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INTRODUCTION

Les Néréidiens constituent un modéle biologique relativement simple,
ce qui explique leur choix comme matériel d'étude pour les recherches effec-
tuées sur l'endocrinologie des Invertébrés. La plus grande partie du corps
est constituée par la cavité celomique remplie d'un liquide dans lequel
baignent les ovocytes ou spermatocytes et les ceclomocytes. Il a &té dé-
montré récemment (DHAINAUT et al., 1980) que le liquide ccelomique renfer-
mait une macromolécule qui intervient dans la biosynth&se du matériel ovo-~
cytaire. Cette macromolécule semble &tre &laborée par les celomocytes. Ces
derniers pourraient réaliser leur synth&se 3 partir de petites molécules
présentes dans le liquide ceelomique. De méme les ovocytes sont capables
d'utiliser des précurseurs simples, présents dans le liquide celomique,
pour réaliser & la fois leur synthése de vitellus et d'alvéoles corticaux
(DHAINAUT et PORCHET, 1977a, 1977 b).

De ce point de vue, le tube digestif et l'intestin en particulier
semble constituer 1'Etape initiale de ces processus métaboliques. Or i
1'heure actuelle, malgré les nombreux travaux réalis&s sur le tube diges-
tif des Annélides Polychétes, la structure et la physiologie de 1'intestin
restent ignor8es en grande partie. Les &tudes effectues dans ce domaine
ont porté en majorité sur la partie antérieure du tube digestif (trompe,
pharynx, esophage, estomac...), dans le but d'établir les mécanismes de
digestion et de nutrition qui sont souvent 1i8s au mode de vie et d'ali-
mentation de ce groupe.

Notre travail s'est donc orienté vers la connaissance cytophysio-
logique de l'intestin, d'une part afin de préciser la structure fonctionnelle
et d'autre part de comprendre les modalités d'assimilation et d'&tablir une
relation entre les produits de l'assimilation intestinale et les synthé&ses

du milieu celomique.




DONNEES RECENTES SUR LE TUBE DIGESTIF DES POLYCHETES

A - DIGESTION

Chez la plupart des Polychétes les processus de digestion se locali-
sent principalement au niveau de la région antérieure du tube digestif, im—
pliquant différentes régions plus ou moins différenciées (pharynx, emsophage,
estomac), et s'&tendent parfois 3 la région intestinale antérieure.

Ainsi, chez Nereis virens, l'msophage et l'intestin antérieur cons-
tituent les principaux sites de production d'enzymes digestives extracellu-
laires (KAY, 1974). Les enzymes (amylases, protéases, lipases) sont proba—-
blement responsables de l'apport de la majeure partie des &léments nutritifs.

Chez cette méme espé&ce, LEWIS et WHITNEY (1968) ont d&montré 1'exis- |
tence de cellulase sécrétée par le tube digestif.

Chez Arenicola marina, la production de protéases et de carbohydra-
ses a &té localisée au niveau de l'estomac et des caeca. Ces activités sont
absentes dans l'®sophage et 1'intestin (LONGBOTTOM, 1970).

Chez Glycera convoluta et Eulalia viridis, la part dominante de la
digestion s'opére dans 1l'intestin ol sont secrétées des protéases, des amy-
lases et des lipases (MICHEL, 196%), cependant la dégradation principale des
aliments revient aux protéases, et ceci est 1ié au régime carnivore de ces
espéces. Chez ces deux Annélides la sécrétion de protéases dans le pharynx
résulte de la présence des cellules glandulaires séreuses particulidrement
abondantes dams cette région (MICHEL, 1972b; MICHEL et IMHOFF, 1975).

De méme, les cellules glandulaires séreuses dans l'esophage de
Nereis virens sont responsablesde la sécrétion de protéases et en particulier
de trypsine (MICHEL et DE VILLEZ, 1979). C'est le cas &galement chez Sabella-
ria alveolata ol les sécrétions de protéases dans la région intestinale an-—
térieure sont trés probablement produites par les cellules glandulaires sé-
reuses (MICHEL, 1977). Chez Nereis brandti, la trypsine a été identifiée et
caractérisée parmi d'autres protéases présentes dans le fluide digestif, par !

DE VILLEZ et REID (1971).




B - ABSORPTION

1 - Absorption intestinale

L'absorption des produits de la digestion est considéré&e depuis
longtemps comme survenant dans la partie postérieure du tube digestif et en
particulier au niveau de l'intestin (BRASIL, 1904). Chez Arenicola marina
1l'intestin repré@sente le principal site d'absorption de la L-alanine. Les
acides aminés neutres sont absorbés selon un processus actif par 1l'intestin
(BAMFORD et STEWART, 1973a). Les études des cinétiques de transport de la
L-lysine et de l'acide L-aspartique suggérent la présence de deux sites de
transport pour les acides aminés acides et basiques (BAMFORD et STEWART,
1973b). Chez Hermodice carunculata, les produits de digestion des lipides
sont absorbé@s par ¥'épithélium de l'intestin antérieur. Le transport vers
le tissu péritonéal est réalisé par le sang ou directement par les ceelomo-

cytes ou le liquide ceelomique (MARSDEN, 1968).

2 - Absorption par les téguments

Les Annélides Polychétes, comme de nombreux autres Invertébrés
marins, sont capables d'accumuler des molécules organiques, dissoutes dans
le milieu environnant, aprés passage 3 travers les téguments (cf : TAYLOR,
1969 ; BASS et al., 1969 ; AHEARN et GOMME, 1975 ; J@RGENSEN, 1979 ; TEMPEL |
et WESTEIDE, 1980 ; GOMME, 198la et b). |
L'importance de ce processus dans la nutrition de ces animaux
est jusqu'd présent loin d'&tre complitement &lucidé ; cependant ce phéno-
méne est surtout marqué chez les jeunes et davantage chez les larves. Pour §
la plupart des espéces &tudiées, il peut étre considéré comme une source

supplémentaire de nutrition.

C — ABSORPTION DE MACROMOLECULES ET DIGESTION INTRACELLULAIRE

Chez les Annélides, la digestion a &té généralement
considérée comme exclusivement extracellulaire (SCHEER, 1948 ; YONGE, 1937).
Depuis la possibilité de l'existence d'une digestion intracellulaire a été
abordée partiellement par KERMACK (1955) chez Arenicola marina et MARSDEN

(1963, 1966) chez Hermodice carunculata.




MATERIEL ET METHODES

I - Le matériel biologique

Perinerets cultrifera (Grube) est une Annélide Polychdte (Nerei-
dae) vivant dans les rochers de la zone intertidale. La récolte a été effec-
tuée d& Luc-sur-Mer (Calvados) en période de grande marée.

Au laboratoire, les vers sont isolés dans des pots contenant de
1'eau de mer renouvelée tous les jours. Ils sont maintenus & 1'obscurité et

4 une température d'environ 13°C.

2 - Isolement de 1l'intestin

Cette opération est réalisée, sous la loupe binoculaire, sur des
vers préalablement anesthésiés par une solution de MS 222 3 2 %, dans 1'eau
de mer. Une incision, pratiquée au niveau de la région dorso-médiane, permet
de dégager la paroi du corps. L'intestin est alors prélevé apréds élimination

des dissépiments qui le rattachent au reste du corps.

3 - Techniques de microscopie électronique

a - Cytologie

Des petits fragments d'intestin sont prélevés, lavés dans
de 1'eau de mer et fixés dans une solution de glutaraldéhyde i 3 % dans du
tampon phosphate de Sodium 0,1 M additionné de 2,5 % de chlorure de Sodium,
pendant 3 heures 3 4°C. Aprés lavage d'une nuit dans la m@me solution tampon
contenant du sucrose 0,33 M, les pidces sont post—fix@es au tétroxyde d'0Os-
mium pendant ! heure 3 4°C.

La déshydratation est effectuée par les acétones progressifs,
1'inclusion dans l'araldite et les coupes sont réalisées 3 1'Ultrotome "Porter-
Blum" ou au L.K.B. Les coupes semi-fines sont color@es au bleu Azur B. Les
coupes fines sont contrastées en deux temps : & l'acétate d'uranyle et au ci-

trate de plomb selon REYNOLDS (1963).




Les observations ont &té faites aixx microscopes électroniques

Siemens ou au Jéol 120 CX.

Cette technique a &té réalisée sur des segments d'intestin
préalablement fixés au glutaraldéhyde (3 7% dans du tampon phosphate 0,1 M
contenant 2,5 7 de chlorure de Sodium). v

Les échantillons sont lavés dans le méme tampon, immergés
dans du glycérol 30 7 puis congelés dans 1'Azote liquide. La fracture est
effectuée sous vide dans 1l'appareil Balzers BAF 38.

Les répliques '"platine~Carbone'" obtenues aprés ombrage uni-
directionnel (30°) et apré@&s lavage dans une solution d'hypochloride de Na,
sont montées sur des grilles en cuivre. L'observation a été effectuée au

Jéol 120 CX.

¢ - Détection de Polysaccharides

La mise en évidence des polysaccharides sur coupes fines a
été menée par la technique de SELIGMAWN et Coll (1965) modifiée par THIERY
(1967). Aprés oxydation (20 minutes) 3 1'acide périodique, les coupes sont
lavées et incubées dans une solution de TCH (Thio-carbohydrazide) pendant
24 heures. Aprés un deuxiéme lavage, les coupes sont ensuite placées dans
une solution de Protéinate d'Argent, pendant 20 minutes, 3 1l'obscurité et
d température du laboratoire. L'observation est effectuée au microscope élec-

tronique sans coloration.

d - Détection de la phosphatase acide

L'activité phosphatasique acide a &té mise en évidence,
sur notre matériel, d'aprés la méthode décrite par BERTOUT (1976) dérivant
de celle de MILLER et PALADE (1964).

e - La peroxydase (HRP)

La peroxydase (HRP) a &té utilisée, selon la technique de
GRAHAM et KARNOVSKY (1966), dans le but de suivre l'absorption de protéines
exogénes au niveau de 1'intestin.

Des segments d'intestin d'environ 2 mm ont été incubés dans
une solution de peroxydase (8 mg/ml d'eau de mer) pendant 4 heures. Apré@s une
courte fixation (10 minutes) ; les pidces sont sectionndes (sous la loupe bi-
noculaire), lavées dans du tampon phosphate (3 x 15 minutes) et incubées dans
une solution de DAB pendant 30 minutes (5 mg Diaminobenzidine dans 10 ml de

tampon Tris-HCl 0,1 M, pH 7,4 contenant 0,1 7 de H909). Aprés un lavage rapide




(3 3 5 minutes) 3 l'eau distillée suivi d'un lavage au tampon phosphate (10
a2 15 minutes), on procéde & une seconde fixation au glutaraldéhyde (! heure,
30 minutes 3 2 heures), un lavage prolongé (une nuit) dans du tampon phos-—
phate puis une postfixation & 1'Osmium (1! heure).

La déshydratation est faite aux ac&tones progressifs et

1'inclusion dans 1'araldite.

4 - Détection histoenzymologique de protéases

Cette technique a été réalisée gselon la méthode de CUNNINGHAM
(1967), qui consiste en une digestion d'un substrat de gélatine par des cou-
pes 3 congélation de 50 u d'épaisseur.

Des lames portant un film de gélatine sont colorées par diazoti-
sation au FBB (Fast-Blue B salt) et plac@es, au moment de 1l'emploi, dans du
tampon phosphate 0,05 M 3 pH 7,0. Les lames sont ensuite séchées, a4 l'aide
d'un papier filtre, et les coupes sont montées sur la face portant le film
de gélatine.

Aprés incubation (environ 15 minutes 3 20°C), les préparations
sont fixées au formol salé et les coupes colorées au rouge nucléaire. L'ob-
servation au microscope photonique permet alors de détecter les zones de
digestion (visualisées en blanc par le départ du substrat) correspondant i

l'activité du tissu.

5 - Autoradiographie (d'aprés la technique de LARA et DROZ, 1970).

a - Autoradiographie photonique

Des coupes de 6 u d'épaisseur, montées sur des lames gélati-
nées, sont déparaffinées et plongées dans une émulsion photographique ILFORD
K 5 (V/V dans 1l'eau distillée) & 40°C. Les lames, séchées en position verti-
cale, sont rangées dans une bolte noire 3 l'abri de la lumiére.

A des intervalles de temps réguliers, des lames—test sont
révélées, afin de déterminer la durée d'exposition.

La révélation est suivie d'une déshydratation et d'une co-
loration des coupes au rouge nucléaire - picroindigocarmin.

Dans le cas de coupes semi-fines, la coloration est effec—
tuée au Bleu Azur B. Les opérations d'émulsion et de révélation sont réalisées

en chambre noire.




b - Autoradiographie & haute résolution

Des coupes de couleur d'interférence "or'", déposées sur

des lames recouvertes d'un film de celloidine, sont colorées 3 1'acétate
d'uranyle (2,5 7 dans l'alcool 50°) pendant 15 minutes et au citrate de
plomb (pendant 9 minutes), rincées , séchées et vaporisées de Carbome.
Cette opération est suivie de l'émulsion des lames dans une
solution d'ILFORD L 4 (! volume pour 4 volumes d'eau distillée, 3 40°C).
Aprés séchage en position verticale, les lames sont placées

dans une boite opaque et &tanche, en vue d'une exposition i 1'obscurité et en

atmosphére séche. Le développement est ensuite effectué par &tapes

révélateur : 2 minutes 45

Ringage : eau distillée

fixateur : 5 minutes

ringages : eau distillée, 3 x 5 minutes

Le film de celloidine est alors décollé par trempage pro-
gressif des lames dans un cristallisoir rempli d'eau distillée. Des grilles
200 mesh sont déposées sur les coupes et 1l'ensemble "film-coupes-grilles"
est-recueilli & la surface de l'eau 3 l'aide d'un papier filtre ; le tout
séché 3 37°C et placé dans une solution d'actéate d'isoamyle pendant 3 mi-
nutes afin d'amincir le film de celloldine.

