50335 503%¢
AQRBS 1985
2%S L¥s

N° d’ordre : 1285

THESE

présentde &
L'UNIVERSITE DES SCIENCES ET TECHNIQUES DE LILLE
| pour obtenir le titre de '
DOCTEUR DE TROISIEME CYCLE
Biologie et Physio'l.ogie Animales

par

Nicole GAILLET

MISE EN EVIDENCE ET ROLE PHYSIOLOGIQUE DES
ECDYSTEROIDES CHEZ LES NEREIDIENS
(ANNELIDES POLYCHETES) |

Soutenue le 4 Juillet 1985 devant la Commission d'Examen

Président M. PORCHET, Université de Lille |
Rapporteur ' M. CHARLET, Université de Strasbourg
E’(liminateurs A. DHAINAUT, Université de Lille |

R. JOLY, Université de Picardie
F. SAUBER, Cours Universitaires Luxembourg



AVANT-PROPOS

Que Monsieur PORCHET trouve ici l'expression de ma profonde recon-
naissance pour m'avoir accueillie dans son &quipe de recherche. Je le remer-

‘cle vivement de présider mon Jury de Thése.

Je remercie Monsieur HOFFMANN qui a suivi mon travail avec intérét.
C'est au cours de stages effectués sous sa direction au Laboratoire de Biolo-
gie Gé&nérale de Strasbourg que mon premier contact avec les ecdystéroides a
Et& réalisé. Les facilités techniques qu'il m'a accordées m'ont beaucoup ai-

dée dans la réalisation de ce travail. Je lui en suis reconnaissante.

Je remercie tout particulidrement Monsieur CHARLET qui n'a cessé de
m'aider par les conseils judicieux qu'il m'a toujours aimablement prodigués.

Je suis heureuse de pouvoir lui exprimer ici ma profonde gratitude.

Je suis &galement trd&s sensible 3 1'honneur que me font Messieurs
DHAINAUT, JOLY et SAUBER en acceptant de juger ce travail. Je les en remercie

vivement.

Mon mémoire doit beaucoup aux discussions réguliéres que j'ai eues

avec Monsieur DESCAMPS. Je lui adresse mes remerciements tré&s amicaux.

Je ne saurais oublier tous ceux qui, en m'apportant une aide tech-
nique ou morale, ont contribué 3 la réalisation de ce travail. Il m'est agréa-
ble de leur adresser mes trds vifs remerciements, et qu'ils trouvent ici 1'ex-

pression de mon amicale reconnaissance.

C'est avec un trés grand plaisir que j'exprime ma profonde gratitude
3 Monsieur DURCHON 3 qui je dois d'avoir pu entreprendre ce travail de recher-
che. Qu'il sache combien la confiance qu'il m'a accordée a &t& un stimulant

particulidrement précieux. Qu'il soit assuré de ma sinc@re reconnaissance.




¢

INTRODUCTION . .

SOMMAIRE

MATERIEL ET METHODES + ¢ ¢ + o o ¢ o o o o o o o o o o & »

A -~ Matériel biologique . & v v ¢ v 4 4 ¢ ¢ o 4 o 0 0 o W

B - Méthodes . .

I - Techniques d'analyse des ecdystéroides . . .

] -
2 -
3 -
4 -

7 -

Préparation des &chantillons biologiques
Extraction des ecdystéroides . . . . . .

Recherche des conjugués d'ecdystéroldes

Séparation des ecdystéroldes . . « ¢ « ¢ o+ o

a = Chromatographie sur couche mince (T.L.C.)

b - Chromatographie en phase liquide 3 haute

performance . . . . 4 4 ¢ ¢ o o s
Dosage des ecdystéroides . . « + o « « o
Injections de précurseurs radioactifs de

Technique d'acétylation .. « o« o« « & « &

II - Technique de culture organotypique . . . . .

III - Techniques de microscopie . « « + « « o o &

| = Microscopie photonique . + « « « ¢ o « .

2 - Microscopie &lectronique + « « o« o o o .

1'ecdysone

Pages

“vi U W W

O W O WUn

10

10
10
11

CHAPITRE I - RECHERCHE D'ECDYSTEROIDES CHEZ PERINEREIS CULTRIFERA GRﬁBE_

A - Répartition et taux des ecdystéroides immunoréactifs .

o I - Résultats . . L] L] L] L4 . . L] L] L[] . L] . L] . .

IT -~ Discussion v v v & « o o o o o o o o o o o o

B - Analyse qualitative des composé&s immunoré€actifs . . .

I - Analyse par chromatographie sur plaque de gel de

silice (T.L.C.) L] L] L] L] . . . . L4 L] L] L] L] L]

II - Analyse par chromatographie en phase liquide 2

haute performance (H.P.L.C.) « ¢« ¢ « o « o o & & &

13

13

18

20

20

22



'

I = Purification des produits R.I.A. positifs
de la zone 3 de la T.L.C. . . . « ¢ v v ¢ oo o

2 - Purification des ecdystéroides immunoréactifs

de forte polarité

3 - Purification des produits R.I.A. positifs de

faible polarité

III - Discussion . . .

e o @ . ¢ o e o o e o o ¢ o . . .

CHAPITRE II - ETUDE DE LA CONVERSION, IN VIVO, DE DEUX PRECURSEURS
DE BIOSYNTHESE D'ECDYSONE : LA 2, 22, 25 TRIDESOXYEC-
DYSONE (KETODIOL) ET LA 2-DESOXYECDYSONE .

A - Conversion, 7 vivo, de la 2, 22, 25 tridésoxyecdysone ., . . . .

I - Stade ovocytaire 168 pum . o « « ¢« o o ¢ o ¢ ¢ o o o

1 - Purification des composés radioactifs co-migrant

avec la 20-hydroxyecdysone et 1'ecdysone de

référence .

e« o o LI} . o e o o o e . . .

2 - Purification des compos&s radioactifs peu polaires

II -~ Stade ovocytaire 233 um « « o ¢ ¢ « o 0 o 0 0 . . w0

1 = Purification des produits radioactifs de forte

pOlarité . o o . . . . e o . ¢ o o . . . LI} . . .

2 - Purification des produits radioactifs co-migrant

avec la 20-hydroxyecdysone de référence . . . . .

3 = Purification

B = Conversion, in vivo, de la

I - Stade ovocytaire
1 = Purification
zones 2 et 3

" 2 = Purification

la zone 4 .

I1 - Stade ovocytaire
1 = Purification

2 ~ Purification
zones 2 et 3

3 - Purification

des

produits radioactifs peu polaires

2-désoxyecdysone . . ¢ o ¢ o 4 o o .

168 UM v v ¢ ¢ ¢ v e 6 s e e s e s

des

233
des

des

des

produits radioactifs des

}Jm . . O . . . L3 . . . . . 3 . .
composés radioactifs polaires . .
composés radioactifs des

composés radioactifs peu polaires

Pages

22

23

23

23

30

33

33
33

36

36

36
36

40

40

41

45

45
45

45
49



+

Pages

C = ACETYLATION . o v o v o w o v s v e o oo a o m e u e e s e s 49
1 - Acétylation avec la 20-hydroxyecdysone . . . . . . 49

2 - Acétylation avec la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone. . 49

D - DISCUSSION . ] * o o o e o . . * o o e . e o o e o e o e e . . 51

CHAPITRE III - ROLE PHYSIOLOGIQUE DES ECDYSTEROIDES CHEZ LES NEREIDIENS

I - Action des ecdystéroides sur la maturation des
produits génitaux mdles : &tude en culture
organotypique . « +« ¢ ¢ ¢ s o o ¢ o o o s o o o o s o 53
1 - Influence de la concentration en 20-hydroxyecdysone 54
2 - Importance du nombre d'incorporations . . . . . . 56
3 - Action de 1'ecdysone + +« o« « ¢ s ¢ ¢ o 6o+ o 4 o o 59
4 = Influence du mode d'incorporation des
ecdyStEroTdes .« o+ « o o s s s s o o s s e o 4 o« 59
a -~ Incubation préalable des prostomiums . . . . . 59
b - Injections de 20-hydroxyecdysone . . . . . . . 59

5 = "Activitéd" des milieux de culture . . « ¢« .« « . . 59

II - DiSCUSSion (] L] . . . 3 . . . . . . . . . . . . L] L] . . 60

CONCLUS ION GENERALE e & e o e 8 6 6 o @& e e e & & ¢ o+ ¢ e s e 2 e 63

BIBLIOGR-APHIE . . . . . . . L] . L] . . LI } . . ¢ 0 . L] * o o o . . . 65




ABREVIATIONS

'E : ecdysone

E~OH : 20-hydroxyecdysone

2DE : 2-d&soxyecdysone

2DE~20-0H : 2-désoxy-ZO—hydroxyecdysone

T.L.C. : chromatographie sur couche mince de silice

H.P.L.C. : chromatographie en phase liquide 2 haute performance
R.I.A. ¢ radioimmunodosage

U.V. : ultra-violet



INTRODUCTION

Les Néréidiens (Annélides Polyché&tes) présentent des dispositions
~ anatomiques qui en font un "mod&le endocrinologique" relativement simple con-
duisant 2 une meilleure compréhension des mécanismes de 1l'endocrinologie gé-
nérale. Or, depuis les travaux initiaux de DURCHON (1948) et de HAUENSCHILD

(1956), les recherches entreprises chez ces animaux n'ont fait que confir-
mer les faits suivants :

- les ganglions cérébroides sécri@tent une neurohormone qui inhibe la gaméto-
genése et les transformations somatiques de 1'épitoquie, mais stimule cer-
tains métabolismes cellulaires, notamment la morphogenése régénérative.

- cette hormone de nature neurosécrétrice est d'origine cérébrale, il n'exis-
te pas de glande endocrine différenciée.

= 1l'activité endocrine du cerveau n'est pas constante tout au long de la vie
de 1'animal, importante pendant la phase juvénile, elle diminue en méme
temps que se développe la gamétogendse pour finalement s'annuler 2 1'ap-
proche de la reproduction des animaux (HAUENSCHILD, 1955 ; DURCHON et
PORCHET, 1971 ; DURCHON, 1978).

-~ le déterminisme de cette &volution hormonale est double : d'une part, un
conditionnement externe qui joue un rSle important dans le déclenchement
et le synchronisme des phases de reproduction et d'essaimage (HAUENSCHILD,
1955 ; CLARK, 1969 ; GOLDING, 1967) ; et d'autre part un conditionnement
interne 1ié 3 1'évolution du milieu intérieur des Nereis (PORCHET et
DURCHON, 1968 ; PORCHET et CARDON, 1976).

Jusqu'3 ces derniers temps, aucune donnée expérimentale n'avait
pPu prouver la présence éventuelle d'autre(s) hormone(s) chez les Néréidiens.

Cependant, si les ecdystéroides constituent une famille de molé-
cules utilisées comme messagers hormonaux chez les Arthropodes, nous savons
maintenant que leur existence n'est plus limit&e 2 ce seul embranchement.

Depuis une dizaine d'années, on a pu en détecter dans d'autres groupes phy-

logénétiquement moins &voluds tels les Némathelminthes (ROGERS, 1973 ; HORN

et al., 1974 ; MENDIS et al., 1983), les Plathelminthes (TORPIER et al.,

1982 ; NIRDE et al., 1983, 1984), les Annélides Hirudinées (SAUBER et ¢l.

1983) et Polyché&tes (PORCHET et al., 1984).

Toutefois, les résultats obtenus chez les Annélides Polychétes

demeuraient préliminaires et fragmentaires. Ils mettaient en évidence 1la



présence de matériel immunoré@actif chez Perinereis cultrifera ainsi que
quelques fluctuations dans le taux de ces molécules immunoréactives en
fonction de 1'dge des individus. Quant au rdle physiologique, nous avions
constaté que les ecdystéroides ne semblaient pas avoir de grands effets au
niveau des cellules somatiques, par contre, leur action sur les cellules
germinales apparaissait plus nette, notamment dans le d&clenchement des pro-
" cessus de spermatogenése, placés sous le contrSle de la neurohormone céré-
brale (DURCHON, 1948, 1956 ; HAUENSCHILD, 1956).

I1 nous a paru fondamental de reprendre point par point ce
travail afin d'en approfondir et de préciser les résultats.

Y-a-t-il effectivement des fluctuations du taux d'ecdystéroides
au cours du développement de Perinereis cultrifera ? Quelle signification
physiologique peut-on attribuer 3 la présence de ces ecdystéroides et aux
fluctuations de leurs concentrations ?

Ces molécules sont-elles capables de jouer le rdle de messagers
hormonaux ?

Telles sont les questions essentielles que nous nous sommes po-
sées en abordant ce travail réalisé dans le cadre d'un programme commun de
recherche avec le laboratoire d'Endocrinologie et d'Immunologie de 1'Uni-

versité de Strasbourg, Directeur J.A. HOFFMANN.



MATERIEL ET METHODES

A - MATERIEL BIOLOGIQUE

Notre &tude a porté& sur deux espéces différentes de Néréidiens :
Perinerets cultrifera Griibe et Nereis diversicolor 0.F., Miller, provenant
respectivement de Luc-sur-Mer (Calvados) et de Grand-Fort-Philippe (Nord).

Les animaux récoltés sont gardés au laboratoire, dans de l'eau
de mer filtrée, entre 12°C et 14°C, sans apport de nourriture ; ils restent
soumis aux conditions photop&riodiques naturelles.

