lieu pendant
la vraie maturation chez les Anoures.

Il a été observé dans les ovocytes de Triton en cours de croissan-
ce que les empilements de lamelles annelées apparaissent dans le cytoplasme
aux stades précoces de la vitellogénése, augmentent rapidement , atteignent
un certain niveau dans les ovocytes en fin de croissance et augmentent & nouveau
légérement par la suite. Leur distribution dans le cytoplasme est uniforme
(IMOH, 1982 ; IMOH et TERAHARA, cités par IMOH, 1982).

Contrairement aux observations faites sur les espéces Anoures
(BALINSKY et DEVIS, 1963 ; KESSEL, 1968) , la vésiculisation des lamelles
annelées n'est pas observée chez les espéces d'Urodéles (Pleurodéle et
Axolotl). Nos résultats sont comparables & ceux de IMOH (1982), cet auteur
n'a pas observé de plages vésiculeuses résultant de la fragmentation des
lamelles annelées dans les ovocytes de Cynops pendant la maturation. Des
groupes de vésicules cytoplasmiques apparaissent dans la zone subcortiicale
de l'hémisphére animal dans les ceufs de Cynops juste aprés leur fécondation
(IMOH, 1980). Pour les oeufs fécondés d'Anoures, de telles observations
n'ont pas été rapportées.

Dans les ovocytes de Pleurodéle en cours de maturation (2 & 8

heures d'incubation hormonale), nous avons remarqué que les lamelles




annelées augmentent légérement en nombre par rapport aux ovocytes témoins,
cependant, elles perdent leur intégrité et disparaissent du cytoplasme
du pdle animal entre 9 et 12 heures d'incubation en présence de progeste-
rone. Avant la disparition des lamelles annelées, les pores annulaires
s'estompent en certains endroits, et l'on observe ainsi des segments de
lamelles ininterrompus. Ces observations pouvaient conduire & la conclusion
que les lamelles annelées produisent une forme vésiculaire du réticulum
endoplasmique par un processus de vésiculisation comme il a été montré
précédemment. La disparition des lamelles annelées et l'apparition de cy-
toplasme vésiculé sont deux événements séparés dans le cas du Pleurodéle.
Il est certain que la disparition des lamelles annelées comme inclusions
cytoplasmiques distinctes n'est pas responsable de l'apparition des grandes
masses de vésicules dans la partie périphérique du cytoplasme, puisqu’'elles
n'apparaissent qu'aprés la rupture de la vésicule germinative (entre 12 et
24 heures d'incubation hormonale). Par contre, la présence des petites
vésicules groupéesensemble dans le cytoplasme interne peut &tre attribuée
4 la désintégration des lamelles annelées.

Les résultats obtenus sont évidemment trop fragmentaires pour
proposer une interprétation cohérente du processus de vésiculisation.
Ces vésicules éourraient selon BLUEMINK (1970) avoir un rdéle dans la régulation
du calcium intracellulaire, elles constitueraient des "piéges" & ions cal-
cium, mais cette hypothése n'a jamais été confirmée.

Lrggggggi; de ces recherches fournit ainsi des données de base
sur les diverses modifications morphologiques au cours de la mélose chez
les Urodéles et en particulier chez le Pleurodéle. Outre l'intéré&t compara-
tif, cette espéce présente des particularités qui pourront s'avérer utiles
dans les recherches ultérieures. IL'aspect qui semble le plus singulier
est sant doute l'existence de ce changement dans la distribution des parti-
cules de glycogéne contenues dans le cytoplasme ovocytaire. Si les phénoménes
tels que la libération du calcium intracellulaire , la synthése de protéines

et la baisse de 1'AMP cyclique, conduisent & l'apparition d'un facteur intra-

cytoplasmique (MPF) responsable de la rupture de l'enveloppe nucléaire vers

la fin de la maturation, le rejet du glycogéne par l'ovocyte doit intervenir
4 un autre niveau.

L'étude ultrastructurale de la maturation ovocytaire des
Urodéles était jusqu'a présent quasi-inexistante, ce travail a été entrepris
afin de mieux percevo;r les modifications morphologiques de la membrane plas-

mique avec les structures environnantes.