Les radioautographies ainsi prétes peuvent €tre examinées

au microscope Electronique.

6 - Techniques biochimiques

a - Dosage de protéines

Dans tous les cas 1l a été réalisé selon la méthode de

GEIGER et BASSMAN (1972).

La méthode utilisée est celle de GILES et MYERS (1965).

Des fractions aliquotes contenant au maximum ! mg d'ARN sont
additionnées d'un volume de PCA 1 N (acide perchlorique) stabilisé & 0°C. Les
tubes sont centrifugés & 3 000 g pendant 10 minutes & 4°C. Les sédiments sont
lavés 2 fois dans du PCA 0,5 N puils dissous dans 2,5 ml de KOH 0,5 N. L'ARN
est hydrolysé pendant | heure 3 37°C, la r&action est arrdtée par addition
de 0,5 ml d'HCL 4 N,

Aprés centrifugation a2 3 000 g pendant 10 minutes a 4°C, le

surnageant (hydrolysat d'ARN) est &carté et les sédiments sont hydrolysés 2



fois par | ml de PCA 10 7 pendant 20 minutes 3 70°C. Un ml d'hydrolysat est
mélangé 3 2 ml de réactif 3 la DPA (Diphélylamine 1 g, 40 ml d'acide acéti-
que glacial, | ml d'H2S804 concentré, Hy0 q.s.p. 50 ml). On ajoute ensuite
0,1 ml d'une solution de paraldéhyde (0,156 ml de paraldéhyde, Hy0 q.s.p.
100 ml). Les tubes sont bouchés et aprés 24 heures & température ambiante,
la densité optique est mesurée d 600 nm.

Du DNA de thymus de veau (dans lequel la quantité de protéi-

nes a été contrdlée préalablement) est utilisé comme référence.

¢ — Phosgphatase acide
Selon la technique de WATTIAUX et DE DUVE (1956), 0,1 ml de

fraction cellulaire sont incub&s pendant 30 minutes 3 37°C en présence de

0,9 ml de R-glycérophosphateNa 50 mM dans le tampon acétate de Sodium 50 mM
contenant 0,07 7 de Triton X-100.

La réaction est arr@tée par addition de 1 ml de TCA 10 Z.
Les tubes sont centrifugés 3 basse vitesse et la quantité de phosphate inor-
ganique est déterminée dans le surnageant selon la technique de FISKE et
SUBBAROW (1925).

L'activité enzymatique est exprimée en umoles de phosphate

inorganique libérées par minutes et par mg de protéines.

7 - Détermination de la radiocactivité

La radioactivité est déterminée dans un compteur & scintillation
liquide L.K.B. Deux types de liquides scintillants sont utilisés selon qu'on
effectue un comptage de radioactivité soluble ou insoluble.

Dans le premier cas, une fraction aliquote de 50 ul de 1'échan-
tillon est additionnée de 6 ml d'Aqualuma (Lumac).

La radioactivité acido=-précipitable (fractions de protéines préci-
bitées d 1'ATCA) est mesurée apré@s filtration des &chantillons sur filtre

- GF/F. Les filtres sont ensuite lavés 3 1'ATCA 8 7 et 4 1l'eau distillée. Aprés
séchage, les filtres sont introduits dans des fioles contenant du liquide
scintillant Lipoluma.

Dans le cas particulier ol la quantité de maté&riel précipité
est importante les filtres sont solubilis@s pendant une nuit dans le mélange

(H902 0,2 ml ; Lumasolve 1| ml), puis additionnés de 9 ml de Lipoluma.




CHAPITRE I

ETUDE MORPHOLOGIQUE DU TUBE DIGESTIF

Anatomie du tube digestif

Le tube digestif de Perinereis cultrifera occupe toute la longueur
du corps. Il comprend différentes régions anatomiquement plus ou moins dif-
férenciées. Dans la région antérieure, la cavité buccale est constituée
d'une trompe dévaginable munie d'une paire de michoires. A la trompe fait
suite un court ®sophage portant 3 sa base une paire de caeca au contact
de 1'estomac qui s'étend du 68me au 108me segment. Ce dernier est suivi de
1l'intestin qui occupe 3 lui seul environ les trois-quarts postérieurs du

corps et se termine par un court rectum s'ouvrant par un anus subdorsal.

I - L'ESTOMAC

Il présente une structure &pithéliale recouverte, du cBté basal,
par une épaisse couche de fibres musculaires (circulaires et longitudina-
les) et du cGté apical par une cuticule épaisse, dans la région antérieure.
et mince, dans la région postérieure de l'estomac.

La cuticule est constituée d'un réseau de fibres, d'épaisseur
moyenne de 50 nm, orientées selon deux directions perpendiculaires et pa-
ralléles a la surface apicale de 1'épithélium. Elle est traversée par les
microvillosités issues des cellules sous-jacentes (fig. 1). Deux types
cellulaires sont observés dans 1l'épithélium :

- des cellules glandulaires muqueuses 4 grains de sécrétion sub-sphériques,
- et des cellules glandulaires séreuses (figs 1, 2).
A la base de 1l'épith&lium et au contact de la lame basale, des

formations nerveuses sont fréquemment observables. Elles sont constituées
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Histologie de 1l'intestin, coupes transversales,

Fig. | -~ Zone antérieure.

Fig. 2 - Zone postérieure.

B.b : bordure en brosse ; C.g.m : cellules glandulaires muqueuses ;
L.B : lame basale ; M.C. : muscles circulaires ; M.L. : muscles
longitudinaux ; m.p : membrane péritonéale ; N : noyau ; N.f :
fibres nerveuses ; S : vaisseaux sanguins.



d'un ensemble d'axones orientés dans le sens longitudinal du tube digestif.
Des figures synaptiques sont observées parfois au contact de certains axones

et de la lame basale (fig. 3).

II - L'INTESTIN

L'intestin de Perinereis cultrifera se présente sous forme d'un tu-
be rectiligne resserré au niveau des septa. L'épithélium intestinal est cons-
titué d'une couche de cellules, reposant sur une lame basale recouverte du
cdté celomique par deux couches de fibres musculaires (circulaires et lon-
gitudinales). Du cBté& apical, les cellules sont caractdérisées par une bor-
dure en brosse constituée de microvillosités.

Les observations effectuées au microscope photonique montrent que
1'épithélium intestinal est constitué de deux types cellulaires:
des entérocytes et des cellules glandulaires muqueuses colorées en violet par
le Bleu Alcian. Des fibres nerveuses sont présentes sur toute la longueur de
1'intestin et sont localisées au contact de la lame basale.

Anatomiquement 1'intestin ne présente pas de divisions morphologi-
ques nettes mais des variations graduelles peuvent &tre distingues histolo=
giquement. La région intestinale postérieure se différencie de la région an-
térieure par, son épithélium moins &levé, sa musculature réduite, counstituée
essentiellement de fibres circulaires, et sa richesse en cellules muqueuses.
L'ultrastructure de 1'épithélium intestinal montre que celui-ci est formé
d'une seule couche de cellules, adhérant & la lame basale et se prolongeant
jusqu'3d la lumiére intestinale.

Les cellules glandulaires séreuses observées dans l'estomac sont
absentes au niveau de 1'intestin.

Au sein de l'épithélium, différentes catégories de cellules sont

observées.

I - Les entérocytes

Ces cellules sont caract@risées par une bordure en brosse cons—
tituée de microvillosités et présentent un cytoplasme de densité &lectronique
constante (fig. 4). Elles sont adhérentes 3 la lame basale et se prolongent

jusqu'3d la lumidre intestinale.




Les microvillosités sont hautes de | u environ et présentent
un diamétre moyen de 0,1 d 0,15 p. Leur axe est constitué de fibrilles qui
se prolongent dans le cytoplasme apical. La membrane apicale est double et
caractérisée par un feuillet externe plus dense que le feuillet interne
(fig. 10). Des vésicules de pinocytose originaires de la membrane apicale
sont fréquemment observées dans le cytoplasme apical, ainsi que des forma-
tions tubulaires de réticulum endoplasmique lisse., Les mitochondries sont
particuliérement abondantes dans cette région et sont généralement orien-
tées selon le gand axe de la cellule.

Le noyau occupe la région moyenne de la cellule. Il est égale-
ment orienté dans le sens de prolongement de la cellule. Il présente une
forme allongée et se caractérise par une chromatine périphérique et des
nucléoles parfois bien développés (fig. 11).

L'appareil de Golgi est localisé dans la région supranucléai-
re et compte de 6 i 10 saccules généralement orientés dans le méme sens
que les noyaux.

Le réticulum granulaire est présent dams toute la cellule
ainsi que des ribosomes libres.

Le glycogéne est sous la forme de rosettes réparties dams la
cellule., Des inclusions lipidiques sous forme de globules de taille varia-
ble sont souvent accumulées dans la ré&gion basale de 1l'épithélium (fig. 6).

Enfin, 1'une des principales particularités de ces cellules
est la présence, dans la zone sous—jacente aux microvillosités, de structu-
res denses, de forme allongée, réguliérement disposées au contact de la mem—
brane apicale (fig. 4).

Ces structures, que nous appellerons 'formations apicales den—
ses", du fait de leur localisation exclusivement dans le cytoplasme apical
d'une part, et de leur densité &lectronique d'autre part, présentent de
nombreuses caractéristiques cytochimiques et ultrastructurales. Elles peu-
vent atteindre des dimensions de | 3 1,2 u de long sur 0,1 3 0,15 u de large.

Ces formations ne sont présentes que dans les entérocytes od
elles sont localisé@es entre les racines ciliaires des microvillosités et
ne sont pas en continuité avec celles—ci (figs 10 et 17). Elles sont limi-
tées par une membrane double et sont orientées dans le sens du grand axe
celiulaire. Les observations de leur membrane, en cryofracture, montrent
que celle-ci est trés pauvre en particules intramembranaires (figs 16, 17,

18). Au sein du matériel dense qu'elles renferment, une structure tubulaire




apparalt sous forme de tubules de 7 & 10 nm orientés longitudinalement
(figs 15, 16, 18). De plus leur réaction aux polysaccharides est faible
(fig. 19) et la phosphatase acide y est absente.

Enfin ces formations ne montrent pas d'ouverture en direction

de la lumiére intestinale.

2 - Les cellules cilides

Ces cellules sont observables au niveau de la région antérieure
de l'intestin ol elles sont localisées entre les entérocytes.

Elles sont trés rares a4 l'observation.

Nous n'avons pu observer que la tégion apicale de ce type cel-
lulaire et de ce fait nous nous limiterons 3 le signaler dans cette &tude,
A 1'apex, ces cellules sont lies aux cellules voisines par une zonula ad-
haerens suivie d'une jonction sept@e particulidrement bien développée (figs
13, 14). La surface apicale porte un cil, dont la membrane externe est en
continuité avec la membrane plasmique apicale. La membrane du cil présente
un aspect hérissé et se rétrécit au niveau de la plaque basale (fig. 13).
L'axe filamentaire du cil est constitué de 9 doublets de fibres périphéri-
ques et de 2 doublets de fibres centrales (fig. 12). Ces fibres présentent
un prolongement dans le cytoplasme apical oi elles paraissent plus denses
au niveau du corpuscule basal (fig. 14).

La membrane apicale peut différencier des microvillosités au—

tour du cil.

3 - Les cellules glandulaires muqueuses

Elles se distinguent facilement des cellules voisines par leur
forme, rétrécie 3 l'apex et renflée 3 la base. Elles présentent un cytoplas-
me moins dense et renferment un matériel plus ou moins fibrillaire dont 1'o-
pacité aux électrons est faible (figs &4, 7). Ces vésicules sont formées &
partir de 1'appareil de Golgi dont les saccules dilatés renferment le méme
matériel (figs 8, 9). Le réticulum granulaire est abondant et souvent dis-—
posé en lamelles concentriques (fig. 8).

‘ Les microviliosités différent de celles des entérocytes par
leur nombre restreint et leur taille réduite (en moyenne 3 fois plus cour-
tes). Leur '"cell-coat' est tré@s bien développé.

Le cytoplasme apical montre un faisceau de microtubules paral-

18les entre eux et au grand axe de la cellule.




Ces cellules sont dépourvues de formations apicales denses et
ne renferment pas d'inclusions lipidiques.

Enfin, elles se différencient nettement des cellules muqueuses
de l'estomac par la nature du matériel qu'elles sécrétent (comparer avec la

figure 1).

4 - Les formations nerveuses

Elles se localisent généralement 3 la base des villosités au
contact de la lame basale. Elles sont présentes aussi bien au niveau de
1'estomac qu'au niveau de l'intestin et se prolongent sur toute la longueur
du tube digestif (figs 3, 5, 6). Ces formations sont constitues d'un ensemr
ble d'axones, de diamétres variés, et contiennent des grains de sécrétion de
tailles et d'opacités variables. A la périphérie, elles sont limitées par un
systéme de gliofilaments et de gliosomes (fig. 3). Nous n'avons pas pu obser-
ver de contacts ou de jonctions particuliéres entre ces fibres et les cellu-
les épithéliales voisines. Cependant des figures synaptiques sont souvent
observables au contact de certains axones avec la lame basale (fig. 3). Ces
figures se caractérisent par des dép8ts présynaptiques constitués de vési-
cules d'environ 0,1 u de diamétre, disposées en amas contre la membrane
basale.

Deux types de fibres au moins peuvent 8tre facilement distin-

guées par leurs grains de sécrétion :

a - Iype I
Ce sont des fibres nerveuses caractérisées par des granules,
de forme sphérique, d'un diamétre allant de 100 & 150 &. Ces granules of=-
frent un aspect particulier, avec une zone corticale claire et une zone
centrale opaque constituée d'un mat@riel osmiophile plus ou moins granulai-
re. Le corps cellulaire est localisé au contact des fibres (fig. 20). Les
grains de sécrétion prennent naissance au niveau des dictyosomes 3 1'extré&-
mité des saccules golgiens (fig. 22). Le noyau de forme allongée se caracté-
rise par un nucl&oplasme clair, une chromatine périphérique et un nucléole
peu développé. L'enveloppe nucléaire présente un aspect hérissé et porte
des ribosomes sur sa face externe.
b = Type II
I1 différe du premier type essentiellement par la taille

et la forme des granules et par le produit qu'ils contiennent.