La détermination de 1'dge des animaux &tant impossible au moyen
de critéres morphologiques externes, nous avons estimé celui-ci en faisant
des ponctions coelomiques afin d'examiner l1'état de maturation sexuelle des
animaux. En effet, les Néréidiens ne poss&dent pas de gonades différenciées,
les cellules germinales &voluent librement dans la cavité coelomique et il
est possible de déterminer le sexe et 1'état génital de chaque animal par
examen microscopique d'un préldvement coelomique obtenu par ponctionm.

Pour classer les femelles, nous avons retenu comme critére le
diamétre ovocytaire évalué 2 1'oculaire micrométrique. En ce qui concerne
les miles, c'est l'aspect des produits génitaux : amas miriformes des sper-
matogonies par exemple, qui a ét& retenu. Dans le cas oll les produits géni-
taux ne sont pas encore décelables, les vers ont &té alors considérés comme

" - LS
indéterminés sexuellement"”.

B - METHODES

I - TECHNIQUES D'ANALYSE DES ECDYSTERQIDES

1 -~ Préparation des &chantillons biologiques

a - Ponction intracoelomique

Les ponctions sont réalis@es au moyen de pipettes
Pasteur dont le bout a &té effilé 3 la flamme.
La pipette est introduite dans le coelome, parallgle-

ment au corps de 1l'animal, en commengant par la partie postérieure de celui-



ci. Le contenu coelomique monte dans la pipette, tant par capillarité que
sous 1'effet de la pression intracoelomique ; il est constitué par le

liquide coelomique, les produits génitaux et les coelomocytes.

b ~ Séparation des constituants issus d'une

ponction intracoelomique

Une premi2re centrifugation (1000 g, 5 mn) nous per-
met de récupérer dans un culot les &léments figurés tandis que le surna-
geant est composé du liquide coelomique.

Ce culot est repris par du tampon phosphate 0,05 M ;
pH 7,4 ; NaCl 33 °,, ; remis en suspension, puis déposé 3 la surface d'un
tamis (toile 2 bluter). Par agitation, les coelomocytes traversent les
mailles du tamis, tandis que les ovocytes y sont retenus. Cette séparation
est complétée par un passage sur Ficoll (Sigma) 3 5 7 dans le méme tampon
phosphate que celui utilisé précédemment (BULET et al., 1983). Des contrdles
au microscope photonique nous permettent de suivre le degré de purification
des cellules. Une dernidre centrifugation (1000 g ; 5 mn) &limine le tampon
phosphate, nous pouvons ainsi récupérer ovocytes et coelomocytes.

L'ensemble de ces manipulations se fait 3 4°C.

2 - Extraction des ecdystéroides

Les différents échantillons biologiques &tudiés (ovocytes,
coelomocytes, muscles, prostomiums et liquide coelomique) ont &t& homogénéi-
s€s dans 1'éthanol 3 60 2. Les homogénats ont &té chauffés 3 60°C pendant
15 minutes, puis centrifug&s 2 800 g pendant 10 minutes. Apré&s centrifuga-
tion, les culots obtenus ont &té réextraits trois fois 2 1'éthanol dans les
mémes conditions. Les surnageants respectifs ont &t& réunis, puis asséchés

3 1'aide d'un évaporateur rotatif sous pression réduite.

3 - Recherche de conjugués d'ecdystéroides

Afin de rechercher la présence &ventuelle de conjugués
d'ecdystéroides, des aliquotes de certains extraits ont &té soumises soit
a) 3 une hydrolyse enzymatique par l'extrait semi-purifié d'hépatopaﬁcréas

d'Helix pomatia pour la détection des conjugués polaires d'ecdystéroides.

Cette hydrolyse est faite par 2 mg de l'extrait enzymatique d'Helix poma-

tia (Sigma, G 0751) mis en solution dans 400 ul de tampon acé&tate 0,05 M :
pH 5,3. L'hydrolyse est ré&alisée 2 37°C, pendant 18 heures, sous agita—

tion constante.



b) & une hydrolyse chimique des esters en milieu basique pour la détection
des conjugués apolaires d'ecdystéroides. Cette hydrolyse a &té& faite par
une solution hydrolysante de carbonate de potassium (0,6 Z de carbonate
de potassium dans une solution méthanol/eau, 9V/1V) pendant 30 minutes
3 température ambiénte.

Dans les deux types de traitement, les ecdystéroides 1li-~
" bérés aprds l'hydrolyse ont &té& extraits selon le procédé décrit précédem-

ment.

4 -~ Séparation des ecdystéroides

Pour séparer les ecdystéroides, deux techniques chromato-
graphiques ont &té utilisées :
- chromatographie sur couche mince (T.L.C.)

=~ chromatographie en phase liquide 2 haute performance (H.P.L.C.).

a - Chromatographie sur couche mince

Ce type de chromatographie a &té ré&alisé sur des pla-
ques en verre recouverte de gel de silice (MERCK, 60 Fjg,, épaisseur 0,25 mm
avec indicateur fluorescent).

Les extraits asséchés ont &t& remis en solution dans
de 1'&thanol 2 60 % pour &tre déposés sur la plaque. La séparation chroma-
tographique a &té effectuée dans le syst@me de solvants chloroforme/éthanol
95 % (4V/1V). Apr&s double migration, les gels ont &té fractiognés en plu-
sieurs zones en fonction de la migration des ecdystéroides de référence uti=-
lis&s. La silice a ensuite &té grattée et les ecdystéroides &lués par 1'é&tha-

nol.

b - Chromatographie en phase liquide 3 haute performance

Deux syst3mes de solvants ont &t& utilisés pour sépa-
rer les produits em H.P.L.C. Les produits co-migrant en T.L.C. avec 1'ecdy-
sone, la 2-désoxyecdysone et la 20-hydroxyecdysone de référence sont chroma-
tographiés dans un systéme isocratique de solvants méthanol/eau (V/V). En ce
qui concerne les autres produits, moins polaires que l'ecdysone, ceux~ci ont
€té séparés en utilisant un gradient de 0 2 100 7 de méthanol dans 1'eau pen-—
dant 30 minutes (formeur de gradient WATERS Associates M 660, courbe IV),

Des fractions de 500 ul ont &té& collectées, puis sou-
mises 3 des dosages par R.I.A. ou 2 des mesures de la radioactivita,

Pour ces deux techniques chromatographiques nous avons
utilisé comme ecdystéroides de référence : l'ecdysone et la 20-hydroxyecdyso-
- ne commerciales (SIMES, Milan, Italie), la 2-d&soxyecdysone (don du laboratoi-

re de Biologie Générale de Strasbourg), la 2-dé&soxy-20-hydroxyecdysone (don



du Dr HORN, Csiro Melbourne - Australie). Ces substances de ré&férences ont
€té repérées par leur absorption en U.V. 3 254 nm (WATERS Associates Spec-
trometre M 440).

5 = Dosage des ecdystéroides

, Le dosage des ecdystéroldes a été effectué par radioimmu-
nodosage par dialyse (R.I.A.) selon la technique mise au point par DE REGGI
et al. (1975). La figure | en schématise le principe.

. Cette technique, tr&s reproductible, permet de doser de
trés faibles quantités d'ecdystéroides (de l'ordre de la picomole).

Les extraits, préparés selon la méthode décrite précédem—
ment, ont &té remis en solution dans 400 ul de tampon citrate 0,1 M ; pH 6,2.
A 90 ul de cette solution, a &t& ajouté le méme volume d'une solution d'anti-
géne radioactif contenant 9000 cpm de [23, 24]3H ecdysone (activité spécifi-
que 40 Ci/mmole) ; 150 ul du mélange obtenu ont &t& mis en dialyse contre
150 ul d'une solution d'anticorps anti-ecdysone diluée au 1/1000 (anticorps :
lot D BL 2 ; don du Dr KOOLMAN, Marburg, R.F.A.).

Nous donnons, figure 2, une représentation schématique du
dialyseur utilisé.

La dialyse a été effectude sous agitation, 3 4°C, durant
24 heures. Pendant ce temps, l'hormone endogéne &ventuellement présente, va
entrer en compétition avec le ligand radiocactif pour les sites de reconnais-
sance de 1l'anticorps.

A 1'arrét de la dialyse, le contenu radiocactif des deux
chambres du dialyseur a &té déterminé apr@s comptage en scintillation liquide
(compteur Intertechnique SL 4000) de 100 ul de solution. Le pourcentage d'an-
tigéne radioactif 1ié 3 1'anticorps a &té comparé 2 celui obtenu apré&s utili-
sation de concentrations connues d'ecdysone. Dans ces conditions, la concen-
tration d'ecdysone requise pour obtenir 50 Z d'inhibition de la liaison
[23-24]3H ecdysone 3 1'anticorps, &tait de 1,3.1078 M (cf figure 3).

D'aprds les études faites par KOOLMAN, nous savons que
plusieurs ecdystéroides présentent des réactions de croisement avec l'ecdy-.
sone pour cet anticorps. Ceci indique que la technique de dosage utilisée
quantifie, en fait, l'ensemble des différents ecdystéroides &ventuellement
contenus dans l'extrait. Des courbes d'inhibition de la liaison de 1'anti-
géne tritié 2 l'anticorps par la 20-hydroxyecdysone, l'ecdysone et 1la 2-
désoxyecdysone ont &té réalisées ; les concentrations requises pour déprimer
de 50 Z la liaison de l'antigéne tritié 3 1'anticorps ont &té respectivement
de 1,7.10'8, 1,3.10'8 et 5.108 M ; ces courbes sont représentées sur la

figure 3.
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Figure 3 - Inhibition de la liaison de la [23-24]3H ecdysone avec 1'anti-

la liaison
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Abscisse

- av av..

corps par la 20-hydroxyecdysone, l'ecdysone et la 2-désoxyec-
dysone
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20-hydroxyecdysone 1,7 . 1078 M
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Ecdyéong

2-4é§ox§ecdysone 5 . 1078 M

L'anticorps utilis@ est dilué au 1/1000.
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Les réactions de croisement de la 20-hydroxyecdysone et de
la 2-désoxyecdysone, exprimées en multiple des quantités d'ecdysone froide
requises pour déprimer de 50 7 la liaison de l'antig&ne tritié 3 1'anticorps
sont donc les suivantes :

20-hydroxyecdysone : 1,5
2-désoxyecdysone : 4

6 - Injeetion de précurseurs radioactifs de biosynthése

d'ecdysone

Nous avons utilisé deux précurseurs de biosynthé&se d'ec-
dysone obtenus sous forme tritiée et aimablement mis 3 notre disposition
par le Laboratoire de Biologie Générale de 1l'Université& Louis Pasteur de
Strasbourg. Il s'agit de :
a) la 3}14-(23, 24)~3 B8, l4 a, 22 R, 25-tétrahydroxy-5 B-cholest-7-&ne-6-one
ou 2-désoxyecdysone synthétisée par HETRU et al. (1983) et dont l'activité
spécifique est de 108 Ci/mmole.
b) la 3H4-(22, 23, 24, 25)-3 B, 14 a-dihydroxy-5 B cholest-7-&ne-6-one ou
2, 22, 25 tridésoxyecdysone (k&todiol) synthétisée par HAAG et al. (sous
presse).,

' Les deux précurseurs ont été& purifiés par H.P.L.C., puis,
aprds purification, ils ont &t& asséchés aprés addition d'une microgoutte
de Tween 80 (MERCK). La reprise a &té& effectuée dans de l'eau de mer.

Chaque animal (deux femelles de diamdtre ovocytaire 168 um,
et deux autres de diamétre 233 um) a regu en une seule injection environ
70 uCi de kétodiol ou de 2-désoxyecdysone. Les animaux ont &€té& sacrifiés
24 heures aprés l'injection et les ecdystéroides extraits selon le procédé

précédemment décrit.

7 - Technique d'acétylation

Cette technique a &té& utilisée dans le but de confirmer
la nature des ecdystéroides radioactifs obtenus aprés injection des précur-
seurs radioactifs de 1l'ecdysone.

A cet effet, les ecdystéroides radioactifs co-&€luant avec
les substances de référence, apr&s purification par H.P.L.C., ont &té co-
acétylés en présence d'ecdystéroides de référence. Aprés &vaporation de
1l'extrait 3 tester, la co-acétylation a &té réalisée dans un mélange de
50 pul d'anhydride ac&tique et de 100 ul de pyridine 3 température ambiante
pendant 1 h 30. La réaction a ét& arrétée par addition de 200 ul de m&thanol.

Le mélange réactionnel a &té ensuite asséch& sous courant d'azote.
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Les produits formés au cours de 1l'acétylation ont &té
repris dans des solvants appropriés puis séparés par H.P.L.C. en isocrati-
que afin de comparer les différents acétates formés 3 partir des ecdysté-

roides 3 identifier 3 ceux des ecdystéroldes de ré&férence.