La régression des microvillosités en présence de progestérone
tend & diminuer la surface d'échange. Ce processus va dans le mé€me sens gque
les travaux de MOREAU et coll. (1976 b) qui décrivent une augmentation de la
résistance électrique membranaire traduisant une chute de la perméabilité de
membrane des ovocytes de Xenope soumis & la progestérone. En outre, le décou-
plage physiologique des cellules folliculaires dés la reprise de la méiose
introduit un changement des propriétés de la membrane plasmique des ovocytes
(VILAIN et coll., 1980).et la simple défolliculation manuelle des ovocytes
entraine la reprise de la méiose. L'ensemble de ces résultats suggére que
les jonctions gap situées entre les macrovillosités des cellules folliculaires
et l'ovocyte constituent sans doute le support morphologique de la régulation
hormonale du couplage et du découplage physiologique des cellules folliculaires
avec l'ovocyte proposée par BROWNE et coll. (1979) et VILAIN et coll. (1980).
L'injection de "Lucifer yellow" selon la technique de STEWART (1981) et l'étude
complémentaire en cryofracture des jonctions macrovillosités folliculaires-
ovocyte pourraient apporter quelques données nouvelles concernant la régulation
hormonale de ces jonctions gap.

La nouvelle répartition du glycogéne ainsi que le mécanisme de
sécrétion observés in vitro doivent &tre confirmés <m vivo. Des intéractions
entre l'ovocyte et la paroi de l'oviducte peuvent exister par 1l'intermédiaire du
glycogéne ; il faut zrappeler que la maturation prépare & la fécondation, Ce€s -
intéractions peuvent modifier la structure et les propriétés de l'enveloppe

vitelline les Urodéles sont des Amphibiens polyspermiques qui ne présentent

pas de granules corticaux typiques.




Planche VII : Vue d'ensemble d'un ovocyte de Pleurodéle au terme de sa
croissance. Coupe réalisée au pdle animal.

L'enveloppe vitelline (ev) est traversée par les microvillosités
(mv) de L'ovocyte (ov), ainst que par les macrovillosités (ma)
quil sont les prolongements cellulaires des cellules follicularires
(cf). Le cytoplasme contient des mélanosomes (ml), des plaquettes
vitellines (vi), des vésicules lipidiques (1), des mitochondries
concentrées en majeure partie dans la zone corticale du cytoplasn
et des lamelles annelées (la). (X 8 000).
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Planche VIII :

Morphologie des microvillosités et des relations ovocyte-

Figure A -

Figure B et C

Figure D

cellules folliculaires.

Les microvillosités ovocytaires (mv) sont constitudes d'une
substance dense ou l'on peut distinguer de fins faisceaux
fibrillaires et des microtubules (mt) paralléles au grand
axe de la microvillosité. (X 42 000).

: Ces “figures tllustrent des jonctions (fléches) entre l'ovocyte

(ov) et les cellules folliculaires, par L'intermédiaire des
macrovillosttés (ma) qui vienmment au comtact du plasmalemme
(pm). (B) X 74 000, (C) X 57 000.

Les figures A, B et C représentent des coupes d'ovocytes
témoins.

: Jonetion (fléches) aprés 6 heures d'incubation en présence de

progestérone. (X 56 000).
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Planche IX

Coupes ultrafines de la zone corticale du pdle animal d'un

Figure A

Figure B ~

ovoeyte témoin de Pleurodéle.

Quatre strates folliculeuses entourent l'ovocyte de Pleurodéle.
De l'extérieur vers l'intérieur, on observe le feuillet péritonéa
(fr), la strate conjonctive d fibrilles de collagéne (tc) les
cellules folliculaires (cf) et l'enveloppe vitelline (ev). Dans

le cytoplasme cortical, on note la présence de lamelles annelées
(la). (X 5 400).

Un empilement considérable de lamelles annelées (la), dans le cyﬁ
plasme cortical (X 50 000).













































































































