Les granules ont une forme variable et peuvent atteindre
un diamétre de 2000 A en moyenne. Ils renferment un matériel moins dense, de
nature fibrillo—-granulaire (figs 21, 23), et proviennent de l'appareil de
Golgi qui compte un nombre restreint en saccules et présente une face de
formation dilaté@e. Le réticulum granulaire est moins abondant que dans le
premier type et se limite & quelques saccules de taille réduite. Le noyau
présente un aspect identique au précédent avec une forme allongée, un nu-
cléoplasme fibrillaire clair et une chromatine pé&riphérique.

Ces deux types de fibres sont trés souvent observés sur
toutes les sections et montrent fréquemment des figures synaptiques & leur

contact (figs 24, 25).

5 = Les cellules basales 3 granules

Ces cellules sont situées 3 la base de 1l'épithélium, trd&s sou-
vent au contact des fibres nerveuses, et ne présentent pas de prolongement
en direction de la lumidre intestinale (figs 6, 27). Le noyau volumineux,
de forme allongée, présente une chromatine dense i structure granulaire et
une enveloppe hérissée portant des ribosomes sur sa face externe. Le réti-
culum endoplasmique granulaire, trés peu dé&veloppé, est présent sous forme
de vésicules réparties dans le cytoplasme. Les ribosomes libres sont relati-
vement abondants. L'appareil de Golgi donne naissance 3 des granules renfer-—
mant un matériel granulaire assez homogéne. Les grains de sécrétion matures
proviennent probablement de la fusion des gramies issus de l'appareil de
Golgi (fig. 26). Leur forme et leur taille sont trés variables. Une autre
caractéristique de ces.cellules, est leur richesse extraordinaire en micro-
tubules généralement orientés dans le sens du prolongement de la cellule

(fig. 27).

6 - Les jonctions cellulaires

Les membranes latérales des cellules épithéliales voisines
sont liées entre elles par un systéme de jonctions & la fois complexe et
diversifié.

Les jonctions entre les cellules glandulaires muqueuses et les
cellules voisines ne différent pas de celles qui existent entre les entéro—
cytes. Dans la zone apicale, les membranes laté&rales sont liées entre elles
par une zonula adhaerens suivie par une alternance de macula adhaerens et

de jonctions septées (figs 28, 29).




Dans la zone moyenne de 1'@pithélium la jonction intercellulaire
est essentiellement assur@e par des jonctions septées et quelques jonctions
de type '"'gap" (fig. 33). Dans cette région les desmosomes sont trés peu
fréquents.

Le lanthane, comme traceur préférentiel pour 1'étude des jonc—
tions cellulaires, pénétre dans l'espace intercellulaire et permet de visua-
liser la structure du complexe jonctionnel et plus particuliérement de mettre
en évidence un certain nombre de particularités morphologiques et ultrastruc—
turales des jonctions spetées dans le cas de notre matériel.

Au niveau de ces jonctions septées, l'espace intercellulaire
présente une largeur moyenne de 15 3 18 nm avec un espace interseptal quel-
quefois variable de 9 & 15 mm.

En coupe tangentielle, la jonction septée apparait sous forme
de '"mid d'abeilles" avec des particules alignées en rangées dessinant un
parcours sinueux en majeure partie (fig. 30, 31).

Cette disposition est confirmée par les observations effectuées
sur des répliques de cryofractures, réalisées sur des fragments d'intestin
préalablement fixé,

Les particules intramembranaires sont observées sur la face
protoplasmique des membranes plasmiques et possédent un diam@tre de 6 a
8 nm.

La jonction septée est caractérisée par un alignement de parti-
cules intramembranaires disposées en rangées parfois paralldles entre elles

et 38 la surface apicale (figs 32, 33).

DISCUSSION

La majorité des travaux réalisés sur le tube digestif des Annélides
Polychétes ont porté surtout sur la structure et la physiologie de la région

antérieure.

1 - L'estomac
Chez Perinereis cultrifera, 1'estomac est unistratifié et consti=-
tué essentiellement de deux types de cellules glandulaires, recouvertes du
cOté apical par une épaisse cuticule traversée perpendiculairement par les
microvillosités des cellules sous—~jacentes. L'épithélium est limité du coté
basal par une lame basale sur laquelle reposent les cellules. La musculature,

trés développée, est double et constituée de fibres circulaires et de fibres



longitudinales. La cuticule montre un aspect semblable & celui qui a été dé-
crit chez d'autres Annélides Polychétes (BOILLY, 1967, 1970 ; MICHEL, 1969b,
1972 ; BANTZ et MICHEL, 1971 ; MICHEL et IE VILLEZ, 1980). Selon ces auteurs

les fibres cuticulaires sont de nature collagénique. La composition chimique
du collagéne de la cuticule de Nereis a été déterminée par KIMURA et TANZER

(1977).

Les cellules glandulaires muqueuses, que nous avons observées,
se distinguent nettement de celles de l'intestin par leurs granules muqueux
torsadés et présentent un aspect semblable 3 celui des glandes muqueuses dé-
crites par MICHEL (1978) dans 1'épith&lium du diverticule pharyngien d'Au~-
douinia tentaculata.

Les cellules glandulaires séreuses, que nous avons observées,
sont spécifiques & l'estomac et sont absentes au niveau de l'intestin. Ce
deuxiéme type cellulaire a été précédemment décrit et caractérisé histochi-
miquement par MICHEL (1968, 1970b, 1972) qui le qualifie de cellules séreu-
ses. Selon cet auteur, ces cellules présentent les caractéristiques histo-
chimiques et ultrastructurales des cellules acineuses du pancréas exocrine
des Mammiféres.

Ces cellules &laborent une sécrétion protéique, riche en grou-
pements indol et disulfure, et présentent un cycle paralléle au cycle di-

gestif (MICHEL, 1968, 1979 ; MICHEL et DE VILLEZ, 1979).

2 - L'intestin

L'épithélium intestinal de Perinereis cultrifera est constitué
d'une seule couche de cellules adhérentes 3 la lame basale. Deux types cel~-
lulaires sont observés 3 ce niveau : des entérocytes et des cellules glandu-
laires muqueuses. ,

- Les entérocytes s'étendent sur toute la hauteur de l'épithé-
lium et se caractérisent par des microvillosités assez développées. Ces cel-
lules présentent de nombreuses mitochondries dans le cytoplasme apical ainsi
que des vésicules et des formations tubulaires de réticulum lisse. Quelques
corps multivésiculaires sont &galement présents dans cette région. L'une des
caractéristiques principales de ces cellules est la présence, dans la région
sous—jacente aux microvillosités, de formations apicales denses, de forme al-
longée, disposées régulierement au contact de la membrane apicale et orientées
dans le sens du prolongement cellulaire. Ces formations présentent une struc-
ture tubulaire interne et semblent renfermer du matériel dense trés osmiophi-
le. I1 est certain qu'elles ne constituent pas un prolongement des racines

ciliaires des microvillosités dont elles sont bien distinctes. De plus, elles




ne montrent pas d'ouverture en direction de la lumiére intestinale et présen-—
tent une membrane tr&s pauvre en particules intramembranaires ce qui rend
difficile le rapprochement de leur membrane avec la membrane plasmique. Dans
1'état actuel de nos connaissances, ces formations n'ont pas &té décrites
dans l'intestin des Polychétes et il est trés difficile de leur attribuer un
rdle physiologique précis. Des structures semblables ont &té signalées chez
Tetrahymena (TOKUYASU et SCHERBAUM, 1965 ; WUNDERLICH et SPETH, 1972) et sont
qualifies de mucocytes. Chez les Insectes, des granules denses et sphéri-
ques sont couramment observables dans le cytoplasme apical des cellules in-
testinales (ANDRIES, 1976a). Ces granules denses déchargent leur matériel au
moment de la prise de nourriture et semblent, de ce fait, constituer des ré-
servoirs enzymatiques.

Chez P. cultrifera il serait probable que des phases d'exocy-

toses puissent avoir lieu au moment de la prise de nourriture.

- Les cellules glandulaires muqueuses de 1'intestin différent

.de celles de 1l'estomac. Elles sont différentes des entérocytes par leur for-

me et leur densité cytoplasmique. Ces cellules sont dépourvues de formations
apicales denses et de granules lipidiques. Elles présentent, dans leur cyto-
plasme apical, un faisceau de microtubules orient&s parallé&lement 3 1'axe
cellulaire. L'une des fonctions principales et la mieux établie de ces micro-
tubules est le maintien de la forme cellulaire (TILNEY, 1971 ; FULLIVOLE et
JACOBSON, 1971 ; DUSTIN, 1972). Cependant, leur disposition et leur abon-
dance dans ces cellules semblent &tre en relation avec le transit des

grains de sécrétion. Une telle fonction a été attribu@e aux microtubules
observés dans les cellules en "bouteille'" décrites par ANDRIES (1976b) dans
1'intestin de la larve d'deshna cyanea.

Au sujet des cellules ciliées, observées dans 1'épithélium
intestinal, nous ne disposons que de quelques &léments untrastructuraux ca-
ractéristiques de leur région apicale. Signalons toutefois que de telles cel-
lules ont &té@ décrites par MICHEL (19723 dans les papilles de la gaine de
la trompe de Notomastus latericeus. Cependant leur rSle est largement discu—
té et il semble, selon cet auteur, qu'elles aient un rdle dans la chémoré-
ception. Par ailleurs il semble selon certains auteurs que les cellules mono-
ciliées sont considérdes comme mécanoréceptrices (HORRIDGE, 1969 ; NPRREVANG
et WINGSTRAND, 1970). |

Dans le cas de notre matériel, ces cellules monociliées sont

localisées au niveau de la région antérieure de l'intestin avec une fréquence




trés faible. Nous n'en avons pas rencontré au niveau de l'estomac. Cette
localisation semble difficile & interpréter dans le cadre de 1'hypothése
précédemment citée.

Les fibres nerveuses, par contre, sont présentes dans l'esto-
mac et dans tout l'intestin. Elles sont constituées d'un ensemble d'axones
situés 3 la base de 1'épithélium et disposés parallélement 3 1'axe du tube
digestif. Nous avons décrit deux types de cellules neurosécrétrices.

Chez les Aphroditidae, WELSCH et STORCH (1970) ont signalé la
présence de fibres nerveuses intraépithéliales sans donner d'interprétation
sur leur rSle physiologique. De méme chez les Lobatocerebridae, RIEGER (1981)
a récemment décrit une innervation 3 la base de 1'épithélium pharyngien.

Chez P. cultrifera, les figures synaptiques observées entre
les deux types d'axones d'une part et au niveau de la membrane basale sem—
blent témoigner d'une interaction physiologique certaine, soit dans la mo-
tricité intestinale, soit dans les activités absorbantes et sécrétrices de
1'épithélium. _

Quant & l'origine topographique de ces fibres, il semblerait
que celles-ci proviennent des nerfs somatogastriques issus du systéme ner-
veux central.

A proximité des fibres nerveuses, des cellules basales 3 gra-
nules sont souvent observables. Ces cellules sont localisées 3 la base de
1'épithélium et présentent des analogies avec les cellules basales & granu-
les décrites par RIEGER (1981) chez les Lobatocerebridae et qui font partie
du systéme gliointerstitiel. BASKIN (1971) décrit deux types de cellules
gliales dans le systéme nerveux des Polyché&tes dont un type qu'il qualifie
de granulocyte et qui est semblable aux cellules basales & granules de P.

cultrifera

3- Systéme jonctionnel

Les membranes latérales des cellules épithélidles intestinales
sont reliées entre elles par un sysétme jonctionnel complexe.

A 1'apex, les cellules voisines sont li&es par une Zonula adhae-
rens suivie d'une jonction septée en alternance avec quelques desmosomes.
Dans la région moyenne de 1'@pithélium quelques jonctions de type "gap"
sont observées.

Les jonctions septées sont considérées comme spécifiques aux
Invertébrés (VERNET et al., 1979 ; NOIROT-TIMOTHEE et NOIROT, 1980). Elles
ont été décrites pour la premiére fois par WOCD (1959) sous le terme de

"desmosomes septés'.
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Elles sont classées en trois types (STAEHELIN, 1974)
- type Hydre (observé chez 1'Hydre) ol les membranes latérales des cellules
voisines sont reliées par des lames paralléles rectilignes et disposées

perpendiculairement & la surface des membranes.

- type plissé : en coupe tangentielle ces jonctions apparaissent sous forme
de lignes régulidrement pliss@es ou présentant la structure d'un "nid

d'abeilles'" (WIENER et al., 1964 ; LOCKE, 1965).

- type continu : ces jonctions se caractérisent par le parallélisme des mem—
branes adjacentes. L'intervalle entre les membranes est rempli de matériel
dense (NOIROT et NOQIROT-TIMOTHEE, 1967, 1972 ; DALLAI, 1970).

Un seul type de jonction septée existe au niveau de 1l'épithélium

intestinal de Perinereis cultrifera. Il présente une structure similaire 3

celle des jonctions septées plissées des Insectes (cf. NOIROT-THIMOTEE et

NOIROT, 1973). Ce type de jonction a &galement &té observé chez d'autres

Annélides (WHITE et WALTHER, 1969 ; BASKIN, 1975).

Les jonctions septées sont généralement interprétées comme une
barriére & la perméabilité intercellulaire dans le cas des structures &pithé-
liales d'Invertébrés ol les jonctions serrées (ou '"thight-—junctions') sont

pratiquement absentes (NOIROT-TIMOTHEE et NOTIROT, 1980).




CHAPITRE 11

ETUDE CYTOPHYSIOLOGIQUE DU TUBE DIGESTIF

I ~ SYNTHESE DE GLYCOPROTEINES ET ELABORATION DU "CELL~-COAT"

Cette &tude a &té réalisée par autoradiographie & haute résolution.