II - TECHNIQUE DE_CULTURE ORGANOTYPIQUE

La technique utilisée est celle de CHEN (1954). Les explants
sont déposés sur des rondelles de papier 3 lentilles flottant sur le milieu
de culture contenu dans un verre de montre. Ce dernier est ﬁlacé dans une
boite de Pétri sur du coton hydrophile imbibé& d'eau distillée stérile pour
maintenir une atmosph&re humide. Le tout est fermé par un couvercle afin
d'éviter le dess&chement du milieu.
Le milieu de culture utilisé est celui de DURCHON et SCHALLER
(1963) dépourvu de gélose (PORCHET, 1974).
Plusieurs types de cultures sont réalisés :
= incubation de prostomiums 3 forte activité hormonale en présence de 20-
hydroxyecdysone puiis associés 3 des parapodes provenant de mdles dont
la spermatogen&se n'a pas dépassé le stade spermatogonies.

- associations parapodes—prostomiums traités pendant 12 jours (soit 6
incorporations) par la 20-hydroxyecdysone ou 1l'ecdysone.

- associations parapodes-prostomiums provenant de femelles de diamétre ovo-
cytaire inférieur 3 90 um, ayant requ des injections de 20-hydroxyecdysone.

Chaque série expérimentale est accompagnée par :
~ un témoin parapode.

- un témoin association (prostomium + parapode).
- un témoin &thanol 3 10 Z -puisque ecdysone et 20-hydroxyecdysone sont en
solution dans l'éthanol 2 10 7.

Les cultures sont maintenues 2 une température de 18°C.

III - TECENIQUES DE MICROSCOPIE

1 - Microscopie photonique

Les pidces sont fixées dans le Bouin aqueux sans acide
acétique. Apr&s déshydratation, elles sont incluses dans la paraffine, cou-

pées 3 7 um puis colorées par le rouge nucléaire, picroindigocarmin.
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2 - Microscopie &lectronique

Les piéces sont fixées 3 heures par le glutaraldéhyde 2
3 Z dans un tampon monophosphate de sodium/biphosphate de sodium 0,4 M,
pH 7,2, puis post fix€es pendant 1 heure par le tétroxyde d'osmium 3 1 Z,
dans le méme tampon, et incluses dans l'araldite.

Les coupes, effectudes 3 1'ultramicrotome LKB sont contras-—
tées 3 l'acétate d'uranyle 3 saturation dams 1l'alcool 50°, suivi par une
"coloration" au citrate de plomb selon REYNOLDS (1963).

Les grilles sont observées au microscope &lectronique

Siemens Elmiskop I A ou Jéol JEM 100 CX.



CHAPITRE 1

RECHERCHE D'ECDYSTEROTDES CHEZ

Perinerels cultrifera Griibe
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La premidre partie de ce chapitre est consacrée i la recherche
d'ecdystéroldes immunoréactifs au cours du cycle de développement de
Perinereis cultrifera femelles.

Dans une seconde partie, nous avons cherché 3 préciser la nature

des molécules immunoréactives détectées.

A - REPARTITION ET TAUX DES ECDYSTEROIDES IMMUNOREACTIFS

Pour cette étude, nous avons utilisé 12 lots de 6 animaux chacun.
Ces différents lots proviennent de 3 récoltes distinctes.

Pour 1l'ensemble des animaux, les diamétres ovocytaires s'étagent
de 90um A 260 um, ce dernier correspond 3 la maturité sexuelle et précéde
1'épitoquie.

Pour chaque ver, nous avons d'abord isolé par section le prosto-
mium, puis prélevé par ponction le contenu coelomique. Les éléments figurés
de ce contenu coelomique (ovocytes et coelomocytes) ont été séparés du
liquide coelomique selon la technique indiquée précédemment. Nous avons
également préparé avec le reste du corps de 1l'animal un extrait, que nous
appellerons par commodité, la fraction "muscles".

Prostomiums, ovocytes, coelomocytes, liquide coelomique et muscles
ont été soumis séparément 2 une extraction des ecdystéroides par 1'éthanol

4 60 %; ceux-ci ont été dosés par R.I.A.

Différents dosages, répartis au cours de trois années successives
ont été effectuées (tableaux A, B,et C).

Les résultats montrent la présence de matériel immunoréactif
chez Perinereis cultrifera, quel que soit le diamétre ovocytaire considéré,

Les plus fortes valeurs ont été trouvées dans le compartiment
ovocytaire d'individus dont le diamétre ovocytaire est de l'ordre de 130um;
ce taux d'ecdystéroides est nettement plus bas dans les ovocytes d'animaux
agés.

Quant au liquide coelomique, nous n'avons pas observé de grandes
variations du taux global des ecdystéroides immunoréactifs au cours du
cycle de développement des vers. I1 faut cependant noter que la teneur
maximale a été observée chez des animaux 3gés, qui étaient proches de
1'épitoquie.

En ce qui concerne les coelomocytes, le résultat des dosages
effectués donne des taux qui fluctuent en '"dents de scie". En outre, il

semblerait que les coelomocytes d'animaux 3agés renferment davantage de

matériel immunoréactif.

L e gt e S —— et
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DOSACES RADIOIMMUNOLOGIQUES DES ECDYSTEROIDES PRESENTS DANS LES DIFFERENTS
COMPARTIMENTS DU CORPS DE PERINEREIS CULTRIFERA AU COURS DE SON CYCLE DE
DEVELOPPEMENT

Les tableaux A, B, C, correspondent chacun aux résultats des dosages effec-
tués sur des animaux provenant de la méme récolte,

Les résultats sont exprimés en picomoles &quivalent d'ecdysone par gramme de
poids frais, sauf pour les prostomiums ol ils sont exprimés en picomoles par
prostomium.

TABLEAU A
Echantillon Diamétre ovocytaire en um
biologique 90 130 168
Liquide coelomique 104 51 73
Ovocytes 453 173 86
Coelomocytes 331 121 280
Muscles 23 48 16
Prostomiums 0 2,1 0
TABLEAU B
Echantilloﬂ Diam&tre ovocytaire en um
biologique 130 168 194
Liquide coelomique 54 57 29
Ovocytes 1186 50 30
Coelomocytes 11 67 28
Muscles 19 20 24
Prostomiums 2 < 0,5 < 0,5
TABLEAU C ‘
Echantillon Diamétre ovocytaire en um
biologique 194 | 220 233 247 260 | Epitoques
Liquide coelomique 68 97 60 143 195 18
Ovocytes 90 91 94 - 101 27
Coelomocytes 95 383 132 280 434 57
Muscles . 23 44 31 60 35 14
Prostomiums 0 0 < 0,5 0 0 < 0,7
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L'ensemble des résultats obtenus dans les différentes séries
présente une certaine "hétérogénéité" lorsqu'il concerne des lots ne
provenant pas de la méme récolte mais constitués cependant d'animaux,
théoriquement de méme age. Ceci peut s'expliquer par le fait que le diamétre
ovocytaire ne semble pas étre un critére absolu permettant de déterminer
précisément 1'3ge de l'animal. Il nous fournit en quelque sorte un "ige
apparent” qui peut ne pas tre rigoureusement identique pour chacune des
récoltes effectuées.

I1 a paru nécessaire de regrouper les résultats en fonction de
critéres physiologiques établis selon DHAINAUT (1964 a 1972), et caractéristi-
ques du développement de ces animaux.

Il est en effet possible de distinguer trois grandes étapes dans
la vie de l'ovocyte (cf figure 4).

* gtade I au cours duquel s'effectuent les synthéses vitellines
ou vitellogenése (jusqu'a un diamétre ovocytaire de 130um).

* stade II compris entre 130 et 220 um et qui correspond i la
synthése des mucopolysaccharides (alvéoles et granules corticaux) : il
s'agit de la corticogenése.

* stade III qui correspond & la maturité génitale. Un profond
remaniement s'opére au sein de 1l'ovocyte : les différents compartiments
ovocytaires s'organisent en couches concentriques autour du noyau.

Par conséquent, dans le stade I, nous avons regroupé deux diamétres
ovocytaires (90 et 130um), dans le stade II, les diamétres compris entre
168 et 220 um; et dans le stade III, les animaux dont le diamétre ovocytaire

.est supérieur a 230 um.

Les résultats des moyennes obtenues pour les différents dosages
effectués sont représentés sur la figure 5.

Cette représentation de nos résultats fait apparaitre que des
quantités assez importantes d'ecdystéroldes sont présentes dans le comparti-
ment ovocytaire du stade I; ce taux diminue nettement au stade II et reste
du méme ordre de grandeur jusqu'a la fin du stade III.

En ce qui concerne les coelomocytes, les valeurs subissent une
variation inverse a celle observée pour les ovocytes, quoique d'amplitude
plus faible. En effet, ce sont les coelomocytes du stade III qui sont les
plus riches en ecdystéroides. -

Quant au liquide coelomique, si les valeurs ne marquent pas de
grandes fluctuations entre les stades I et II, au stade III, nous trouvons
une teneur assez élevée en ecdystérolides, dont le taux est multiplié par

deux, par rapport au stade précédent,
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OVOGENESE
Différents Stades Cytologiques

C’OHT/COGENESE

7/

VITELLOGENES

" FECONDATION

A. C., alvéclescorticaux; C. M., couche muqueuse; Ch, Chorion; D, dictyosome;
E. L., enclave lipidique; E. O., enveloppe ovocytaire; F. P., face proximale du
dictyosome; G. P., glycogene particulaire; G. V., Globule vitellin; Mit, Mito-
chondrie; mV, microvillosité; N, noyau; Nu, nucléole; Spz, spermatozoide;
V. G., vésicule golgienne.

Figure 4 - Représentation schématique des différentes &tapes de 1'ovogendse

chez Perinereis cultrifera (d'aprés PORCHET, 1974),




Figure 5 - Taux d'ecdystéroides dans les différents compartiments du
corps de Perinereis cultrifera pendant les périodes de :

- vitellogenése (Stade I),
- corticogenése (Stade II),

et lors de la maturité génitale (Stade III).

Dosages radioimﬁunologiques. Les résultats sont exprimés en
picomoles équivalent ecdysone par gramme de poids frais.

Le stade I regroupe 2 diamétres ovocytaires (90 um et 130 um) ;
le stade II comprend les individus dont le diamé@tre est
compris entre 168 um et 220 pm ; le stade III regroupe les
animaux dont le diamétre est supérieur 2 230 um.




-17 -

Ient.

equiva

”

picomoles

|

b T e e s

t v LA 4 3 4 Vo0 08 VoV T LY T8 o 00 o -
o(oacoocccoococoo S oo ° ooooooeoooaq.\.oooaooooooeooacoooao S oo S o0 oooooooaoooooooooo .:....coeeA
0 8°%0,0%0,0700° 0% .70 092 90 g %% ¢ 0" " %0 9%0,0°099 %0° "0 oo 0 00 on00 & rs
E.
N |
| §
=
eTNeeesbDwaene s oNeesw® aelseeoeOw SneeNEoeSsuew LA L L LR N AL L) LA 2 L A 2 R L XX} J (R XL L L L L L L LN L ) [T LT X[ 1]

TosTeusesww® FYITY IR DRI AL LYy cSemwensass NS TLANS AN aTSE TR IR RN anceseme -y

°°°°°°°° 5
-] L
2 a 007, o000 0.0 % 009 o 2% 0%

o
e/ ©°® 000 g ©%0° %% 0,0 0 000 ¢ 690 60 2%.9¢°%. 0 ©00 o
o | ¥ e : :
o
0
)
O
O
LY

300
200
100

stade IT stade L

(168 a 220um)

stade [
(90 - 130 um)

(233 a 260um)

muscles

3
i

liquide coelomique

coelomocytes

ovocytes



S "”“”‘”‘7‘“““““*““"““"”""“"""""T“_'"_"”__‘""—”' ‘m"”'__f""‘“'“l

- 18 -

Dans les muscles, la quantité de matériel immunoréactif demeure
toujours faible quel que soit le stade considéré. .
Dans les prostomiums, les valeurs étaient le plus souvent non

détectables ou 4 la limite de la sensibilité du R.I.A, utilisé.

IT - DISCUSSION

Cette premiére série de résultats, a confirmé la présence de

matériel immunoréactif chez Perinereis cultrifera, cependant, s'il est

indéniable que tout au long du cycle de développement de Perinereis cultrifera
nous avons mis en évidence des ecdystéroides, les corrélations entre les
taux de ces substances et les étapes du développement de ces animaux ne
sont pas particuliérement nettes. !

Chez les autres vers étudiés jusqu'alors, les variations dans le
taux des ecdystéroides peuvent &tre corrélées i des phénoménes caractéristi-
ques de leur cycle biologique.

Chez Hirudo medicinalis, le taux des substances immunoréactives
au cours d'un cycle cuticulaire subit des variations importantes (Sauber 1983),
les valeurs sont particuliérement élevées 24 i 48 heures avant la mue, plus
faibles quand le rejet de la cuticule est en cours, et se maintiennent a des
taux relativement bas pendant le reste de 1l'intermue.