Deux précurseurs ont &té utilisés : le fucose et la leucine.

I = Le Fucose

L'injection a été réalisée dans la cavité coelomique pour des
temps d'incorporation variables de 5 heures, 24 heures et 5 jours.

A des temps d'incorporation courts, de 5 heures, les grains
d'argent sont localisé&s préférentiellement au niveau de l'appareil de Golgi
et plus particuliérement au niveau des faces de maturation des dictyosomes
et sur les vésicules golgiennes. Le marquage est plus intense au niveau des
cellules glandulaires muqueuses (figs 49, 50), qu'au niveau des entérocytes
(figs 51, 52).

Aprés 24 heures d'incorporation, les grains d'argent se locali-
sent dans le cytoplasme. Les cellules glandulaires muqueuses montrent un
marquage en général trois & quatre fois plus intense que celui des entéro-
cytes (fig. 59).

Pour des temps longs de 5 jours, la majorité@ des grains d'ar-
gent se situe au niveau de la bordure en brosse (figs 58, 60). Un faible

marquage persiste au niveau du cytoplasme apical des deux types cellulaires.

2 - La Leucine
Le marquage se localise initialement pour un temps de & heures,

dans les deux types cellulaires, au niveau des dictyosomes et du réticulum
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granulaire (figs 53, 54). A des temps de 24 heures, les grains d'argent sont
disséminés dans le cytoplasme.

Quelques grains d'argent sont visibles au niveau des mitochon-
dries. Un marquage plus net est observé sur les grains de sécrétion des cel-
lules glandulaires muqueuses (figs 55, 56). Aprés 3 jours d'incorporation, la
plupart des grains d'argent se situe au niveau de la membrane apicale et sur
les microvillosités (fig. 57).

Les cinétiques d'incorporation de ces deux précurseurs sont complé-
mentaires et permettent d'établir la voie de cheminement du matériel destiné
au "cell-coat" cellulaire. Dans les deux types cellulaires, la synthése dé-
bute dans un premier temps au niveau du réticulum endoplasmique granulaire
qui élabore la portion protéique et se termine au niveau de l'appareil de
Golgi ol se produit la fucosylation des glycoprotéines. Le matériel ainsi
€laboré migre dans les vésicules 3 travers le cytoplasme, pour &tre déversé
finalement & l'apex cellulaire et participer au "cell=-coat'.

Les résultats montrent également que les cellules glandulaires mu-
queuses possédent un métabolisme de synthése plus rapide que celui des enté-

rocytes.

II - DETECTION HISTOENZYMOLOGIQUE D'ENZYMES PROTEOLYTIQUES

La localisation d'enzymes protéolytiques a été r8alis@e sur des
coupes 3 congélation de 50 p d'épaisseur. Cette expérience a été effectuée
sur des tranches d'intestin et d'estomac incub&es avec un substrat de géla-
tine selon la technique de CUNNINGHAM (1967). L'incubation a été faite & 20°C
et 4 pH 7,0 pendant 15 minutes.

Les résultats montrent une digestion de la gélatine (visualisée en
blanc) dans toute la lumiére de l'estomac (fig. 60). Cette activité@ protéa-
sique est absente au niveau de 1'intestin (fig. 61).

Les observations cytologiques ont montré au niveau de 1l'estomac,
1'existence essentiellement de deux types de cellules glandulaires : des
cellules glandulaires muqueuses sécrétant du mucus et des cellules glandulai-
res que nous avons qualifies de sé@reuses par analogie & celles décrites chez
d'autres Polychétes. Ce deuxidme type cellulaire est absent au niveau de
l'intestin. De plus, leur localisation exclusive au niveau de l'estomac sem-
ble indiquer qu'elles sont responsables de la sécrétion d'enzymes protéo-

lytiques détectées & ce niveau.
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I11 - ABSORPTION DE MACROMCLECULES

Pour illustrer ce phénoméne particulier au niveau de l'intestin,
nous avons utilisé deux types de traceurs (peroxydase (HRP) et ferritine)
dans le but de suivre la voie d'absorption des proté@ines exogénes.

Les observations ultrastructurales effectuées au niveau de 1'&pithé~-
lium intestinal montreht un certain nombre de structures qui pourraient &tre
impliquées dans des processus physiologiques particuliers.

Au niveau de la membrane apicale, quelques invaginations sont obser—
vables & la base des microvillosités, et des vésicules apparaissent dans le
cytoplasme apical. Les mitochondries sont &galement présentes ainsi que des
formations tubulaires de réticulum endoplasmique lisse et quelques corps mul-

tivésiculaires.

1 - Absorption de la peroxydase

Aprés une période d'incubation de 4 heures, les produits de la
réaction sont observés au niveau de la membrane plasmique et dans le cytoplas-—
me (fig. 63). Dans le cytoplasme apical, la peroxydase est localisée dans des
vésicules pinocytiques et au niveau des formations tubulaires du réticulum
endoplasmique (figs 64, 65, 67). Elle est &galement présente au niveau de
quelques corps multivésiculaires et apparalt finalement accumulée dans des
vacuoles et 3 1'intérieur de certaines formations de structure lysosomiale
(figs 66, 68). L'absorption de la peroxydase a lieu au niveau des entérocy-
tes alors que les cellules glandulaires muqueuses ne semblent pas intervenir
dans ce processus puisqu'elles ne présentent aucune réaction. Les entérocytes
semblent en plus absorber la peroxydase par le moyen d'un flux continu de vé-

sicules pinocytiques originaires de la membrane plasmique apicale.

2 - La ferritine

Aprés injection d'une solution de ferritine dans la lumiére du
tube digestif et aprés une période de 4 heures, celle-ci est recherchée au
niveau des entérocytes ol elle se trouve localisée dans différentes structu-
res cytoplasmiques.

La ferritine est présente par endroit au niveau de la membrane
apicale et dans le cytoplasme (fig. 69), ol elle est prise en charge par des
vésicules pinocytiques qui peuvent présenter parfois des formes variables
(figs 70, 71, 72). Certaines vésicules, renfermant de la ferritine, semblent

fusionner entre elles (fig. 73).
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Les structures tubulaires ne renferment pas de ferritine et
ne semblent pas participer dans ce systéme de transport particulier. Enfin,

une accumulation de particules de ferritine est observ@e au niveau des corps

multivésiculaires et de certaines vacuoles cytoplasmiques (fig. 74, 75, 76).

D'aprés ces résultats, il apparait donc que les ent@rocytes sont
capables d'absorber des macromolécules qui se trouvent naturellement dans
le tube digestif ou provenant d'une digestion extracellulaire incompléte.
Les macromolécules sont absorbées par pinocytose et sont transportées dans

le cytoplasme vers des vacuoles cytoplasmiques et au niveau de certaines

structures lysosomiales ol elles sont accumulées. Cette accumulation 3 ce

niveau précis semble indiquer que ces structures pourraient &tre impliquées

dans un processus de digestion intracellulaire.

Pour éclaircir ce phénoméne, nous avons entrepris une recherche de

! la phosphatase acide au niveau des entérocytes. Cette activité est bien lo-
calisée au niveau de 1l'appareil de Golgi (fig. 77) ol elle est accumulée
surtout & la périphérie des saccules et au niveau des vésicules golgiennes.
Elle est &galement présente dans certaines vacuoles cytoplasmiques de la
zone supranucléaire et dans le:cytoplasme apical (fig. 78). Certains saccu-—
les isolés, évoluant vers une forme annulaire, montrent une activité phospha-

tasique acide intense et semblent constituer un systéme particulier (fig. 79).

Une méthode plus directe, consistant en une recherche de la phos-

phatase acide aprés 5 heures d'incubation de fragments d'intestin avec une
solution de ferritine, permet de mieux déterminer le rdle physiologique

des structures cytoplasmiques décrites précédemment et montre que celles-ci
ﬁ représentent effectivement un site de dégradation des macromolécules absor-

bées par les enté@rocytes (figs 80, 81, 82).




DISCUSSION

I - Synthése de glvcoprotéines et &laboration du '"cell-coat"

Les résultats obtenus, avec la leucine et le fucose comme précur-
seurs des synthéses protéiques et glycoprotéiques, sont complémentaires et in-
diquent que les cellules &pithéliales de l'intestin de P. cultrifera sont capa-
bies de synthétiser 3 la fois des protéines et des glycoprotéines. Ces dernié-
res ont retenu notre attention puisqu'elles entrent dans la constitution et le
renouvellement du matériel de revétement cellulaire ou "cell-coat'. Le fucose
est bien connu pour sa spécificit@ pour les &tudes des synthéses de glycopro-
téines, puisque celui-ci se localise 3 1l'extrémité des chaines polysaccharidi-
ques et glycoprotéiques (COFFEY et al., 1964 ; BEKESI et WINZLER, 1967).

L'incorporation du fucose, dans tous les types cellulaires, est
réalisée au niveau des dictyosomes. Ces organites représentent le side de fuco-
sylation des glycoprotéines (PELLETIER et PUVIANI, 1973). Il est généralement
admis aussi que l'incorporation de sucres simples dans les glycoprotéines se
produit au niveau de l'appareil de Golgi par le concours de transférases spé-—
cifiques (FLEISCHER et al., 1969).

Les études réalisées sur l'€laboration et le renouvellement du
matériel de revétement cellulaire sont comparables et montrent que la fraction
carbohydratée des glycoprotéines, destinées au ''cell-coat', est synthétisée
au niveau de 1l'appareil de Golgi ol elle est combinée 3 la fraction protéique.
"Le matériel &laboré migre ensuite dans le cytoplasme, dans des vésicules, vers
la surface apicale od il est déversé (BENNET, 1970 ; BENNET et LEBLOND, 1970,
1971 ; MICHAELS et LEBLOND, 1976).

Ces résultats sont comparables aux ndtres, et il semble bien que
la fraction protéique des glycoprotéines soit synthétisée au niveau du réticu-
lum granulaire avant son passage dans l'appareil de Golgi. A ce niveau elle se
combine 4 la fraction carbohydratée pour constituer enfin le matériel du "cell-~
coat”. Ce matériel est ensuite véhiculé dans des vésicules vers la membrane
apicale ol il sera déversé.

Dans le cas de la leucine, la présence de quelques grains d'argent
au niveau des mitochondries ne constitue pas un fait isolé& puisque celles-ci
possédent des mécanismes reconnus dans la production des protéines (WHEELDON
et LEHNINGER, 1966). De méme, dans le cas du fucose, la présence de grains
d'argent sir les membranes latérales suggdre que celles—ci regoivent une par-

tie du matériel glycoprotéique pour leur revétement membranaire.
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2 - Sécrétion d'enzymes protéolytiques

Dans l'estomac de P. cultrifera nous avons décrit précé&demment
des cellules glandulaires muqueuses et des cellules glandulaires séreuses.
Ces derniéres présentent des caractéristiques ultrastructurales comparables
d celles décrites chez de nombreuses Annélides Polychétes.

Nous avons également démontré l'existence d'une sécrétion d'en-
zymes digestives protéolytiques dans l'estomac. Cette activité est absente au
niveau de 1'intestin od les cellules glandulaires séreuses sont catégoriquement
absentes.

Chez les Annélides Polychétes, la revue sur la digestion a &té
récemment dé&taillée par MICHEL et DE VILLEZ (1978) et il paralt généralement
admis, que la sécrétion d'enzymes protéolytiques dans le tube digestif des
Polychétes est 1iée 3 la présence de cellules glandulaires séreuses (MICHEL,
1970a, 1977 ; MICHEL et IMHOFF, 1975). Chez P. cultrifera, il semble donc trés
probable que les cellules glandulaires séreuses de l'estomac soient responsa-

bles de la sécrétion de protéases 3 ce niveau.

3 - Absorption de macromolécules et digestion intracellulaire

Chez les Annélides, la digestion des aliments a &t& généralement
considérée comme exclusivement extracellulaire (YONGE, 1937 ; SCHEER, 1948).
La digestion intracellulaire a &té ensuite signal@e par KERMACK (1955) chez
Arenicola marina et MARSDEN (1963, 1966) chez Hermodice carunculata.

Chez P. cultrifera, nous avons démontré l'existence de cette
forme de digestion sous son aspect ultrastructural et cytochimique. Nos obser-—
vations ont montré que les enté@rocytes sont capables d'absorber des macromo-
lécules (peroxydase et ferritine) par pimocytose et les accumuler dans des
sites de digestion intracellulaire ol elles sont ensuite soumises & une dé-
gradation sous l'effet d'enzymes hydrolytiques.

Ce phénoméne de digestion intracellulaire a &té &tudié et signalé
d différentes reprises chez de nombreux organismes appartenant 3 différents
groupes zoologiques, et apparalt comme un critére &volutif trés important.

Ainsi, chez les organismes unicellulaires, la digestion intra-
cellulaire des macromolécules est largement admise comme un mécanisme de nu-
trition primitif (MﬁLLER, 1967) selon lequel les particules sont introduites
dans la cellule avant d'étre soumises 3 une dégradation sous l'action d'enzy-
mes hydrolytiques. Chez les Métazoaires, l'évolution du systéme alimentaire
est caractérisée par le passage de la forme de digestion intracellulaire 3 la
forme de digestion extracellulaire. Dans cette derniére, les fonctions de sé&-
crétion d'enzymes digestives et d'absorption sont accomplies par des cellules

spécialisées.
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Chez quelques Métazoaires inférieurs tels que les éponges et les
Coelentérés, l'existence de la digestion intracellulaire est incontestable
(AFZELIUS et ROSEN, 1965 ; LENTZ et BARNNETT, 1965 ; SCHMIDT, 1970). Chez les
Ascidiens, les cellules épithéliales vacuolé@es de l'intestin sont capables
d'absorber des macromolécules qui se trouvent naturellement dans le tube diges-
tif ou qui proviénnent d'une digestion extracellulaire incompléte (BURIGHEL,
1979).

Les deux types de digestion extra—- et intracellulaire coexistent
chez la plupart des Mollusques & l'exception de quelques Céphalopodes et quel-
ques Bivalves Nuculidae (Zn PURCHON, 1968). Chez les Poissons Cyprinidés, les
entérocytes du second segment moyen de l'intestin sont capables d'absorber
des macromolécules, par pinocytose, destinées 3 &tre hydrolysées dans la va-
cuole supranucléaire sous l'effet d'enzymes hydrolytiques identifiées 3 ce
niveau (NOAILLAC-DEPEYRE et GAS, 1973).

Chez certains Invertébrés inférieurs, les molécules de protéine
absorbées, par les entérocytes de 1l'intestin, sont accumulées dans des vacuo-
les jouant trés probablement un r8le dans la digestion intracellulaire
(SUGIMOTO et al., 1981).

Enfin, de tels processus d'absorption de macromolécules ont &té
décrits chez quelques Mammiféres durant la période néonatale (KRAEHENBUHL et
al., 1967 ; HUGON, 1970).

En conclusion, les Néréidiens présentent par leur processus d'assi-
milation une place phylogénique intéressante. Leur processus dominant de di-
gestion extracellulaire les rapproche des Arthropodes les plus &volués; a
1'opposé leur processus de digestion intracellulaire apparait comme un carac—
tére primitif, mais cependant persistant puisqu'il existe encore chez les

Vertébrés inférieurs et ne disparait que chez les Amphibiens.
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CHAPITRE IT1I

TRANSFORMATIONS MORPHOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES

DE L'INTESTIN AU COURS DE L'EPITOQUIE

I1 est bien connu qu'au cours de l'é&pitoquie naturelle chez certains
Néréidiens et en particulier chez Perinereis cultrifera, le taux de 1'hormone
cérébrale diminue et tend vers une valeur nulle. Ce processus détermine une
levée de l'inhibition exercée sur la maturation génitale. Les individus &pi-
toques présentent des yeux hypertrophiés et des parapodes transformés en pa-
lettes natatoires qui leur facilitent ainsi la danse nuptiale. Les cirres pa-
rapodiaux de certains segments du corps subissent des transformations hétéro-
néréidiennes, caractéristiques du sexe et se traduisant par l'apparition de
renflements (chez les mdles et les femelles) et de cré@nelures (chez les miles).

Pendant cette période, l'intestin entre en régression et subit d'im-
portantes transformations. Nous avons &tudié cette &volution et 1'avons com—
parée a celle résultant d'une épitoquie expérimentale, provoquée par 1'abla-
tion du cerveau.

Dans cette &tude, nous avons abordé essentiellement deux aspects

- des aspects morphologiques et

-~ des aspects biochimiques.
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I - ASPECTS MORPHOLOGIQUES

I - Epitoquie naturelle

a - Modifications cytologiques

Chez P. cultrifera, lors de l1l'épitoquie, l'intestin entre en
régression naturelle. Les cellules épithéliales sont affectées par des phéno-
ménes de dégénérescence qui se manifestent par la diminution du nombre de mi-
crovillosités et des formations apicales denses. En méme temps le réticulum
endoplasmique, particuliérement abondant dans le pdle apical de la cellule,
se présente sous forme de citernes dilatées donnant naissance 3 de nombreuses
vésicules (figs 34, 38). Le glycogéne est disposé en plages distinctes, souvent
entourées d'une membrane (fig. 38). Les dictyosomes différencient des vésicu-
les 3 matériel de structure plus ou moins fibrillaire, qui &voluent en corps
denses présentant un aspect identique 3 celui des peroxysomes, avec une ma-
trice homogéne et un noyau excentré trés dense (fig. 37). Ces corps denses
sont souvent observés 34 proximité des structures lysosomiales auxquelles ils
s'int@grent parfois.

Ces phénoménes de dégénérescence affectent toutes les cellu-
les de 1'épiﬁhélium et se traduisent par l'abondance de formations intracellu-
laires généralement observées dans le cytoplasme apical. Ces formations sont
caractérisées par leur grande taille (2 & 3 uy de diamétre), et par 1'hétérogé-
néité du matériel cytoplasmique qu'elles renferment. Ces caractéristiques font
de ces formations des structures semblables 3 des vacuoles autophagiques. Leur
formation résulte de la séquestration, sous une enveloppe plus ou moins com—
plexe, d'une portion de cytoplasme. Le matériel séquestré est diversifié et
constitué de mitochondries, de ribosomes et de différentes inclusions cytoplas-—
miques. De plus, l'enveloppe de ces vacuoles autophagiques semble provenir du
systéme de réticulum endoplasmique (figs 35, 36). Les vacuoles se transforment
finalement en une structure dense ressemblant & un corps résiduel.

Dans les cellules dégénérescentes, les noyaux prennent un as-
pect pycnotique et présentent une enveloppe nucléaire dilatée (fig. 39).

Les cellules affectées par une dégénérescence plus poussée,
font hernie dans la lumidre intestinale ol elles seront rejetés (figs 34, 38).
Les microvillosités et les formations apicales denses, dans ces cellules, ont
pratiquement disparu. Le noyau est localisé dans la région apicale. L'envelop-
pe nucléaire se présente sous une forme hérissée ; en méme temps la chromatine
tend 3 disparaitre, laissant place & des mottes chromatiniennes dispersées

dans le nucléoplasme.
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Ces processus de dégénérescence s'étendent &galement 3 la
partie basale de 1'épithélium et affectent aussi bien les formations nerveu-
ses que les cellules basales 3 granules (figs 40, 41). Au sein de ces struc-—
tures, l'@volution des formations lytiques se traduit par la séquestration
des granules de sécrétion dans une portion de cytoplasme, sous une ou plu-
sieurs membranes constituant un systéme lytique, ol ils subissent ensuite
une dégradation dans la vacuole qui évolue vers des aspects denses ou lamel~

laires.

b - Localisation de la phosphatase acide

Ces phénoménes dégénératifs sont accompagnés d'importantes
activités hydrolytiques, localisées a& différents niveaux de 1'épithé&lium.

La distribution et la localisation de la phosphatase acide est en étroite
liaison avec les structures lytiques précédemment décrites. La localisation
cytoenzymologique de la phosphatase acide au niveau des cellules en dégéné-
rescence montre que celle-ci présente une distribution bien précise au niveau
des différents compartiments cytoplasmiques. Cette activité hydrolytique se
localise au niveau des saccules golgiens et des vésicules golgiennes (figs
42, 44) et s'étend 3 de nombreuses vacuoles cytoplasmiques, ol les produits
de la réaction sont situés 3 la périphérie, au contact de la membrane interme
des vacuoles (fig. 43).

Les cytolysosomes présentent également une réaction, ainsi
que des saccules unitaires sous forme de '"coupe'" (figs 42, 43). Enfin la
réaction est beaucoup plus intense au. niveau de certaines vésicules (de
0,2 u de diamétre), probablement issues de 1l'appareil de Golgi et consti-
tuant des lysosomes primaires, ainsi qu'au niveau de certaines vacuoles (de
0,6 32y de diamétre) renfermant du matériel dense ou lamellaire semblable

d celui des vacuoles autophagiques (fig. 45).

2 - Epitoquie expérimentale

Elle a été induite chez des jeunes P. cultrifera par ablation
du prostomium. Aprés une période de 20 jours sans cerveau, les vers sont
disséqués et leur intestin observé au microscope &lectronique.

Les modifications de 1'épithé&lium sont comparables, dans 1'en-—
semble, 3 celles décrites chez les épitoques naturels.

Les phénoménes de dégénérescence dans ce cas se traduisent par
1'apparition de nombreuses structures lysosomiales (fig. 47) et d'importan-

tes enclaves lipidiques (fig. 48), tandis que les microvillosités tendent &
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disparaltre dans certaines cellules (fig. 46). Les formations apicales denses

sont atteintes dans leur organisation et dans leur nombre qui tend 3 se réduire.

Les mitochondries sont généralement réduites en taille et présen-
tent une matrice opaque avec des crétes plus ou moins dilatées. Les rejets
cellulaires dans ces conditions sont quasiment absents, sinon tré&s rares 3
1'observation.

L'évolution des formations lytiques se déroule de la méme fagon
que chez les épitoques naturels. Les organites ainsi que des portions cyto-
plasmiques, destinés 3 &tre dégradés sous l'effet d'enzymes hydrolytiques,
sont séquestrés 3 l'intérieur d'un systéme membranaire provenant tré&s proba-
blement du réticulum endoplasmique (figs 47, 48).

Ces phénoménes, n'étant pas aussi marqués que chez les &pitoques
naturels, nous incitent 3 interpréter ces résultats comme une phase précoce
de régression de 1'épithélium intestinal qui se manifeste au cours de 1'épi-

toquie.

II - ASPECTS BIOCHIMIQUES

I - Evolution des teneurs en enzymes hydrolytiques de 1'intestin

en fonction de la chute de 1'hormone cérébrale

Cette activité a &té localisée au niveau ultrastructural et a
été reliée aux différentes structures intervenant dans les processus dégénéra-
tifs de 1'épithélium intestinal au cours de l'épitoquie. Afin de suivre son
8volution, en fonction de la chute du taux de 1'hormone cérébrale, nous avons’
procédé i unme &tude quantitative par voie biochimique.

Pour cette &tude nous avons utilisé quatre lots d'animaux

- lot T : représentant le lot témoin constitud d'animaux non
décérébrés,

- lots I, II et IV : représentant les animaux ayant vécu sans
cerveau pendant des périodes d'une semaine, deux semaines et
quatre semaines respectivement.

Les animaux ont &té maintenus 3 une température de 13°C avec un
renouvellement quotidien d'eau de mer. Le taux de mortalité dans ces condi-
tions a été trés réduit. Au bout de chaque période les animaux sont opérés,
1l'intestin est prélevé et le dosage de la phosphatase acide est effectué

selon la technique décrite dans le chapitre "Matériel et MEthodes'.




Les r8sultats sont représentés dans la figure (@) et sont exprimés
en fonction de l'activité spécifique, en umoles de phosphate inorganique li-
bérées par minute et par mg de protéines. Les valeurs représentées correspon-
dent 3 une moyenne effectuée sur cinq échantillons (cing aninaux) et les
barres verticales, & l'écart-type.

Les témoins ont été dosés au bout de la quatriéme semaine.

L'allure de la courbe montre que les activités hydrolytiques au
niveau de 1'intestin deviennent de plus en plus importantes au fur et 3 mesu-
re de la chute de 1l'hormone cérébrale dans *le milieu celomique.

L'activité phosphatasique acide augmente rapidement au bout de
la deuxiéme semaine,aprés ablation du cerveau, et atteint une valeur presque
double de celle des témoins.

Au bout de quatre semaines, aprés ablation du cerveau, cette
activité@ atteint une trés forte valeur représentant environ six fois la
valeur des témoins.

Cette &évolution des activités hydrolytiques est en parfaite cor-
rélation avec les phénoménes de dégénérescence qui se manifestent au niveau

de 1'@pithélium intestinal au moment de 1'épitoquie.

2 - Evolution des synthéses d'ADN en fonction de la chute de

1'hormone cérébrale

a - Données autoradiographiques

Cette étude a été réalisée sur des vers ayant subi une
injection de thymidine tritiée dans la cavité celomique, pour une durée
d'incubation de 24 heures.

Les observations effectuées sur des vers atoques sont com~
parées 34 celles des &pitoques expérimentaux ayant subi une ablation du cer-
veau pour une période de 20 jours.

Les résultats sont exprimés en pourcentage de noyaux marqués
d la thymidine. Le marquage a été également &tudié 3 différents niveaux de
1'intestin correspondant aux régions.antérieure, moyenne et postérieure.

Les résultats obtenus (fig. b) montrent que, chez les vers
atoques, les synth@ses d'ADN varient selon les régions de 1l'intestin. Le ma-
ximum de noyaux marqués est observé dans la région postérieure de l'intestin.
Les noyaux marqués sont localisés dans la zone basale de 1'épithélium.

Chez les épitoques expérimentaux étudiés, le taux de marqua-

ge baisse nettement dans les trois régions de 1'intestin.
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Les observations montrent également qu'au niveau des tégu-
ments et plus précisément au niveau des parapodes, une importante proliféra-
tion est observé@e chez les épitoques, alors que les atoques présentent un
nombre de noyaux marqués trés restreint,

Ceci est probablement 1ié au développement important des
parapodes au moment de 1'épitoquie.

En ce qui concerne l'intestin, il semble donc que 1'hormone
cérébrale soit nécessaire pour assurer les mitoses de 1'intestin et le rempla-

cement des cellules épithéliales usées.

b - Données biochimiques

Sur les mémes lots d'animaux précédents, unme injection de
thymidine tritiée (O,OSJ ﬁCi/mg de ver) est effectuée, vingt heures avant
1'isolement de 1l'intestin. Les dosages d'ADN sont effectus sur une fraction
aliquote de 1'homogénat. La radioactivité est déterminée au niveau de 1'hy-
drolysat d'ADN (cf. le chapitre "Matériel et Mé&thodes"). Les résultats
(moyennes et écarts-types) sont exprimés en cpm/ug d'ADN (fig. a).

Chez les témoins les synth@ses d'ADN sont nettement plus im—
portantes que chez les animaux privés d'hormone cérébrale. Ces synthéses dimi-
nuent légérement au bout de la premiére semaine aprés suppression du cerveau
et sont nettement plus faibles au bout de la deuxiéme semaine.

Au bout de quatre semaines aprés ablation du cerveau, les
synthéses d'ADN chutent, de manidre significative, vers un niveau trois fois
plus faible que celui des témoins.

Cette chute progressive des synthéses d'ADN au niveau de
1'intestin serait directement conditionnée par le niveau de l'hormone céré-
brale présente dans le milieu celomique ou, indirectement, sous l'effet d'une

perturbation du métabolisme cellulaire due & la régression du tissu intestinal.