Chez le parasite plathelminthe Schistosoma mansont, Nirdé (1983)

a mis en évidence un pic d'ecdysone chez le parasite de 11 jours ; ce pic

est corrélatif de brusques variations des paramétres physiologiques et
biologiques du parasite : c'est la période de transition entre la forme
juvénile et les vers adultes. Au niveau des membranes, la technique de
cryodécapage a révélé que ces dernidres présentent des caractéristiques
précises, associées 3 un phénoméne assimilable & une mue (Torpier et al 1977).
Un second pic d'ecdystéroide a été relevé chez le parasite de 40 jours,

autre période critique de son développement puisqu'’elle est caractérisée

par la maturation sexuelle et la ponte des oeufs. ’

Si nous comparons 1l'épitoquie chez Perinereis cultrifera i ces
étapes particulidres qui marquent le développement d'Hirudo medicinalis et de
Schistosoma mansoni nous constatons que ce phénoméne n'a pas les mémes
incidences au niveau du taux des ecdystéroldes. Nous n'avons jamais constaté
de modifications frappantes de la teneur en molécules immunoréactives au
cours de la période qui précéde l'épitoquie, pas méme au niveau du comparti-
ment musculaire qui subit cependant de profondes transformations durant

cette période.
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La durée de vie de Perinerets cultrifera est de 3 ans. L2
phase de grand accroissement ovocytaire commence 3 la fif
de la l&re année (d'apr&s DHAINAUT, 1970 a).
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Dans le compartiment ovocytaire, le pic d'ecdystéroides observé
pour un diamétre de 130 um (période charniére dans le métabolisme ovocytaire) -
ne s'est pas reproduit avec autant de netteté au cours des autres dosages
effectués., Cette disparité dans les résultats peut trouver une de ses
explications dans le fait que les animaux sont récoltés périodiquement
dans leur milieu naturel, contrairement & Hirudo medicinalis ou les conditionms
d'élevage sont bien établies.

Toutefois il semble exister une relation entre la teneur en
ecdystéroides du compartiment ovocytaire et l'activité hormonale du cerveau.
Il apparait qu'un taux élevé d'ecdystéroides corresponde & une inhibition
hormonale encore assez forte, tandis que des valeurs plus basses soient
corrélatives d'une trés faible activité hormonale.

Par ailleurs, la teneur en ecdystéroides de ce méme compartiment
semble liée 3 un autre paramétre, en l'occurrence la vitesse de croissance
ovocytaire.Perinereis cultrifera est une espéce de Néréidien dont le cycle

de vie est de 3 ans; les animaux éclos en Juin - Juillet, présentent 2 la

- fin de la premiére année un diamétre ovocytaire de 50 i 60 um, durant la

seconde année, la croissance ovocytaire est trés faible jusqﬁ'é 1'automne,
mais présente 3 partir du mois d'Octobre un accroissement rapide jusqu'aux
mois de Février - Mars de la troisiéme année (figure 5bis). Les ovocytes
d'animaux jeunes, en période de croissance ralentie, renferment davantage
d'ecdystérolides que les ovocytes en corticogenése, période durant laquelle
la croissance ovocytaire est extrémement rapide.

Ce fait est a rapprocher des observations faites chez le crustacé
Carcinus maenas, ou un taux bas d'ecdystéroides est corrélé & la croissance
des ovocytes (Andrieux, 1981). Par contre, chez Bombyx mori le taux
d'ecdystérolides ovocytaires fluctue différemment.durant le développement :
trés élevé dans les ovocytes mirs, il est bas 3 la fin de la croissance -
ovocytaire et de nouveau élevé dans l'oeuf aprés la ponte ; Legay et al (1976)
proposent un double rdle pour les ecdystéroildes ovocytaires : stimulation
de la croissance ovocytaire et influence morphogénétique sur 1l'ovocyte.

Les ecdystérolides ovocytaires, fréquemment présents chez les fe-
melles adultes d'Insectes sont généralement synthétisés par les cellules
folliculaires ; ceci est notamment le cas pour Adedes atropalpus (FUCHS et
al., 1981), Nauphoeta cinerea (ZHU et al. 1983) et Locusta migratoria
(LAGUEUX et al., 1977 ; GOLTZENE et al., 1978). Chez ce dernier, les cel-
lules folliculaires entourant les ovocytes terminaux sont le sigge d'une
importante biosynth@se d'ecdystéroides ; cette synth&se a lieu 3 la fin

de chaque cycle de maturation ovocytaire.



Chez les Nér&idiens ol les ovoéytes, dépourvus de cellules fol-
liculaires, flottent librement dans le liquide coelomique, pouvons-nous
envisager une telle biosynthé&se ?

Des incubations d'ovocytes pris 2 différents stades de leur &vo-
lution, et suivies de dosages radioimmunologiques, devraient pouvoir nous

apporter des précisions.

B - ANALYSE QUALITATIVE DES COMPOSES IMMUNOREACTIFS

Au cours de cette seconde partie, nous avons cherché 2 préciser
la nature des produits détectés par R.I.A, Cette &tude a &té faite en deux
temps: par chromatographie sur couche mince, suivie de dosages radioimmuno-

logiques, puis par purification en chromatographie en phase liquide 3 haute

performance.

I - ANALYSE PAR CHROMATOGRAPHIE SUR PLAQUE DE GEL DE SILICE (T.L.C.)

Nous sommes partis d'un lot de 6 animaux, de sexe femelle, et

d'un diam&tre ovocytaire de l'ordre de 168 um. Pour chaque ver, nous avons

prélevé le contenu coelomique, les différentes ponctions ont été rassemblées

et extraites 2 1'éthanol 2 60 7.

Aprés un premier dosage radioimmunologique (immunoré&activité
totale) qui nous a donné une valeur de 60 picomoles par gramme de poids
frais, l'extrait a &té soumis 2 une T.L.C. (systéme de solvants : chloroforme/
éthanol, 4V/1V). Aprés double migration, les produits ont &té &lués suivant

5 zones déterminées en fonction de leur polarité (cf figure 6, ci-dessous).
FIGURE (6)
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Aprds élution, les composé&s immunoréactifs ont &té& dosé&s par

R.I.A. Le résultat des dosages est indiqué dans le tableau suivant.

Zone de 1a T.L.C Taux d'ecdystéroides en picomoles
e équivalent d'ecdysone par gramme de poids frais

1 13
2 10
3 34
4 ND
5 15

ND : non dé€tectable par le R.I.A. utilisé.

Dans ce tableau, il apparailt une réponse positive :
. dans les zones 1 et 2 qui correspondent aux zones de migration des pro-
duits tré&s polaires (plus polaires que la 20-hydroxyecdysone),
. dans la zone 3 qui correspond 3 la zone des produits co-migrant avec la
20-hydroxyecdysone et l'ecdysone de référence,
. dans la zone 5 correspondant 3 la zone de migration des produits trés
peu polaires.
Afin de rechercher la présence &ventuelle de conjugués d'ec-
dystéroides, les produits trd@s polaires, &lués 3 partir des zones 1 et 2
de la T.L.C. ont &t& soumis 3 une hydrolyse énzymatique par l'extrait semi-
purifié d'hépatopancréas d'Helix pomatia. Les ecdystéroides, 1ibé&rés aprds
cette hydrolyse, ont été dosés par R.I.A. Les résultats obtenus sont repré-

sent&s dans le tableau ci-dessous,

Quantité d'ecdystéroides en
Zone de la T.L.C, picomoles par gramme de poids frais
AVANT hydrolyse APRES hydrolyse
1 13 24
2 10 47

Ces résultats montrent que le taux de molécules immunoré&ac-
tives est multiplié, 3 la suite de l1'hydrolyse, par un facteur 2 pour la
zone 1 et 5 pour la zone 2. Nous en concluons qu'une certaine partie des
ecdystéroides présents chez Perinere’s cultrifera sont en réalité des

conjugués polaires d'ecdystéroides.
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Nous avons &galement recherché 1'existence de conjugués peu
polaires en soumettant les produits &lués 3 partir de la zonme 5 de la T.
L.C. 3 une hydrolyse chimique des esters par le carbonate de potassium en
solution dans le méthanol. Le ré&sultat de cette hydrolyse est représenté

dans le tableau ci-dessous.

Quantité 4'ecdystéroides en

Zone de la T.L.C picomoles par gramme de poids frais

AVANT hydrolyse APRES hydrolyée

5 15 53

Ce type de traitement a eu pour effet de multiplier la répon-
se immunor&active par un facteur 4. Une autre partie des ecdystéroides pré-
sents chez Perinerets cultrifera sont des conjugués peu polaires d'ecdysté-

roldes.

II - ANALYSE PAR_CHROMATOGRAPHIE EN PHASE LIQUIDE A HAUTE
PERFORMANCE (H.P.L.C.)

Les produits immunoréactifs détecté&s dans les zones 2, 3 et

5 aprds T.L.C. ont &té purifiés en H.P.L.C. sur phase inverse (colonne RP
18 ; Merck ; longueur 250 mm ; diamétre interne 4 mm ; taille des grains
10 um), L'élution a &té effectuée par le systdme isocratique de solvants
méthanol/eau ( V/ V) ; débit | ml/mn. Des fractions de 500 ul ont été& col-

lectées puis traitées en vue du dosage radioimmunologique.

1) Purification des produits immunoréactifs de la zone 3
de 1la T.L.C.

Il s'agit des produits co-migrant en T.L.C. avec la 20-
hydroxyecdysone et l'ecdysone de r&férence (voir figure 6). Aprds sépara-
tion par H.P.L.C., les fractions obtenues ont &t& asséchées puis dosées
par R.I.A.
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Les résultats des dosages, indiqués §ar la figure 7, montrent la
présence de 2 composés immunoréactifs :
+ l'un a le m@me temps de rétention que celui de la 20-hydroxyecdysone
de référence. -
. L'autre a un temps de rétention comparable i celui de 1'ecdysone de
référence.
) 2) Purification des ecdystérolides immunoréactifs de forte

polarité

Il s'agit plus particuliérement des produits élués i

partir de la zone 2 de la T.L.C et qui ont été avant H.P.L.C. soumis 2
une hydrolyse enzymatique par Helix pomatia.

Les résultats des dosages des produits immunoréactifs
séparés par H.P.L.C. sont illustrés par la figure 8. Ils montrent l'existence
d'un seul composé immunoréactif qui a été élué avec un temps de rétention '
identique a celui de la 20-hydroxyecdysone utilisée en référence.

3) Purification des produits immunoréactifs de faible

polarité

Cette purification concerne les composés élués 3 partir

de la zone 5 de la T.L.C. et qui ont subi une hydrolyse chimique par le
carbonate de potassium en solution dans le méthanol. -

La séparation chromatographique a été réalisée dans les
mémes conditions que précédemment. Le résultat des dosages effectués sur
les différentes fractions collectées est illustré figure 9. Ces résultats
montrent l'existence d'un seul composé immunoréactif qui co-élue avec la

20-hydroxyecdysone de référence.

III - DISCUSSION

Cette analyse qualitative quoique limitée et incomplete,
nous apporte néanmoins un certain nombre de renseignements intéressants.

Pour la premiére fois, nous avons mis en évidence chez un
Néréidien, deux ecdystéroldes dont les comportements chromatographiques en
T.L.C. et en H.P.L.C. sont identiques 3 ceux de la 20-hydroxyecdysone pour
1'un, de 1'ecdysone pour l'autre.

S'il y a de fortes présomptions pour que ces molécules
immunoréactives soient effectivement la 20-hydroxyecdysone et 1'ecdysone,
nous ne pouvons pas l'affirmer : il est nécessaire d'en apporter la
démonstration physico—-chimique rigoureuse par chromatographie en phase

gazeuse et spectrométrie de masse.



Figure 7 - Chromatogramme obtenu apré&s injection en H.P.L.C. sur phase
inverse des produits co-migrant en chromatographie sur cou-
che mince de silice avec la 20-hydroxyecdysone et 1'ecdysome
de référence (cf figure 6).

Elution par le mélange de solvants : méthanol/eau, 5V/5V.
Traits discontinus : absorption en U.V. 2 254 nm ; colonnes :
dosages radioimmunologiques des fractions collectées.

e

E-OH, E : temps d'@lution de la 20-hydroxyecdysone et de
1'ecdysone de référence.
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Figure 8 ~ Chromatogramme obtenu aprds injection en H.P.L.C. sur phase
inverse des produits &lués 3 partir de la zone 2 de la TLC
(cf figure 6), puls soumis 3 une hydrolyse enzymatique par
1l'extrait semi-purifié d'hépatopancréas d'Helix pomatia.

Elution’pafrle mélange de solvants : méthanol/eau, 5V/5V.
Traits discontinus : absorption en U.V. 2 254 nm ; colonnes :
dosages radioimmunologiques des fractions collectées.

E-OH, E : temps d'élution de la 20-hydroxyecdysone et de 1l'ec-
dysone de référence.
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Figure 9 - Chromatogramme obtenu apr&s injection en H.P.L.C. sur phase
inverse des produits &lués 3 partir de la zome 5 de la TLC
(cf figure 6) et soumis 3 une hydrolyse chimique par le
carbonate de potassium.

Elution par le mélange de solvants : méthanol/eau, SV/5V.
Traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes :
dosages radioimmunologiques des fractions collectées.

E-OH, E : temps d'&lution de la 20-hydroxyecdysone et de
1'ecdysone de référence.
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Ecdysone et 20-hydroxyecdysone ont d'ailleurs &t& 3 plusieurs
‘reprises, identifiées chez d'autres Annélides : chez la Sangsue Erpobdella

octoculata (SAUBER et al., 1981), chez Hirudo medicinalis, la 20-hydroxy-
ecdysone a &té identifiée par spectrométrie de masse et chromatographie en
phase gazeuse comme &tant le principal ecdystéroide (SAUBER et al., 1983).