DISCUSSION

Au cours de 1l'épitoquie, 1l'épithélium intestinal subit d'importants
remaniements. De nombreuses structures lysosomiales, riches en phosphatase
acide, apparaissent dans les cellules en dégénérescence. Des organites cyto-—
plasmiques sont sé&questré@s dans une portion de cytoplasme & 1'intérieur de
vacuoles autolytiques qui évoluent vers des aspects denses ou lamellaires.

Certaines cellules dégénérescentes sont rejetées dans la lumidre intestinale.




Chez les épitoques expérimentaux, des phénoménes dégénératifs d'une
telle ampleur ne sont pas observés., Ces phénoménes de lyse se limitent en
général 3 la présence de quelques vacuoles autolytiques. Cependant la régres-
sion de l1l'intestin (au moment de la chute de 1'hormone cérébrale) se traduit
également par une augmentation considérable des teneurs de 1l'intestin en en-
zymes hydrolytiques.

Un autre point intéressant porte sur l'arré@t des synth@&ses d'ADN
enregistré d la foils en autoradiographie et en biochimie. Ceci signifie que
la dégénérescence cellulaire s'accompagne d'un arrét du renocuvellement des
cellules de 1'épithélium.

I1 est 3 noter que ce processus est compldtement étranger 3 l'action
du jeline et qu'il est d&clenché par suppression du facteur endocrine cérébral.
Ces résultats suggérent une action hormonale sur la structure et la physiolo-
gie de 1'intestin dans les conditions normales.

Vu 1'intrication des processus de dégénérescence et l'arrét du re-
nouvellement cellulaire, il est difficile de préciser si ce contrdle hormo-
nal s'exerce de fagon directe sur les cellules intestinales. Toutefois des
conditionnements endocrines comparables ont été signalés chez d'autres ani-
maux.

Ainsi chez les Insectes, l'intestin entre en dégénérescence au mo-—
ment de la métamorphose (SEHNAL, 1968 ; SOCHA et SEHNAL, 1972 ; RIDDIFORD,
1972 ; ANDRIES, 1975, 1977).

De méme chez les Batraciens Anoures, les phénoménes de dégénérescen-
ce au moment de la métamorphose sont sous la dépendance du taux d'hormones

thyroidiennes présentes dans le milieu intérieur (HOURDRY et DAUCA, 1977).
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CHAPITRE IV

DIGESTION ET ASSIMILATION DES PRODUITS DE LA DIGESTION

Cette &tude a &té menée dans le but de connaltre la durée de digestion
de protéines et de savoir sous quelle forme s'effectue le passage des produits
de cette digestion,

Pour cela, nous avons rendu radiocactives, les protéines de moules, &

partir d'un mélange d'acides aminés marqués au 1“C.

1 - Préparation des protéines radioactives

Les moules sont incubées, pendant 24 heures, avec une solution
d'AA-1%C (5 pCi/ml d'eau de mer), lavées ensuite et homogénéisées dans du
NaCl 9 °%.,. L'homogénat est alors centrifugé & 6 000 t/min, pendant 20
minutes.

Aprés centrifugation de 1'homogénat, nous avons &tudié la ré-

partition de la radioactivité dans le culot et dans les fractions acido-

solubles et acido-précipitables du surnageant aprés précipitation de celui-
ci a 1'ATCA 10 7.

Dans ce cas la radioactivité acido-soluble du surnageant repré-
sente environ 43 7 de la radioactivité totale. 3 7 de la radioactivité totale
se localise au niveau du culot, le reste (environ 54 Z) de la radiocactivité
est 1ié 3 la fraction acido-précipitable (protéines). Ceci nous indique que
notre préparation contient beaucoup de précurseurs solubles (43 7).

Nous avons eu donc recours 3 une dialyse de la fraction soluble
(surnageant issu de la centrifugation) pendant 48 heures, contre du NaCl 9 %%,
afin d'éliminer ces précurseurs.

Aprés la dialyse, la majorité du précurseur (acides aminés libres)
est €liminée et ne représente que 4 7 de la radioactivité totale de la frac-

tion soluble, le reste (96 %) de la radiocactivité est 1ié aux protéines’

(fraction acido-précipitable).
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Aprés dialyse la quantité de pré@curseurs libres peut donc &tre
négligée et la fraction soluble 3 ce moment apparalt constituée de protéines

solubles radioactives.

2 - Administration dans la cavité du tube digestif

Une aliquote de 40 ul de notre solution de protéines radioacti-
ves est alors administr@e dans la cavité du tube digestif des Vers midles.
Pour cela, un fin catether (3 cm) est raccordé i ume microseringue (Hamilton)
contenant la solution & administrer. Aprés anesthésie au MS 222, les Vers
sont placés sur leur face dorsale. Le catether est alors introduit par voie
buccale lentement et avec le maximum de précautions afin d'éviter toute 1&-
sion de la paroi du tube digestif. Enfin 1l'injection est réalis@e trés lente-

ment pour permettre la progression du produit dans la lumiére du tube digestif.

3 - Cinétique de l'assimilation

Aprés administration des protéines radiocactives (40 ul de solu-
tion) dans la cavité du tube digestif, nous avons étudié 1'apparition de la |
radioactivité dans le liquide celomique, en fonction du temps.

Les résultats de cette expérience sont représent@s dans la figu-
re (O, et montrent que la radioactivité apparalt dans le liquide calomique
entre 4 heures et 8 heures et devient importante au bout de 24 heures. De
plus, la radioactivité de la fraction TCA-insoluble du liquide celomique
reste négligeable (presque nulle) initialement, sur un intervalle de temps de
8 heures et n'apparalt qu'au bout de 24 heures. Ceci veut dire que la radio-
activité apparait sous forme libre dans le liquide calomique.

Ces résultats montrent clairement que la digestion s'opére dans
le tube digestif et que les produits de cette digestion apparaissent sous
forme de molécules simples, probablement sous forme d'acides aminés, au niveau
du liquide caelomique. Cependant, il est tr&s difficile de préciser, dans ces
conditions, la nature de cette digestion et de savoir si elle est intra- ou
extracellulaire ; mais il est probable que les deux processus aient lieu en
méme temps, vue la lenteur de ce phénoméne. Quant 2 la pré@sence de la radio-
activité dans la fraction TCA-insoluble du liquide ceelomique au bout de 24
heures, il semble que ces protéines nouvellement synthétis@es proviennent
des celomocytes qui les élaborent 3 partir des précurseurs simples issus de
la digestion. |

Pour essayer de préciser ce processus de passage des acides aminés
nous avons utilisé la leucine tritiée afin de suivre sa répartition et son

évolution en fonction du temps dans les différents compartiments.
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4 - Bilan de distribution de la radioactivité

Pour cette &tude nous avons utilisé une solution de leucine-3H
(40 uCi/ml d'eau de mer). La dose administrée est fonction du poids du Ver
(1,6 uCi/g de Ver).

Des individus miles ont &t& utilisés., La solution de leucine est
administrée dans la cavité du tube digestif comme précédemment décrit. Au bout
de 2 heures et de 24 heures, les animaux sont disséqués dans une boIte de Pétri
contenant un peu d'eau de mer. Le tube digestif est isolé en entier, lavé et
placé dans un tube. Le reste du corps (téguments, muscles...) est bien lavé
également et placé dans un tube. Le milieu de lavage du tube digestif et de
la paroi du corps contient une fraction de liquide calomique et de cellules
celomiques. Il est ajouté au milieu de dissection et le tout est centrifugé
4 3 000 t/min pendant 10 minutes. Ainsi on procéde & la séparation des cellu~
les celomiques et du liquide cwmelomique qui se retrouve dans le surnageant
avec l'eau de mer.

Les différents compartiments séparés sont homogénéisés et leur
radioactivité totale déterminée.

Les résultats (fig. d) montrent qu'au bout de 2 heures, 45 3 de
la radioactivité apparait au niveau des cellules celomiques alors que le li-
quide celomique ne contient que 19 7 de la radioactivité totale, le reste
étant localisé essentiellement au niveau des téguments (épiderme, muscles...).

Aprés 24 heures cette répartition est modifiée. Une chute trés
nette est observée dans les compartiments cwmlomiques (cellules celomiques
et liquide celomique). En méme temps une augmentation importante apparalt
dans les téguments alors que le tube digestif montre une valeur faible et se
maintient & un niveau assez bas.

Ces résultats peuvent s'interpréter de la fagon suivante, si
l'on tient compte uniquement de la radioactivité totale répartie au niveau
des différents compartiments:

Les cellules calomiques semblent capter rapidement et massive-
ment la leucine provenant du tube digestif qu'elles redistribueraient secon-
dairement aux autres compartiments pour leurs synthéses. Le liquide ccelomique,
dans ce systéme, se comporterait comme un milieu de transit.

I1 semblerait &galement que la répartition de la radiocactivité
initialement (2 heures) soit proportiomnelle au volume relatif des différents
compartiments.

Le comportement particulier des cellules calomiques a &té Etudié

ensuite in vitro, afin de vérifier les résultats précédents.
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5 = Comportement des cellules celomiques (c®lomocytes o )

vis—3-vis de la leucine

Des cellules calomiques d'individus mdles, sont plac@es dans
une solution de leucine-3H 3 20 uCi/ml d'eau de mer filtrée sur "millipore".
La disparition de la radioactivité dans l'eau de mer est déterminée en fonc-
tion du temps.

Les résultats sont représentés sur la figure ). La concentration
du milieu est exprimée en pico-moles de leucine, déduite 3 partir de 1l'acti-
vité spécifique de la leucine-3H (50 Ci/mM) et de la radioactivité du milieu.
La concentration initiale du milieu est de 400 picomoles/ml d'eau de mer.

Les résultats montrent que la concentration du milieu en leucine
diminue rapidement au bout de 15 minutes et se stabilise 3 environ 140 p-moles
au bout de 2 heures.

Cette distribution de la leucine entre les cellules ceelomiques
et le milieu externe n'obéit pas 3 un &quilibre de diffusion, puisque ces
cellules maintiennent leur concentration & un niveau plus &levé que celui du
milieu externe.

Les résultats indiquent &galement que les cellules celomiques
se comportent de la méme fagon <n vitro qu'inm vivo, et semblent, de ce fait,
constituer un site de stockage et de distribution d'él&ments essentiels et

ceci en fonction de l'appel des compartiments voisins.

6 - Evolution de la leucine dans les compartiments voisins

Cette expérience a 8té réalisée dans le but de suivre la destinée
de la leucine dans les compartiments caelomiques, aprd@s son passage i travers
la paroi intestinale.

Pour cela nous avons utilisé une solution de leucine-3H (40 uCi/
ml d'eau de mer). La quantité administrée dans la cavité du tube digestif est
fonction du poids des vers (1,6 uCi/mg de ver).

A des intervalles de temps variables de 1, 3, 6 et 48 heures, une
ponction du milieu <u216mique est effectuée. Les cellules calomiques sont sé-
parées du liquide ceelomique par centrifugation (3 000 t/min pendant 10 minu-
tes). Les cellules sont ensuite homogénéisées dans 1l'eau distillée. L'homogé-
nat des cellules celomiques et le liquide calomique sont précipités i
1'ATCA 10 7 en volume final. La radioactivité est alors dosée dans les frac-
tions micro- et macromoléculaires, correspondant aux fractions acido-solubles
et acido~précipitables respectivement. Les résultats sont reportés sur les’
courbes de la figure ®, et sont exprimés en cpm/ug de protéines totales de

chaque compartiment.




Dans ces deux compartiments, 1'évolution de la radiocactivité
montre sensiblement le méme profil.

L'élévation des courbes des fractions micromoléculaires entre O
et 6 h traduit la sortie du précurseur vers le milieu celomique. Au delid de
6 heures la diminution de la radioactivité dans les fractions micromoléculai-
res est accompagnée de son apparition progressive au niveau des fractions ma-
cromoléculaires. Cette diminution correspond, en grande partie, & l'utilisa-
tion du précurseur par les cellules cmelomiques pour leurs synthé&ses protéi-
ques, d'une part, et au transfert d'une partie du précurseur aux autres
compartiments d'autre part.

En général, il est trés difficile d'envisager des synthéses dans
un milieu acellulaire et il semble donc que les prot@ines du liquide cceelomi-
que, nouvellement synthétisées, solent probablement &laborées par les cellu-
les celomiques.

I1 semble donc que les cellules calomiques, et probablement les
celomocytes, soient impliquées dans les synthéses de certaines protéines du
liquide celomique. Ces protéines se localisent dans la fraction I du liquide
celomique (DHAINAUT et al., 1980 ; PORCHET, 1983).

CONCLUSION

Les produits de la digestion des protéines sont assimilés par 1'in-
testin et sont libéré@s dans le milieu celomique sous forme d'acides aminés.
Le liquide cmlomique sert de milieu d'échange par lequel transitent les aci-
des aminés vers les autres compartiments.

Dans ce processus les celomocytes jouent un double rSle : ils
semblent capables d'accumuler les acides aminés et de les transférer vers
les autres compartiments.

D'autre part, ils possédent un métabolisme protéique propre qui ap-
parait plus tardivement que la charge en acides aminés. Une partie des pro-

téines synthétisées est alors transférée dans le liquide celomique.
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CONCLUSION GENERALE

‘ Le tube digestif de Perinereis cultrifera se différencie en plu-
sieurs régions, anatomiquement bien individualisées. Il comprend, une trompe
minie de mAchoires, suivie d'un court oesophage portant une paire de caeca,

1 auquel fait suite un estomac glandulaire et musculeux. Ce dernier est suivi
‘ del'intestin qui se termine par un court rectum ouvert par un anus.

L'estomac présente deux types cellulaires : des cellules glandulai-
res muqueuses et des cellules glandulaires séreuses. Ces derniéres semblent
étre responsables de la production des enzymes protéolytiques.

Cette activité protéolytique est absente au niveau de 1'intestin
qui est totalement dépourvu de cellules glandulaires séreuses.

L'ultrastructure de 1l'épithélium intestinal montre que celui-ci est
constitué d'une seule couche de cellules, reposant sur une lame basale. Cet

épithélium apparalt constitué essentiellement de deux types cellulaires :
~ Les cellules glandulaires muqueuses :

elles sont plus fréquentes dans la région intestinale postérieure et différent
de celles de l'estomac par la structure fibrillaire de leur produit de sécré-
tion. Leur forme, rétrécies 3 l'apex et renflées 3 la base, et leurs microvil-
losités, peu nombreuses et de taille réduite, les différencient nettement des

cellules intestinales voisines.
- Les entérocytes :

ce sont des cellules de forme réguliére adhérentes & la lame basale et s'éten-—
dant jusqu'd la lumidre intestinale. Leur apex est constitué de nombreuses
microvillosités.

Ces cellules se caractérisent par la présence, dans leur cytoplasme
apical, de formations apicales denses, disposées réguliérement au contact de la
membrane apicale. Ces organites ne constituent pas un prolongement des racines
ciliaires des microvillosités et leur rdle physiologique n'est pas encore dé-

terminé.
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L'intestin, comme 1'estomac, présente une innervation intraépithé-
liale constituée d'un ensemble d'axones issus de cellules neurosécrétrices
localisées a la base de 1'épithélium. Ces cellules neurosécrétrices sont de
deux types et différent essentiellement par la taille et la structure des
granules de sécrétion qu'elles renferment.

La présence de contacts synaptiques, au niveau de la lame basale
et entre les deux types d'axones, montre l'importance d'une innervation sus-
ceptible d'intervenir sur le tube digestif selon plusieurs modalités physio-
logiques.

Les cellules voisines de 1'épithélium intestinal sont liées entre
elles par un systéme de jonctions diversifiées.

A 1'apex, les membranes latérales sont liées par une zonula adhae-
rens suivie d'une jonction septée plissée interrompue, par endroit, par des
'gap"

sont observées au contact des membranes laté&rales de cellules voisines. Les

desmosomes. Dans la zone moyenne de 1l'épithélium, quelques jonctions '

jonctions de type "serré&" ou "thight-junction' sont absentes.

Dans ce systéme jonctionnel, les jonctions septées semblent jouer
le rG3le des "thight-junctions' des Vertébrés et constitueraient ainsi une
barriére de perméabilité intercellulaire. Les jonctioms ''gap" pourraient

jouer un rdle dans les &changes ioniques entre les cellules.

Les cellules intestinales de Perinereis cultrifera synthétisent des
glycoprotéines et des protéines. Le matériel glycoproté&ique &laboré par les
entérocytes est destiné 3 la formatiom du "cell-coat". Les cellules glandu-
laires muqueuses possédent un métabolisme de synthése plus rapide qui celui
des entérocytes. les sé@crétions muqueuses de ces cellules, sont libérées
dans la lumidre intestinale et peuvent jouer un rdle dans la lubrification
des aliments et dans la protection de 1'épithélium contre les facteurs abra-
sifs.

Chez les Annélides Polychétes les processus de digestion extra-
cellulaire sont bien connus.

Nous avons démontré, chez Perinerets cultrifera, 1'existence d'un
processus de digestion intracellulaire. En effet, les entérocytes de 1l'in-
testin sont capables d'absorber des protéines exogénes. Ces prot@ines sont
absorbées par pinocytose et sont véhiculées vers des sites de digestion in-—
tracellulaires ol elles subissent une dégradation sous l'action d'enzymes
hydrolytiques. Dans les conditions naturelles ces macromolécules pourraient
se trouver normalement dans la cavité du tube digestif ou provenir d'une di-

gestion extracellulaire incomplé&te.
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Nous avons également démontré, par ingestion de protéines radio-
actives et d'acides aminés, les modalités d'assimilation et la relation entre
les produits de l'assimilation et les synthéses du milieu cemlomique. Les
produits de la digestion des protéines sont assimilés par 1'intestin et sont
libérés dans la cavité celomique sous forme d'acides aminés. Ces acides ami-
nés transitent vers les autres compartiments par le liquide celomique. Les
celomocytes semblent capables d'accumuler les acides aminés et de les trans-—
férer vers les compartiments voisins (gamétes, téguments...). Ils sont éga-
lement capables d'utiliser des acides aminés pour synthétiser des protéines

dont une partie est alors transférée vers le liquide celomique,

Au moment de 1'épitoquie, 1l'intestin entre en régression naturelle
et subit d'importantes transformations morphologiques et biochimiques. Les
cellules entrent en dégénérescence. Elles se caractérisent alors par une abon-
dance de formations lysosomiales. Certains organites cytoplasmiques sont sé-
questrés dans des structures lytiques riches en phosphatase acide. Les cel-
lules affectées par ces phénoménes dégénératifs perdent leurs microvillosi-
tés et font hernie dans la lumiére intestinale ol elles sont rejetées. Les
formations apicales denses disparaissent du cytoplasme apical. En méme temps
les noyaux prennent un aspect pycnotique.

Expérimentalement, la suppression du cerveau induit les mémes phé-
noménes au niveau de 1l'intestin. Les tenéurs de l'intestin en enzymes hydro-
lytiques augmentent considérablement et corrélativement i la baisse du taux
de 1l'hormone cérébrale.

La dégénérescence cellulaire s'accompagne également d'un arrét du
renouvellement des cellules épithé&liales. Ce processus est indépendant de
l'action du jefine. Il est déclenché par suppression du facteur endocrine
cérébral qui apparalt donc exercer un contrdle sur la structure et la phy-

siologie du tube digestif de Perinereis cultrifera.
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ANNEXE PLANCHES



ULTRASTRUCTURE DE L'EPITHELIUM DE L'ESTOMAC

Figure | - Vue générale de la région apicale de 1'épithélium montrant
les deux types de cellules glandulaires. L'&pithélium est
recouvert du cdté de la lumiére, par une épaisse cuticule
(Cu) constituée d'un empilement de fibres, orientées selon
deux directions perpendiculaires, et paralléles entre elles
et 3 la surface apicale. La cuticule est traversée par les
microvillosités (MV) des cellules sous-jacentes. Cgm : cel-
lule glandulaire muqueuse 3 granules torsadés ; Cgs : cellu-
le glandulaire séreuse ; m : mitochondries. X 20 000.

Figure 2 - Région moyenne d'une cellule glandulaire séreuse. Noter la
richesse du cytoplasme en réticulum granulaire et en riboso-~
mes libres. g : dictyosome ; gs : grain de sécrétion.

X 30 000.

.

Figure 3 - Zone basale de l'estomac montrant la disposition des forma-
tions nerveuses (NF) au contact de la lame basale. Certains
axones (Ax) présentent des figures synaptiques (t&€tes de
fléches) au niveau de la lame basale (LB). Ces formations
nerveuses sont entourées d'un systéme de gliosomes (gl) et
de gliofilaments ({gf). Mc : fibres musculaires circulaires.
X 16 000.
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ULTRASTRUCTURE DE L'EPITHELIUM INTESTINAL

Figure 4 - Région apicale de 1'épithélium intestinal montrant deux ty-
pes cellulaires
les entérocytes (Ent) caractérisés par des microvillosités
(MV) nombreuses et par des formations apicales denses (fad).
Les mitochondries (m) sont généralement orientées selon le
grand axe cellulaire,
les cellules glandulaires muqueuses (cgm) se différencient
des cellules voisines par leurs microvillosités, peu nombreu-
ses et de taille réduite. L : lumiére intestinale ; re : ré-
ticulum endoplasmique. X 13 000.

Figure 5 - Vue générale de la zone basale de 1'épithélium montrant la
disposition des formations nerveuses intraépithéliales.
CnsI : cellule neurosécrétrice de type I ; LB : lame basa-
le. X 6 000.

Figure 6 - Formations nerveuses (NF) et cellules basales 3 granules
(cbg) 4 la base de l'épithélium. L ; lipides, LB : lame ba-
sale ; m : mitochondries ; reg : réticulum endoplasmique
granulaire. X 8 000.
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DETAIL DES CELLULES GLANDULAIRES MUQUEUSES

Figure 7 - Région apicale d'une cellule glandulaire muqueuse.
Les microvillosités (MV) sont réduites et peu nombreuses.
Ces cellules présentent un "cell-coat'" (cc) trés développé.
fad : formations apicales denses ; gs : grain de sécrétion ;
za : zonula adhaerens. X 40 000.

Figures 8 et 9 - Dans la zone supranucléaire, l'appareil de Golgi (D)
montre souvent des saccules dilatés renfermant un matériel
fibrillaire de méme nature que celui des grains de sécrétion
(astérisque). Le réticulum granulaire (reg), trés abondant
dans les régions moyenne et basale de la cellule, est dispo-
sé parfois sous forme de saccules circulaires. gs : grains
de sécrétiomn.

Fig. 8 : X 40 000 ; Fig. 9 : X 28 000.
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ULTRASTRUCTURE DE L'EPITHELIUM INTESTINAL

Figure 10 - Région apicale des entérocytes, montrant l'aspect ultra-
structural du cytoplasme apical. Noter la disposition par-
ticulidre des formations apicales denses (fad) 3 la base des
microvillosités (MV) et au contact de la membrane apicale.

M : mitochondries ; Rel : formations tubulaires du réticulum
endoplasmique lisse ; rc : racines ciliaires des microvillo-
sités ; VP : vésicule de pinocytose. X 54 000.

Figure 11 - Région moyenne de la cellule.
Les dictyosomes (D) sont localisés dans la régionm supranu-
cléaire. Noter l'orientation des saccules golgiens dans le
| sens du prolongement cellulaire. FF : face de formation ;
FM : face de maturatiom ; L : granule lipidique ; N : noyau.
X 16 000.

Figure 12 - Coupe transversale au niveau des microvillosités montrant
un cil. X 86 000. \

Figures 13 et 14 - Zone apicale d'une cellule ciliée.
C: cil ; cb : corpuscule basal ; js : jonction septée ;
MV : microvillosité ; Pb : plaque basale ; za : zonula
adhaerens.
Fig. 13 : X 51 000 ; Fig. 14 : X 45 000,
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ULTRASTRUCTURE DE L'EPITHELIUM INTESTINAL

Figure 15 - Aspect général des formations apicales denses (fad).
Noter la présence, au sein du matériel dense, de formations
tubulaires (flé&ches). MV : microvillosités. X 80 000.

Figure 16 - Vue générale de la région apicale des entérocytes (en cryo-—
fracture), montrant la disposition des formations apicales
denses (fad). Remarquer la présence de tubérosités au ni-
veau de ces structures (fléches simples). La double fléche
indique la structure tubulaire interne. MV : microvillosi-
tés. X 40 000.

Figure 17 - Vue de détail de 1l'apex des entérocytes.
La membrane apicale montre parfois des dépressions au con-
tact de 1l'apex des formations apicales denses. Les petites
fléches indiquent quelques rares particules intramembranai-
res au niveau des faces internes et externes des formations
apicales denses. X 100 000.

Figure 18 - Structure tubulaire interne des formations apicales denses
(t8tes de fléches). X 100 000,

Figure 19 - Technique de THIERY (1967).
La réaction aux polysaccharides est faible au niveau des
formations apicales denses. X 68 000.
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FORMATIONS NERVEUSES INTRAEPITHELIALES

Figure 20 - Cellule neurosécrétrice de type I (CnsI) au contact des

Figure

Figure

Figure

21 -

22 -

23 -

axones. N : noyau. X 12 000.

Cellule neurosécrétrice de type II (CnsII).
D : dictyosome ; gf : gliofilaments ; gs : grains de sécré-
tion ; N : noyau. X 20 000.

Formation des granules de sécrétion (gs) au niveau de l'ap-
pareil de Golgi (D) des cellules neurosécrétrices de type I.
reg : réticulum endoplasmique granulaire. X 34 000.

Les deux types d'axones I et II renfermant les produits de
sécrétion des cellules neurosécrétrices I et II. Ces deux
types d'axones se différencient essentiellement par la tail-
le des granules qu'ils renferment. X 60 000.






FORMATIONS NERVEUSES INTRAEPITHELIALES

Figures 24 et 25 - Contacts synaptiques (fléches) entre les deux types
d'axones. AxI : axone du type I ; AxII : axone du type II ;
LB : lame basale. X 60 000.

Figure 26 - Cellule basale 3 granules (cbg). D : dictyosome ; N : noyau.
X 16 000,

Figure 27 - Cellule basale 3 granules au contact des fibres nerveuses in-
traépithéliales. Noter la richesse de ces cellules en mi-
crotubules (mT). M : mitochondrie. I : axone I ; II : axone
II. X 20 000.
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JONCTIONS CELLULAIRES DE L'EPITHELIUM INTESTINAL

Figures 28 3 31 - Imprégnation au Lanthane.

Figure 28

Figure 29

Figure 30

1 Figure 31

Aspect général des jonctions intercellulaires dans la région
apicale de 1'@pithélium. Les membranes latérales des cellu-
les voisines sont liées entre elles, 34 1'apex, par une zonu-—
la adhaerens (za),suivie d'une jonction septée plissée (js).
MV : microvillosités. X 28 000.

La jonction septée est interrompue, par endroits, par des
desmosomes (de). Noter la disposition périodique des septes
(flaches). X 134 000.

Coupe tangentielle au niveau de la jonction septée. Les flé-
ches indiquent la disposition des sub-structures en rangées.
X 100 000.

Coupe tangentielle d'une jonction septée montrant le paral-
lélisme des éléments plissés (fléche a double sens).
X 54 000.

Figures 32 et 33 - Aspects des fonctions sept8es plissées en cryofracture.

Figure 32 - Noter le parcours sinueux dessiné par 1'alignement des par-
g P P g P

ticules intramembranaires. X 80 000.

Figure 33 - Région moyenne de 1'&pithé&lium montrant une jonction '"gap"

®
‘ iy

(G) au voisinage de la jonction septée (js). EF : face ex~
terne ; PF : face protoplasmique. X 54 000.
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MODIFICATIONS ULTRASTRUCTURALES DE L'EPITHELIUM INTESTINAL AU

COURS DE L'EPITOQUIE NATURELLE

Figure 34 - La dégénérescence de l'intestin se manifeste par l'appari-
tion de nombreuses formations intracellulaires et aboutit
au rejet de certaines cellule usées (astérisque). M : mi-
tochondrie ; L : lumiére intestinale ; MV : microvillosi-
tés ; V : vacuoles cytoplasmiques ; VA : vacuole autopha-
gique. X 16 000.