Chez le Plathelminthe Schistosoma mansoni, l'analyse combinée
H.P.L.C.-R.I.A. a révélé la présence d'ecdysone et de 20-hydroxyecdysone.
Il en est de méme chez Fasciola hepatica, Plathelminthe hermaphrodite ap-
partenant au méme phylum que Schistosoma mansont.

Le second point qui mérite d'éére souligné concerne la présence
de conjugués d'ecdystéroides. Ces produits immunoréactifs sont en partie :

1) soit des conjugués polaires de 20-hydroxyecdysone,

2) soit des conjugués peu polaires de 20-hydroxyecdysone.

L'hydrolyse enzymatique des premiers par 1l'extrait semi-purifié
d'hépatopancréas d'Helix pomatia, tout comme le traitement chimique des
seconds par une solution alcoolique de carbonate de potassium, libére de
la 20-hydroxyecdysone,

La présence de conjugués d'ecdystéroldes est fréquente dans de
nombreux syst&@mes biologiques, les conjugués tr@s polaires €tant ceux que
1'on rencontre le plus souvent. Chez plusieurs esp@ces d'Insectes, la ma-
jorité& des ecdysté@roldes ovariens et embryonnaires sont présents sous cette
forme ; il s'agit notamment de Locusta migratoria (SALL, 1982), Schistocer—
ca gregaria (GANDE et MORGAN, 1979 ; DINAN et REES, 1981 a et b), de Bombyx
mori (OHNISHI et al. 1977 a et b) et de Galleria mellonella (HSIAO et HSIAO,
1979).

La structure de certains d'entre eux est actuellement connue.
Chez Locusta migratoria, les deux conjugués maternels prédominants ont &té
identifi&s comme &tant : l'ester 22~ad&nosine monophosphorique de la 2-
désoxyecdysone et l'ester 22-N6 (isopentenyl)-adénosine-monophosphorique
d'ecdysone, tandis que le principal métabolite embryonnaire est le 3-phos-
phate de 3-8pi-2 désoxyecdysone (TSOUPRAS et al., 1982 a, b, 1983). Chez 1la
femelle adulte de Schistocerca gregaria, les conjugués ovariens sont essen-
tiellement des 22-phosphates d'ecdystéroldes: le 22-phosphate d'ecdysone
étant le conjugué prédominant (ISAAC et al., 1982 b). Dans les oeufs, les
22-phosphates d'ecdysone, de 2-d&soxyecdysone, de 20-hydroxyecdysone et de
2~désoxy-20-hydroxyecdysone, ont &té& identifiés (ISAAC et al., 1983).

Des conjugués apolaires d'ecdystéroides ont également &t& mis en

évidence, notamment chez les Tiques : Ornithodoros moubata (CONNAT, 1984)
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et Boophilus microplus (WIGGLESWORTH et REES, 1983). Les auteurs indiquent

que ces compos&s apolaires sont vraisemblablement des esters d'acides gras

puisqu'un traitement chimique en milieu basique lib&re des ecdystéroides

et des acides gras. Par ailleurs, des données préliminaires sur le métabo-

lisme des ecdyst&roides dans l'abdomen de la femelle de Drosophila melano-

gaster indiquent la présence de métabolites peu polaires comparables 2 ceux
décrits précédemment (DUBENDORFER et MAROY, 1983). Ces conjugués apolaires
d'ecdystéroides peuvent aussi &tre produits im vitro par les tubes de Mal-
pighi, les ovaires, les corps gras ; par ailleurs, ils sont aussi retrouvés
dans les oeufs fralchement pondus oll ils peuvent représenter une forme de
stockage.

Chez Perinereis cultrifera, la mise en &vidence de conjugués
d'ecdystéroides nous améne évidemment 2 nous poser le probléme de la fina-
1ité de cette conjugaison : correspond-elle 3 une mise en ré&serve d'hormones
destinées 3 exercer leur fonction ultérieurement, ou s'agit-il simplement
d'une forme d'inactivation d'hormones précédant leur excrétion ? Nous pou-
vons aussi nous demander si :

1) la diminution du taux global d'ecdystérolides ovocytaires au cours de la
maturation ne correspond pas en fait @ une conjugaison de ceux-ci, ce
qui &quivaudrait alors 2 un stockage pour une utilisation future.

2) l'augmentation du taux de mol&cules immunoré&actives dans les coelomocy-
tes ne provient pas d'une libération de celles-ci 2 la suite d'une hy-
drolyse.

En complétant nos résultats par des analyses complémentaires,
nous devrions parvenir 3 préciser le(s) rdle(s) que peuvent jouer ces molé-

cules chez cet animal.
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CHAPITRE II

ETUDE DE LA CONVERSION, IN VIVO, DE DEUX PRECURSEURS DE BIOSYNTHESE D'ECDYSONE

LA 2, 22, 25 TRIDESOXYECDYSONE ET LA 2-DESOXYECDYSONE
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La séparation par T.L.C. des ecdystéroides immunor&actifs, ‘détec-
t8s chez Perinereis cultrifera, nous a permis de mettre en &vidence 1'exis-
tence de deux composés de polarité@ différente. L'un a le méme comportement
chromatographique que celui de la 20-hydroxyecdysone, 1'autre a un compor=
tement chromatographique identique 3 celui de 1'ecdysone de référence.

Une immunoréactivité positive vis-3-vis d'un anticorps anti-
ecdysone de produits co-migrant avec l'ecdysone ou la 20-hydroxyecdysone
n'est évidemment pas une preuve de l'identit& des molécules dosées.

Dans le but de préciser la nature des deux ecdystéroldes immuno-
réactifs détectés et d'en connaitre &galement les voies de biosynthése, nous
avons analysé les conversions, in vivo, de deux précurseurs radioactifs de
biosynth2@se d'ecdysone. Il s'agit de deux précurseurs intervenant dans la
biosynthé&se d'ecdysone dans le "mod2le ovarien" de Locusta (¢f revues de
HOFFMANN et al., 1980 et LAGUEUX et al., 1984)

- la 2,22,25-tridésoxyecdysone [3H, (22, 23, 24, 25)- 3 8, 14 a-dihydroxy-
5 B-cholest-7-&ne-6-one], activité spécifique 110 Ci/mmole synthétisée par
HAAG et al.

- et la 2-désoxyecdysone [3H4 (23, 24)-3 8, 14 o, 22 R, 25-tétrahydroxy-

5 B-cholest-7-&ne-6-one], activité spécifique 108 Ci/mmole, synthétisé&e par
HETRU et al. (1983).

Notre approche expérimentale a &té la suivante : nous avons injecté
respectivement 3 des femelles de deux stades ovocytaires différents (168 um
et 233 um), soit 60 uCi de 2-désoxyecdysone, soit 75 uCi de 2, 22, 25 tridé-
soxyecdysone purifiées avant utilisation.

Les animaux ont &té& sacrifiés 24 heures aprd@s l'injection et les

ecdyst&rolides ont &té extraits 3 1'éthanol 2 60 Z.

A - CONVERSION IN VIVO DE LA 2, 22, 25 TRIDESOXYECDYSONE (kétodiol)

Les ecdystéroides extraits 3 partir des broyats complets ont &té
d'abord séparés par chromatographie sur couche mince de gel de silice, puis
purifiés par H.P.L.C.

Apr&s T.L.C. (systéme de solvants : chloroforme/&thanol, 4V/1V,
double migration), les gels chromatographiques ont &t& analysés au lecteur
Berthold (Silema, R.F.A.). Les radiochromatogrammes obtenus sont représentés
figures 10 pour le stade 168 um et 11 pour pour le stade 233 um. Nous exami-

nerons successivement ces deux stades.



Figure 10 - Radiochromatogramme des stéroides radioactifs présents dans
un extrait complet de Perinereis cultrifera femelle de dia-
métre ovocytaire 168 um soumise 3 une injection de kétodiol
tritié.

L'extrait a &té chromatographié sur couche mince de silice
dans le systd®me de solvants : chloroforme/éthanol, 4V/1V,
double migrationm.

E-OH, E, 2DE : zone de migration de la 20-hydroxyecdysone,
de 1'ecdysone et de la 2-désoxyecdysone de référence.

d : dépdt ; £ : front de migration ; la fl&che indique le
sens de la migration.
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Figure 11 - Radiochromatogramme des stéroides radioactifs présents dans
un extrait complet de Perinereis cultrifera femelle de dia-
métre ovocytaire 233 um soumise 3 une injection de kétodiol
tritié.

L'extrait a été chromatographié sur couche mince de silice
dans le systéme de solvants : chloroforme/&thanol, 4V/1V,
double migration.

E-OH, E, 2DE : zone de migration de la 20~hydroxvecdysone,
de 1l'ecdysone et de la 2-désoxyecdysone de référence.

d : dépdt ; f : front de migration ; la flache indique le
sens de la migration
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I - STADE OVOCYTAIRE 168 um

Le radiochromatogramme (figure 10) obtenu apré&s purification
par T.L.C. montre une répartition de la radiocactivité en cinq zones :
1 zone des produits tr&s polaires ;
2 zone des produits co-migrant avec la 20-hydroxyecdysone de référence ;
3 ;one des produits ayant un comportement chromatographique comparable 2
1'ecdysone ;
zone des produits co-migrant avec la 2-désoxyecdysone ;
zone des produits peu polaires.
Les composés radioactifs des différentes zones ont Eté& Elués
de la silice 3 1'é&thanol puis purifiés par H.P.L.C. (solvant : méthanol 2
53 % dans l'eau). Des fractions de 500 ul ont &t& collectées. De chaque
fraction, nous avons prélevé une aliquote de 25 ul qui a &t& utilisée pour
quantifier la radioactivité,

Les chromatogrammes obtenus sont présentés par les figures
12 et 13.

1 - Purification des composés radioactifs co-migrant avec la

20-hydroxyecdysone et l'ecdysone (figure 12)

I1 s'agit des produits &lués 2 partir des zomes 2 et 3
de la T.L.C.

-

Nous notons la présence de plusieurs pics de radioactivité :
- le premier pic est €lué avec le méme temps de rétention que la 20-hydroxy-
ecdysone de référence.

- le second co-élue avec la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone de référence.

2 - Purification des composé&s radioactifs peu polaires
(figure 13)

I1 s'agit des produits &lués 3 partir des zones 4 et 5

de la T.L.C.

La purification a &t& réalisée en utilisant comme syst&me
de solvants un gradient de méthanol de 0 %7 2 100 Z dans 1'eau en 30 minutes,
formeur de gradient Waters Associates M 660, courbe IV).

Le chromatogramme montre cinq pics de radioactivitd d'am-
plitude tr&s inégale, l'un d'entre eux co-élue avec la 2-désoxyecdysone de

référence, un autre avec la 2-22 didésoxyecdysone.




Figure 12 - Chromatogramme obtenu apré&s injection en H.P.L.C. sur phase
inverse, des produits radioactifs co-migrant en TLC avec la
20-hydroxyecdysone et l'ecdysone de référence (cf figure 10),
et provenant d'un extrait de Perinereis cultrifera de diameé-
tre ovocytaire. 168 um soumise 3 une injection de kétodiol

tritié. '

Elution par le mélange de solvants : méthanol/eau, 5,3V/4,7V.
Traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes :
taux de la radioactivité des fractions collectées.

E-OH, E, 2DE-20-0H, 2DE : temps d'&lution de la 20-hydroxy-
ecdysone, de 1'ecdysone, de la 2-désoxy-20 hydroxyecdysone
et de la 2-désoxyecdysone de référence.
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Figure 13 - Chromatogramme obtenu apr@s injection en H.P.L.C. sur phase
inverse, des produits radioactifs des zones 4 et 5 de la
T.L.C. (cf fipure 10), provenant d'un extrait de Perinerets
cultrifera de diamdtre ovocytaire 168 um, soumise 2 une
injection de kétodiol tritié.

Elution par un gradient de 0 3 100 7 de méthanol dans 1'eau.
Traits discontinus : absorption en U.V. 2 254 nm ; colonnes :

taux de la radioactivité des fractions collectées.

E-OH, E, 2DE, 2-22 di-DE : temps d'élution de la 20-hydroxy-
ecdysone, de l'ecdysone, de la 2-22 didésoxyecdypone et de
la 2-désoxyecdysone de référence.
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II - STADE OVOCYTAIRE 233 um

Le radiochromatogramme (figure 11) obtenu aprés purification
par T.L.C. montre quatre zones de radioactivité :
1 zone des produits tr&s polaires ;
2 zone des produits co-migrant avec la 20-hydroxyecdysone de référence ;-
3 zone des produits ayant le méme comportement chromatographique que la
2-désoxyecdysone de référence.
4 zone des produits peu polaires.
Comme précédemment, les composés &lués 2 partir des différen-

tes zones ont &té purifiés par H.P.L.C.

] - Purification des produits radiocactifs de forte polarité

Il s'agit des produits &lués 3 partir de la zone 1 de la
T.L.C. Aprd@s avoir &t& soumis 2 un traitement enzymatique par Helix pomatia,
afin d'hydrolyser d'éventuels conjugués d'ecdystéroides, les ecdystéroldes
ont &té extraits puis inject&s en H.P.L.C. dans le syst&me isocratique de
solvants méthanol/eau, V/V. Les résultats obtenus sont représentés par la
figure 14,

Nous constatons que ces produits ne semblent pas &tre hy-
drolysables par Helix pomatia puisque pr@s de 70 % de la radioactivité totale

se retrouve dans les fractions tré&s polaires.

2 - Purification des produits radioactifs co-migrant

avec la 20-hydroxyecdysone

Il s'agit des produits &lués 3 partir de la zone 2 de la
T.L.C. Aprés élution 3 1'éthanol 3 95 7, ils ont &té soumis 2 une purifica-
tion par H.P.L.C. (solvant : méthanol 3 53 7 dans l'eau). ‘

Le chromatogramme correspondant 3 cette injection est re-
présenté sur la figure 15,

Nous remarquons la présence d'un pic trés important de ra-
dioactivité. Celui-ci correspond 3 un composé ayant un comportement identi-
que en H,P.L.C. 3 celui de la 20-hydroxyecdysone de référence. .

Un second composé co-&lue avec la 2-désoxy-20-hydroxyecdy-

sone de référence.

3 = Purification des produits radioactifs peu polaires

Il s'agit des produits &lués 3 partir des zones 3 et 4 de
la T.L.C. Apr&s é&lution 3 1l'éthanol a 95 %, ils ont &té séparés par un gra-
dient de méthanol de 0 3 100 %7 dans 1'eau en 30 minutes (formeur de gradient
Waters Associates M 660, Cou;be iv).



Figure 14 - Chromatogramme obtenu aprés injection en H.P.L.C. sur phase

inverse des produits libéré&s par 1'hydrolyse enzymatique
des composés de la zome 1 de la T.L.C. (cf figure 11).
Ceux—ci proviennent d'un extrait de Perinereis cultrifera
de diamétre ovocytaire 233 um soumise 3 une injection de
kétodiol tritié.

Elution par le mélange de solvants : méthanol/eau, V/V.
Traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes :
taux de la radioactivité des fractions collectées.

E-OH, E, 2DE : temps d'élution de la 20-hydroxyecdysone, de
1'ecdysone et de la 2-désoxyecdysone de référence.
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Figure 15 - Chromatogramme obtenu apré&s injection en H.P.L.C. sur

phase inverse, des produits radioactifs co-migrant en TLC
avec la 20-hydroxyecdysone et l'ecdysone de référence (cf
figure 11), et provenant d'un extrait de Perinerets cultri-
fera de diamétre ovocytaire 233 um soumise 3 une injection
de kétodiol tritié,

Elution par le mélange de solvants : méthanol/eau, 5,3V/4,7V.
Traits discontinus : absorption en U.V. 32 254 nm ; colonnes :
taux de radiocactivité& des fractions collectées.

E-OH, E, 2DE-20-0H, 2DE : temps d'&lution de lg;kb—hydroxy-
ecdysone, de 1l'ecdysone,_.de la 2-désoxy-20 hydroxyecdysome
et de la 2-dé&soxyecdysone de référence. ‘
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Figure 16 =~-Chromatogramme obtenu aprés injection en H.P.L.C. sur phase
inverse, des:produits radiocactifs des zones 3 et 4 de la
T.L.C. (cf figure 11), provenant d'un extrait de Perinereirs
cultrifera de diamétre ovocytaire 233 um, soumise 3 une
injection de kétodiol tritié,

Elution par un gradient de 0 3 100 % de méthanol dans 1'eau.
Traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes ¢
taux de la radioactivité des fractions collectées.

E-OH, f, 2DE, 2-22-di-DE : temps d'élution de ;la 20-hydroxy-
ecdysone, de l'ecdysone, de,la 2-22-didésoxyecdysone: et de
la 2-désoxyecdysone de référence
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Le chromatogramme (figure 16) montre cinq composés radio-
actifs, deux d'entre eux co-&luent avec des ‘substances de référence connues :

il s'agit notamment de la 2-désoxyecdysone et de la 2-22 didé&soxyecdysone.

B - CONVERSION, IN VIVO, DE LA 2-DESOXYECDYSONE

Notre démarche méthodologique a &2 la méme que pour la 2, 22, 25

tridésoxyecdysone.

Les ecdystéroldes extraits 3 partir des broyats complets ont &té
d'abord séparés par T.L.C., puis purifiés par H.P.L.C.

Aprds T.L.C. (syst2me de solvants : chloroforme/é&thanol, 4V/1V,
double migration), les gels chromatographiques ont &té analysés au lecteur
Berthold. Les radiochromatogrammes obtenus 3 partir des injections aux
stades 168 um et 233 pum sont représentés respectivement sur les figures 17

et 18.

Nous examinerons successivement chacun de ces deux stades.

I - STADE_OVOCYTAIRE 168 um

Le radiochromatogramme repr&sent& sur la figure 17 montre une
répartition de la radioactivité suivant quatre zones :
1 zone des produits tras polaires.
2 zone des produits co-migrant avec la 20-hydroxyecdysone de ré&férence.
3 zone de la 2-désoxyecdysone.
4 zone des produits peu polaires.

Apr8s avoir &té &luées, les différentes zones ont ensuite &té
purifiées par H.P.L.C.

1 = Purification des produits radiocactifs des zonmes 2 et 3

I1 s'agit des composé&s qui co-migrent avec la 20-hydroxy-
ecdysone et la 2-désoxyecdysone de référence. Aprds &lution 23 1'éthanol 2
95 %, ils ont &t8 injectés en H.P.L.C. dans le systdme isocratique de sol-
vants méthanol/eau, V/V. Le chromatogramme correspondant est représenté
sur la figure 19,

La radioactivité@ se répartit suivant quatre pics dont deux
sont de faible amplitude ; cependant, aucun d'entre eux ne semble co-&luer

avec des substances de référence connues.,



Figure 17 - Radiochromatogramme des stéroides radioactifs présents dans
un extrait complet de Perinerets cultrifera femelle de dia-
métre ovocytalre 168 um soumise 2 une injection de 2-déso-
xyecdysone tritiée.

L'extrait a ét& chromatographle sur cvouche mince de silice
dans le systdme de solvants chloroforme/éthanol, 4v/1v, dou-
ble migration.

E-OH, E, 2DE : zone de migration de la 20~hydroxyecdysone,
de 1l'ecdysone et de la 2-désoxyecdysone de ré&férence.

d : dépdt ; £ : front de migration ; la fl&che indique le
sens de la migration.
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Figure 18 - Radiochromatogramme des stéroides radioactifs présents dans
un extrait de Perinereis cultrifera femelle de diam@tre ovo-
cytaire 233 um soumise 2 une injection de 2~désoxyecdysone
tritiée.

L'extrait a été chromatographié sur couche mince de silice,
.~ dans le syst2me de solvants chloroforme/&thanol, 4V/1V, dou-
i _ble migration.

E-OH, E, 2DE : zone de migration de la 20-hydroxyecdysone,
de l'ecdysone et de la 2-désoxyecdysone de référence.

d : dépdt ; f : front de migration ; la fldche indique le
sens de la migration.







Figure 19 - Chromatogramme obtenu aprés injection en H.P.L.C. sur phase
inverse, des produits radioactifs des zones 2 et 3 de la
T.L.C. (cf figure 17), et provenant d'un extrait de Perine-
reig cultrifera de diamétre ovocytaire 168 um soumise &
une injection de 2~d&soxyecdysone tritiée.

-,

LY

Elution par le mélange de solvants méthanol/eau, V/V.
Traits discontinus : absorption en U.V. 2 254 nm ; colonnes :
taux de la radioactivité des fractions collectées.

E-OH, E : temps d'@lution de la 20-hydroxyecdysone et de
1'ecdysone de référence.
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Figure 20 - Chromatogramme obtenu apr&@s injection en H.P.L.C. sur
phase inverse, des produits radioactifs de la zone 4 de la
T.L.C. (cf figure 17) provenant d'un extrait de Perinereis
cultrifera de diamétre ovocytaire 168 um, soumise 3 une
injection de 2-désoxyecdysone tritiée.

Elution par un gradient de 0 2 100 7 de méthanol dans 1l'eau.
Traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes :
taux de la radioactivité des fractions collectées.

E-OH, E, 2DE-20-OH, 2DE : temps d'é&lution de la 20-hydroxy-
ecdysone, de l'ecdysone, de la 2-désoxy-20~hydroxyecdysone
et de la 2-désoxyecdysone de référence.
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2 - Purification des produits radioactifs de la zone 4

Aprés élution 3 1'éthanol 2 95 %, ces produits ont &té
purifiés par H.P.L.C. selon un gradient de méthanol de O 2 100 Z dans 1'eau.
Le chromatogramme présent& sur la figure 20 montre un pic de radioactivité
de trds grande amplitude &lué avec le méme temps de rétention que celui de

la Z-désoxy-ZO-hydroxyecdysone de référence.

II - STADE OVOCYTAIRE 233 um

Le radiochromatogramme représenté sur la figure 18 nous indi-
que une répartition de la radioactivité selon quatre zones :
zone des produits trés polaires.
zone des produits qui co-migrent avec la 20-hydroxyecdysone de référence.

zone de la 2-désoxyecdysone.

HW N e

zone des produits moins polaires que la 2-désoxyecdysone.

1 - Purification des composés radioactifs polaires

I1 s'agit des produits tr&s polaires &lués 3 partir de la
zone l. Avant purification par H.P.L.C., ces produits ont &été soumis 3 une
hydrolyse enzymatique par Helix pomatia. La séparation H.P.L.C. a &té effec-
tuBe selon un gradient de méthanol de 0 2 100 Z dans 1'eau.

Le résultat de cette analyse est représent& par la figure
21. Il montre que l'essentiel de la radioactivité@ se retrouve dans les frac-
tions trd&s polaires, ce qui suggdre que nous sommes en présence de composés
non hydrolysables par la technique utilisée. Néanmoins, cette hydrolyse a
1ibéré deux composés moins polaires : le premier co-élue avec la 2-désoxy-
20-hydroxyecdysone, le second a le méme temps de rétention que la 2-dé&soxy~-

ecdysone de référence,

2 - Purification des composés radioactifs des zones 2 et 3

Ce sont les produits qui co-migrent em T.L.C. avec la 20-
hydroxyecdysone et la 2-désoxyecdysone de référence. Apr&s &lution, ils ont
été injectés en H.P.L.C. dans le solvant méthanol & 53 7 dans 1'eau.

Le chromatogramme représenté& par la figure 22 montre une
répartition de la radioactivité selon quatre pics : le premier d'entre eux
co-8lue avec la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone de référence ; par contre les
autres pics correspondent 2 des métabolites qui ne co-&luent pas avec des

substances de référence connues.



Figure 21 - Chromatogramme obtenu apr&s injection en H.P.L.C. sur
phase inverse des produits 1ibérés par 1'hydrolyse enzyma-
tique des composés de la zone | de la T.L.C. (cf figure 18).
Ceux-ci proviennent d'un extrait de Perinereis cultrifera
de diamétre ovocytaire 233 um soumise 2 une injection
de 2-désoxyecdysone tritiée.

Elution par un gradient de 0 3 100 %Z de m&thanol dans 1l'eau.
Traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes :
taux de la radioactivité des fractions collecté8es.

E-OH, E, 2DE-20-OH, 2DE : temps d'élution de la 20-hydroxy-
ecdysone, de 1'ecdysone, de la 2-désoxy-20-~ hydroxyecdysone
et de la 2-désoxyecdysone de référence.
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Figure 22 - Chromatogramme obtenu aprés injection en H.P.L.C. sur
phase inverse, des produits radiocactifs des zones 2 et 3 de la

T.L.C. (cf figure 18), et provenant d'un extrait de Perine-
rets cultrifera de diamétre ovocytaire 233 um soumise 2
une injection de 2-d&soxyecdysone tritiée.

Elution par le mélange de solvants méthanol/eau, 5,3V/4,7V.
Traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes
taux de la radioactivité des fractions collectées.

E-OH, E, 2DE-20-0H : temps d'é&lution de la 20-hydroxyecdysone,
de 1'ecdysone et de la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone de réfé-
rence.
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Figure 23 - Chromatogramme obtenu apr&s injection en H.P.L.C. sur phase
inverse, des produits radioactifs de la zone 3 de la T.L.C.
(cf figure 18) provenant d'un extrait de Perinereis cultri-
fera de diamétre ovocytaire 233 um, soumise 3 une injection
de 2-désoxyecdysone tritiée,

Elution par un gradient de 0 3 100 % de méthanol dans 1'eau.
Traits discontinus : absorptiom en U.V. & 254 nm, colonnes :
taux de la radioactivité& des fractions collectées.

R £¥oh, E, 2DE-20-OH, 2DE : temps d'élution de la 20-hydroxy-
‘ecdysone, de l'ecdysone, de la 2-d&soxy-20-hydroxyecdysone
et de la 2-désoxyecdysone de référence.
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3 - Purification des composés radioactifs peu polaires

Il s'agit des produits &lués 3 partir de la zone 4. Aprés
1'élution 2 1'éthanol 2 95 %, ils ont &té& purifiés par H.P.L.C. selon un
gradient de méthanol de 0 3 100 7 dans 1'eau.

Le résultat de cette analyse, présenté figure 23, montre
un pic trés important de radioactivité ; celui-ci correspond 3 un composé
ayant un comportement chromatographique identique en H.P.L.C. 2 celui de la

2-désoxy-20-hydroxyecdysone de référence.