Figures 35 et 36 - Formations intracellulaires renfermant différents
organites cytoplasmiques. Certaines structures renfermant
du matériel cytoplasmique dense et hétérogéne sont entou-
rées de réticulum endoplasmique (t€tes de fléche). re :
réticulum endoplasmique.
Fig., 35 : X 12 000 ; Fig. 36 : X 13 400.

_ Figure 37 - Appareil de Golgi (D) é&laborant des granules a matériel
plus ou moins membraneux é&voluant vers des aspects denses
(fléche). Noter la présence de corps denses (cd) 3 aspect
semblable 3 celui des peroxysomes. X 28 000.

Figure 38 - Rejet cellulaire.

Cellule usée faisant hernie dans la lumiére de 1'intestin.
Noter la disparition totale des microvillosités et des
formations apicales denses dans cette cellule. Le noyau (N)
présente une localisation anormale et montre des mottes de
chromatine dispersées dans le nucléoplasme (t8tes de fléche).
D : dictyosomes ; gly : glycogéne ; L : lumiére intestinale ;
mba : membrane apicale ; mv : microvillosités ; re : réti-
culum endoplasmique ; VA : vacuoles autophagiques. X 14 000.






MODIFICATIONS ULTRASTRUCTURALES DE L'EPITHELIUM INTESTINAL AU

COURS DE L'EPITOQUIE NATURELLE

Figure 39 - Modifications des noyaux (N). A droite : noyau en dégéné-
rescence montrant un aspect pycnotique. La chromatine tend
3 disparaltre laissant place 3 des mottes chromatiniennes
dispersées dans le nucléoplasme (fléche). L'espace périnu-
cléaire est dilaté. en : enveloppe nucléaire. X 23 000.

Figure 40 - Cellule neurosécrétrice de type I (Cnsl) affecte par la dé-
générescence. Les mitochondries (M) montrent une matrice
claire. Un ou plusieurs granules de sécrétion (fléches)
sont séquestrés d l'intérieur d'une ou plusieurs enveloppes
(1 et 2) constituant un syst@me lytique et é&voluant vers
des aspects lamellaires ou denses (3, 4 et 5). D : dictyo-
some. X 28 000,

Figure 41 - Cellule basale 3 granules (cbg) entrant en dégénérescence.
Les astérisques indiquent des structures cytolysosomiales
> renfermant des granules. N : noyau. X 20 000.

i






LOCALISATION DE LA PHOSPHATASE ACIDE

DANS L'EPITHELIUM INTESTINAL DES EPITOQUES NATURELS

Figure 42 -

Figure 43 -

Figure 44 -

Figure 45 -

L'acitivté phosphatasique acide est localisée au niveau des

saccules golgiens (D), dans les vacuoles cytoplasmiques (V).
Certains saccules isolés en forme de ''cupules" montrent éga-
lement cette activité@ (tétes de fléche). X 16 000.

Phosphatase acide localisée dans certaines structures lyso—
somiales (VA et V). X 16 000.

A proximité des dictyosomes (D), des vésicules , probable-
ment d'origine golgienne, montrent une intense activité
phosphatasique acide (fl&ches) ainsi que certaines lamelles
isolées jouant vraisemblablement un rdle d'enveloppe de sé-
questration (téte de flé&che). X 40 000,

La réaction est trés intense au niveau des structures lyso-
somiales. Cette réaction est localis@e au niveau de petites
vésicules originaires des dictyosomes et constituant proba-
blement des lysosomes primaires (fléches simples). D'autres
structures de plus grande taille sont également trés riches
en phosphatase acide (fléches doubles). V : vacuoles cyto-

plasmiques ; N : noyau. X 16 000.






MODIFICATIONS ULTRASTRUCTURALES DE L'EPITHELIUM INTESTINAL

AU COURS DE L'EPITOQUIE EXPERIMENTALE

Figure 46 - Région apicale des entérocytes.

Les microvillosités et les formations apicales denses ten-
dent 3 disparaltre. Les mitochondries (m) prennent un as-—

pect particulier avec une matrice dense et des crétes plus
ou moins dilatées. X 26 000,

Figure 47 - Zone sous-apicale des entérocytes.

Début de la désagrégation du réticulum endoplasmique.

De nombreuses structures lysosomiales (Ly et Cy) apparais-

sent dans le cytoplasme, ainsi que des vacuoles 3 matériel

granulaire plus ou moins dense (fléches). Noter la présence
d'une lame de réticulum endoplasmique (r.e) entourant cer-—

tains organites cytoplasmiques. X 24 000,

Figure 48 - Vue générale de l'épithé&lium en cours de dégénérescence,
montrant de volumineuses enclaves lipidiques (asté&risque)
dans les entérocytes. Certaines portions cytoplasmiques et
des organites cytoplasmiques sont entourés de lamelles de
réticulum endoplasmique (fléches). X 10 000.
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AUTORADIOGRAPHIE A HAUTE RESOLUTION

49 a 52 - Temps d'incorporation du Fucose-%H : 5 heures.

49 et

51 et

53 et

Figure

Figure

50

52

54

43

54

Localisation au temps court (5 heures) de fucose-3H
au niveau des cellules glandulaires muqueuses. Les
grains d'argent sont situé@s au niveau des dictyoso-
et sur les grains de sécrétion.

Fig. 49 : X 10 000 ; Fig. 50 : X 8 000.

Mémes observations pour les entérocytes.

Le marquage se situe préférentiellement au niveau de
1'appareil de Golgi et sur certaines vésicules gol-
giennes.

Fig. 51 : X 28 000 ; Fig. 52 : X 40 000.

Distribution de la leucine-3H au temps de 4 heures
d'incorporation.

Dans les cellules glandulaires muqueuses, la majorité
des grains d'argent est situfe au niveau de 1l'appa-
reil de Golgi et du réticulum granulaire. X 16 000.

Dans les entérocytes, la leucine-3H est localisée
initialement dans les dictyosomes et au niveau du
réticulum endoplasmique granulaire. X 16 000.






AUTORADIOGRAPHIE DE LA LEUCINE-3H

Figures 55 et 56 - Incorporativn de la leucine tritiée pendant 24 heures.
Les cellules glandulaires muqueuses (cgm) montrent
un marquage plus intense que celui des cellules voi-
sines. Quelques rares grains d'argent persistent sur
les dictyosomes (D). Les mitochondries sont &galement
marquées.
Fig. 55 : X 8 000 ; Fig. 56 : X 13 400.

Figure 57 - Incorporation de la leucine-3H pendant 3 jours.
La plupart des grains d'argent se localise au niveau du cyto-
plasme apical et surtout au niveau des microvillosités (M.V).
X 16 000.
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Figures 58 et 60 =

Figure 58 =

Figure 60 -

AUTORADIOGRAPHIE A HAUTE RESOLUTION

INCORPORATION DE FUCOSE-3H

Incorporation de fucose, pendant 5 jours.
Vue générale de 1'épithélium montrant la distribu-
tion des grains d'argent,

Quelques grains d'argent persistent dans le cyto-
plasme apical des cellules. Le marquage est distri-
bud de la méme fagon au niveau des entérocytes qu'au
niveau des cellules glandulaires muqueuses (cgm).

X 8 000.

La plupart des grains d'argent est localisé au ni-
veau de la bordure en brosse de 1'épith&lium. Quel-
ques grains d'argent sont disséminés dans le cyto-
plasme et au niveau des membranes latérales des
cellules. X 8 000.

Figure 59 - Incorporation : 24 heures.

Les grains d'argent sont situés dans le cytoplasme. Les
cellules glandulaires muqueuses (cgm) montrent un marquage
plus intense que celui des entérocytes. X 14 000.







Figure 61 -

Figure 62 -

DETECTION HISTOENZYMOLOGIQUE DES PROTEINES

Localisation de l'activité proté@olytique au niveau de 1l'es-—
tomac selon la technique de Cunningham (1967). La gélatine
est complétement digérée dans la lumidre de 1'estomac, comme
visualisé en blanc par le départ du substrat. L'astérisque
indique la présence de gélatine colorée non digérée. X 500.

Méme technique appliquée 3 1l'intestin.
Le substrat est toujours présent, indiquant 1'absence d'ac-
tivité protéolytique. X 500.
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ABSORPTION DE LA PEROXYDASE (HRP) PAR LES ENTEROCYTES

Vue générale de la zone apicale d'un entérocyte, 4 heures
apré&s administration de la peroxydase. Les produits de la ré-
action sont localisés dans différentes structures cytoplasmi-
ques (fléches). M.V : microvillosités ; V.P : vésicules de
pinocytose. X 28 000.

La peroxydase est localisé@e sur la surface externe de la mem—
brane apicale et dans des vé€sicules pinocytiques (fléches).
f.a.d. : formation apicale dense ; i : invagination de la
membrane apicale. X 100 000,

Les produits de la réaction sont situés dans de nombreuses
vésicules de pinocytose (VP) et dans certaines vacuoles cy-
toplasmiques. Quelques vésicules renfermant de la péroxyda-
se semblent fusionner entre elles (t&te de fléche).

X 80 000.

La peroxydase est également présente dans certains corps
multivésiculaires (CMV). X 160 000.

Les formations tubulaires probablement du réticulum endoplas-
mique, sont également impliquées dans ce processus de trans-
port de la peroxydase. Ces structures présentent des formes
variables et montrent souvent des dilatations 3 leurs extré-
mités (fléche). X 80 000.

Région moyenne des entérocytes. La peroxydase est accumulée
dans des formations lysosomiales (Ly) jouant vraisemblable-
ment un role dans la dégradation de ces protéines. X 80 000.






ABSORPTION DE MACROMOLECULES PAR LES ENTEROCYTES
4 HEURES APRES ADMINISTRATION DE LA FERRITINE

(coupes non contrastées)

Figure 69 - Région apicale d'un entérocyte. La ferritine est localisée
sur la face externe de la membrane apicale, et dans de nom—
breuses vésicules du cytoplasme apical (fléches). MV : mi-
crovillosités. X 28 000.

Figures 70 et 72 - Dans le cytoplasme la ferritine est transportée dans
des vésicules de pinocytose.
Fig. 70 : X 80 000 ; Fig. 72 : X 100 000Q.

Figures 71 et 73 - De nombreuses vésicules pinocytiques renfermant de
la ferritine semblent fusionner entre elles et avec certai-
nes vésicules dépourvues de ferritine (fléches).

Fig. 72 : X 100 000. Fig. 73 : X 160 000.

Figures 74, 75, 76 - La ferritine est Egalement localisée au niveau de
quelques corps multivésiculaires (CMV) et dans certaines
vacuoles jouant probablement un rdle dans la dégradation

l de ces molécules (flé&che). X 100 000.






LOCALISATION DE L'ACTIVITE PHOSPHATASIQUE ACIDE

(coupes non contrastées)

Figure 77 - Appareil de Golgi au niveau des entérocytes (D). Les pro-

Figure 78 -

Figure 79 -

Figures 80,

duits de la réaction sont localisé&s dans certains saccules
golgiens et dans les vésicules golgiennes correspondant
probablement 3 des lysosomes primaires (fléches). X 40 000.

Les fléches indiquent un certain nombre de vacuoles présen-
tant une activité phosphatasique acide. X 20 000.

Certains dictyosomes (D) montrent une intense activité.
Noter la présence de quelques saccules unitaires riches en
phosphatase acide et localisés 3 proximité de 1'appareil
de Golgi (fladches). X 20 000.

81 et 82 - Visualisation des sites de digestion intracel-
lulaire. La ferritine absorbée, s'accumule dans certaines
formations cytoplasmiques, riches en phosphatase acide.
Figs 80 et 81 : X 134 000 ; Fig. 82 : X 160 000.







L'ultrastructure de 1'épithélium digestif de P. cultrifera a
perris de définir différentes catégories de cellules. L'estomac comprend
essentieliement deux types ceilulaires : des cellules glandulaires mu-
queuses et des cellules glarndulaires séreuses. Ces derniéres semblent
8tre responsables de la production des enzymes procéolytiques.

L'intestin est forwd d'une seule couche de cellules de dif-
férentes catdgories :

- des entérocytes caractérisés par une bovdure ea brosse, ccnstituée de
nombreuses microvillcsités, et renfermant des structur:s énigmatiques
dont le rdle physiologicue reste encore indéterminé,

- des cellules glandulaires nugueuses élaborant du mucus,

- des cell cilides jouant probablement un rdle de mécancréceptrices.
hélium intestinal présente 2 sa base Jes fibres nerveu-
ses compre: leux typ2s d'axones définis par la taille et la structure

des granu_c: ae sécrétion qu'ils renferment.

Les cellules intestinales synthétisent des glycoprotéines et
des protéines. Las glycoprotéines &laborées par les entérocytes sont
destinées au "cell-ccat".

En plus du processus de digestion extracellulaire bien connu
chez les Polychétes, une forme de digestion intracellulaire est démon-
trée dans ce travail grdce 3@ l'utilisarion de traceurs tels la peroxi-
dase et la ferritine.

Les modalités d'assimilation et la relation entre les produits
de 1'assimilation et les synthéses du milieu celomique, sont également
démontrées rar ingestion de protéines et d'acides aminés radicactifs.

Au moment de 1'épitequie, 1'intestin subit 3 la fois des mo-
difications morphologiquas et biochimiques. Ces modifications sont en
relation avec 1'activité endocrine cé@rébrale. La suppression du cerveau
induit une augmentation des teneurs de l'intestin en enzymes hydrolyti-
ques et conduit 3 un arr@t du renouvellement des cellules &pithéliales.

Annelida - Polychaeta -- Tube digestif - Enlérocyte - Mucocyte -
Digestion - Absorption - Protéase - Phosphatase acide - Synth&se ADN -

Epitoquie - Dégénérescence
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