Nous venons de montrer que les précurseurs de biosynth&se d'ecdyso-
ne utilisés <n vivo ont €té convertis en un certain nombre de composés plus
polaires. Parmi ces composés, certains ont un comportement chromatographique
comparable 3 celui des ecdysté&roIdes de référence auxquels nous avons pu
avoir acceés.

Nous avons cherché 3 vérifier la nature de ces composés en utilisant
une technique d'acétylation. Les composés radioactifs &luant avec les substan-—
ces de référence ont &té co-acetyles avec les ecdyst&rolides de référence pen-
dant 1 heure 30 selon la méthode décrite précédemment. Les différents acétates
formés 3 partir des composés radioactifs 3 identifier ont &t& comparés 3 ceux

des ecdystéroldes de référence.

C - ACETYLATION
Nous avons acétylé les produits qui co-é&luent :
1. avec la 20-hydroxyecdysone de référence (cf figure 15),
2, avec la 2-dé&soxy-20 hydroxyecdysone (cf figure 20). _

1. Aprés acétylation en présence de 20-hydroxyecdysone, les différents acéta-
tes obtenus ont &t& séparés par H.P.L.C. en phase inverse (solvant : métha-
nol 2 53 7 dans l'eau). Le chromatogramme obtenu, donné par la figure 24, ne
montre pas la co—&lution des pics de radioactivité des acétates du produit
3 identifier avec les pics d'absorption U.V. correspondant aux différents
acétates du composé de référence. Ceci signifie que nous ne sommes pas en
présence de 20-hydroxyecdysone, bien que ce composé& présente en T.L.C. et

en H.P.L.C. un comportement chromatographique analogue 2 cet ecdystéroide.
2. Aprés acétylation du produit qui co-&lue avec la 2-désoxy-20-hydroxyecdy-

sone de référence, les différents acétates obtenus ont &té& séparés par

H.P.L.C. en utilisant comme solvant du mé&thanol 3 65 Z.



Figure 24 - Chromatogramme obtenu aprés injection en H.P.L.C. sur
phase inverse des produits de l'acétylation des composés

co—éluant avec la 20-hydroxyecdysone de r&férence en H.P.
L.C. (Figure 15) et les produits d'acétylation de la 20-
hydroxyecdysone de référence.

Elution par le mélange de solvants méthanol/eau, 5,3V/4,7V.

Traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes :
taux de la radioactivité des fractions collectées.

E-OH : temps d'é&lution de la 20-hydroxyecdysone de référence.
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Le chromatogramme représent& sur la figure 25 n'indique pas de co-
élution entre les pics de radioactivit& du composé 3 identifier et les pics
d'absorption U.V. correspondant aux différents acétates du produit de réfé-
rence.

Le comportement chromatographique du composé& radioactif et de la
référence &tant différent, nous en concluons que le composé radioactif

n'est pas de la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone.

D - DISCUSSION

Les résultats obtenus dans ce second chapitre nous aménent 3 faire

les commentaires suivants :

o L'injection Zn vivo de deux précurseurs radioactifs de biosynthése
d'ecdysone nous a permis de marquer un certain nombre de composés. Parmi ces
composés radioactifs 1'un se caractérise par son comportement chromatographi-
que analogue 3 celui de la 20-hydroxyecdysone de référence. Cependant si les
résultats de l'acétylation n'ont pas confirmé 1'identité présumée de ce com-
posé, cette similitude de comportement chromatographique nous autorise 2 dire
qu'il s'agit probablement d'une molécule ayant la méme polarité que la 20-
hydroxyecdysone, mais qui en diff@re par la position de ses groupements hydro-

xyles.

o Ces résultats prouvent aussi que Perinereis cultrifera possé&de un
&quipement enzymatique lui permettant de r8aliser ses propres synth&ses d'ec-
dystéroides 3 partir des précurseurs.

Un argument supplémentaire vient &tayer ce fait puisque des dosa-
ges radioimmunologiques effectués sur des algues dont se nourrissent ces ani-
maux, ne mettent pas en &vidence de matériel immunoréactif. Les ecdystéroides
présents chez Perinereis cultrifera ne sont donc pas d'origine alimentaire,

mais synthétisés de novo par l'animal.

o Par ailleurs, si un certain nombre de composés ont &té& marqués,
nous avons constaté qu'ils ne co-&luent pas toujours avec les substances de
référence utilisées habituellement lors des études métaboliques réalisées
chez les Insectes, notamment chez Locusta. Il semble alors que les voies
métaboliques de la biosynth&se des ecdysté@roildes chez Perinereis cultrifera

soient différentes de celles rencontrées dans le "mod&le ovarien'" de Locusta.



Figure 25 - Chromatogramme obtenu apr@s injection en H.P.L.C. sur
phase inverse des produits de l'ac&tylation des composés
co-€luant avec la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone de référen-
ce en H.P.L.C. (cf figure 20) et les produits d'acétylation
de la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone de référence.

Elution par le mélange de solvants méthanol/eau, 6,5V/3,5V ;
traits discontinus : absorption en U.V. 3 254 nm ; colonnes :
taux de la radioactivité des fractions collectées,

2DE-20-0H : temps d'é&lution de la 2-désoxy-20-hydroxyecdysone
de référence.
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CHAPITRE II1

ROLE PHYSIOLOGIQUE DES ECDYSTEROIDES CHEZ LES NEREIDIENS
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L'objectif de la troisiZme partie de notre travail est de pré-
ciser le rdle physiologique des ecdystéroides chez les Néréidiens.

Etant donné que les résultats des expériences d'injection de
20~hydroxyecdysone chez Perinerets cultrifera n'ont pas été nettement re-~
prodﬁctibles, tant au niveau musculaire qu'au niveau des ovocytes, nous
avons focalisé nos recherches sur un point bien précis, en 1'occurrence
1'action des ecdystéroides dans le déroulement de la spermatogendse chez

Nerets diversicolor 0.F. Miller.

I - ACTION DES ECDYSTEROIDES SUR LA_MATURATION DES_PRODUITS
GENITAUX MALES. ETUDE EN CULTURE ORGANOTYPIQUE |

Chez les Néréidiens, la spermatogen@se est inhibée par un
facteur endocrine d'origine cé&rébrale. DURCHON (1952) a montré que l'abla-
tion du cerveau entrainait une maturation précoce des produits génitaux
miles. La technique des cultures organotypiques a permis de confirmer les
résultats obtenus in vivo,

Dans les parapodes isolés et ainsi soustraits 3 l'action en-
docrine du cerveau, on peut observer rapidement la spermatogen&se, c'est-2-
dire l'évolution des spermatogonies en spermatozoides au bout de 5 3 6 jours
(Planche I, figures A et B). Les cellules qui, dans les conditions naturel-
les subiraient un certain nombre de mitoses de multiplication spermatogoniale
entrent rapidement en méiose (DHAINAUT, 1964 a).

Par contre, les spermatogonies maintenues sous contrSle hormo-
nal en associant un parapode de mile immature 2 un prostomium d'individu jeu-
ne, n'évoluent pas (Planche I, figure c).

Une premidre approche réalisée pour déterminer une action
8ventuelle de la 20-hydroxyecdysone sur le déroulement de la spermatogenése
avait montré que 5 incorporations régulidres de 20-hydroxyecdysone 1073 M,
pendant 12 jours, provoquaient un début de dissociation des amas miriformes
de spermatogonies. Cette é&volution des spermatogonies en spermatides tra-
duit une levée du blocage de la spermatogenése.

Ce résultat tout 3 fait préliminaire a pu &étre précisé.

1 - Influence de la concentration en 20-hydroxyecdysone

Nous avons préparé une cascade de dilutions qui s'éche-
lonnent de 1073 M 2 5.10"!0 M. Chacune de ces concentrations a &té testée
selon le protocole expérimental décrit précé&demment. La durée moyenne de la

culture est de 12 jours.



Figure A -

PLANCHE I

CULTURE ORGANOTYPIQUE

Parapode témoin. Les produits génitaux ont &volu& en sper-

Figure B =

Figure C -

matozolides. X 550.

Détail de la figure A. X 1200.

Association témoin : les amas de spermatogonies restent blo-

Figures D,

qués ([). X 300.

E, F, G - Action de la 20-hydroxyecdysone sur l'activité

S

Figure D =

cérébrale.

Association parapode-prostomium avec addition de 20-hydroxy-

Figure E -

ecdysone 1078M, 5 doses, 12 jours de culture. Les amas sont

pour la plupart dissociés. Plusieurs spermatides sont déja

libres (4#). X 550.

Association parapode-prostomium avec incorporation de 20-

Figure F -

Figure G -

"hydroxyecdysone 10=7M, 5 doses, 12 jours de culture. La

spermatogenése est terminée, nous sommes au stade spermato-

zoides. X 550.

Détail de la figure E. X 1200,

Ultrastructure d'un spermatozoide. d : matériel dense ; m :

mitochondrie ; N : noyau ; ta : tube axial. X 24 000.
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Au terme de 12 jours d'incubation, les explants sont
prélevés, fix&s et coloré&s pour la microscopie photonique ou &lectronique.

Nous avons déterminé le seuil de concentration de 20-
hydroxyecdysone en dessous duquel celle-ci est sans action en culture or-
ganotypique. Ce seuil se situe pour une concentration de 1078 M. Dans les
parépodes correspondants, les produits génitaux sont pour la plupart en
fin de prophase de méiose, car nombreux sont les amas miriformes dissociés
(Planche I, figure D).

Pour des concentrations inférieures, les produits géni-
taux restent sous la forme d'amas de spermatogonies analogues 3 ceux de
1l'association témoin.

Pour des concentrations de 1077 M, 10=8 M, quelques
spermatides se présentent encore sous forme de té&trades, les autres sont
différenciés en spermatozolides (Planche I, figures E, F, G).

Il est possible de résumer l'ensemble de ces résultats
en exprimant graphiquement l'intensité& du virage, en fonction de la concen-

tration en 20-hydroxyecdysone (figure 26).

2 - Importance du nombre d'incorporations

Nous avons utilisé une concentration pour laquelle une
évolution des produits génitaux en spermatides a toujours &té observée
(1077 M.

Une seule incorporation de 20-hydroxyecdysone se révéle
étre inefficace ; au terme de 12 jours de culture, les produits génitaux
sont toujours au stade de spermatogonies.

Par contre, 3 partir de 3 incorporations, les spermato-
gonies &voluent. Si nous interrompons la culture apr&s 7 jours d'incubation,
ce qui correspond 3 3 doses de 20-hydroxyecdysone, tous observons encore des
spermatogonies, cependant nous remarquons que certaines cellules ont subi
de discrétes modifications morphologiques affectant leur noyau dont la forme
devient plus sphérique (Planche II, figures A et B). Ces cellules sont d'ores
et déja engagées de manilre irréversible dans le processus aboutissant 23
la méiose (DURCHON et al., 1965). On peut les désigner sous le terme de
spermatocytes.

Si nous introduisons, en une seule incorporation, dans
le milieu de culture, la quantité &quivalente 3 6 doses, nous observons
encore une levée du blocage mais plus tardive que lorsque les incorpora-

tions de 20-hydroxyecdysone sont pratiquées réguli2rement.



Figure 26 - Effets de la 20-hydroxyecdysone et de l'ecdysone sur 1'acti-

vité cérébrale.

L'activité cérébrale est testée en culture organotypique
(association parapode-prostomium) d'apr&s le degré d'évolu-

tion des produits génitaux.
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Intensité du virage
bbb = .*u-*-..-‘-----‘---mEoH ‘b——E
ooor :: ’/*
*s } -*
;
+ b *»
. . ".b
témoin - Hracanpeacang”
1 | 1 _1 1 1 1 1 1 '. [l ———
10- 1-* 10-7 10-* 10 10t
510-° s510-° s10-* s10~ s10-° Concentration-
en
(%*)20 -Hydroxyecdysone
(#)et en Ecdysone




PLANCHE TII

Figure A - Association parapode-prostomium avec addition de 20-hydroxy-

ecdysone 10™7M, 3 doses, 7 jours de culture. Vue d'ensemble
de quelques amas miiriformes. L'amas de droite renferme de
jeﬁnes spermatocytes (™), tandis que les cellules de celui
de. gauche sont encore au stade spermatogonies. La forme du
noyau est plus sphérique dans les spermatocytes que dans les

spermatogonies. X 1200.

Figure B - Ultrastructure de spermatocytes. X 10 000.

Figures C et D ~ Action de l'ecdysone sur l'activité cérébrale.

Figure C - Association parapode prostomium avec addition d'ecdysone

10~*M. Les amas se dissocient. Des spermatides sont libres

( y)- X 300.

Figure D - Détail de la figure C. X 1200.
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3 - Action de 1l'ecdysone

En 1'absence d'identification précise de la ou des molé-
cule(s) d'ecdystéroides présents chez les Néréidiens, nous avons d'abord
utilisé la 20-hydroxyecdysone puisque c'est g&néralement la forme la plus
active chez les Insectes. Il &tait important de tester l'action d'autres
ecdystéroides. Nous avons testé l'ecdysone.

Il apparait que le seuil de virage, c'est-3-dire la
concentration minimale en ecdysone susceptible d'induire la méiose, est
plus élevé que celui de la 20-hydroxyecdysone. Il est observé pour une
concentration dix fois supérieure. Un virage aussi net que celui constaté
avec la 20-hydroxyecdysone a lieu pour une concentration de 10™% M (Plan-—
che II, figures C et D).

4 - Influence du mode d'incorporation des ecdystéroides

Deux facteurs sont restés fixes : la concentration en
20-hydroxyecdysone (107 M) et le nombre d'incorporations (6). Seules les

modalités d'incorporation de la 20-hydroxyecdysone ont &té& modifiées.

a - Incubation préalable des prostomiums

Des prostomiums 3 forte activité hormonale sont pré-
levés puls incubés sur le milieu de culture habituellement utilisé&. Aprés
6 incorporations régulires de 20-hydroxyecdysone, ces prostomiums sont as-
sociés 3 des parapodes de miles immatures, sur un milieu de culture frais,
Aprés huit jours de culture (soit avec sensiblement
deux jours de retard par rapport aux parapodes témoins), nous constatons

que les produits génitaux sont au stade spermatides.

b = Injections de_ 20-hydroxyecdysone

Pendant un mois, nous injectons de la 20-hydroxy-
ecdysone 2 des jeunes femelles. Les prostomiums de ces animaux traités sont
ensuite prélevés et mis en culture par association avec des parapodes de
mdles immatures.

La levée du blocage est tré&s nette, les produits
génitaux ont &volué jusqu'au stade spermatozoides ; cette &volution est

aussi rapide que celle des parapodes témoins.

5 ~- "Activité" des milieux de culture

Nous avons, dans un premier temps, incubé& des prostomiums
3 forte activité hormonale, pendant 4 jours ; nous récupérons le milieu de
culture et dans un second temps nous y avons placé des parapodes de miles
immatures. Des incorporations réguli2res de 20-hydroxyecdysone sont faites

au niveau de ces parapodes.
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Nous constatons que les produits génitaux restent blo-
qués au stade spermatogonies, ce qui prouve d'une part que la 20-hydroxy-
ecdysone n'agit pas directement sur les cellules germinales mdles et que
1a neurohormone inhibitrice est bien présente dans le milieu de culture
puisque les spermatogonies restent quiescentes.

' Par contre, si 1'on récupére le milieu d'incubation
sur lequel ont séjourné des prostomiums préalablement sensibilisés 2 la
20~hydroxyecdysone, soit par injectioms <7n situ ou par incorporation Zn
vitro, et que des parapodes provenant de miles immatures sont mis en

culture sur ce milieu, les produits génitaux é&voluent.

IT - DISCUSSION

Cette &tude de l'action des ecdystéroides sur la spermato-
gendse nous permet de dégager un certain nombre de points importants.

La 20-hydroxyecdysone est capable, selon sa concentration
dans le milieu de culture de diminuer 1'activité hormonale du cerveau ou
de la bloquer complétement, ce qui détermine le déclenchement des processus
de spermatogenése.

Son action ne s'exerce donc pas directement sur les cellu-
les germinales, comme il est fréquent de l'observer chez les Arthropodes.
Le déclenchement de la spermatogen&se n'est que la conséquence de la chute
du taux hormonal dd & 1'inhibition de sa production par la 20-hydroxyecdy-
sone. D&s la suppression de l'action endocrine cérébrale, les cellules ger-
minales mdles entrent directement en interphase préméiotique, la spermato-
genése est capable de parvenir 2 son terme en absence de toute action hor-
monale,

Ceci explique le fait que la levé@e du blocage soit plus
nette si le cerveau a &té& soumis 3 l'action de la 20-hydroxyecdysone avant
d'étre associé au parapode. Il est vraisemblablement inactif lors de la
mise en culture. Si 1'on pratique les incorporatioms de 20-hydroxyecdysone
directement sur une association prostomium-parapode, il peut continuer -
pendant un certain temps - 3 produire la neurohormone d'ol un certain retard
dans le virage des produits génitaux par rapport aux parapodes témoins.

Cette action "indirecte' de la 20-hydroxyecdysone ne peut-
elle pas &tre rapprochée du phénoméne de régulation interne de 1'activité

endocrine cé&rébrale mise en 8vidence chez les Néréidiens de sexe femelle ?
PORCHET, 1969).

Deux processus président au déroulement de 1l'ovogen&se, une
activité endocrine, d'origine cérébrale et une régulation de celle-ci par

une rétroaction d'origine ovocytaire. Les ovocytes submatures et matures
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produisent une substance chimique capable d'inactiver tant iz vivo qu'in
vitro la production hormonale du cerveau. Cette substance est susceptible
d'induire 1'hétéronéréidation compléte chez de jeunes vers initialement dé-
pourvus de produits génitaux et possédant leur cerveau, donc leur centre
endocrine. Chez les femelles, la simple injection intracoelomique de cette
substance, qualifiée de "feed-back' permet d'obtenir les mémes résultats
qu'une décérébration, c'est-3-dire la maturation ou la dégé€nérescence ovo-
cytaire (PORCHET, 1967 ; PORCHET et CARDON, 1972 ; PORCHET et al., 1976).

Des similitudes d'action existent entre la substance "feed-
back'" isolée des ovocytes matures et la 20-hydroxyecdysone ; cependant les
injections répétées de 20-hydroxyecdysone n'ont jamais induit 1'épitoquie.

Chez les femelles, les injections répétées de 20-hydroxy-
ecdysone n'ont pas donné de résultats nettement reproductibles. La ségré-
gation des constituants ovocytaires traduisant une maturation précoce ne
s'est pas toujours matérialis@e. Par ailleurs, nous ne pouvons pas tester
1'action de cette molécule en culture organotypique étant donné que ce
type de manipulation entraine des perturbations du métabolisme ovocytaire
dues 3 un déséquilibre physiélogique.

S'il est indéniable que des ecdystéroIdes sont présents dans
le compartiment ovocytaire, il faut reconnaitre que leur mise en &vidence
ne constitue qu'un instantan&, elle ne préjuge en rien du ou des rdle(s)
physiologique(s) qu'ils peuvent jouer. Il est d'ailleurs difficile d'anti-
ciper actuellement dans ce domaine et il serait dangereux d'interpréter
des résultats encore trop fragmentaires ; méme chez les Insectes, le rdle
physiologique des ecdystéroides chez les adultes mérite d'étre approfondi,
notamment dans le contrdle qu'ils peuvent exercer sur la synth&se de vitel-
logénine.

Chez Aedes aegypti, HAGEDORN (1980) considé&re que l'ecdysone
produite par les ovaires induit la synthé&se de vitellogénine par les corps
gras ; il en est de méme chez Bombyx mori (ONO et al., 1975), Oncopeltus
faseiatus (RANKIN et JKCKLE, 1980) et chez plusieurs espéces de Diptéres
(POSTLETHWAIT et HANDLER, 1979 ; De LOOF, 1982a). Par contre, chez les Co-
léoptéres et Orthoptdres, l'induction de la synthé&se de vitellogénine par
les ecdystéroides ovariens n'a jamais été& observée (CHEN et al., 1981).
Chez Locusta migratoria, la stimulation de la synth&se de vitellogénine
par l'ecdysone ovarienne est exclue puisque les deux ph&noménes sont sépa-
rés dans le temps : la synthése de vitellogénine commence avant celle de

1l'ecdysone chez la femelle adulte de criquet. Les ecdystéroides produits
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par les cellules folliculaires ne sont pas rejetés dans 1'hémolymphe mais

combinés 3 la vitelline (LAGUEUX et al., 1981 a). Ce fait observé chez Lo-
custa a amené De LOOF (1982b 3 suggérer que les ecdystéroides secrétés par
les cellules folliculaires pouvaient &tre un facteur majeur dans 1'induc-

tion de la maturation ovocytaire.

) Chez Folsomia et Thermobia, deux Aptérygotes, qui muent en-
core méme lorsque le cycle de reproduction a commencé, il a &té démontré
qu'il existe une corrélation entre le taux d'ecdystéroides et les cycles
ovariens (BITSCH et al., 1979 ; PALEVODY et al., 1977) et que des ecdysté-
roides sont effectivement présents dans les ovaires (BITSCH et al., 1979 ;
ROJO de la PAZ, 1983). Bien que la preuve n'ait pas encore &té apportée,
BITSCH et PALEVODY (1980) supposent méme que les ecdystéroides jouent un
r8le dans le contrSle hormonal de la régulation de la vitellogenése.

Chez les Crustacés, la majorité des auteurs accordent aux
ecdystéroides un rdle dans la vitellogendse 2 travers les relations mue-~
vitellogen&se. L'ablation des glandes de mue chez 1'Oniscoide Porcellio
dilatatus fait chuter la synthése de vitellogénine (SOUTY et GOHAR, en
préparation) ainsi que la synth&se et la libération de la vitellogénine
dans 1'h&molymphe (SOUTY et al., 1982). Une injection compensatrice de
20-hydroxyecdysone ré&tablit cette synth&se et cette libération. D'une fa-
gon directe ou indirecte, la 20-hydroxyecdysone est nécessaire au maintien
de la synthése de la fraction exogéne du vitellus protéique, en l'occurrence
la vitellogénine.

Compte tenu de ces différents faits établis et hypothéses
formulées pour les Arthropodes, pouvons-nous envisager des processus compa-
rables chez Perinereis cultrifera ?

Nous savons que la vitellogené&se est, chez Perinerets
cultrifera, hétérosynthétique (BAERT, Bangor, 1985). L'ovocyte est
incapable de synthé&tiser sa vitelline, ce sont les coelomocytes, autres
cellules libres dans le liquide coelomique, qui produisent la vitellogénine.
Cette dernilre subit ensuite des modifications au sein méme de 1l'ovocyte.
Y-a-t-il alors contrdle de la synthé&se de vitellogénine par les ovocytes ?
La complexité du probldme et les données trop peu nombreuses ne nous per-
mettent pas d'y apporter une réponse dans 1'immédiat.

I1 semble qu'en ce qui concerne le rdle physiologique des
ecdystéroides, nous puissions adopter 1'hypothé&se émise, pour les Insectes,
par De LOOF et GEYSEB (1983) qui favorise l'idée selon laquelle les proces-
sus physiologiques sont contrdlés par une balance hormonale plutdt que par
les hormones prises individuellement. Un tel point de vue peut s'appliquer

aussi aux Néréidiens.
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CONCLUSION GENERALE

Les résultats exposés dans ce travail confirment donc la présence
d'ecdystéroides - libres et conjugués - chez Perinereig cultrifera. Ces ec-
dysté&roides subissent des fluctuations dans le temps, mais aussi selon la
nature du compartiment biologique considéré.

Le résultat essentiel qui se dégage de nos recherches concerne
la mise en évidence d'un ecdystéroide de méme polarité& que la 20-hydroxy-
ecdysone, mais qui en diff2re probablement par la position de ses fonctions
hydroxyles. Le passage en spectrométrie de masse devrait nous en apporter
la confirmation.

Par ailleurs, 1'étude du métabolisme de précurseurs radiocactifs de
l'ecdysone a montré que P. cultrifera pouvait convertir ces précurseurs en un
certain nombre de composés, ce qui implique la présence, chez cet animal, de
1'équipement enzymatique indispensable 3 la réalisation de ces transformations

Le second résultat qui doit &tre souligné concerne le rdle phy-
siologique de ces ecdystéroides. Dans un travail précé&dent, nous avions
mentionné une éventuelle action au niveau des cellules germinales ; nous
pouvons maintenant préciser que cet effet = tout particulidrement chez le
midle - n'est que la conséquence d'une action exercée par la 20-hydroxy-
ecdysone, sur le cerveau. C'est la raison pour laquelle, nous avons rap-
proché ce phénoméne de celui qui est observé chez les femelles, ol il y a
régulation interne de 1'activité endocrine cérébrale par une substance
produite par les ovocytes matures.

Les résultats obtenus nous aménent 2 penser que, comme chez les
Arthropodes, les ecdystéroides pourraient jouer le rdle de messagers hor-
monaux. Bien des travaux restent 3 faire pour &lucider le rdle exact des
ecdystéroides chez les Vers, que ce soient les Annélides Polych&tes ou
autres. En effet, méme si 1'on peut corréler une augmentation du taux des
ecdystéroldes avec un &tat de prémue chez Hirudo (SAUBER, 1983 .), ou si
la détection des ecdystérolides sériques endogénes et urinaires est utili-
sée pour le dépistage précoce de certaines parasitoses (KOOLMAN, 1985), le
role précis de ces molécules reste également inconnu chez ces animaux.

Par ailleurs, si ce travail de recherche nous a permis de répondre
3 un certain nombre de questions, beaucoup d'entre elles restent encore po-

sées. Ce qui est notamment le cas pour le site de biosynth&se de ces ecdy-
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stéroides : si d'ores et déj3, nous pouvons &liminer les prostomiums puis-

que les dosages radioimmunologiques des milieux de culture sur lesquels ils
ont séjourné ne révélent pas la présence de matériel immunoréactif, nous

ne disposons d'aucun &l&ment nous permettant de privilégier un compartiment
biologique plutdt qu'un autre.

) Sur le plan physiologique, nous devons d'une part approfondir le
mécanisme d'action de ces molécules au niveau du cerveau en localisant la
ou les catégorie(s) de cellules qui leur sont sensibles, et d'autre part
parvenir 2 préciser leur fonction chez les individus de sexe femelle.

La continuation de nos recherches devra se faire, dans un premier

temps, dans cette directionm.
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